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Introduccion

I. 1.- OBJETIVOS DEL TRABAJO.

Las extraordinarias propiedades fisicoquimicas del ADN y ARN, en lo que se
refiere a las interacciones entre cadenas complementarias para formar la estructura hibrida,
hacen de este proceso una técnica unica en la identificaciéon y localizacion de genes
especificos o secuencias asociadas. Por este motivo, las sondas de ADN poseen gran
potencial en un amplio rango de aplicaciones, entre las que se pueden destacar la deteccion
de enfermedades infecciosas y genéticas en humanos, animales y plantas, la utilizacion cada
vez mas extensa en medicina forense y el nuevo campo farmacéutico de ARN y ADN

antisentido.

El interés que poseen las sondas de ADN ha hecho que se esté realizando un gran
esfuerzo para trasladar las técnicas de hibridacion desde el laboratorio de investigacion
hasta el clinico, al objeto de poder diagnosticar enfermedades genéticas y patdgenas. Sin
embargo, la aceptacion de los métodos de hibridacion en el laboratorio clinico no esta
totalmente generalizada debido a los inconvenientes que poseen las sondas radiactivas y
enzimaticas, tales como su elevado costo, €l escaso tiempo de vida de los reactivos y las
dificultades de manejo.

En contraste, las técnicas fluorimétricas que utilizan fluoréforos enlazados a ADN
pueden permitir analisis con empleo de reactivos més sencillos y baratos que, ademas,
poseen mayor tiempo de validez reduciendo los problemas de almacenamiento. En adicidn,
la sensibilidad de las propiedades de la emision de un fluoréforo a los factores ambientales
(rendimiento cuantico, tiempo de vida, grado de polarizacidon y transferencia de energia)
permiten la posibilidad de desarrollar los denominados analisis homogéneos, en los que se
reduce en forma considerable la complejidad del procedimiento al no ser necesaria la
separacion, mediante tediosos lavados, del exceso de sonda afiadida que no resulte
hibridada con el ADN objetivo. Como ejemplo, en el inmunoensayo (Watson y col., 1976;
Kobayashi y col., 1979; Jolley y col., 1981; Kronick y Grossman, 1983), que es una técnica
en estado mas avanzado que las sondas de ADN, se ha demostrado que la tecnologia
fluorimétrica posee ventajas sobre los métodos convencionales basados en la deteccion

radiactiva o enzimatica.
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Se han realizado muchas investigaciones relacionadas con el desarrollo de técnicas
no radiactivas para detectar hibridaciones de polinucleétidos. De é€stas, s6lo unas pocas
utilizan los métodos fluorescentes, exceptuando las que utilizan fluoréforos en la
investigacion de secuencias de ADN y en hibridaciones in situ, o las que usan intercaladores
para observar bandas en geles de electroforesis y algunas metodologias propuestas en la
deteccién de hibridaciones con ARN (Rayburn y Gill, 1987; Cardullo y col., 1988; Mathies
y col., 1990), ya que los acidos ribonucleicos se encuentran en mayor concentracion que
el ADN vy se detectan mejor con las sensibilidades alcanzadas.

El trabajo de investigacion llevado a cabo en esta Memoria estd dirigido al
desarrollo de sondas fluorescentes que posean la suficiente sensibilidad para detectar la
hibridacién de 4cidos nucleicos y que, al mismo tiempo, sean relativamente simples y
permitan el analisis en medios homogéneos sin tediosas manipulaciones que requieran de
personal especializado. Nuestro mayor esfuerzo se ha dedicado, fundamentalmente, a la
elucidacion del mecanismo intimo a través del cual se produce el cambio en la propiedad
fluorescente, que permite la deteccion de la formacién de la doble cadena. Finalmente, se
comparan las sensibilidades alcanzadas en los multiples cambios detectados en los
mencionados parametros fluorimétricos y se proponen las diversas actuaciones posibles
segun sea el fin pretendido en el anélisis.

Las sondas de ADN con secuencias especificas de interés son caras y disponibles
tan solo en cantidades limitadas. Para mejorar esta situacion, se ha utilizado inicialmente un
sistema modelo en el cual el 4cido polirribocitidilico (poli(C)) se ha elegido como sonda y
el acido polirriboinosinico (poli(I)) se ha escogido como diana. Usando este sencillo sistema
como modelo, se han podido examinar con relativa facilidad los procedimientos de marcaje,
con distintas etiquetas fluorescentes y se ha comprobado el cambio en los parametros
fluorimétricos de las sondas etiquetadas, después de hibridar con la secuencia diana, al

objeto de escoger aquellas que han evidenciado las variaciones mas acusadas tras la
hibridacién y por tanto resultan mas sensibles para la deteccion analitica.

Asimismo, es de destacar que con anterioridad a este trabajo, el marcaje covalente
de sondas de ADN con grupos fluorescentes se ha realizado fundamentalmente mediante
etiquetados en la posicion 5' final, o a través del uso de mononucleétidos fluorescentes que
son incoporados posteriormente dentro de la secuencia deseada con un sintetizador
comercial de ADN. Estas técnicas utilizan productos quimicos de elevado precio lo que
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origina que la generacion de sondas fluorescentes de ADN sea bastante cara. En la
programacion de esta investigacion, se ha tenido en cuenta el anterior inconveniente por lo
que hemos utilizado un etiquetado mediante un procedimiento de transaminacion que puede
adaptarse a los grupos citosina de las cadenas de ADN. Con este procedimiento ha sido
posible etiquetar rapida y econémicamente las cadenas de ADN usando productos quimicos

muy asequibles.
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I. 2.- BREVE HISTORIA SOBRE EL DESARROLLO DE LAS SONDAS DE ADN.

Los origenes de la moderna tecnologia con sondas de ADN se remonta a los
trabajos iniciales sobre las propiedades mismas del ADN. Asi, el potencial de la hibridacion
de los acidos nucleicos se detecté por vez primera en 1961 por Hall y Spiegelman cuando
demostraron que los hibridos de doble cadena de secuencias complementarias de acidos
nucleicos, se podian formar en presencia de otros acidos nucleicos no complementarios
(Hall y Spiegelman, 1961). Mas tarde se observo que la absorbancia a 260 nm de una
disolucion de ADN aumentaba aproximadamente un tercio de su valor después de hervida
y podia volver a su valor inicial si mencionada disolucion era enfriada muy lentamente,
mientras que ésto no ocurria cuando el enfriamiento se realizaba de forma rapida. La
aparente explicacion de estos hechos fue que las cadenas de ADN, previamente separadas
por el calentamiento, se vuelven a reasociar por lento enfriamiento, mientras que €sto no
sucede cuando el enfriamiento es rapido. Las condiciones que controlan este proceso fueron
extensamente examinadas por Marmur y Doty (1961), Britten y Khone (1968) y Wetmur
y Davidson (1968). Britten y Khone hicieron sus estudios mediante un método que detecta
la hibridacion en disolucién mediante el posterior aislamiento selectivo de los hibridos en
una matriz sélida de hidroxiapatito en la que se enlazan preferencialmente los acidos
nucleicos de doble cadena. Marmur y Doty y Wetmur y Davidson llevaron a cabo sus

investigaciones midiendo la hipercromicidad a 260 nm.

Asi, el interés de la hibridacién de &acidos nucleicos como herramienta en la
deteccion e identificacién de microorganismos infecciosos se comprobé en los comienzos
de la década de 1970 con estudios sobre virus cultivados en células animales. La capacidad
de determinar no sélo la fraccion del genoma viral presente, sino también de estimar el
numero de copias virales, provocé la amplia difusion del uso de esta técnica (Gelb y col.,
1971). Muchos investigadores reconocieron el enorme potencial de la técnica en la
determinacion de relaciones genéticas y taxonémicas entre organismos, principalmente

MmiCroorganismos.

La idea de inmovilizar la cadena simple que constituye una secuencia diana se debe
a McCarthy y Bolton (McCarthy y Bolton, 1963; Hoyer y col., 1964), quienes mezclaron
las cadenas desnaturalizadas de ADN con agar caliente y dejaron polimerizar la disolucion.

Posteriormente, utilizaron fragmentos de ADN radiactivamente etiquetados que pueden
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difundir a través del agar y formar las estructuras hibridas. Finalmente, la sonda no
hibridada se retiraba del soporte por repetidos lavados. La técnica fue sensiblemente
mejorada con la utilizacién de membranas de nitrocelulosa para inmovilizar el ADN diana
(Nygaard y Hall, 1963; Gillespie y Spiegelman, 1966; Denhardt, 1966). El uso de estas
técnicas de inmovilizacién, primero por Grunstein y Hogness (1975) para identificar
colonias de bacterias y después por Southern (1975), quien separé mediante electroforesis
fragmentos de ADN vy los transfirié a nitrocelulosa para detectar secuencias especificas,
marcé el comienzo de lo que podemos denominar la “edad moderna” de la biologia
molecular. En la versatil técnica de Southern, el ADN se digiere con enzimas de restricion
que dividen especificamente las moléculas de ADN hasta sus secuencias individuales de
reconocimiento. Los fragmentos de ADN se separan, por electroforesis, de acuerdo a su
tamaino en un gel de agarosa y se transfieren a una membrana de nitrocelulosa o de nylon
(Meinkoth y Wahl, 1984). La electroforesis convencional puede separar fragmentos entre
100 y 30.000 pares de bases, mientras que una técnica electroforética mas sofisticada, a
base de campos pulsantes, puede resolver fragmentos hasta de 200.000 pares de bases
(Schwartz y Cantor, 1984; Carle y Olsen, 1985; Chu y col., 1986; Clark y col., 1988). La
localizacion en la membrana de un fragmento de restriccion conteniendo un gen particular

se determina por hibridaciéon con una sonda especifica etiquetada.

Tan importante como la tecnologia de inmovilizacién, fue la produccion de sondas
de hibridacion detectables. Inicialmente se utilizaron los acidos nucleicos marcados
radioactivamente. Estas sondas fueron creadas mediante la simple introduccion in vivo de
precursores etiquetados radiactivamente (CH, “C, *°P, *°S). En 1970, Kelly y sus
colaboradores (Kelly y col., 1970) describieron por primera vez las bases del método de
“correr la muesca” (nick-translation) para preparar ADN etiquetado con **P, que podia
utilizarse como sonda de hibridacion. Los detalles exactos del procedimiento no fueron
descritos hasta 1977 (Rigby y col., 1977). El método se sigue aun usando para generar
sondas de ADN etiquetadas radiactivamente, ya que los oligodeoxinucledtidos sintéticos
con marca radiactiva son una clase de sondas muy importantes en la deteccion de la
hibridacién y se han sintetizado con una gran variedad de grupos reactivos tales como,
aldehido y carboxilo (Kremsky y col., 1987), amino (Connolly, 1987), o sulfidrilo
(Zuckermann y col., 1987). El marcaje con radiois6topos ofrece la posibilidad de incorporar
varias etiquetas por cada sonda, incrementando asi la sensibilidad en la deteccion. Entre las
desventajas de los radiois6topos se pueden incluir, la molesta naturaleza de los métodos de
deteccion, la inestabilidad isot6pica, la peligrosidad de su uso, los problemas del suministro,

6



Introduccion

las instalaciones que se precisan y el personal especializado que debe de manipularlos.

El clasico método no radiactivo desarrollado por Ward y colaboradores (Langer y
col., 1981; Leary y col., 1983) utiliza una deoxiuridina-5' trifosfato derivatizada
quimicamente para introducir un grupo alilamino en la posicién 5 del anillo pirimidinico.
Este grupo amino sirve para, posteriormente, fijar la etiqueta detectable, tipicamente un
grupo biotina separado del anillo por una cadena de 11 atomos (bio-11-dUTP). Bio-11-
dUTP es un sustrato para ADN polimerasa y puede incorporarse en el ADN en lugar del
dUTP. Las sondas biotiniladas estan muy extendidas ya que mediante la interaccion por
afinidad, virtualmente irreversible (K,=10"), de la biotina con conjugados de avidina o
estreptoavidina que llevan enlazados enzimas, como peroxidasa o fosfatasas acida o
alcalina, se puede conseguir una gran variedad de sondas sin mas que acoplar los citados
conjugados a fragmentos adecuados de ADN o a oligonucleétidos sintéticos (ver figura
I.1). Ambas avidinas tienen cuatro sitios de enlace para la biotina, por lo que una simple
molécula enlazada a ADN puede interaccionar con adicionales moléculas de biotina
etiquetada. Las enzimas también pueden acoplarse quimicamente a los oligonucleotidos
(Jablonski y col., 1986; Chu y Orgel, 1988). Estas técnicas permiten una deteccion con alta
sensibilidad, mediante la accion catalitica del enzima sobre un sustrato apropiado. La accion
enzimatica se detecta posteriormente por la liberacidn de una especie coloreada o
luminiscente, en disoluciéon. Se pueden alcanzar sensibilidades similares a las conseguidas

con radioisétopos complejando varias moléculas de enzima a cada sonda (Lear1 y col.,
1983; Sheldon y col., 1986).

Hay multiples variaciones del método clasico, algunas metodologias utilizan
trifosfatos biotinilados de dCTP (Gillam y Tener, 1986) y dATP (Gebeyehu y col., 1987),
que son también sustratos para la ADN polimerasa. Estos andlogos difieren de los derivados
de dUTP en que sus sustituyentes biotinilo estdn localizados en los atomos de nitrégeno
involucrados en la formacién de los pares de bases, lo que puede originar inconvenientes
en la hibridacion dependiendo del grado de sustitucion en la sonda de ADN. Estos analogos
son especialmente utiles para eliquelar muestras en las que el andlogo al dUTP es
inapropiado. El andlogo al dCTP se prepara cambiando el grupo amino de dCTP por una
diamina y seguidamente biotinilando el grupo diamina. Similares cambios pueden realizarse
directamente en fragmentos de ADN para introducir, por ejemplo, biotinil-hidrazina
(Reisfeld y col., 1987) o etilendiamina. Este residuo puede reaccionar con un éster activo

de un compuesto biotinilado de cadena larga (Viscidi y col., 1986).
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Enzima biotinalada (marca)

|\
»

Avidina

Bio-11-dUTP . Sonda de ADN

ADN diana

‘“.\I-I

Figura I.1.- Representacion esquematica del principio de actuacion de
una sonda biotinilada.

Otro método directo de introducir grupos biotinilados en los acidos nucleicos, hace
uso del reactivo comercializado con el nombre registrado de Fotobiotina (Forster y col.,
1985). El reactivo fotoactivable combina un grupo biotinilo, una mitad sensible a la luz y
un grupo bésico que permite la asociacion con polinucleétidos en disolucién. La irradiacion
con luz visible genera un radical altamente reactivo que enlaza covalentemente al
polinucleétido.

La sensibilidad de la deteccién del ADN diana por métodos enzimaticos, tiende a
resultar menor que con sondas radiactivas y esta altamente limitada por la aparicion de
considerable ruido de fondo. Esta aparicion no es fortuita sino que es el resultado de
catdlisis endégenas, o de la contaminaciéon por reactivos enzimaticos incompletamente
retirados por los lavados de la muestra. Ademas, la actividad especifica de la sonda
nucleotidica también est4 limitada por el espaciado de los grupos biotinilo en la cadena del
ADN, ya que para acomodar el didmetro de una molécula de avidina s6lo se puede biotinilar

uir nucledtido de cada 20.

La utilizacién de fluoréforos también se ha extendido bastante en la deteccién de
los hibridos, ya que aquellos representan una clase de moléculas bastante atractivas para ese
fin debido a que son directamente detectables, poseen una estabilidad considerablemente
alta (lo que facilita su almacenamiento) y ofrecen la oportunidad de la deteccion simultanea
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de multiples sondas, mediante la utilizacion de diferentes fluoréforos con espectros de
emision discriminables. Se pueden etiquetar con moléculas fluorescentes los mismos
cebadores con grupos reactivos que se utilizan en la obtencién de deoxinucleétidos
radiactivos (Ansorge y col., 1987; Smith y col., 1986), asi como introducirlos de forma
similar a los grupos biotinilo, o mediante conjugados fluoréforo-avidina (O1y col., 1982;
Stryer y col., 1985). Sin embargo, parece extremadamente improbable detectar un sélo
grupo fluorescente (o unos pocos), en una molécula de ADN (Mathies y col., 1990). En
contraste, los sistemas enzimaticos producen un gran nimero de moléculas de pigmento
detectable por grupo biotinilo. Por este motivo, el empleo mas usual de fluoréforos ha
quedado casi restringido a las denominadas hibridaciones in situ, en las que colorantes

convencionales como la fluoresceina han proporcionado resultados ventajosos respecto a
otras técnicas de deteccion (Backer y Wichman, 1990; Ricroch y col., 1992).

Mediante el uso de microesferas de poliestireno cargadas se pueden enlazar varias
moléculas fluorescentes al final de un oligonucleé6tido sintético (Kremsky y col., 1987). Las
microesferas no tienen color y no se visualizan en el microscopio, pero retienen fluoréforos
lip6filos y proporcionan polinucleétidos altamente etiquetados con el colorante

fluorescente.

La mtroduccion de fluoréforos en las sondas se puede conseguir mediante reaccion
quimica (Ruth, 1984; Smith y col., 1985; Connolly y Rider, 1985; Connolly, 1987;
Kristensen y col., 1987; Haralambidis y col., 1987) o enzimaticamente (Prober y col,
1987). En general la deteccion de grupos organicos fluorescentes no es lo suficientemente
sensible para aplicaciones diagndsticas de ADN, aunque la moderna introduccion de los
métodos de amplificacion (PCR) (Saiki y col., 1985; Saiki y col., 1986; Saiki y col., 1988)
como una metodologia previa rutinaria, hace que la fluorescencia se considere en la
actualidad como una alternativa de futuro respecto a otros métodos de deteccion. En
contraste, la fluorescencia debida a quelatos de iones metélicos de tierras raras, tales como
europio o terbio, pueden detectarse, en inmunofluoroensayos, a niveles similares a los
alcanzados con enzimas (Soini y Kojola, 1983; Diamandis, 1988; Oser y col., 1988). Debido
al amplio tiempo de vida de fluorescencia de estos iones metalicos respecto a la mayoria de
especies fluorescentes, la deteccion se puede efectuar mediante resolucion temporal de la
fluorescencia con la ventaja de presentar bajo ruido de fondo, ya que la fluorescencia
intrinseca de cualquier especie que se encuentre en la muestra biolégica, habra decaido
practicamente a cero, mucho antes de que se detecte la sefial debida a estos iones metalicos.
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No obstante lo anteriormente citado, casi ningin método de interés analitico, basado
en la medida directa de la fluorescencia (u otra cualquier forma de deteccion), ha sido
propuesto para detectar la hibridacion de ADN o ARN en disoluciones homogéneas, si
excluimos unos pocos trabajos recientemente publicados, como el de Yguerabide y Ceballos
(1996), que emplea la exaltacion de la sefial fluorescente del bromuro de etidio cuando se
intercala en la doble cadena de ADN vy el de Ebata y col. (1995) que utiliza como seiial
fluorescente detectable, la que emiten los excimeros del pireno, que se forman cuando dos
cadenas simples de ADN, cada una marcada con el mencionado fluoréforo en los terminales
adyacentes (ésto es en 5' y en 3"), hibridan ambas con la cadena diana complementaria

(figura 1.2).

I[\cido nucleico dianaI

I Sondas de acidos nucleicos I

Hibridacion |

STTITTTTTTTTTT 3

3 U_Llﬂﬂ[ G'B . S'

N

Fluorescencia del excimero

Figura L.2.- Representacion esquematica de la deteccion de la hibridacion mediante la

formacion de excimeros del pireno.

El extraordinario potencial completamente reconocido de la hibridacion de acidos
nucleicos, ha provocado que se hayan desarrollado, en las tres ultimas décadas del siglo
actual, una enorme cantidad de sondas detectables y esté fuera del ambito de esta Memoria
la descripcion detallada de todas las técnicas utilizadas. Excelentes descripciones se pueden

encontrar en un buen nimero de revisiones y manuales de laboratorio como el de
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Sambrook, Fritsch y Maniatis (1989), el de Symons (1989), o el de Hames y Higgins
(1985). La mayoria de las técnicas comercialmente disponibles y mas utilizadas en la
actualidad, emplean enzimas para etiquetar la sonda deseada y la deteccion se realiza
mediante colorimetria de un sustrato apropiado. Esta profusa aparicion de “kits”
comerciales refleja el gran esfuerzo que se esté realizando para trasladar las técnicas de
hibridacién de 4acidos nucleicos fuera del ambito del laboratorio de investigacion e
introducirlas en el d4mbito clinico para el diagnéstico de enfermedades patdégenas y
genéticas. Sin embargo, se debe destacar que la utilizacion de sondas enziméticas conlleva
una manipulacién tediosa que necesita la presencia de personal altamente especializado, lo
que implica que, actualmente, muchos laboratorios estén dedicando grandes esfuerzos en
la puesta a punto de técnicas mas sencillas que permitan la mejor deteccion de la

hibridacion.
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M

I. 3. ETIQUETADO COVALENTE DE PROTEINAS Y ACIDOS NUCLEICOS
CON FLUOROFOROS.

La fluorescencia es una técnica sensible para detectar materiales bioldgicos. Barak
y Webb han demostrado que se puede detectar una cantidad tan pequeiia como 30
moléculas de colorante fluorescente, enlazadas a lipoproteinas de baja densidad (LDL) en
superficies celulares, por microscopia de fluorescencia usando una video camara sensible
(Barak y Webb, 1981). Con métodos mas sofisticados atin, se ha intentado detectar una sola
molécula fluorescente (Dovichi y col., 1984; Peck y col., 1989; Wilkerson y col., 1993). Ya
que ésta sensibilidad se puede combinar con la facilidad de utilizacién de las técnicas
fluorescentes y con el potencial empleo en el andlisis de multiples parametros, la
fluorescencia esta siendo ampliamente usada en biologia y medicina (Wang y Taylor, 1989;
Brelie y col., 1993; Mason, 1993; Haugland, 1996). En este epigrafe se expondran, en una
forma ordenada v sintética, las estrategias que se utilizan en la actualidad para etiquetar
4cidos nucleicos y proteinas con fluoréforos, sin embargo, para un mayor detalle se pueden
consultar varias revisiones (dePetris, 1978; Haugland, 1983, 1996; Brinkley, 1992).

La mayor parte de los ensayos con sondas de ADN se realizan hoy en dia mediante
la inmovilizacién del material que va a ser analizado en un soporte sélido, como las
membranas de nitrocelulosa o de nylon y luego se prueban las secuencias deseadas mediante
la inmersién de la membrana en una disolucién que contenga la sonda y otros reactivos que
faciliten la formacion del hibrido sonda-diana. El exceso de sonda no hibridada debe de
retirarse mediante repetidos lavados que deben de eliminar también las uniones no
especificas de la sonda. Si se usan métodos indirectos para la deteccién, se deberan realizar
incubaciones adicionales con el agente secundario que contiene el material detectable.
Muchas veces, los resultados se oscurecen por problemas de enlaces no especificos de la
sonda, del detector secundario (si éste es usado), o por ambos a la vez. En adicién, la
inmovilizacién de la cadena diana hace mas lenta la velocidad de hibridacion (lo se puede
compensar aiadiendo concentraciones mas altas de sonda) y también reduce
significativamente la cantidad de la cadena diana disponible para la hibridacién.

Si bien en el epigrafe anterior han quedado ya expuestas de forma implicita, las dos
categorias en que se pueden dividir las estrategias de marcaje usualmente utilizadas para

obtener proteinas o 4cidos nucleicos etiquetados con fluor6foros, son:

12



Introduccion

® Marcaje directo, mediante el cual la etiqueta detectable esta unida directamente a
la sonda a través de una union directa (generalmente un enlace covalente).

@ Marcaje indirecto, donde un hapteno esta unido a la sonda y se detecta por el uso
de una proteina marcada (por ejemplo biotina=hapteno; avidina=proteina marcada).

I. 3. 1. Esquemas de derivatizacion de polinucledtidos para su posterior marcaje.

Las reacciones de etiquetado fluorescente mas comunes utilizan grupos amino
primarios en la biomolécula diana y los candidatos mas usuales son los residuos lisina en
proteinas y grupos alquilamino en 4cidos nucleicos derivatizados. También los grupos
sulfidrilo, tales como los residuos cisteina en las proteinas y tioles en acidos nucleicos
modificados, son buenos candidatos para una posterior reaccion de etiquetado con
iodoacetamidas, haluros organicos, maleimidas y a través de reacciones de intercambio
disulfuro (ver figura 1.4). Los grupos hidroxilo de las biomoléculas también pueden
reaccionar con isotiocianatos y ésteres activos de fluoréforos adecuados, sin embargo son
menos reactivos que las aminas primarias por lo que las reacciones de etiquetado deben

realizarse en condiciones muy estrictas y conllevan un gran tiempo de reaccion (Brinkley,
1992; Haugland, 1996).

Como se ha indicado en el parrafo anterior, los acidos nucleicos han de ser
derivatizados como paso previo al etiquetado. La mayoria de los métodos de modificacion
de los 4cidos nucleicos proporcionan derivados de los tipos generales que se indican en la

figura I.3.

@ Derivatizacion terminal. Las aminas alifaticas primarias se pueden conjugar en el
grupo 5'-fosfato de un oligonucleétido utilizando una reaccion estandar (fosfaramidita). Los
productos activados mediante la inclusién de dichas aminas estan disponibles en el mercado
y se expenden con espaciadores de 2, 3, 6 6 12 dtomos de carbono entre el oxigeno-5'y el
grupo amino. Los tioles-5' también estan disponibles comercialmente. Alternativamente, se
puede realizar el marcaje en el extremo 3'. Segtin Jameson y Sawyer (1995), el marcaje en
el extremo 5' con dansilo conectado a través de un brazo espaciador de 6 carbonos no
afecta al punto de fusion (T ) del duplex ni al grado de hipercromicidad observado.
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@ Derivatizacién en el fosfato internucledtido. La sintesis de deoxinucle6tidos 3'-

fosforotioamidita, su incorporacién en ADN utilizando un sintetizador de oligionucle6tidos
comercial y la subsiguiente alquilacion, han sido extensamente revisados por Caruthers y

col. (1995).

€) Derivatizacion en las propias bases. Haralambidis y col. (1987, 1990a, 1990b) han

preparado deoxiuridinas sustituidas en la posicién C-5 portadoras de un grupo amino
alifitico primario. Este tipo de modificacion permite la incorporacion de brazos
espaciadores de variada longitud. Gibson y Benkovic (1987) han descrito la preparacion de
derivados fluorescentes de la 5-aminopropil deoxiuridina, que han sido empleados para
estudiar la interaccion del fragmento Klenow de la polimerasa I del ADN de E. coli con
ADN (Gibson y Benkovic, 1987; Allen y Benkovic, 1989; Allen y col., 1989). Timidinas
amino-modificadas, con distintos brazos espaciadores estdn disponibles comercialmente.

Shapiro y col. (1970) han descrito y utilizado la transaminacién del grupo amino en la
posiciéon N* de los residuos citosina de los 4cidos nucleicos con etilendiamina, usando una

reaccion de intercambio catalizada por bisulfito.

@ Derivatizacion internucledtido. El reemplazamiento de un nucledsido por un puente
de 2 6 3 4tomos de carbono entre el 3'-fosfato de un nucleétido y el 5'-fosfato del siguiente

nucle6tido, permite conservar la distancia interfosfato. El puente transporta un brazo
aminoalquilo que puede conjugarse a una molécula fluorescente. Este método tiene la

desventaja de que se remplaza un nucle6tido por un grupo extrano.
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Figura L.3.- Tipos de modificaciones en los oligonucleétidos, para su posterior
conjugacion con fluoréforos: 1) Derivatizacion terminal en 5', 2) Derivatizacion en el
fosfato internucle6tido, 3) Derivatizacion en una base (timina amino-modificada) y
4) y 5) Derivatizacion internucleétido.
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I. 3. 2. Tipos principales de reacciones de etiquetado con fluoroéforos.

Como antes se indicd, las reacciones de etiquetado mas comunes utilizan grupos
amino primarios en la macromolécula diana, aunque muchos autores han utilizado grupos
hidroxilo o sulfidrilo, presentes o introducidos previamente, en la macromolécula.

Las reacciones con ésteres activos de succinimidilo y con isotiocianatos, son
relativamente especificas para grupos amino primarios, asimismo son ficilmente
controlables y se completan en un periodo de unos pocos minutos (dePetris, 1978; Brinkley,
1992; Mujumdar y col., 1993; Haugland, 1996) . La reaccion de etiquetado con los €steres
de succinimidilo, compite favorablemente con la hidrélisis del éster activo, aunque las
velocidades de ambas reacciones dependen del pH. Asi, un valor de pH alto favorece la
forma R-NH, que reacciona bien con los ésteres activos de los fluor6foros. S1 se disminuye
el pH se origina la forma no reactiva R-NH,;". La mayoria de las reacciones con ésteres
activos, se llevan a cabo entre pH 8'5S y 9'S y durante un periodo temporal que oscila entre
unos 15 minutos y varias horas. Cuando se utilizan los derivados isotiocianato de fluoréforo

como reactivo, se pueden realizar similares consideraciones sobre los intervalos de pH y
tiempo, aunque en general, los ésteres reaccionan mas rdpidamente que los isotiocianatos.

Los cloruros de sulfonilo también son muy reactivos con las aminas primarias (Titus
y col., 1982). Los enlaces formados usando ésteres activos y cloruros de sulfonilo son muy
estables y resulta absolutamente esencial que no haya ningin otro componente con grupos
amino primarios en el medio de reaccién. En algun caso aislado, se han utilizado también
derivados diclorotriazina del fluor6foro (Blakeslee y Baines, 1976).

Los grupos hidroxilo de la macromolécula diana, son menos reactivos con €steres
de succinimidilo e isotiocianatos, aunque generalmente las reacciones se pueden llevar a
cabo con éxito bajo condiciones apropiadas, que incluyen un largo tiempo de reaccion. Los
cloruros de sulfonilo e isotiocianatos son més reactivos con los grupos hidroxilo, que los
ésteres de succinimidilo.

Los grupos sulfidrilo introducidos en los 4cidos nucleicos modificados, pueden
etiquetarse con iodoacetamidas, haluros organicos, maleimidas y a través de reacciones de
intercambio disulfuro (Brinkley, 1992; Haugland, 1996). Estos compuestos reaccionan bien
con los tioles en el intervalo fisiol6gico de pH (6'5-8'0), la reaccién resulta mucho menos
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efectiva con los grupos amino, que estan protonados en el citado intervalo de pH. En la

figura 1.4 se exponen ejemplos de éstas reacciones, asi como de las anteriormente

mencionadas.

La reaccion de intercambio disulfuro proporciona un método especialmente util en
el etiquetado de acidos nucleicos con proteinas y ha sido utilizada recientemente por
nuestro grupo de investigacion para etiquetar C-ficocianina y aloficocianina (dos proteinas
con alto rendimiento cuantico de fluorescencia) a polinucleétidos sintéticos (Bermejo y col.,

1997).

Una vez etiquetado el polinucleétido (o la proteina), la purificacién del material
fluorescente se alcanza mediante simple precipitacion del acido nucleico en medio

alcohodlico, o de forma mas general por elucién cromatografica a través de una columna de
filtracion por gel (Brinkley, 1992; Mujumdar y col., 1993; Talavera y col., 1997).
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Figura 1.4.- Esquemas de las reacciones de etiquetado con fluor6foros, mas usuales.
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I. 3. 3. Determinacion de la extension del etiquetado.

Bajo condiciones ideales, la medida del tanto por ciento de etiquetado se alcanza
por espectroscopia de absorcién UV-Vis. Para ésto se debe de conocer el coeficiente de
extincion del fluor6foro a 260 nm (o 280 nm en el caso de proteinas) y a la longitud de onda
de su maximo de absorcion. Estos coeficientes se deben de calcular para el fluor6foro en
su forma conjugada, mejor que en su forma reactiva, dado que se pueden originar cambios
espectrales en la reaccion de etiquetado. Si sucede €sto, se debe de recurrir a una previa
hidrélisis cuantitativa del fluor6foro, seguida de la determinacion de la concentracion, tras
una eficaz separacion de la macromolécula por alguno de los métodos anteriormente
comentados. Posteriormente, con estos datos se calculan los coeficientes de extincion del

conjugado, que serviran para ulteriores célculos, mediante la siguiente expresion general:

N
% etiuetado = % [F] =ﬂ@__;_.100
[N] F €260 1)
Emax'(Azeo_AmxeF )

en donde [F] es la concentracion de fluor6foro en moles-L™, [N] es la concentracion de
polinucleétido expresada en moles-L™' de la base citosina, A, ¥ A, Son las absorbancias
del conjugado a 260 nm y a la longitud de onda del maximo de absorcion del fluoréforo,
respectivamente; €, Y €,5, son los coeficientes de extincion molar del 4cido nucleico y
fluoréforo, respectivamente, a 260 nmy €_.~ es el coeficiente de extincién molar del
fluor6foro a la longitud de onda de su maximo de absorcién. En la ecuacion (1) se ha
considerado que el 4cido nucleico no presenta absorcién apreciable a la longitud de onda
del maximo de absorcién del fluoréforo y que el paso de luz a través de la célula de
absorcion es de 1 cm.

I. 3. 4. Antecedentes sobre las reacciones utilizadas en esta Memoria para derivatizar

los nucleétidos y etiquetarlos con fluoréforos de interés.

Para determinar la estrategia mas conveniente de etiquetar polinucleétidos con
fluoréforos de interés, se han explorado los distintos esquemas de modificacion, de entre
los variados métodos utilizados hasta ahora por los diferentes autores y que han sido
descritos en el anterior epigrafe I. 3. 1. En la revisién efectuada, nuestro criterio de eleccion
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ha sido que el esquema de la modificacién cumpla con determinados requisitos que
simplifiquen el desarrollo del proyecto de investigaciéon en que se encuadra el presente
estudio, a saber: que el esquema de modificacién sea simple y aplicable a todos los tipos de
acidos nucleicos; que permita el etiquetado con fluoréforos muy distintos; que se utilicen
reactivos e instrumentacién econémicamente asequibles y muy especialmente que el
fluor6foro pueda resultar afectado directamente por el 4cido nucleico diana cuando se
produzca la hibridacién. De todas las metodologias revisadas, se ha escogido el ataque
nucleofilico en el doble enlace 5-6 de la base citosina, como una modificacién que cumple
adecuadamente con las anteriores condiciones autoimpuestas.

Shapiro y col. (1970) han descrito que el anién bisulfito (HSO;™ ) es capaz de unirse
reversiblemente al doble enlace 5-6 del uracilo y de la citosina. Lo méas importante de la
citada reaccidn es que en disoluciones acuosas el aducto de citosina-bisulfito puede sufrir
una desaminacién y convertirse en uracilo, mediante el ajuste del pH a 10. Ademas,
mostraron que ciertas aminas pueden competir con el agua como un nucleéfilo para el
aducto de citosina-bisulfito y que el grupo amino de la posicién N* puede substituirse por
otras pequefias aminas organicas. Hayatsu (1976) describi6 que la semicarbazida
(NHNHCONH,) podia transaminar eficazmente residuos citosina en cadenas individuales
de ADN vy que la reaccion era especifica s6lo para residuos de citosina no apareados. Esta
modificacion introduce un grupo amino libre, en donde se puede alcanzar la posterior
adicién de otros grupos de interés mediante el uso de reactivos especificos del grupo amino.
Draper y Gold (1980) y Draper (1984), han estudiado la transaminacion catalizada por
bisulfito de los restos de citosina con varias aminas, mostrando que las alquildiaminas
reaccionan casi completamente bajo condiciones apropiadas. Otros autores han usado la
técnica de transaminacion para unir gupos variados a polinucleétidos (Grunstein y Hogness,
1975; Southern, 1975; Kelly y col., 1970).

En lo que se refiere al etiquetado fluorescente de nucledtidos modificados por
transaminacién, Reines y Shulman (1979) mostraron que los residuos citosina modificados
con carbohidrazida en tARN se pueden etiquetar con gran eficiencia mediante el empleo de
isotiocianato de fluoresceina. Nosotros hemos usado un procedimiento similar para
introducir fluoresceina y pireno en los residuos citosina modificados previamente por

transaminacion con etilendiamina.

Por otra parte, Liu y col. (1981), han descrito un sencillo método para etiquetar
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inmunoglobulina A humana, IgA, con cloruro de sulfonil pireno. Anteriormente, se habia
utilizado esta reaccidn para etiquetar IgG con otros cloruros de 4cido (Tumerman y col.,
1972; Liu y col., 1977; Dudich y col., 1978). Esta reaccion ha sido posteriormente muy
utilizada para obtener sondas fluorescentes covalentemente ligadas a proteinas. Nosotros

hemos utilizado una variante de esta metodologia, cuando el empleo de los isotiocianatos
no fue conveniente. Asi, se han utilizado los cloruros de sulfonilo de fluoréforos de interés,

como ha sido en el caso de pireno, antraceno y dansilo.
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I. 4. ANALISIS CUANTITATIVO DE LA HIBRIDACION DE LOS ACIDOS
NUCLEICOS EN DISOLUCION.

La hibridacioén de acidos nucleicos ha sido una técnica esencial en el avance del
conocimiento de la estructura y funcién de los genes. El analisis cuantitativo de la
hibridacién se viene utilizando en muchas éreas de trabajo y es importante conocer las bases
tedricas y experimentales que han permitido la interpretacion de la hibridacién en

disolucion.

La reasociacion de acidos nucleicos implica la incubacién de cadenas simples de
nucleétidos bajo condiciones experimentales determinadas de fuerza i6nica y temperatura
que permiten el apareamiento de bases para formar la doble cadena del acido nucleico. El
experimento mas simple que se puede realizar es la desnaturalizacion y subsiguiente
reasociacion (renaturalizacion) de una doble cadena perfectamente apareada. El evento
inicial en la reasociacidon es una reaccidon de nucleacién entre dos nucledtidos
complementarios de cadenas opuestas. Antes de que se produzca el apareamiento correcto
de las bases tendran lugar muchos de tales eventos, aunque si €sto ocurre la reaccion
continuard mediante un rapido proceso de formacion de la doble cadena. El primer modelo
matematico de este proceso fue desarrollado por Wetmur y Davidson (1968),
demostrandose que efectivamente el paso limitante de la velocidad es la reaccion inicial de
nucleacion y que el proceso subsiguiente de formacion de la doble cadena es muy rapido.

Si las cadenas de ADN estdn intactas, cada nucleacion correcta provocara una
molécula completa de cadena doble. Sin embargo, a menos que el ADN a reasociar se haya
obtenido de un genoma relativamente pequeiio, es necesario romper las molé€culas hasta un
tamafio que permita una renaturalizacion eficaz. Cuando reasocian las moléculas de ADN
rotas al azar, se formaran dobles cadenas con tallos de cadenas simples. Estos tallos, a su
vez, podran participar en reacciones intermoleculares lo que originara grandes moléculas
formando una especie de malla. La presencia de tallos simples es un factor importante a
tener en cuenta y limita la técnica que se puede usar en la cuantificaciéon de la hibridacion,
ya que algunas técnicas, como la cromatografia en hidroxiapatito, mide como molécula
reasociada completa, la que incluye los mencionados tallos simples.
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Si el ADN ha sido roto al azar, la concentracion de fragmentos con una secuencia
particular es inversamente proporcional al tamafio del genoma. Una consecuencia
importante de ésto es que la velocidad de la reaccidon de reasociacion entre tales cadenas
es inversamente proporcional al tamafio del genoma. Esto fue observado por Wetmur y
Davidson (1968) y Britten y Kohne (1968), quienes encontraron que la reasociacion en
ADN de células eucari6ticas era multicomponente, debido a la presencia de secuencias
repetidas. En orden a simplificar la interpretacion de experimentos de reasociacion de ADN,
Wetmur y Davidson (1968) introdujeron la nociéon de complejidad en la secuencia de bases,
que es el nimero total de pares de bases en secuencias no repetitivas del ADN. Asi, en el
caso de virus o bacterias, para los que parece que hay pocas secuencias repetidas, la
complejidad es el niimero de pares de bases en el cromosoma viral o bacteriano. La relacion
entre la complejidad en secuencia de bases y velocidad de reaccion, es fundamental tanto
en la reasociacién como en la hibridacion. El propdsito de muchos experimentos de
reasociacion de acidos nucleicos ha sido determinar la complejidad en la secuencia de bases,
por comparacion de la velocidad de reaccion de los écidos nucleicos de interés con la de un
acido nucleico de complejidad conocida en su secuencia de bases.

Al objeto de interpretar correctamente los datos experimentales, es necesario
construir un modelo matematico de la reasociacion de acidos nucleicos. La aproximacion

mas simple es usar la cinética de segundo orden que describe una reaccion bimolecular entre

dos componentes, en este caso las dos cadenas complementarias que forman la doble hélice.

I. 4. 1. Aplicacion de la teoria cinética de segundo orden a la reasociacion de acidos

nucleicos.

Consideremos en primer lugar la reaccién bimolecular irreversible entre dos
componentes que se denotan por R y D, que reaccionan para formar un producto denotado

por H, €sto es:
R+D-H
En una reaccién bimolecular la velocidad de formacidn del producto es:
dMH ]
— k. .
5 FIRFD] (2)
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Al comienzo de la reaccion, t=0, los componentes tienen la concentracion [R], y
[D], mientras que al tiempo t la concentracion sera, [R]=[R],-[H] y [D]=[D],-[H].
Sustituyendo en la ecuacién (2) y reordenando,

d[H] C (et 4
J (IR], - [H])([D],- [H]) J . (3)

en donde Q es la constante de integracion.

Resolviendo la integral de la ecuacion (3) podremos expresar [H] como una funcidén

del tiempo:

kt

_ [R]O[D]O(l s ([Dlo- [Rlo) )

U R]. - [D],- o (Dl [Rlokt

4)

La forma general de la reaccion de segundo orden descrita por la ecuacion (4) es
aplicable a la hibridacién en general de los acidos nucleicos, pero se pueden hacer dos
simplificaciones. En primer lugar cuando se realiza un experimento de hibridacién entre
ARN y ADN, uno de los componentes suele estar en gran exceso sobre el otro (usualmente
el ARN). La otra simplificacién se alcanza en el caso de que la aplicacion se haga a la
reasociacion de acidos nucleicos, o simplemente, que las dos concentraciones de las cadenas

complementarias sean iguales.

@® Siuno de los componentes esté en gran exceso sobre el otro, por ejemplo: [R}], >>

[D],, la ecuacion (4) se reduce a:

[H] = [D],(1-e "0 (5)

que corresponde a una reaccion de seudo primer orden y describe adecuadamente cualquier
proceso de segundo orden, cuando la concentracién de un componente es 20 veces 0 mas,
que la del otro. En la figura 1.5-a se ilustra el curso de una reaccion tipica con el tiempo,
segin la ecuacién (5). Se trata de una representacion semi-logaritmica que permite
visualizar la formacion del %H, en funcion del log([R],'t) y resulta muy conveniente en
reacciones de hibridacion, ya que de esta forma se eliminan las diferencias en la velocidad

de reaccién debidas a las diferentes concentraciones iniciales de [R]. De hecho, este tipo de
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reacciones se caracterizan usualmente por el término [R],t,,, que es igual al valor de [R],t
cuando ha transcurrido el 50% de la reaccion. Como se puede observar, de la ecuacion (5)
se deduce que [R],t,, = In2/k, por lo que una medida de [R],t,, €s una medida de la

constante de velocidad k.

@ Si las concentraciones iniciales de ambos componentes son iguales, como sucede

en las reacciones de reasociacion, la ecuacion de velocidad es:

dT“;” - k([D],~ [H])? ©)

en donde se ha representado por [D],, la concentracion inicial de ambos componentes. La
integracion de la ecuacioén (6), proporciona:

k[D],t
k[D]t+1

[H] = [D], (7)

Usualmente, este caso especial de ecuacion de segundo orden, se aplica a la
reasociacion de ADN, ya que entonces esta asegurado que la concentracion inicial de las
dos cadenas es la misma, si procedian de ADN en su forma nativa.

Tradicionalmente, se sigue el convenio adoptado por Britten y Kohne (1968), en el
que se representa por C, la concentracion total de ADN (que coincide con la inicial de cada
cadena simple) y la concentracion de moléculas de cadena simple por C, con lo que la

ecuacion (7) se reduce a:

1
1+kC,t (8)

<
CO

Asi, las reacciones de reasociaciOn se caracterizan frecuentemente mediante el
término Ct,,, que es el valor de Ct para el 50% de la reaccién. Tipicamente, en reacciones
de reasociacion, el 80% de la misma ocurre alrededor de dos intervalos de log C,t (Britten
y Kohne, 1968). En la figura I.5 -b se ilustra el curso de una reaccién de reasociacién con
el tiempo, segin la ecuacion (8), en ella se observa que el perfil de la reaccion es simétrico,
lo que contrasta con la de seudo primer orden, cuyo perfil resulta asimétrico (figura 5-a).
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Figura L.5.- Representaciones semilogaritmicas tipicas de reacciones de hibridacion.

a) reaccion de seudo primer orden, originada cuando uno de los componentes esta en

gran exceso. b) reacciéon de segundo orden, con iguales concentraciones iniciales de

ambos componentes.
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I. 4. 2. Factores que afectan a la velocidad de reaccion y a la estabilidad de la doble

cadena.

La velocidad a la que las cadenas simples complementarias forman la doble cadena
estable, depende de varios factores. Los mas importantes son, la temperatura, la longitud
de los fragmentos, la composicion de éstos en bases nucleotidicas, la fuerza idnica, la
viscosidad y la presencia de agentes desnaturalizantes.

I 4. 2. 1. Efecto de la temperatura.

El efecto de la temperatura fue estudiado por Marmur y Doty (1961), Ross y
Sturtevant (1962), Nygaard y Hall (1964), Britten y Kohne (1966) y revisado por Marmur
y col. (1963). Los tratamientos tedricos fueron expuestos por varios autores (Saunders y
Ross, 1960; Flory, 1961; Kallenbach y col., 1963). Todos las experiencias muestran una
dependencia de la velocidad con la temperatura muy bien definida, con una region de
maxima velocidad de reasociacién a una temperatura entre 20 y 30°C por debajo de la
temperatura de fusion de la doble cadena, T, (T, es la temperatura para un 50% de
desnaturalizacion). El amplio margen de este maximo, implica que puede haber alguna
variacion en la eleccidon de la temperatura, por lo que se ha convertido en usual llevar a cabo
las experiencias a (T -25)°C.

I 4. 2. 2. Longitud de la cadena.

Las consideraciones tedricas de Wetmur y Davidson (1968) predicen que la
velocidad de reasociacion de ADN deberia ser proporcional a la longitud de los fragmentos,
L. Sin embargo sus experiencias demostraron que la velocidad resulta proporcional a la raiz
cuadrada de L. Los autores atribuyen esta diferencia a un efecto de impedimento estérico,
ya que cuanto as larga sed la cadena mas dificil es, para una segunda cadena, interpenetrar
y encontrar sitios complementarios para la nucleacion y posterior reasociacion.

En la mayoria de experimentos con ADN, la longitud media de las cadenas
complementarias es la misma, ya que el ADN se sonica y rompe al azar cuando esta en su
forma nativa, es decir, antes de desnaturalizarlo. En otros experimentos en que se han

27



Introduccion

reasociado fragmentos de ADN con diferente longitud, se ha observado que la velocidad
de la reaccion es proporcional a la raiz cuadrada de la longitud del fragmento mas corto
(Wetmur, 1971). Posteriormente, Hutton y Wetmur (1973) establecieron claramente la
anterior observacion en la hibridacién de ADN con ARN transcrito con polimerasa de E.

coli.

I 4. 2. 3. Composicion en bases.

Han existido algunas discrepancias en el efecto de la composicion en bases

nucleotidicas, sobre la velocidad de reasociacion. Birnsteil y col. (1972) habian encontrado
que hay pequeiias diferencias en las velocidades de hibridaciéon de diferentes acidos
nucleicos y esas diferencias las asignaron a la diferente composicion en bases. Sin embargo,
Bishop (1972) compar6 reacciones de hibridacién en disolucion, entre ADN de E. coli
(50% G + C) y su cARN y entre ADN de P. mirabilis (38% G + C) y su cARN,
observando igual velocidad de hibridacion en ambos casos. Hutton y Wetmur (1973),
posteriormente, demostraron que si se tiene en cuenta el tamaifio del genoma y el peso
molecular de los fragmentos de ADN, los bacteriofagos ADN T2 (34% G + C) y ADN T7
(50% G + C) tienen la misma constante de velocidad de reasociacion. Es decir, parece

demostrado que la composicion en bases de los dcidos nucleicos tienen poco efecto en las

velocidades de los procesos de hibridacidon y reasociacion.

I. 4. 2. 4. Efectos del pH y fuerza ionica.

Desde un punto de vista practico, el efecto més importante encontrado es que,
dentro del intervalo de pH entre 5 y 9, la velocidad de renaturalizacion en disolucion 0'4 M
en i6n sodio, es independiente del pH (Wetmur y Davidson, 1968). Estos autores también
mostraron que cuando el pH es lo suficientemente alcalino como para disminuir la T, la
velocidad de reasociacidon decrece, mcluso a valor constante de T -T, (T,, es la temperatura

de reaccion).

El efecto de la fuerza i6nica en la velocidad de reasociacion se estudid por primera
vez por Marmur y Lane (1960) y Britten y Kohne (1966). Al igual que sucede con la
temperatura de fusion, por encima de 0'4 M de cloruro sédico, hay sélo un pequeno
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aumento de la velocidad de reasociacion con el incremento de la concentracion salina. Sin
embargo, hasta 0'4 M, la velocidad de renaturalizacidon aumenta mucho con el incremento
de la fuerza idnica. Este efecto refleja los cambios en las interacciones electrostaticas entre
las dos cadenas en disolucion. Posteriormente, Wetmur y Davidson (1968) llegaron a una
conclusiéon similar, mostrando que la velocidad depende fuertemente de la concentracion
de i6n sodio hasta 0'4 M y sigue dependiendo de la misma, aunque menos acusadamente,
al menos hasta 3'2 M. A concentraciones hasta 0'2 M, aproximadamente, la velocidad
parece que es proporcional al cubo de la fuerza idnica (Studier, 1969).

1. 4. 2. 5. Efecto de la viscosidad.

Subirana y Doty (1966) y Thrower y Peacocke (1966) han observado que el
aumento de la viscosidad, mediante la adicion de sacarosa a la disolucidn, decrece la
velocidad de renaturalizacion. Wetmur y Davidson (1968) extendieron estos estudios con
otros agentes que aumentan la viscosidad, ya que la adicién de tales agentes tambi€n
cambian la T,.. En todos los casos, la constante de velocidad de renaturalizacion resulta
inversamente proporcional a n)/T.

En otra serie de experiencias en que se han adicionado polimeros como Ficoll o

sulfatos de dextrano, la velocidad de reasociacidon aumenta sensiblemente con la
concentracion de polimero. Asi, la velocidad de renaturalizacion del fago ADN T2 aumenta

unas 4 veces, a pesar de que la viscosidad se incrementa unas 6 veces. Este aumento en la
velocidad de reaccion es atribuido a la exclusion de un volumen sustancial de disolucién por
parte del polimero adicionado, lo que provoca un aumento en la concentracion efectiva de

ADN (Chang y col., 1974).

I 4. 2. 6. Influencia de la adicion de agentes desnaturalizantes.

La adicién de agentes desnaturalizantes, tales como formamida, desestabilizan la
doble cadena de los dcidos nucleicos. Asi, un aumento del 1% en la concentracion de
formamida, disminuye la T, de ADN nativo en 0'72°C. Este efecto es muy interesante
debido a que en la mayoria de casos, la posibilidad de disminuir la temperatura de
hibridacién resulta beneficiosa. Sin embargo, la adicidn de estos agentes provoca una
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disminucidon concomitante de la velocidad de reaccion. Hay por tanto que decidir entre el
beneficio de una menor temperatura de reasociaciéon o la desventaja de una menor

velocidad.

Aunque la formamida es el reactivo mas popular para reducir la temperatura de
reaccion (McConaughy y col., 1969; Schmeckpeper y Smith, 1972), existe una variedad
amplia de otros agentes desnaturalizantes que se utilizan con los mismos efectos, tales como
etilenglicol (Wetmur y Davidson, 1968), perclorato sédico (Chang y col., 1974), cloruro
de tetrametilamonio o de tetraetilamonio (Chang y col., 1974) y urea (Britten y col., 1974,
Hutton, 1977). El estudio mas sistematico del efecto de la formamida en la velocidad de
reasociacion de ADN ha sido realizado por Hutton (1977), quien demostr6 que la
dependencia de la velocidad de reasociacidbn con la temperatura, se mantiene en

disoluciones con formamida.

I. 4. 3. Caracteristicas de hibridacion del sistema modelo utilizado.

En nuestros estudios hemos utilizado, en primer lugar, un sistema modelo a base de
acido polirribocitidilico, poli (C), etiquetado con diversos fluoréforos, que actua como
sonda y acido polirriboinosinico, poli (I), que es la diana. Este sencillo sistema nos ha
servido para desarrollar y verificar diferentes técnicas de deteccion de la hibridacion de los
acidos nucleicos, con relativa rapidez y economia, ya que estos polinucleétidos son faciles
de manejar y se adquieren con facilidad a precios muy asequibles. Ademas, por tratarse de
homopolimeros complementarios, poli (C) y poli (I) hibridan rapidamente en disolucion y
tienen una baja temperatura de fusion, T, = 65 °C, lo que facilita estudios répidos y
detallados, necesarios en este tipo de investigaciones, tales como la posible alteracion del
proceso de hibridacion por la extension del marcaje de la sonda, el calculo de T, una vez
modificado el nucleétido (o después de etiquetado), o la cinética de hibridacién y la
influencia de la concentracion salina en la velocidad de la reaccion.

Se ha escogido poli (I), como la cadena complementaria del poli (C) para nuetros
estudios debido a que el hibrido poli (C)-poli (I) pierde sus caracteristicas alrededor de los
652C, mostrando tipicos efectos de hipercromicidad a 260 nm, mientras que una doble
hélice de poli (C)-poli (G) (4cido polirriboguanilico) tiene mucha menos estabilidad térmica.
Ademds, a pH neutro el poli (G) puede agregarse, lo cual supone problemas adicionales
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para nuestros estudios (Lipsett, 1964; Pochon y Michelson, 1965). La estructura quimica
de poli (I) es la misma que la de poli (G), menos el grupo N*-amino. El tipico par de bases

entre citosina e inosina se muestra en la figura 1.6.

H
/
H—N H
a4 =N //O\UHI\HIIII \
\? //C-—C\ //C—C\\
e R a
\ NZC\ 4 B \ri})\osa
H O \
Inosina ——— Citosina

Figura 1.6.- Formacion del par citosina-inosina.

I. 4. 4. Propiedades fisicas de poli (C), poli(I) y del hibrido poli (C)-poli (I).

A pH neutro y a concentracion salina milimolar, poli (C) forma un complejo 1:1 con
poli (I) (Chamberlin y Patterson, 1965). Poli (C)-poli (I) forman una estructura bihelicoidal
con apareamientos Watson-Crick entre los restos citosina de una cadena y los residuos
hipoxantina de la otra (Arnott y col., 1973). Los datos de difraccion de rayos-X, muestran
que el hibrido Poli (C)-poli (I) es una hélice de 11 vueltas del tipo A-ARN que puede
experimentar una transicion inducida por fuerza iénica, a una hélice de doce plieges del tipo
A’-ARN (Arnott y col., 1973). La principal diferencia entre estas dos hélices es la reduccion
en la inclinacion de las bases. De otro modo, las formas A’ y A del ARN son muy similares
al A-ADN con cadenas antiparalelas formadas por pares de bases distanciados unos 4 A del
eje de la hélice. Chamberlin y Paterson (1965) estudiaron las series I-C (tanto ribo como
desoxirribopolimeros) y encontraron que las estructuras de la doble cadena se forman entre
ribo y desoxirribopolimeros con las siguientes estabilidades térmicas (rI)-(rC) > (rI)-(dC)
> (dI)-(dC) > (dI)-(xC).
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Tanto poli (C) como poli (I) existen como cadenas individuales, presentando
estructuras ordenadas en disoluciones a pH neutro y a concentraciones moderadas de sal
(100 a 300 mM), con las bases apiladas formando una hélice similar a aquella en la que una
cadena individual tiene una estructura de doble cadena (Felsenfeld y Miles, 1967), aunque
también se ha propuesto un modelo alternativo para poli (C) en disoluciéon (Broido y
Kearns, 1982). Una imagen razonable de las estructuras de estos homopolimeros en
disolucién podria ser aquella en la que las bases no estén rigidamente enlazadas en la cadena
polinucleotidica, sino mas bién conectadas por muelles que experimentan oscilaciones de
torsion, de compresion y de extension (Bloomfield y col., 1974). A pH menor de 6, poli (C)
puede formar una doble hélice consigo mismo, con cadenas paralelas que se enlazan juntas
por grupos de uniones de tres enlaces de hidrégeno, cada uno, entre las bases de citosina
poli (C)-poli (C"). Para que pueda ocurrir este tipo de interacciones, uno de los dos anillos
citosina debe de protonarse (pKa=4'5) (Hartman y Rich, 1965). En adicidn, tras titulacion
4cida, el hibrido poli (C)-poli (I) puede desprotonarse a poli (I)-poli (C)-poli (C*) y luego
a poli (I)-poli (C") conforme se disminuye el pH de la disolucion (Thiele y Guschlbauer,
1969a; Thiele y Guschlbauer, 19695; Thiele y Guschlbauer, 1969¢). Estas estructuras mas

complejas se favorecen a fuerzas ionicas altas (>(0'5M).

I. 4. 5. Formacion de hibridos entre homopolimeros complementarios.

Como se coment$ anteriormente, este sistema de homopolimeros fue escogido
como sistema experimental por muchas de sus atractivas caracteristicas. La formacion de
un hibrido entre homopolimeros complementarios se puede describir por la simple reaccion:

A+A’ -+ H
donde A, A’ y H representan poli (C), poli (I) y el hibrido poli (C)-poli (I) respectivamente.
Los estudios cinéticos indican que se trata de una reaccion bimolecular de segundo orden,
similar a la de la reasociacién del ADN en disolucion (Wetmur y Davidson, 1968; Kohne,
1970). Si se cumplen las condiciones de que los polimeros tengan mas de 50 bases y que
la concentracion salina sea mayor de 20 mM, la formacién del hibrido es esencialmente

irreversible, si la temperatura se mantiene por debajo de la T,.

Si la concentracién de los dos polinucleétidos complementarios es la misma,
denominando por C a la concentracién de cada homopolimero de cadena sencilla (en moles
de bases nucleotidicas por litro) y como t al tiempo en segundos; entonces se puede aplicar
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la ecuacién (8), tomando como condicién inicial C=C,. Es decir, a t = 0, todos los
polinucleétidos est4n en forma de cadenas simples, por lo que C, es igual a la concentracién
total de homopolimeros hibridados. Las velocidades de asociacion de los homopolimeros

son mucho mayores que las que presentan los acidos nucleicos, ya que éstos son mucho mas

complejos.

Como ya se ha indicado, el andlisis de la cinética de hibridacion de los
polinucle6tidos se realiza frecuentemente mediante la construccion de las curvas “Ct”,
donde la fraccion remanente de nucleétidos de cadena simple se representa como una
funcién del producto de la concentracién inicial total de nucleétidos y del tiempo
transcurrido (Britten y Kohne, 1968). Tipicamente, para reacciones ideales de segundo
orden, el 80% de las mismas ocurren alrededor de dos intervalos de log C,t (Britten y
Kohne, 1968). Los homopolimeros representan el sistema menos complejo posible para el
estudio de la asociacién de cadenas simples complementarias y este proceso sucede con
bastante rapidez. Comparado con la mayoria de los 4cidos nucleicos, como ADN de E. coli,
la velocidad de asociacion es varios érdenes de magnitud superior para los homopolimeros.
Asi, éstos proporcionan un sistema experimental muy simple, con el que se puede calcular
rapida y facilmente el efecto de las modificaciones quimicas (por €j. €l enlace con etiquetas
fluorescentes) sobre la capacidad del polinucle6tido de formar la estructura hibrida con su

cadena complementaria.

L. 4. 6. Efectos de la N* transaminacion en la estabilidad térmica de la doble cadena

entre homopolinucleétidos.

Como es conocido, la T, de la estructura helicoidal se utiliza como medida de la
estabilidad de las estructuras hibridas de doble cadena. El método convencional utiliza Ia
medida espectral de la absorbancia en el intervalo entre 240 y 260 nm, como procedimiento
analitico mas simple en el estudio de la desnaturalizacién y renaturalizacién de los 4cidos
nucleicos. Para la mayoria de los 4cidos nucleicos hibridados, la absorcion se incrementa
en el intervalo entre 240 y 260 nm cuando se funden mediante el aumento de la
temperatura. Este efecto de hipercromicidad es una medida de la desnaturalizacién y es el
resultado de la ruptura de los enlaces de hidrégeno y la consecuente separacion de las bases
asociadas a las cadenas polinucleotidicas.

33



Introduccion

Esta simple medida 6ptica se puede usar en el estudio de los efectos que tiene la
modificacién por N*-transaminacién en las propiedades de hibridacién del poli (C)
modificado. Jackson e Yguerabide (1991) han estudiado tal aspecto, tanto por
hipercromicidad a 260 nm como usando la exaltacion de la fluorescencia del bromuro de
etidio cuando se intercala en la doble cadena formada por el hibrido de poli (C)-modificado
con poli (I). Con ambos métodos, han observado que la estabilidad del hibrido disminuye
conforme se aumenta el porcentaje de N*-aminoetilacién en los residuos citosina del poli
(C). El subsiguiente enlace de moléculas fluorescentes en estos grupos, provoca una
disminucién adicional de la estabilidad térmica del hibrido. No obstante, la principal
conclusion alcanzada por estos autores es que la modificacidn quimica realizada y el enlace
posterior de fluor6foros, no provocan efectos significativos en la hibridacion, si el
porcentaje resultante del etiquetado fluorescente, es menor del 5% de los residuos citosina
del poli (C). Estos datos resultan concordantes con otros en el mismo sentido, aunque
realizados con poli (C) modificado por un proceso de metilacion de los residuos citosina
para originar N*-metilcitosina (Brimacombe y Reese, 1966).

La cinética de hibridacion de poli (C) modificado con poli (I) también ha sido
estudiada por Jackson e Yguerabide (1991) usando bromuro de etidio como intercalador
fluorescente, llegando a la conclusién de que un porcentaje de etiqueta fluorescente del 5%,
no afecta sensiblemente a la velocidad de la reaccién, aunque porcentajes mayores al 10%
afectan drasticamente a la mencionada velocidad e incluso a la proporcion del hibrido

formado.
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1. 5. PROPIEDADES OPTICAS DE LOS FLUOROFOROS UTILIZADOS.

En este epigrafe se van a describir las propiedades Opticas més relevantes de los
fluor6foros utilizados en nuestros estudios sobre la detecciéon de la hibridacién de acidos
nucleicos, asi como las correspondientes a los derivados de aquellos, que se han usado en
la reaccion de etiquetado, cuando son sensiblemente distintas a las de los colorantes sin
derivar. En el caso de que mencionadas propiedades fueran ya conocidas para los colorantes
enlazados covalentemente a los acidos nucleicos, la descripcion se hara tambi€n extensiva

a estos conjugados.

I. 5. 1. Propiedades opticas de la fluoresceina y del conjugado poli (C)-fluoresceina.

La fluoresceina es probablemente el fluoréforo mas empeado en el estudio por
técnicas fluorescentes de sistemas bioldgicos en general. Su alto coeficiente de extincién
molar, su también alto rendimiento cuantico, sus ventajosas caracteristicas de excitacion y
emisién en el intervalo espectral del visible, y la relativa insensibilidad a la polaridad del
disolvente y al blanqueamiento foténico, hacen que sea el colorante mas util en la
investigacién de una amplia variedad de sistemas bioldgicos, para estudiar diferentes tipos
de fendmenos que abarcan un gran intervalo de aplicaciones. En el “Handbook of
Fluorescent Probes and Research Chemicals” (Haugland, 1996), se puede encontrar una
amplia lista de citas bibliograficas sobre su uso, asi como un listado de todos los derivados
comercialmente disponibles.

En disolucién acuosa, la fluoresceina puede existir en forma de catién, forma neutra,
como monoanién o como dianién y las concentraciones de cada forma dependen del pH de
la disolucion (Diehl y Horchack-Morris, 1987; Diehl, 1989). Los valores de los pK, de las
distintas formas prototrépicas implican que solo el monoanién y dianién tienen importancia
en el intervalo de pH de interés biologico (pH =6'5 a 8'0).

El espectro de absorcién de la fluoresceina varia significativamente con el pH a
causa de los cambios en las concentraciones de sus diferentes formas prototropicas. En el
intervalo neutro de pH, 6-8, el espectro de absorcion refleja el equilibrio entre las formas

monoanion y dianién. La forma diani6nica presenta un maximo de absorbancia alrededor
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de los 495 nm, mientras que el maximo de absorcion del monoanién se sitiia en 437 nm. Las
propiedades fluorescentes de la fluoresceina tambi€én dependen del estado de 1onizacion de
la molécula (Rozwadowski, 1961; Leonhardt y col., 1971) y de la concentracion de tampo6n
que se encuentra presente en la disolucion (Yguerabide y col., 1994). Estos aspectos son
de una gran importancia pues la emisién del dianién es muy intensa, mientras que la
correspondiente al monoanién es mas dificil de detectar. Ambos espectros poseen un
maximo a 515 nm, que decrece de forma aproximada a una gausiana en el caso del dianidn.
Por el contrario, la emision del monoanién presenta un hombro en la regidon situada sobre
los 550 nm (Yguerabide y col., 1994). Como resultado de la baja intensidad fluorescente
del monoanién, aunque el espectro de absorcion de la fluoresceina cambia con el pH, el
perfil del espectro de emision no resulta demasiado afectado.

En la Tabla 2 se indican los coeficientes de extincion molar de las dos especies
idnicas de interés, a las longitudes de onda caracteristicas y de importancia practica en

nuestro estudio, segun Ballesteros y col. (1998).

Cuando se usa fluoresceina como etiqueta fluorescente de acidos nucleicos, el
conjugado fluoresceina-poli (C) posee un coeficiente de extincion molar a 495 nm,
sensiblemente disminuido respecto al que posee la fluoresceina en disolucién, a la misma
longitud de onda. Asi, Reines y Schulman (1979) reportan un €,y = 425-10° M':cm™ para
fluoresceina ligada mediante un grupo carbohidrazida a tARN en disolucion de pH 7'0.
Jackson e Yguerabide (1991) han encontrado un valor de €,45 = 4'30-10* M'-cm™ para
fluoresceina enlazada a poli (C) a pH 7'0. La diferencia observada entre los coeficientes de
extincion molar de la fluoresceina libre en disolucion y la fluoresceina enlazada a una cadena
de 4cidos nucleicos, ha sido explicada por Jackson e Yguerabide (1991) en fluoresceina
enlazada a poli (C) y corroborada por Talavera y col. (1997) para fluoresceina enlazada a
fragmentos de ADN de Escherichia coli, en base al desplazamiento observado hacia
mayores valores, del pK, aparente correspondiente al equilibrio mono-dianién. Segun estos
autores, a pH 7'S, la forma predominante de la fluoresceina libre es la dianiénica, sin
embargo, el aumento aparente del pK,, cuando el colorante se enlaza al 4cido nucleico
provoca que, al anterior pH, haya una mayor cantidad fraccional de monoaniéon. Dado que
el monoanién posee menor coeficiente de extincién molar que el dianién, a la longitud de
onda de 495 nm, la combinacién de ambas formas protdnicas disminuye el valor de €,y
cuanto mayor sea la cantidad fraccional de monoanion.
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I. 5. 2. Propiedades opticas del pireno y derivados utilizados.

El pireno es una molécula hidrofébica que ha sido extensamente estudiada como
sonda de polaridad debido a que los efectos ambientales afectan a las intensidades de las
bandas vibracionales del espectro de emision del monémero (Kalyanasundaram y Thomas,
1977). Su largo tiempo de vida (sobre los 400 ns, dependiendo del disolvente y de la
aireacion del mismo) y su excelente rendimiento cuantico, hacen que este fluor6foro haya
sido utilizado en miiltiples estudios fundamentales y aplicativos.

Dado que nuestra investigacion se ha realizado en disolucién acuosa, en donde el
pireno es insoluble, merece mayor atencién en esta Memoria destacar algunas de las
propiedades y parametros fundamentales del 4cido pireno-butirico, un derivado del pireno
ligeramente soluble en agua y que usualmente ha sido utilizado como sistema modelo del
pireno en disoluciones acuosas. El 4cido pireno-butirico disuelto en agua, posee un espectro
de absorcioén con dos bandas bastante estructuradas, una con el maximo mas pronunciado
sobre los 275 nmy otra en el UV préximo con maximos a 315, 325 y 343 nm. El espectro
de emision también resulta bastante estructurado y tiene simetria especular con el de
absorcion, presentando maximos a 375, 397 y otro mas pequeiio a 420 nm. Su tiempo de
vida esta en el intervalo entre 100 y 50 ns y depende de la temperatura y de la concentracion
de oxigeno presente. Este largo tiempo de vida permite discriminar la sefial fluorescente del
colorante y la autofluorescencia de la muestra cuando se conjuga a una biomolécula, por

lo que ha sido utilizado en inmunoensayos.

El cloruro de 1-sulfonil pireno, uno de los derivados del pireno utilizados por
nosotros para etiquetar dacidos nucleicos, reacciona con las aminas formando
pirenosulfonamidas, que suelen conservar tiempos de vida relativamente altos, en contraste
con el isotiocianato de pireno, también usado por nosotros, pero que presenta un tiempo
de vida bastante corto, lo que provoca, segin las investigaciones efectuadas por nosotros
y que posteriormente se indican, que no tenga demasiada utilidad en la deteccion de la
hibridacion de 4cidos nucleicos en medios homogéneos.
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I. S. 3. Propiedades opticas del antraceno.

El antraceno es una molécula hidrofébica que exibe una fuerte absorcion UV, con
un coeficiente de extincién molar, a 250 nm, superior a 50.000 cm™-M. Un derivado de
éste, el cloruro de 2-sulfonil antraceno, es un buén reactivo de aminas, aunque no se ha
utilizado demasiado en aplicaciones biologicas. Este derivado ha sido especialmente util en
la derivatizacion de diversos compuestos para su posterior deteccidn en separaciones por
cromatografia liquida de alta resolucion.

I. 5. 4. Propiedades opticas del cloruro de 1-sulfonil S-dimetilamino naftaleno.

Desde su descripciéon por Weber (Weber, 1951), el cloruro de 1-sulfonil 5-
dimetilamino naftaleno (cloruro de dansilo) se ha utilizado extensamente en la
determinacion de residuos N-terminales de proteinas y en la preparacion de derivados

fluorescentes de aminodacidos, oligonucle6tidos, proteinas y otras biomoléculas.

El cloruro de dansilo es un compuesto no fluorescente que, al reaccionar con
aminas, forma dansilamidas fluorescentes con maximos de emision y rendimientos cuanticos
muy dependientes de la polaridad del ambiente que rodea al fluoréforo. En adicién, sus
espectros de emision presentan considerables desplazamientos de Stokes. Todo ésto hace
que el cloruro de dansilo haya resultado ser una sonda de polaridad muy qtil, capaz de
detectar los cambios de solvatacidon que ocurren a causa del enlace de ligandos a proteinas
o en la desnaturalizacion de las mismas.

A pesar de que su coeficiente de absorcién no es demasiado alto, € = 4.000 cm™-M*!
a 330-340 nm, y de su moderado rendimiento cuantico, el cloruro de dansilo se ha
empleado también en la deteccion de biomoléculas por métodos cromatograficos.

I. 5. 5. Efectos de la concentracion en las propiedades Opticas de las etiquetas

fluorescentes.

Es obvio que para desarrollar anilisis de alta sensibilidad, las sondas deben ser muy

fluorescentes. En principio, se pueden obtener sondas muy fluorescentes mediante la union
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de varios grupos fluorescentes por molécula de sonda. Sin embargo, en la practica, el
numero de grupos fluorescentes que pueden unirse por molécula de sonda esta limitado por
el “autoquenching” de los fluoréforos y por los efectos del incremento de marcaje en las
propiedades de hibridacién de la sonda (Jackson e Yguerabide, 1991). Los resultados
obtenidos por estos autores con fluoresceina y rodamina como etiquetas fluorescentes de
poli (C) , proporcionan una idea basica de los mecanismos que afectan a la eficiencia de

fluorescencia en polinucleétidos etiquetados.

Es bien conocido que para algunos componentes organicos, €l rendimiento cuantico
relativo de fluorescencia y la anisotropia, decrecen con el incremento de la concentracion
del fluoréforo a concentraciones >10"* M en disolucién (autoquenching y despolarizacion
por concentracién) (Pringsheim, 1965). Estos cambios son normalmente debidos a la
formacion de dimeros en el estado fundamental, a la formacion de excimeros, o0 ambos a la
vez. Los excimeros se originan a través de una interaccion especifica entre el monémero
excitado y un mondémero en estado fundamental, por lo que adicionalmente a la
fluorescencia emitida desde el estado excitado del monémero, se produce la emisién del

dimero en estado excitado.

Un mecanismo puro de autoquenching por dimeros en el estado fundamental, se
distingue de un mecanismo puro por excimeros, por el hecho de que los dimeros en estado
fundamental producen cambios en el espectro de absorcidn con el incremento de la
concentracion del fluoréforo, mientras que los excimeros no. La causa de esto ultimo es que
tanto los monémeros como los excimeros tienen el mismo origen, la absorcion ultravioleta
por un estado fundamental no complejado. Sin embargo, ambos mecanismos pueden
originar la apariciéon de una nueva banda en el espectro de fluorescencia cuando se
incrementa la concentracion, si sus estados excitados son fluorescentes. A concentraciones
de autoquenching, el espectro de absorcion de la fluoresceina muestra un desplazamiento
hacia longitudes de onda menores, mientras que el perfil del espectro de emision no resulta
muy afectado, por lo que la pérdida de fluorescencia ha sido atribuida a la formacién de
dimeros en el estado fundamental (Pringsheim, 1965).

De otra parte, la fluorescencia de los excimeros del pireno fue descrita por primera
vez por Kaspar y Forster en 1954 y revisada algo después por el mismo Forster (1969) y
sus propiedades han sido extensamente estudiadas por Birks (1970). Estudios efectuados
en disolventes en donde las moléculas de pireno no interactian en el estado fundamental,
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han mostrado que conforme se aumenta la concentracion del pireno, en lugar del esperado
decrecimiento en la fluorescencia del monémero debida al guenching por concentracion,
la fluorescencia del excimero reemplaza a la del monémero, dando lugar a un tipo especial
de guenching por concentracion. Estos fluoréforos han sido muy usados, cuando se enlazan
a proteinas en sitios especificos, para proporcionar informacion acerca de las variaciones
en la proximidad entre los sitios de enlace de la proteina (Betcher-Lange y Lehrer, 1978;
Lehrer, 1995).

Ia formacidn de estos excimeros se puede describir esquematicamente mediante dos
moléculas de pireno enlazadas a una cadena hidrocarbonada en un ambiente donde los
pirenos no interaccionan en el estado fundamental. Tras la excitacion en la banda de
absorcion del pireno (A, = 340-343 nm) se produce un mondmero excitado que, durante
su extenso tiempo de vida, puede rotacionalmente difundir hasta las moléculas vecinas de
pireno en estado fundamental y formar un dimero en estado excitado con una precisa
configuracion simétrica. El excimero emite un espectro de fluorescencia con una banda no
estructurada y desplazada hacia el rojo, a causa de que se origina desde un estado excitado

de menor energia que el monémero excitado.

Como anteriormente se comentd, la formacién de excimeros puros no cambia el
espectro de absorciéon. Sin embargo, en disoluciones acuosas de sistemas modelo
etiquetados con al menos dos moléculas de pireno (como es el ditiotreitol-pireno)
mencionada propiedad resulta alterada (Ishii y Lehrer, 1989) y lo mismo se ha postulado
en estudios con tropomiosina etiquetada con pireno (Betcher-Lange y Lehrer, 1978). En
ambos casos se ha observado que el espectro de excitacién del excimero no es idéntico al
del mondémero, sino que aparece mas ensanchado. Los datos indican la presencia de
interacciones hidrofébicas entre moléculas de pireno en el estado fundamental, lo que hace
que dichas moléculas se apilen en aquellos lugares mas hidrofébicos que le son
energéticamente mas favorables. Los estudios en sistemas modelo tambi€én muestran que
la fluorescencia del monémero puede resultar desactivada por la interaccién pireno-pireno
en el estado fundamental, por lo que no se formaria el excimero. Los datos obtenidos con
proteinas etiquetadas con pireno indican la generalidad de tal quenching. Por otra parte, los
estudios de tiempo de vida demuestran que hay s6lo un pequefio retraso entre la emision
del mondémero y del excimero, lo que implica que las moléculas de pireno apiladas en el
estado fundamental, requieren sOlo una pequefia reorientacién para alcanzar la
configuracién del excimero (Graceffa y Lehrer, 1980). En resumen, se puede postular que
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en disoluciones acuosas y debido a la diferencia entre los espectros de excitacion antes
mencionada, la formacién de excimeros se realiza exclusivamente a través de las moléculas
de pireno apiladas, mientras que la emisién del monémero proviene de moléculas no
apiladas, sin embargo cada configuracion de pirenos apilados puede no provocar la
fluorescencia del excimero y en algunas de estas configuraciones el estado monomeérico
excitado resulta desactivado antes de que tenga lugar la reorientacion necesaria para

originar la configuracion del excimero.
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I. 6. PARAMETROS FLUORESCENTES DE INTERES EN EL ESTUDIO DE
INTERACCIONES ENTRE BIOPOLIMEROS EN DISOLUCION.

La espectroscopia de fluorescencia es una de las técnicas disponibles mas versatil
en lo que se refiere a investigaciones bioldgicas, debido a que la fluorescencia de un
compuesto se puede describir por multiples parametros, a saber: espectros de excitacion y
emision (y su A_.. de emisién), rendimiento cuantico, grado de polarizacion y tiempo de
vida (o el perfil de decaimiento, si éste no es monoexponencial). La alta sensibilidad de
estos parametros a los factores ambientales permiten la posibilidad de desarrollar analisis
homogéneos en simple disolucién, por lo que, ademas, se pueden llevar a cabo estudios
sobre los efectos del cambio en la misma disoluciéon, como pH, fuerza idnica y temperatura.
En adicién, la fluorescencia de un compuesto puede disminuirse por la accion de otras
moléculas en el medio que contiene a un fluor6foro, originando decaimientos adicionales
bimoleculares del estado excitado del fluoréforo. El término quenching se usa para designar
cualquier proceso que disminuya la intensidad de fluorescencia de un determinado
fluoréforo. En ocasiones, la disminucidon de la fluorescencia se acompaina de la apariciéon

de una nueva emision fluorescente de caracteristicas diferentes a la anterior.

De otra parte, la relativa facilidad de incorporacién de una etiqueta fluorescente a
la macroestructura de interés, ha motivado el desarrollo de un amplio rango de
metodologias en diagndsticos clinicos. En este epigrafe se van a describir las generalidades
de los parametros fluorescentes que se utilizan con mayor extension para el estudio, en

medios homogéneos, de las interacciones entre biopolimeros, revisando los trabajos de

interés que han desarrollado y utilizado esas metodologias.

I. 6. 1. Eficiencia de fluorescencia.

En principio, si la interaccion entre biopolimeros altera la intensidad de
fluorescencia, a una determinada longitud de onda, éste sera el parametro mas sencillo para
detectar las mencionadas interacciones. Los cambios en la intensidad de fluorescencia han
sido muy utilizados en la caracterizacién de complejos proteina-ligando (Eftink, 1997),
proteina-proteina o proteina-acido nucleico (Kimy col., 1994; Soengas y col., 1994; Pérez-
Howard y col., 1995), en lo que se refiere a su equilibrio, cin€tica y caracteristicas
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dindmicas. Recientemente han sido revisados por Hill y Royer (1997) un gran nimero de
estudios que hacen uso de los cambios en la fluorescencia intrinseca de proteinas en su
complejacion con dcidos nucleicos. La fluorescencia de bases modificadas (Chabbert y col.,
1991; Wittung y col., 1994; Bloom y col., 1994) y de sondas extrinsecas (Hagmar y col.,
1992; Pérez-Howard y col., 1995), también han demostrado ser muy utiles en estudios de

complejacion proteina-acido nucleico.

El rendimiento cuantico, ¢, de un fluor6foro se define como la relacion entre

fotones emitidos y fotones absorbidos:

b = — ©)

donde k. es la velocidad especifica de la emisién luminosa desde el nivel radiativo (es decrr,
la suma de las velocidades especificas de todos los procesos radiativos desde el nivel emisor
hasta el nivel electrénico fundamental) y k. es la suma de las velocidades especificas de
todos los procesos no radiativos que desactivan la molécula desde el nivel energético emisor
y compiten con la fluorescencia en la desactivacion del estado excitado. El tiempo de vida
medido de fluorescencia es la relacién entre la velocidad radiativa especifica y el

rendimiento cuantico, es decir:

k +k. {10}

re S
¢ kk

Los procesos que compiten con la emisién incluyen: transferencia electronica en el

estado excitado, entrecruzamiento entre sistemas, conversion interna y conversion externa.
Todos estos procesos contribuyen a k y provocan un decrecimiento en el tiempo de vida
medido de fluorescencia, lo que a su vez origina un decrecimiento en la intensidad
observada de fluorescencia. El quenching por cualquiera de estos mecanismos se denomina
“dindmico” ya que sucede mediante choques entre variados compuestos (disolvente,
moléculas externas o grupos funcionales intramoleculares) con el fluoréforo en el estado
excitado. La pérdida de intensidad también puede originarse por un fen6meno en el estado
fundamental. En unos casos por la formacién de un complejo oscuro que absorbe, pero no
emite, en otros casos porque la formacién del complejo provoca un decrecimiento en el
coeficiente de extincion molar. Ambos casos se denominan quenching “estatico” y provocan
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un decrecimiento de la intensidad de fluorescencia sin cambios en el tiempo de vida de
fluorescencia. Como se puede observar, el origen de los procesos de desactivacion
bimolecular puede ser muy variado. Asi, puede originarse por reacciones en el estado
excitado, por formacién de asociaciones moleculares en el estado excitado o en el
fundamental, por transferencia de energia, por interacciones de van der Waals, por simples
cambios en el microambiente que rodea al fluoréforo, etc.

Como ya se ha indicado el atributo mas obvio que puede poseer un fluoréforo para
monitorizar la complejacién entre macromoléculas, es que su rendimiento cuantico sea
sensible al ambiente que lo rodea (decreciendo o aumentando). La sonda debe de estar
intimamente acoplada a la macromolécula de forma que los efectos del enlace sean
eficazmente transferidos al fluoréforo. También es deseable que el rendimiento cuantico del
fluoréforo sea alto, al objeto de que el decrecimiento (mas usual que el aumento) de la
sefial, sea mas evidente con el progreso de la valoracion. Asimismo, es preferible que la
emision sea en el rojo, pues asi hay menos probabilidad de emisiones intrinsecas de la
muestra biolégica. Esto es especialmente interesante en disoluciones turbias, pues la
intensidad de la luz dispersa es proporcional a A, aunque los efectos de la luz dispersa
pueden corregirse por sustracion de la sefial de una disolucion de macromolécula sin
fluor6foro, a la misma concentracion que en la disolucién a ensayar.

Si la intensidad de fluorescencia en estado estacionario, medida a cualquier par de
longitudes de onda de excitacién y de emisién, cambia con la complejacion a una
concentracion constante de macromolécula a ensayar, como una funciébn de la
concentracion total de un ligando, la intensidad observada se puede expresar por la suma
de las intensidades relativas de las formas libre y complejada de la macromolécula
multiplicadas, cada una respectivamente, por su fraccidén molar. También se puede hacer el
célculo con los rendimientos cudnticos de cada especie, pero éstos podrian ser mas dificiles
de medir y el método no aporta ningun beneficio adicional. Como en cualquier otra
valoracion, se deben de corregir las sefiales de fluorescencia por la dilucién de la muestra
en cada adicion del ligando, multiplicando la fluorescencia relativa no corregida por el
factor (Vi + ZV.)/V,y. Para que los efectos de diluciéon no sean demasiado extensos,
algunos autores aconsejan que la adicion del volumen de ligando no sobrepase el 10% del
volumen inicial de la disolucién de macromolécula. Otros consejos de interés en este tipo

de valoraciones se pueden encontrar en un reciente articulo de Eftink (1997).
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I. 6. 2. Tiempo de vida de fluorescencia.

Otro parametro fluorescente que ha sido muy utilizado para medir el grado de
enlace de una macroestructura fluorescente con un ligando u otra macromolécula, es el
tiempo de decaimiento de la fluorescencia. La evolucion temporal de la emisién fluorescente
es una técnica quimico-fisica de comprobada utilidad en el estudio de reacciones rapidas y
de la dinAmica molecular, en la escala de tiempo del nanosegundo y sub-nanosegundo. Las
aplicaciones de la espectroscopia de fluorescencia de nanosegundos se pueden clasificar en:
® medidas directas del tiempo de vida, @ medidas del tiempo de vida en presencia de
desactivadores por contacto directo (quenchers), @ medidas del tiempo de vida en
presencia de transferencia de energia y @ resolucion temporal de la anisotropia.

En el caso mas simple en que el estado excitado emisor de un unico fluoréforo se
desexcite por varios procesos, el tiempo de vida de fluorescencia, t, se define por la

expresion:

t
I =I-e ° (11)

que describe el decaimiento de la intensidad de fluorescencia I(t), de una disolucion del
fluor6foro tras la excitacion por un pulso de luz muy corto (pulso 6). El tiempo de vida se
define esencialmente como el tiempo requerido para que la intensidad I(t) decaiga hasta un
valor igual a 0'37-1, (es decir, hasta e:1,).

Usualmente, el tiempo de vida es independiente de la longitud de onda de
excitacion. Esto se debe a que las moléculas excitadas hasta niveles de energia altos, se
desexcitan por conversion interna hasta el nivel emisor de energia en tiempos que son
demasiado cortos para que se puedan detectar por un espectrofluorimetro de nanosegundos.
Asi resulta que el tiempo medido por el fluorimetro es el tiempo de vida de las moléculas
en el nivel energético emisor de la fluorescencia. En adicién a su definiciéon experimental,
el tiempo de vida puede definirse también en términos de parametros cinéticos mediante la
ecuacion (10).

Las macromoléculas etiquetadas con fluor6foros, a menudo presentan cinéticas de
emision complejas, representadas por una funcién con varios tiempos de vida. En el caso
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ideal, las medidas directas del tiempo de vida dan informacion acerca del numero de sitios
diferentes ocupados por un fluoré6foro en una macromolécula etiquetada, de la extension
con que cada sitio esta poblado por el fluoréforo y de los cambios que ocurren en cada sitio
cuando la macromolécula cambia desde un estado funcional a otro. El tiempo de vida
asociado con cada sitio de enlace refleja la polaridad del sitio y la proximidad de
desactivadores al mencionado sitio. Los coeficientes de abundancia o factores
preexponenciales asociados con cada tiempo de vida, proporcionan la extension relativa de
poblacion del correspondiente sitio. Asi, los cambios en coeficientes y tiempos de vida
pueden utilizarse para monitorizar las variaciones que suceden en cada sitio, cuando la
macromolécula cambia su estado funcional. Por este motivo, el simple cambio del tiempo
de vida, es suficiente para llevar a cabo la valoracion de una macromolécula fluorescente
con un ligando u otra macromolécula, aunque la medida de tiempos de vida tiene el
inconveniente de su menor sensibilidad con respecto al analisis por la variacion de la
intensidad de fluorescencia. Las medidas directas del tiempo de vida a diferentes longitudes
de onda de excitacion pueden usarse, también, para resolver el espectro de absorcion de
cada fluor6foro en una mezcla de fluoréforos que tienen diferentes tiempos de vida cada
uno, mientras que las medidas del tiempo de vida a diferentes longitudes de onda de emision
pueden usarse para resolver los espectros de emision. Finalmente, las medidas del tiempo
de vida permiten obtener informaciéon sobre las velocidades de procesos en el estado
excitado, tales como la velocidad de formacion de excimeros, la velocidad de la conversion
acido-base conjugada en el estado excitado, la velocidad de quenching colisional (dinamico)
y la velocidad de relajaciéon dipolar de los alrededores de una molécula excitada.

La medida de los tiempos de vida en presencia de desactivadores externos dan
informacidn acerca de la accesibilidad de las moléculas a un sitio etiquetado, mientras que
la medida de los tiempos de vida en presencia de pares dador-aceptor que exiben
transferencia de energia, proporcionan informacién sobre la distancia entre sitios de interés
en macromoléculas, o sobre reuniones macromoleculares etiquetadas con pares dador-
aceptor, asi como de la variacién de esas distancias en respuesta a los cambios ambientales.
Finalmente, de las medidas de la evolucién temporal de la anisotropia se obtiene
informacion sobre las dimensiones, forma y flexibilidad de macromoléculas, asi como de la

fluidez y dinamica conformacional de membranas.

Como ya se ha indicado, las macromoléculas etiquetadas con fluoréforos a menudo
presentan complejas cinéticas de emision representadas por una funcién con varios tiempos
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de vida. En este sentido se debe destacar que la simple asignacion de los tiempos de vida
a varios sitios de enlace cada uno con una conformacion tnica o a un sélo sitio con varias
conformaciones, resulta bastante dudosa. En lugar de este tipo de interpretacion, las
medidas del tiempo de vida se realizan, usualmente, con el &nimo de obtener informacién
sobre los sitios de enlace, aunque hay que poner un gran cuidado en la interpretacion de tal
informacion, ya que los tiempos de vida multiples pueden tener muy diferentes origenes,
algunos de los cuales no estén directamente relacionados con la conformacion del sitio de
etiquetado (Yguerabide e Yguerabide, 1984). Los tiempos de vida multiples pueden
originarse mediante procesos moleculares internos o mediante procesos que involucran
interacciones entre la molécula del fluor6foro y otras moléculas situadas a su alrededor. La
naturaleza de estas interacciones puede clasificarse en: interacciones dipolares, interacciones
electrostaticas, formacion de complejos, interacciones colisionales, transferencia de energia
y reacciones acido-base. A su vez, los mecanismos que producen tiempos de vida multiples
pueden desarrollarse en el estado fundamental o en el estado excitado. Los primeros se
deben, bien a la heterogeneidad en los sitios de enlace o a la existencia de un sitio simple
de enlace con varias conformaciones (microheterogeneidad). Los mecanismos en el estado
excitado més usuales son, la solvatacién (dependiente del tiempo) en el estado excitado y
las posibles reacciones (también en el estado excitado).

En los casos en que existen multiples tiempos de vida, es de utilidad el uso del
denominado “tiempo de vida promedio” que se obtiene aplicando la siguiente expresion:

tpro - 2i3=1 a;T; (12)

en donde T, se refiere a los distintos tiempos de vida y a. son los factores preexponenciales
obtenidos en el ajuste, normalizados para indicar la abundancia fraccional de cada tiempo
de vida. La utilidad de esta aproximacion ha sido reconocida anteriormente y permite la
realizacion de célculos aproximados con relativo éxito (Hanson y col., 1981), como se vera
en las proximas secciones de esta Memoria.

Desde el desarrollo de los métodos fluorescentes con resolucion temporal en 1970,
su uso se ha ido incrementando en lo que se refiere a las aplicaciones a las ciencias de la

vida en general. Asi, han aparecido varias revisiones generales y monografias como las de
Demas (1983), Yguerabide e Yguerabide (1984), Holzwarth (1989), o Lakowicz (1983,
1991). Una estimacion aproximada del nimero de articulos publicados sobre la aplicacion
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de la evolucién temporal de la fluorescencia a las ciencias de la vida, proporcionaria un
resultado que facilmente excederia los 10.000, por lo que haremos solamente especial
énfasis en aquellos campos cercanos a la investigacion que constituye la presente Memoria.

Entre el grupo de aplicaciones de la resolucion temporal de fluorescencia en la
quimica clinica destaca el denominado fluoroinmunoensayo, que se ha desarrollado en la
ultima década y en algunos casos ha reemplazado al siempre problematico
radioinmunoensayo (Hemmila, 1988; Morrison, 1988). El método esta basado en el
etiquetado de anticuerpos especificos con fluoréforos de propiedades opticas adecuadas
como quelatos de tierras raras (Diamandis y col., 1989) o ficobiliproteinas (Kronick, 1986;
Morrison, 1988). La resolucion temporal de la fluorescencia también se ha aplicado al
estudio estructural y dindmica de &cidos nucleicos (Daniels y col., 1990; Nordlund y col.,
1990), asi como al reconocimiento de interacciones acido nucleico-proteina (Millar y col.,
1990). Sin embargo, no conocemos ningun articulo en donde se mencione la posibilidad del
analisis de la hibridacion de acidos nucleicos en disolucién, mediante la variacidon del tiempo
de vida de etiquetas fluorescentes.

I. 6. 3. Polarizacion de fluorescencia. Su uso en el analisis de interacciones entre

biopolimeros.

Uno de los parametros fluorescentes mas ttiles en la monitorizacién de cualquier
tipo de complejacion en que intervenga una macromolécula y, en general, en un gran
namero de investigaciones biologicas, es la espectroscopia de fluorescencia polarizada. Fue
introducida por Weber (1952) y aplicada a la caracterizacién de un buen numero de
proteinas y membranas por Weber y otros (Weber, 1969; Wahl, 1969; Tao, 1969;
Yguerabide, 1972; Yguerabide, 1973; Weber, 1975; Yguerabide e Yguerabide, 1984), asi
como utilizada en analisis clinicos (Jolley y col., 1981).

Si se excita con luz polarizada un fluor6foro que permanece inmovil durante el
intervalo de tiempo que perdura su estado excitado, la emision resultante exibira la misma
polarizacién. En contraste, cuando el fluor6foro es lo suficientemente mévil para que su
orientacion sea parcial o totalmente distribuida al azar, dentro de la escala temporal en que
se sitia el tiempo de vida de su estado excitado, la luz emitida tendré una extension menor
de polarizacion. La explicacion cualitativa de ésto, puede hacerse como sigue: supongamos
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que la molécula tiene un oscilador lineal, rigidamente unido al marco nuclear, responsable
de la absorci6n y emision de la luz. Al iluminar con luz linealmente polarizada de frecuencia
apropiada un conjunto isotrépico de dichos osciladores, se excitaran selectivamente
aquellos cuyo vector momento dipolar de absorcion sea paralelo o tenga una componente
no nula en la direccidén del vector campo eléctrico del haz de excitacion. Este proceso de
fotoseleccion creara una poblacion orientada de molé€culas excitadas que, si permanece
inmovil durante su tiempo de vida, emitird luz fluorescente polarizada. Si, por el contrario,
durante el tiempo de permanencia de las moléculas en su estado excitado tienen lugar
movimientos de reorientacion, tales como la difusién rotacional, la orientacion inicial se
destruird dando lugar a una disminucién del grado de polarizacion de la emision. La
consecuencia inmediata es que la magnitud de la polarizacion va a depender de aquellos
factores que afectan los movimientos de reorientacion de la molécula en la escala de tiempo
del nanosegundo como son la temperatura y viscosidad del disolvente por un lado y el
tamafio y forma de la molécula rotante por otro. La dependencia de la polarizacién de la luz
emitida, con el tamafio de la molécula rotante, permite el uso de las medidas de polarizacion
de la fluorescencia en el estudio de interacciones macromoleculares, ya que los grandes
complejos moleculares rotaran lentamente y durante el tiempo de vida del estado excitado,
despolarizarén la luz emitida en menor extension que aquellos complejos mas pequefios que
gozan de mayor movilidad.

Las medidas de polarizaciéon de fluorescencia involucran la excitacion de una
muestra con luz polarizada y la determinacidn de la extension de la polarizacion de la luz
emitida. Los resultados de la medida se pueden expresar cuantitativamente mediante dos

parametros:

a) Grado de polarizacion de fluorescencia (P), definido en 1929 por Perrin como:

p Il— IJ.
= L "'I_L (13)

b) Anisotropia de fluorescencia (A), introducida en 1960 por Jablonski:

A =

-1,
L+2I, (14)
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donde I; e I, son las intensidades de la luz emitida paralela y perpendicular al plano de

polarizacion de la excitacion.

La polarizaciéon es un parametro util para describir una fuente de luz dirigida y
detectada a lo largo de un eje particular, ya que en este caso I; + I, es la intensidad total de
la luz linealmente polarizada. En contraste, la radiacién emitida por un fluor6éforo esta
simétricamente distribuida alrededor del eje Z y por esta razdén la intensidad total no viene
dada por I + I, sino por I + 2I . Esto es a causa de que la luz irradiada por un dipolo es
distribuida igualmente a lo largo de los ejes X e Y. Desde este punto de vista el uso del
parametro polarizacion es inapropiado para describir la emision fluorescente. Sin embargo
el parametro polarizacién fue introducido en la literatura original y la mayoria de la teoria
se presentd usando este término. Hoy dia ha sido casi totalmente desplazado por el uso de
la anisotropia, ya que ésta describe el fenémeno fluorescente, es decir el caso particular en
el que la excitacion se realiza con luz polarizada (verticalmente) y la detecciéon de la emision
se efectua a 902 de la direccibn de propagacion de la excitacion. La formulacién
matematica ha sido sustancialmente simplificada por la utilizacién de la anisotropia ya que

A es un parametro aditivo.

En cualquier caso, grado de polarizacidn y anisotropia pueden interconvertirse entre

s1 a través de las ecuaciones:

¢ = 231;
+
(15)
A = 2P
3-P

En un experimento de fluorescencia polarizada, la muestra fluorescente se excita con
luz polarizada en la direccion vertical y la intensidad de luz emitida se detecta primero a
través de un polarizador (analizador) orientado en la direccion vertical y seguidamente a
través del analizador orientado en la direccién horizontal. Las dos intensidades medidas son
designadas Iy € Iy, en donde seglin convenios internacionalmente aceptados, el primer
subindice hace referencia a la direccién de polarizacion de la luz excitatriz y el segundo a
la direccién de polarizacion de la luz emitida.
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Sin embargo, el conjunto del monocromador de emisién, fotomultiplicador y 6ptica
asociada, no detecta con la misma eficiencia la luz polarizada vertical y horizontalmente.
Esto es fundamentalmente debido a que los monocromadores polarizan parcialmente la luz
incidente, por lo que se necesita determinar el factor G, definido como la relacion de las
sensibilidades del sistema de deteccidon (canal de emision) para la luz polarizada vertical y
horizontalmente y que resulta funcién de la A de detecciéon. El factor G es facilmente
medible observando las componentes horizontal y vertical de una fuente de luz polarizada.
Esto se puede conseguir excitando con luz horizontal una disolucién fluorescente de forma
que las intensidades de emision horizontal I, y vertical I, son idénticas a causa de que
ambas orientaciones son perpendiculares a la polarizacion de la excitacion. De esta manera,
la diferencia en la medida de I,;y, e I;;; se debera exclusivamente a las propiedades del
sistema de deteccion. Si llamamos S y Sy a las sensibilidades, a una A determinada, del
canal de emision para las componentes vertical (paralela) y horizontal (perpendicular),
respectivamente. Cuando se excite la muestra con luz verticalmente polarizada, las

intensidades polarizadas observadas seran:

Iy =S, e br = Bl (16)
dividiendo ambas:
I S.I I
4 AN o S G-r_I (17)
IVH SHI.L I.L
por lo que la anisotropia vendra dada por:
A | FEL 6 [ 18)
Iv+2Gly

Tras excitacion en estado estacionario, el valor de la anisotropia para cualquier
muestra depende del angulo medio a través del cual las moléculas del fluor6foro rotan
durante su tiempo de vida. Cuanto méas grande es el dngulo, mas pequeiio es el valor de A.
Mas especificamente, el valor de A depende del valor de (t/¢), donde T es el tiempo de vida
y ¢ es el tiempo de correlacion rotacional del fluoréforo. El valor de A decrece con el
aumento de (t/¢). Para una molécula de fluor6foro libre en disolucidén, el valor de ¢
depende del peso molecular, de la forma del fluoréforo y de la viscosidad del disolvente.
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Para las moléculas fluorescentes que estan unidas rigidamente a una estructura mayor, el
valor de A depende del movimiento rotacional de esta estructura. El valor de A esté en el
intervalo comprendido entre un maximo de 0'4 (para una un sistema completamente rigido
para el cual ¢ = 0) y un minimo valor de 0 (para un sistema donde t/¢ es superior a 1).

Como antes se indicO, las técnicas de polarizacién proporcionan un poderoso
método para el estudio de la formacioén de complejos en sistemas bioquimicos. Por ejemplo,
cuando una sustancia de bajo peso molecular (fluor6foro) se une a una molécula mucho
mayor (macromolécula biol6gica), hay un gran aumento en la anisotropia de fluorescencia
del fluoréforo, a causa del significativo incremento en el tiempo de correlacion rotacional
que, a su vez, ha sido motivado por el aumento de tamafio de la molécula rotante. Del
mismo modo, la rotacién de una macromolécula en disolucién es mas lenta cuando forma
parte de un complejo macromolécula-macromolécula, que cuando estd sola. Estas
caracteristicas, posibilitan la explotacién del aumento de la anisotropia de fluorescencia que
se origina tras la formacion de los mencionados complejos, en el andlisis de los mismos
(Weber, 1952; Steiner y McAlister, 1957; Rawitch y Weber, 1972; Lakowicz, 1983;
Lakowicz, 1991). Los analisis de estos complejos por anisotropia de fluorescencia han
demostrado tener ventajas sobre otras formas de ensayo, como es la variacién de la
movilidad electroforética (Panayotou y col.,, 1993). Los primeros en aplicar esta
aproximacion al analisis de interacciones proteina-ADN por anisotropia de fluorescencia
fueron Heyduk y Lee (1990). Recientemente se han publicado un gran nimero de trabajos
sobre el estudio de estas interacciones (Heyduk y col., 1993; LeTilly y Roger, 1993; Pérez-
Howard y col., 1995; Pyles y Lee, 1996; Wittmayer y Raines, 1996), asi como sobre las
asociaciones proteina-proteina, seguidas por anisotropia de fluorescencia (Heyduk y col.,
1993; Kwok y col., 1994; Lundblad y col., 1995).

Los principales atributos que debe poseer un fluoréforo aplicable al analisis de la
complejacién de macromoléculas incluyen un alto rendimiento cudntico y una pequeia
sensibilidad del mismo a la complejacién. La primera condicion permite una mayor
sensibilidad y, por tanto, la investigacion de concentraciones subnanomolares. Si la segunda
condicién no se cumple, se origina una complicacién adicional en la interpretacion de los
datos, ya que la contribucién de las distintas especies de una mezcla (macromolécula y
macromolécula-ligando), a la anisotropia total de la mezcla, en estado estacionario, depende
de las fracciones molares de las especies y de sus rendimientos cuanticos (Eftink, 1997).
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La fluoresceina ha sido el fluor6foro mas utilizado en este tipo de estudios, ya que
tiene un coeficiente de extincion alto y también un considerable rendimiento cuantico de
fluorescencia. En adicion, las longitudes de onda caracteristicas de excitacidon y emision son
altas, lo que minimiza la luz dispersa (ya que €sta es inversamente proporcional a la cuarta
potencia de la longitud de onda) que puede originarse por la posible turbidez de la muestra
bioldégica, que es la principal fuente general de error en las medidas de polarizacion de
fluorescencia. El tiempo de vida del estado excitado de la fluoresceina es aproximadamente
4 ns y depende del pH y concentracion del tampdn (Ballesteros y col., 1998), por lo que es
comparable al tiempo requerido para que una macromolécula de unos 10° Da efectie
rotaciones significativas. Adicionalmente a la fluoresceina, existen otros fluoréforos con
propiedades Opticas adecuadas para andlisis por anisotropia de fluorescencia de
interacciones macromoleculares, como son el dansilo y el pireno. Ambos poseen mayores
tiempos de vida de fluorescencia, por lo que pueden ser utiles en el andlisis de
macromoléculas y de complejos macromolécula-macromolécula mayores de 10° Da.
Recientemente, se ha observado una anisotropia de fluorescencia muy adecuada, en ciertos
complejos ligando-metal fluorescentes, lo que unido al extenso tiempo de vida de
fluorescencia que presentan, permite su utilizacién en la medida de la rotacion de
biopolimeros en la escala de tiempo del microsegundo (Terpetschnig y col., 1997).

I. 6. 4. Transferencia de energia.

Aunque la transferencia de la energia de fluorescencia por resonancia no ha sido
utilizada en esta Memoria para la detecciéon de la hibridacién de acidos nucleicos, es una de
las aproximaciones utilizadas con mayor extension en estudios de complejacion y
caracterizacion de macroestructuras bioldgicas. La transferencia de energia, es un proceso
por el cual la energia del estado excitado de una molécula fluorescente, que se denomina
dador, se transfiere a una molécula no excitada, denominada aceptor, mediante un
acoplamiento dipolo-dipolo. La velocidad de la transferencia de energia depende de la
distancia entre el croméforo dador y el aceptor, asi como de las propiedades espectrales y
de la orientacion relativa de los dipolos de transicion del par dador-aceptor. Forster (1949)
derivé la relacion entre la eficiencia de la transferencia de energia por resonancia y la
distancia entre el dador y el aceptor. Desde entonces, se ha empleado esta técnica con gran
profusién en la determinacion de distancias en sistemas muy variados y hay un buén numero
de monografias y revisiones en la literatura, que describen los principios y metodologia de
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la transferencia de la energia de fluorescencia por resonancia, asi como sus aplicaciones al
estudio de diversas macroestructuras bioldégicas (Yguerabide, 1972; Stryer, 1978;
Fairclough y Cantor, 1978; Clegg, 1992; Wu y Brand, 1994; Selvin, 1995; Yang y Millar,
1997).

En una experiencia tipica, la macromolécula se etiqueta con el dador en un sitio
seleccionado y se mide la intensidad y el tiempo de vida de fluorescencia del fluoréforo, en
ausencia y, posteriormente, en presencia del aceptor etiquetado en otro sitio también
seleccionado. Estos datos se utilizan para calcular la velocidad de la transferencia de energia
por resonancia y, seguidamente, la distancia de separacion entre el dador y el aceptor. En
el caso de la mayoria de aplicaciones analiticas, las experiencias son mas sencillas y se basan
en la simple deteccién de la asociacién o ruptura de una macroestructura, mediante la
aparicién o desaparicion del espectro de emision caracteristico del aceptor. Asi, la
transferencia de la energia de fluorescencia por resonancia, se ha empleado en anilisis de
tipo clinico, como el inmunoensayo, para detectar la asociacion antigeno-anticuerpo
(Ullman y col., 1976; Kronick y Grossman, 1983; Miller y Anderson, 1989). Los avances
en la sintesis automatizada de ADN y la posibilidad de etiquetar éste en sitios bi€n
determinados, ha renovado el interés en la aplicacion del método a estudios estructurales

y funcionales de ADN y ARN, como es la investigacion de la formacién de hélices triples
de ADN (Yang y col., 1994), los estudios cinéticos de escision de ADN catalizada por

enzimas (Ghosh y col.,, 1994; Bjorson y col., 1994), o la hibridacién entre cadenas
complementarias (Cardullo y col., 1988).
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II. 1. MATERIALES.

Se describen a continuacion, en apartados sucesivos, los reactivos y el aparataje

empleados en la realizacion de la parte experimental de esta Memoria.

II. 1. 1. Reactivos.

-Acetona. Probus.

-Acetonitrilo. Panreac.

-Acido 4-(1-pireno) butirico. Sigma.

-Acido clorhidrico. Panreac.

-Acido etilendiaminotetracético (EDTA). Sigma.
-Acido polirribocitidilico, poli (C). Sigma.

-Acido polirriboinosinico, poli (I). Sigma.

-Agua destilada y bidestilada. Millipore (Milli Q).
-Benceno. Quimon.

-Bisulfito sdédico. Sigma.

-Cloruro de 2-antracenosulfonilo. Molecular probes.
-Cloruro de 5-dimetilaminonaftaleno-1-sulfonilo (cloruro de Dansilo). Molecular
probes.

-Cloruro de oxalilo. Sigma.

-Cloruro de 1-pirenosulfonilo. Molecular probes.
-Cloruro sédico. Panreac.

-Dimetilsulfoxido. Probes.

-Etanol. Panreac.

-Etilendiamina. Sigma.

-Fosfato disddico. Panreac.

-Fosfato monopotasico. Panreac.

-Hidroquinona. Sigma.

-Hepes(acido 2-[4-(2-hidroxietil)-piperazinil-(1)]-etansulfonico). Merck.
-Isotiocianato de pireno. Sigma.

-Sephadex G-25. Sigma.

-Tris-base. Sigma.
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Los disolventes fueron utilizados sin purificacién adicional después de comprobar

la ausencia de emision fluorescente. Los productos quimicos fueron de pureza grado

analitico o bioquimico.

También se ha utilizado en la didlisis del material, membranas de 1'8/32 pulgadas.
El cierre hermético de dichas membranas se ha conseguido mediante unas pinzas

suministradas por Medicell International LTD.

II. 1. 2. Instrumentacion.

Para los estudios realizados mediante espectroscopia de absorcion UV-VIS se han
empleado espectrofotometros Perkin-Elmer, modelos Lambda 5 y Lambda 16, ambos de
doble haz. El primero posee un sistema Optico constituido por un monocromador
conteniendo una red holografica de 1440 lineas/nm que permite la medida en el margen de
190 a 900 nm, con rendijas variables entre 025 y 4 nm. Consta ademas de microprocesador
provisto de video cuyos programas permiten seleccionar entre tres métodos de operacion,
asi como el control de parametros instrumentales y el registro de datos numéricos.
Acoplado a la unidad principal, dispone de un printer-plotter para el registro grafico. El
espectrofotometro va acoplado a un equipo de termostatizacion (Frigomix 1450 B) Braum
con sistema de circulaciéon de agua para el control de la temperatura, alcanzando una
precision de +0.1°C. El modelo Lambda 16, ademas de las caracteristicas ya indicadas para
el modelo Lambda 5, posee control por via externa a través de ordenador personal con

software UV Data Manager, con opcion de registro mediante a una impresora 0 a un
plotter. El sistema éptico tiene también un premonocromador con una red holografica
concava (600 lineas/mm). Para las medidas de absorcién UV-Visible se emplearon células
de cuarzo con tapon de teflon de distintas capacidades, aunque todas con 1'0 cm de paso

de luz (suministradas por la casa Starna).

Las medidas de fluorescencia en estado estacionario se han realizado con un
espectrofluorimetro Shimadzu RF-5001. La fuente de luz es una lampara de xenon de
150W. El sistema 6ptico estd constituido por monocromadores de excitacion y emision,
ambos automaéticos, con red holografica concava de 1300 lineas/mm. La anchura de rendija
es variable entre 1'5 y 30 nm. El sistema de deteccidon es un fotomultiplicador R452-01.
Consta también de microprocesador para el almacenamiento y proceso de datos. El
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espectrofluorimetro va provisto de un equipo de termostatizacién Julabo F10 de precision

de £0'12C, con sistema de circulacién de agua para el control de la temperatura. Para las
medidas de fluorescencia se emplearon células de cuarzo con tapon de teflon de distintas

capacidades y paso de luz (suministradas por la casa Starna).

Las medidas de los tiempos de vida de fluorescencia se han efectuado en un
fluorimetro de nanosegundos EEY-Scientific, cuyo funcionamiento se basa en el contaje
de fotones correlacionado con el tiempo. Basicamente, este aparato consta de una lampara
de descarga de recorrido libre que utiliza gas hidrégeno a la presion de 10 atm. Esta
ldmpara opera normalmente a una frecuencia de 30 KHz originando pulsos de FWHM igual
a 2'2 ns. La linea de parada de sefial en el convertidor tiempo-amplitud (TAC) estd formada
por un fotomultiplicador 1P28, un preamplificador modelo 9305 de Ortec y un
discriminador de fraccidén constante modelo 584 de la misma marca. Por otro lado, la linea
de arranque est4 formada por un dispositivo “pickoff” de EEY, un discriminador de fraccion
constante modelo 9305 y un médulo de retardo modelo 425A ambos de Ortec. El médulo
de conversion tiempo-amplitud es modelo 56 de Ortec. Los datos son recogidos por un
analizador multicanal de altura de pulsos modelo 7150 también de Ortec, con una interface
RS232C con conexién a un ordenador Rival 286 plus de Arche.

El fin que se persigue en un experimento de fluorescencia de nanosegundos es
determinar la expresion analitica o ley de decaimiento, i(t), para la emision de una muestra
fluorescente y evaluar los parametros de la expresion, tales como tiempos de vida y
coeficientes de abundancia. En general, un sistema presenta una ley caracterizada por una
suma de términos exponenciales (decaimiento multiexponencial):

i) = B ae " (19)

en donde a, son los coeficientes de abundancia o factores preexponenciales y T; son los

tiempos de vida de fluorescencia.

El anélisis de las curvas de decaimiento de fluorescencia en términos de una
supuesta ley i(t) implica dos operaciones bésicas. La primera es la eliminacion de las
distorsiones introducidas por la duracién finita del pulso de luz de excitaciéon y la respuesta
del sistema de deteccion; la segunda es la evaluacién de los parametros. Usualmente, estas
dos operaciones se llevan a cabo de forma simultdnea mediante la técnica de deconvolucion,
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que esta basada en la integral de convolucion:

I = fo "L(T) i(t-T) dT (20)

que relaciona la ley de decaimiento supuesta i(t), con la emision de la muestra medida
experimentalmente I(t) y el perfil de la lampara de excitacion L(T). Este perfil se mide con
una disolucién dispersora situada en el compartimento de la muestra, en lugar de la
disolucién de fluoréforo y sin el filtro de emisioén. T es la variable de integracion y t el
tiempo real (se puede encontrar la derivacion de la integral de convolucion en Yguerabide,
1972). La ley de decaimiento se denomina a menudo “ley de emision instantdnea”, ya que
seria la emision de nanosegundos que se produciria por un pulso de luz infinitamente
pequeiio. Los métodos de deconvolucién utilizan i(t), I(t), L(T) y la ecuacion (20) para
evaluar los coeficientes y tiempos de vida en i(t).

Los métodos de deconvolucion que han sido utilizados por nosotros en el analisis
de datos de fluorescencia de nanosegundos son, el método de minimos cuadrados no lineal
(Grinvald y Steinberg, 1974; Grinvald, 1976) y el método de los momentos (Isenberg y
Dyson, 1969; Yguerabide, 1972). Estos métodos de analisis se denominan métodos
paramétricos, porque esencialmente evalian los pardmetros de una supuesta ley de
decaimiento. Los métodos paramétricos pueden clasificarse en los que ajustan una curva
y los que no ajustan la curva y sus ejemplos respectivos son, el método de minimos

cuadrados no lineal y el método de los momentos.

En el método de minimos cuadrados no lineal, la validez de una funcién de ajuste
dada, i(t), y el conjunto de valores para los parametros a. y T, se establece comprobando la
bondad del ajuste entre estos valores y la grafica de emision experimental I (t). En este test,
los valores de a. y T; bajo consideracion se utilizan para calcular la grafica tedrica I (t) con
la integral de convolucion:

I(t) = f "L(T) i(t-T) dT 21)

0

y la funcién de ajuste que es la ecuacién (19). Seguidamente, I (t) se compara con la
emision experimental I (t) para determinar la bondad del ajuste entre ambas (los subindices
de I se utilizan para distinguir entre las funciones I(t), experimental y calculada). Esta
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bondad del ajuste se establece de acuerdo con el valor de x* reducido, x*/N. Se considera
que los valores de los parametros ajustan bién con los datos experimentales, si el asociado
v* reducido tiene un valor alrededor de 1, y seran considerados los mejores valores si,
comparados con otros valores, proporcionan un valor minimo del x* reducido (Bevington,
1969). Este valor se define por:

v 1 N 1 _
N N-n Zije 5 (&) -1@F (£2)

O;

donde 0. es la desviacion estandar de I (t,) debida al ruido, N es el namero total de datos
(nimero de valores de I (t)) y n el nimero de parametros a ajustar. El término (N-n) da el
numero de grados de libertad. Segin la teoria, si el tipo de ruido presente en la muestra ha
sido repartido al azar, lo que implica valores correctos de 0, el ajuste sera estadisticamente

fiable (Bevington, 1969).

Una desventaja de esta técnica de ajuste es que los valores de los pardmetros ajustan
i(t) no so6lo a la emisién de nanosegundos de la muestra, sino también al ruido no distribuido
al azar, que puede estar presente en I (t). Asi, si entrase luz dispersa en la toma de datos,
un método de ajuste de la curva, introducird en i(t) un componente exponencial,
correspondiente a la luz dispersa, que posee un tiempo de vida muy pequeilo y un
preexponencial negativo. Por otra parte, un valor alto de cuentas obscuras, introducira un
tiempo de vida muy grande. A pesar de estas desventajas, el método de minimos cuadrados

no lineal, suele proporcionar excelentes concordancias o ajustes entre las graficas
experimental y calculada (Isenberg, 1973).

Los métodos que no ajustan la curva experimental, como el método de los
momentos, proporcionan valores de los pardmetros que ajustan i(t) solamente a la emision
del fluor6foro y no al ruido no distribuido al azar, que puede estar presente en I (t)

(Isenberg, 1973). La principal desventaja es que no hay un método practico para determinar
la fiabilidad de los valores numéricos de los pardmetros obtenidos del anilisis, ya que la

expresion de i(t) y los valores obtenidos para los parametros caracteristicos, no contienen
el ruido no distribuido al azar y, por lo tanto, no se puede comparar la grafica experimental
con la calculada, I (t). Esto es, convolucionando i(t) obtenido por el método de los
momentos, con L(T) proporciona una grafica para I (t) que no concuerda con I (t) si en €sta
hay ruido no distribuido al azar.
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Nosotros hemos utilizado el método de los momentos, s6lo para obtener una
funcion de ajuste aproximada que nos sirviera como funcién de partida en un ajuste
posterior por el método de minimos cuadrados no lineal. En los casos en que, en este
segundo anélisis, apareci6 un tiempo de vida corto con un preexponencial negativo debido
a la luz dispersa, se tomaron datos en las mismas condiciones experimentales que la muestra
(incluido el tiempo de toma de datos), con una disolucion de acidos nucleicos sin etiquetar
de la misma concentracién que la de la muestra. Posteriormente, esta coleccion de datos
se rest6 a los obtenidos con la muestra fluorescente, y la coleccion resultante se utilizé en
un nuevo ajuste. Los resultados obtenidos carecieron del tiempo de vida corto con el
preexponencial negativo y dieron un valor de x* cercano a 1. En otras experiencias de
comprobacion de los resultados anteriores, se usaron filtros de corte en el canal de emision
de mayor longitud de onda, lo que evitd, en gran parte, la aparicion de luz dispersa (aunque
aumento el tiempo de toma de datos, ya que la emision fué menos intensa) (Yguerabide,
comunicacion personal). Los valores obtenidos con ambos métodos fueron sensiblemente
similares. La disulocion dispersora fue una suspension de glucégeno en agua bidestilada en
concentracion suficiente como para poner el perfil de la almpara en un par de minutos.

Las medidas de pH se han realizado con un potenciémetro Radiometer pH M64
con un electrodo combinado GK2401C. Para su calibracién se han usado tampones de
referencia de la casa Crison. Otra instrumentacion que también han sido utilizada es: una
balanza analitica electronica Sartorius modelo A-120 S, provista de sistema de calibracion
interno y externo, con desviaciéon estdndar < + 0'l mg y tiempo de respuesta 3 s. Un
generador de ondas ultrasénicas Ultrason Selecta P, con generador de 150 W, que
produce ondas sonoras de 40 KHz, posee temporizador sincronizado con lampara de
sefializacion. Una microcentrifuga analitica Sigma, modelo 112, con cabezal angular para
12 tubos eppendorf, que alcanza una velocidad de 13.000 rpm y dotada de controlador de
tiempo y mecanismo de cierre de seguridad. Una centrifuga Homef LC-30, de 3.000 rpm,
con rotor de capacidad para ocho tubos, y Un rotavapor Biichi Rel11, provisto de bafio
termostatico Biichi 461.

®
II. 2. METODOS EXPERIMENTALES.
En los siguientes apartados se van a describir las metodologias empleadas en la
realizacion de la parte experimental de esta Memoria.
»
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IL. 2. 1. Extraccion y purificacion del ADN.

En este epigrafe se describen los métodos utilizados en la extraccion y purificacion
del ADN de E. coli y cADN hepético que se han empleado en las experiencias finales de la
presente Memoria. Aunque ambas muestras de ADN me han sido gentilmente facilitadas
por otros investigadores, se indicaran aqui brevemente las metodologias seguidas por €stos.

II. 2. 1. 1. Extraccion y purificacion del ADN de Escherichia coli.

El ADN de E. coli fue obtenido por los directores de esta Tesis Doctoral, en €l
laboratorio del Prof. Juan Yguerabide del Departamento de Biologia de la Universidad de
California en San Diego, siguiendo un protocolo facilitado por el Dr. David E. Kohne.

Se crecieron cultivos liofilizados de E. coli en un medio apropiado y las células se
colectaron en una centrifuga refrigerada, con un rendimiento de unos 2 g por litro de
cultivo. Las células en suspension fueron lisadas por adiciéon de dodecil sulfato s6dico e
incubadas con pronasa para romper las moléculas de proteinas. A continuacion, los acidos
nucleicos fueron fragmentados al azar mediante pasos sucesivos de la suspension por una
jeringa con una aguja de aproximadamente 1 mm® de seccion. La disolucién acuosa fue
entonces extraida con fenol y, seguidamente, con una mezcla de fenol-cloroformo. Tras
precipitacion con etanol y NaCl 0'4 M, el precipitado, que contiene una mezcla de ADN y
ARN, fue resuspendido en tampén Tris-HC1 0'1 M, AEDT 1 mM, pH 7'5. El siguiente paso
fue la separacién de ARN y ADN, para lo que se usé el método del LiCl (Sambrook y col.,

1989) por su capacidad de recuperar ambas clases de acidos nucleicos.

II. 2. 1. 2. Sintesis y purificacion de ADN de cadena doble y sencilla (procedente de
higado de rata).

La sinteesis de ADN de cadena doble y sencilla se ha realizado mediante una
reaccion de amplificacion basada en la reaccién en cadena de la ADN polimerasa (PCR)
utilizando como molde un fragmento del gen de la Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa
de rata. Este fragmento se encuentra clonado en un plasmido, pRS3, que es €l que ha

servido de molde para la amplificacion.
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El fragmento del gen de la Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa se ha obtenido
a partir de una genotea de cADN Agtl1 de higado de rata. Esta genoteca se ha utilizado
para llevar a cabo una amplificacién utilizando dos oligonucleétidos como cebadores de una
reaccion de PCR. Los oligonucle6tidos utilizados corresponden a fragmentos de la
secuencia descrita para el gen de la Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa humana
(Science 269: 549-552 (1995). El producto amplificado de 428 pares de bases de longitud
ha sido clonado en el vector pGEM-T (promega) y al plasmido resultante se ha denominado
pRS3 (figura II.1).

Forward
Aat-l Nco-l — Not-l Sol-I
. T_‘I—F_‘_F_T—_:ZB
Apa-l Spk-l Sae-ll Spe-l Pst-l Nde-l
—
Reverse

GAPDH-Forward:
5'-CCCACGGCAAGTTCAACGG-3'

GAPDH-Reverse:
5-CTTTCCAGAGGGGCCATCCA-3'

Figura II.1. Esquema de los cebadores utilizados en la PCR.

A partir del plasmido pRS3 se han llevado a cabo amplificaciones del inserto. Para
obtener el producto de amplificacién correspondiente al fragmento de 428 de doble cadena
se ha realizado un PCR utilizando como cebadores los oligonucleétidos GAPDH-Forward
y GAPDII-Reverse (figura I1.1). Para la obtencidn de los fragmentos de ADN de hebra
sencilla se han llevado a cabo PCR asimétricos en los que se ha utilizado como molde el
plasmido pRS3 linealizado con el enzima de restriccion Pst-I (hebra codificante) o Apa-1/
(hebra no codificante) y un tnico oligonucleétido como cebador. En el caso de la hebra
codificante el oligonucle6tido empleado ha sido el GAPDH-Forward, mientras que en el
caso la hebra no codificante el oligonucledtido utilizado ha sido el GAPDH-Reverse.
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Las condiciones de amplificacion utilizadas tanto en el caso de los fragmentos de
cadenas dobles como los de cadena sencilla han sido 45 ciclos de amplificacién con una
temperatura de desnaturalizacion de 91°C durante un minuto, una temperatura de
hibridacién de 55°C durante un minuto y un temperatura de extension de 72°C durante un
minuto. En todos los casos, los productos amplicados se han separado mediante
electroforesis en agarosa al 1% y se han purificado mediante electroelucion de acuerdo con
las técnicas descritas (Sambrock y col., 1989).

I1. 2. 2. Modificacion de los acidos nucleicos.

El procedimiento experimental seguido para modificar el 4cido polirribocitidilico,
poli (C), y el ADN (tanto de E. coli como el cADN hepético de rata), que se han utilizado
en las posteriores experiencias, se ha llevado a cabo en dos etapas. En la primera de ellas,
se ha reemplazado el grupo amino en la posicion N* de una pequeiia fraccion de los residuos
citosina de los 4cidos nucleicos con etilendiamina, usando la reaccidon de intercambio
catalizada por bisulfito descrita por Shapiro y col. (1970). En la segunda etapa se ha
provocado la reaccion entre el grupo amino libre de los 4acidos nucleicos modificados con
etilendiamina y un fluor6foro con un grupo reactivo especifico de aminas. En este epigrafe
se describe el procedimiento experimental seguido en la primera de las dos etapas
mencionadas, mientras que la metodologia correspondiente a la segunda etapa se describira
en el epigrafe II. 2. 4.

Asi, la primera etapa de transaminacion de los acidos nucleicos, se llevo a cabo con
una disolucién acuosa que contiene etilendiamina 3 M y bisulfito sédico 1 M. La
mencionada disolucién se prepard de la siguiente manera: en un recipiente lleno de hielo
picado, se situ6 un tubo de ensayo con 1ml de agua bidestilada y 1 ml de acido clorhidrico
(12 N), a esta mezcla agua-4cido se le afiadi6 1 ml de etilendiamina gota a gota. A
continuacién se disolvieron 0'475g de bisulfito sédico (algo del bisulfito s6dico no se
disuelve bien, por lo que se aconseja agitar continuamente con un agitador magnético hasta
el final de la reaccion) y se ajust6 el pH de la disolucién obtenida hasta pH = 6, con acido
clorhidrico (12 N) (esta adicion debe efectuarse también gota a gota porque en caso
contrario hay liberacion de SO,). Todas estas operaciones se tienen que realizar en campana
de gases, para prevenir eventuales emanaciones téxicas. Una vez alcanzado el pH deseado,
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se llevd la disolucion hasta un volumen de 5 ml con agua bidestilada. La disolucidn suele

presentar un leve color amarillo.

Cuando se modifico poli (C), se prepard una disoluciéon de éste de concentracion
10 mg/ml, en Tris-HCI 10mM, AEDT 1mM, pH = 7'S y otra de hidroquinona en etanol del
96%, con una concentraciéon de 200 mg/ml. Seguidamente se mezclaron 200 nL de la
disolucién de poli (C), con nueve volimenes del aducto etilendiamina-bisulfito sédico (1800
uL) vy 50 1L de hidroquinona (esta ultima sirve para eliminar los radicales libres generados)
y se dejo reaccionar la mezcla durante 20-25 minutos a 42°2C al objeto de modificar un 5%,
aproximadamente, de los restos citosina (Jackson e Yguerabide, 1991). Cuando se modifico
ADN, la concentracion de la disolucidon de acidos nucleicos fue sensiblemente menor,
debido a la escasa disponibilidad de éstos. Ademas, el tiempo de reaccién se aumento hasta
60 min. En el caso particular de la modificacion de ADN de E. coli, antes de proceder a
ésta, se calentd el ADN a 95°C durante 5 min. e, inmediatamente, se enfrié en un bafio de
hielo picado, al objeto de que el ADN quede desnaturalizado, formando cadenas simples.

Una vez transcurrido el tiempo de reaccion, ésta se detuvo situando el tubo de
ensayo en hielo picado y afiadiendo 100 pL de tampén Hepes 1 M, pH 10. Para eliminar
el exceso de reactivos y productos de bajo peso molecular presentes en la disolucién, se
dializé la mezcla frente a tampodn fosfato 20 mM, pH > 8'S5, durante toda la noche con
agitacion continua, teniendo la precaucion de que el pH no baje de 7'7, lo que implica el
cambio de tampdn unas 3 6 4 veces durante la operacion de dilisis. Después de ésta, los
4cidos nucleicos modificados se precipitaron con un volumen 2'S veces superior de etanol
del 96 % vy a la disolucion resultante se le afiadié cloruro sédico, hasta una concentracion
0'4 M.

IL. 2. 3. Sintesis del cloruro de y-(piren-4-il) butirilo.

La sintesis del cloruro de dcido correspondiente al acido 4-(1-pireno) butirico,
consiste en la sustitucién del grupo hidroxilo del mencionado 4cido por un cloruro, lo que
se ha realizado siguiendo las indicaciones de Kao y col. (1978). Para esta sustitucion se
prepard una disolucion de 2'3 g de acido 4-(1-pireno) butirico en 50 ml de benceno, que
contiene 2 gotas de piridina como catalizador. A esta disolucion se afadieron 5 ml de
cloruro de oxalilo, gota a gota, y se llevd a un bafio de ultrasonidos durante 30 minutos, lo

65




Materiales y Meétodos

que genera suficiente energia para la reaccion. Una vez transcurrido este tiempo, se elimin
el exceso de cloruro de oxalilo y de benceno, por destilacion a presion reducida en un
rotavapor. El producto obtenido se almacené en un desecador, bajo atmésfera inerte para
evitar su hidrélisis, hasta su utilizacion.

IL. 2. 4. Etiquetado de los acidos nucleicos con los distintos flioroforos de interés.

Los 4cidos nucleicos modificados segun la metodologia descrita en el epigrafe II.
2. 1, se han etiquetado con distintos derivados reactivos del grupo amino, correspondientes
a los variados fluoréforos de interés que se han utilizado en nuestros estudios.

II 2. 4. 1. Etiquetado con cloruro de sulfonil pireno y cloruro de y-(piren-4-il) butirilo.

Una vez sintetizado el cloruro de y-(piren-4-il) butirilo, se procedié al etiquetado
de poli (C) con este flior6foro, y al de poli (C) y ADN con cloruro de sulfonil pireno,
haciendo uso de las indicaciones realizadas por Liu y col. (1981). En una experiencia tipica,
se disolvieron de 10 a 1000 wg de 4cidos nucleicos modificados por transaminacion, en 200
uL de tampén fosfato sdédico 5 mM, AEDT 1 mM, pH 7'5, en un tubo eppendorf.
Seguidamente se afiadieron 100 «L de Hepes 1 M, pH 10, para mantener el pH superior a
8, ya que la hidrodlisis de los cloruros de dcido pueden disminuir significativamente el pH.
Inmediatamente antes de la operacion de etiquetado, se prepar6 una disoluciéon de cloruro
de sulfonil pireno (6 mg/ml en acetona) o de cloruro de y-(piren-4-i) butirilo de igual
concentracién. La disolucién de poli (C) o ADN se situdé en un termostato a 37°C y se le
afiadi6 un volumen igual (300 «L) de la disolucién del fluoréforo en alicuotas de 50 nL,
agitando enérgicamente, a intervalos de tiempo de 10 minutos hasta un tiempo total de
reaccion de 1 hora. La adicién fraccionada de esta tltima disolucién, evita la precipitacion
del poli (C) o ADN modificados, que no son muy solubles en acetona. En algunos casos en
los que aparecié un precipitado blanco en el fondo del tubo de reaccién, se recupero el
precipitado por centrifugacion y se resuspendié en 300 «L de tampén fosfato por vigorosa
agitacién. La parte de precipitado que no se redisolvi6 se deseché después de otra
centrifugacién. Posteriormente, se reunieron los sobrenadantes de la primera y segunda
centrifugacion.
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Una vez etiquetados los 4cidos nucleicos, se precipitaron con etanol del 96% y
cloruro s6dico 0'4 M, tal como se indicé en el epigrafe II. 2. 2 y, finalmente, se disolvieron
en tampdn Tris-HC1 10 mM, AEDT 1 mM, pH 7'5, y se almacenaron a 4°C hasta su uso.
La precipitacion con alcohol y cloruro sédico no suele eliminar totalmente el exceso de
pireno no enlazado, ya que éste es poco soluble en agua. Por ese motivo, es necesario
recurrir a una etapa cromatografica en Sephadex G-25. Para tal fin, se rellen6 una columna
de 5 cm x 5 mm? con mencionado gel y se afiadieron, por la cabeza de la columna, 400 pL
de la disolucién de 4cidos nucleicos etiquetados, procedentes de la anterior precipitacion.
La micro-columna cromatografica se introdujo en un tubo de centrifuga y se sometio al
campo gravitatorio generado por la rotacién de la centrifuga a 3.000 rpm, durante 5 min.
Al cabo de este tiempo se recogieron, en el fondo del tubo, unos 400 pL de la disolucion
de 4cidos nucleicos etiquetados, sin contaminacion con el fluoréforo libre La pureza de los
acidos nucleicos se compobé precipitando la muestra de poli (C) o ADN recogida de la
cromatografia y observando la ausencia de la emision fluorescente del pireno en el
sobrenadante. Usualmente, resulta conveniente repetir la operacién cromatogréfica al objeto
de conseguir los 4cidos nucleicos sin ningun resto de contaminacion por el fluoréforo libre.

II. 2. 4. 2. Etiquetado con isotiocianatos de fluoresceina y de pireno.

El procedimiento de etiquetado con los isotiocianatos de ambos fluordéforos presenta
algunas diferencias con respecto al anterior. La metodologia fue descrita por primera vez
por Reines y Shulman (1979) y bésicamente, las diferencias con el procedimiento descrito
anteriormente estriban en que el disolvente empleado para adicionar los fluoréforos fué
dimetilsulfé6xido (DMSO), por lo que, debido a la solubilidad de los 4cidos nucleicos en
DMSO, no es necesario que la adiciéon del fluor6foro sea fraccionada, ya que no hay
precipitacién de los 4cidos nucleicos. En lo referente al tiempo de incubacién, €ste puede
ser més corto y la temperatura de incubacién mas baja. Asi, es suficiente con 30 minutos

a 37°C para conseguir que todos los grupos amino-modificados se etiqueten con el
fluor6foro. Por ultimo, en el caso de etiquetado con fluoresceina, la eliminacion del

colorante no enlazado a los 4cidos nucleicos se alcanzd con repetidas precipitaciones de la
muestra con etanol y cloruro sédico 0'4 M, aunque légicamente la cromatografia en

Sephadex G-25 proporciona también excelentes resultados.
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II. 2. 4. 3. Etiguetado con cloruro de 1-sulfonil 5-dimetilamino naftaleno y cloruro de

sulfonil antraceno.

En estas dos operaciones, se ha empleado la misma metodologia de los epigrafes
anteriores. En el caso de etiquetado con cloruro de sulfonil antraceno se utiliz6 DMSO,
mientras que para el cloruro de 1-sulfonil 5-dimetilamino naftaleno, se emple6 acetonitrilo
(ACN). Debido a la solubilidad de los acidos nucleicos en DMSO y ACN, no es necesario
que la adicion del fluor6foro sea fraccionada. Al igual que con isotiocianato de fluoresceina,
la eliminacidén del colorante no enlazado a los acidos nucleicos se alcanzé6 mediante
repetidas precipitaciones de la muestra con etanol y cloruro sédico 0'4 M, aunque la
cromatografia en Sephadex G-25 también proporciQond buenos resultados.

Il. 2. 5. Determinacion del porcentaje de marca.

El espectro de absorcion de la fluoresceina, pireno, o cualquier otro fluoréforo
enlazado covalentemente a los acidos nucleicos, puede cambiar con respecto al que presenta
el colorante libre. Ademas, a la longitud de onda en torno a los 260 nm, hay una
superposicion de la absorbancia de los fluoréforos y de los acidos nucleicos, por lo que
habra de tenerse en cuenta la contribucion de la absorbancia del fluoréforo en el célculo de
la concentracion de poli (C) o de ADN.

Por estos motivos, en un primer estadio, se determiné la cantidad de fluoréforo
incorporado a los acidos nucleicos, por hidrélisis de poli (C) etiquetado con fluoresceina.
A tal fin, se incub6 el material etiquetado en NaOH 0'3 M a 37°C durante unas 16 horas,
al objeto de que todo el colorante sea liberado del conjugado, una vez transcurido este
tiempo se neutralizd con HCL. Debido a que el espectro de absorcion de la fluoresceina libre
depende del pH (Diehl, 1989), se ajusté éste a 7'0 mediante la adicién de tampo6n Tris-HCI
0'1 M, diluyendo adicionalmente la disolucién hasta mantener una absorbancia menor de 0'5
unidades a 495 . Bajo tales condiciones, se midi6 la absorbancia a 495 nm, usandose un
coeficiente de extincion molar de 6'43-10* M'cm™ (Ballesteros y col., 1998) para calcular
la concentracion de fluoresceina en el hidrolizado. Seguidamente se midi6 la absorbancia
del hidrolizado a 268 nm, que es la del maximo de absorcion del poli (C), y se resto la
absorbancia debida al fluordéforo a esa longitud de onda, haciendo uso del coeficiente de
extincién molar de la fluoresceina a 268 nm (Ballesteros y col., 1998) y de la concentracion
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de colorante anteriormente calculada. Todos estos célculos se resumen en la siguiente
expresion, que ha sido la utilizada para determinar la relacion colorante-nucleétido, cuando

la etiqueta luminiscente fu€ la fluoresceina.

: [F] A495'612q63
% etiquetado = % i ot ¢ 100
[N] F egss (23)
6495'(A263'A49sT)
€495

en donde [F] es la concentracién de fluoresceina en moles-L, [N] es la concentracion de
polinucleétido expresada en moles-L™ de la base citosina, A, ¥ A,gs son las absorbancias
del hidrolizado a 268 nm y a la longitud de onda del maximo de absorcién de la
fluoresceina, respectivamente; €., v €,5¢ son los coeficientes de extincién molar del poli
(C) y fluoresceina a 268 nm, respectivamente, y €,5 es €l coeficiente de extincién molar
de la fluoresceina a la longitud de onda de su maximo de absorcién (495 nm). En la
ecuacion (23) se ha considerado que el poli (C) no presenta absorcion apreciable a 495 nm
y que el paso de luz a través de la célula de absorcion es de 1 cm. El coeficiente de
extincion molar del poli (C) a 268 nm, se calculd aplicando la ley de Beer a disoluciones de
concentracion conocida, en tampén Tris-HC1 0'1 M, AEDT 1 mM, pH 7'0.

Aunque la ecuacion anterior est4 escrita en términos de fluoresceina y pol (C), es
facil generalizarla a cualquier otro fluoréforo y acido nucleico, sin mas que sustituir los
valores de las longitudes de onda por aquellos caracteristicos de las absorciones del
fluor6foro y 4acido nucleico utilizados. En el correspondiente apartado de resultados, se
detalla el calculo de los coeficientes de extincion molar de los distintos colorantes y acidos
nucleicos empleados, a las longitudes de onda que se han usado para determinar el
porcentaje de marca fluorescente.

La extension del etiquetado se calcul6 también de una forma répida y aproximada
en conjugados intactos de fluoresceina-poli (C), por espectroscopia de absorcion, mediante
la utilizacion de la expresion (23) y el uso de un coeficiente de extincidn molar a 495 nm
para la fluoresceina, calculado a partir de los datos obtenidos en las anteriores experiencias
de hidroélisis. Para ésto, se dividid la absorbancia a 495 nm del conjugado de poli (C)-
fluoresceina, a pH 7'0, por la concentracion calculada de fluoresceina después de efectuar
la hidrélisis a la disolucién anterior y corregir el resultado por el efecto de la dilucion

motivada por la adicion del 4lcali y del tampon.
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En los casos de polinucle6tidos enlazados a pireno, dansilo y antraceno, se llevaron
a cabo similares experiencias y calculos que en el caso del conjugado de fluoresceina. Los
coeficientes de extincion molar del pireno a 268 nm y 355 nm se calcularon aplicando la ley
de Beer a las absorbancias obtenidas con disoluciones de acido pireno butirico de
concentraciones conocidas, en tampén Tris-HCI 0'1 M, AEDT 1 mM, pH 7'5. Los
coeficientes de extincién molar del antraceno a 268 y 359 nm se calcularon aplicando la ley
de Beer a las absorbancias obtenidas con disoluciones de cloruro de sulfonil antraceno de
concentraciones conocidas, en tampén Tris-HCl 0'1 M, AEDT 1 mM, pH 7'5. Los
coeficientes de extincion molar del dansilo a 268 y 313 nm se calcularon aplicando la ley
de Beer a las absorbancias obtenidas con disoluciones de cloruro de 1-sulfonil 5-
dimetilamino naftaleno de concentraciones conocidas, en tampén Tris-HC1 0'1 M, AEDT
1 mM, pH 7'5. En las experiencias en que se calcul6 la extension del etiquetado en ADN,
la longitud de onda utilizada para el calculo de la concentracion de 4cidos nucleicos fue 260
nm, por lo que los coeficientes de extincién molar de la fluoresceina y del pireno, que son
los unicos fluor6foros con los que se ha etiquetado ADN, se calcularon tambi€én a 260 nm,
con la misma metodologia citada para las otras longitudes de onda.

Los porcentajes de marca empleados en nuestros estudios oscilan entre el 2 y 4%,

excepto en un caso en que se etiquetd poli (C) con cloruro de sulfonil pireno en una
extension mayor, al objeto de detectar la emisién de los excimeros del mencionado

fluoréforo. Dada la importancia del porcentaje de etiquetado, en los distintos apartados de

la seccion de resultados, se detallara éste para cada experiencia en particular.

IL. 2. 6. Deteccion fluorimétrica en estado estacionario de la hibridacién de poli (C)

con poli (I).

En una primera etapa, se han realizado las experiencias de deteccion de la
hibridacién de poli (C) marcado con distintos fluoréforos, mediante espectroscopia de
fluorescencia en estado estacionario. Todos los espectros se han obtenido en condiciones
de alta sensibilidad y velocidad de barrido baja. Las longitudes de onda de excitacion
empleadas fueron distintas para cada fluoréforo y seleccionadas de tal modo que no haya
contribucion de luz dispersa, ni del Raman del agua, en la region de emisién. Por esta misma
razon, las rendijas de emision y de excitacion se ajustaron a 15 A, que es la méas estrecha
que permite el instrumento, ya que las concentraciones utilizadas proporcionan sefiales de
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fluorescencia aceptables en lo referente a su medida cuantitativa, con las condiciones
instrumentales descritas. La temperatura en todos los casos se ha mantenido constante a
25°C mediante circulacién de agua impulsada por un bafio externo termostatizado de alta

precision.

En un experimento tipico, se disolvid poli (C) etiquetado, a concentracion
apropiada, en tampén de hibridacion Tris-HCl 20 mM, AEDT 1 mM, NaCl 100 mM, pH
7'5. Sobre 500 pL de esta disolucion, se afiadieron sucesivos volimenes de una disolucion
madre de poli (I), de concentracion superior a la de poli (C), preparada igualmente en
tampon de hibridacién. El volumen total de poli (I) adicionado, debe de proporcionar una
concentracion superior a la relacion molar 1:1, poli (C) etiquetado/poli (I). Tras cada
adicion, la muestra se agité suavemente y antes de registrar el correspondiente espectro de
fluorescencia, se esperaron unos 15 minutos, que es el tiempo necesario para que se
produzca totalmente la hibridacién y se alcance el equilibrio térmico. Las condiciones
experimentales de la hibridacion para cada fluoréforo etiquetado, en lo que se refiere a la
longitud de onda de excitacion, intervalo de emisidn y concentraciones empleadas, se

describe en el correspondiente epigrafe de resultados.

I1. 2. 7. Medidas con fluorescencia polarizada en estado estacionario de la hibridacion
de poli (C) con poli (I).

Las experiencias con fluorescencia polarizada en estado estacionario se llevaron a
cabo introduciendo un polarizador de calcita en los canales de excitacién y de emision del
fluorimetro, por lo que la geometria utilizada en nuestras medidas fue el formato en L, que
utiliza un solo canal de emision. Esta geometria permite facilmente restar la contribuciéon

de la luz dispersa a la medida de la anisotropia, aunque de forma secuencial.

Previamente a las medidas de anisotropia se calculd el factor G, que como se indic6
en el apartado I. 6. 2 es un factor de correccion debido a que el conjunto del

monocromador de emision, fotomultiplicador y éptica asociada, no detecta con la misma
eficiencia la luz polarizada vertical y horizontalmente. El factor G es la relacion de

sensibilidades del sistema de deteccién (canal de emision) para la luz polarizada vertical y
horizontalmente y resulta funcién de la longitud de onda de deteccién. Se calcula mediante

la siguiente expresion:
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- (6)

Donde los subindices de I;;y, € I indican la orientacion de los polarizadores de
exitacion y emision respectivamente. Una vez obtenido el factor G, la anisotropia se calculé

por la ecuacion (9).

En una serie de experiencias, se ha calculado el valor de la anisotropia, en estado
estacionario, cuando a una disolucién de fluor6foro-poli (C) en tampén de hibridacion, se
adicionaron cantidades crecientes de disolucién de poli (I) en el mismo tampén. Las
adiciones se efectuaron en las mismas condiciones experimentales que en los estudios de
hibridacion sin el uso de polarizadores, tal y como se ha detallado en el epigrafe anterior.
De forma similar a lo que en éste se indicd, las condiciones experimentales de cada medida,

se describirdn en el correspondiente apartado de resultados.

En las experiencias con pireno-poli (C), los valores de Iy y de Iy, en estado
estacionario, de disoluciones de pireno-poli (C) sin hibridar y completamente hibridado con
poli (I), han tenido un especial significado en nuestros estudios, por lo que se obtuvieron
realizando 10 medidas de cada intensidad de fluorescencia y calculando, posteriormente,
su media aritmética. En estas experiencias, la longitud de onda de excitacion fue 350 nm y

la de emision 380 nm.

En otra serie de experiencias con fluorescencia polarizada en estado estacionario,
se ha llevado a cabo un estudio de hibridacién, similar a los descritos en el epigrafe anterior,
con pireno-poli (C) y poli (I), pero en el que se ha recorrido el espectro de emision,
situando el polarizador de excitacion en la posicion vertical y el de emisiéon en el angulo

magico, 54'7°. La longitud de onda de excitacion fue 350 nm.

I1. 2. 8. Calculo de los tiempos de vida de fluorescencia del conjugado pireno-poli (C).

El estudio fluorimétrico de hibridacién de homopolinucléotidos marcados con
pireno, se ha realizado también con resolucion temporal, ya que estos datos facilitan la
interpretacién de los resultados obtenidos en estado estacionario. La medida de los tiempos
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de vida de fluorescencia se ha efectuado con 500 pL de una disolucién de pireno-poli (C)
de concentracién 10* M, en tamp6n de hibridacion, a la que se adicionaron, sucesivamente,
distintos voliimenes de una disolucién de poli (I) 5:10* M en el mismo tamp6n. Tras cada
adicidon, se alcanzaron las siguientes relaciones molares [pireno-poli (C)}/[pol (I)],
expresadas en bases nucleotidicas: 0'15, 029, 0'44, 0'S8, 0'87, 1'02, 1'16 y 1'31. Despues
de cada adicion se agit6 suavemente la muestra y tras esperar unos 15 minutos para que la
hibridaciébn sea completa, se registr6 su espectro temporal en el fluorimetro de
nanosegundos. En la excitacion de la muestra se emple6 un filtro de interferencias FT-370
de A__. =370 nm y semiancho de 10 nm. En el canal de emision se utiliz6 un filtro de corte
de 420 nm. Las muestras fueron termostatizadas a 25°C. Las curvas de desactivacion de
fluorescencia se analizaron mediante un programa de reconvolucion basado en el método
de ajuste no lineal por minimos cuadrados, que se describi6 en el apartado II. 1. 2. También
se han obtenido los tiempos de vida de pireno-poli (C), procedente del etiquetado con
isotiocianato de pireno y de este pireno-poli (C) totalmente hibridado con poli (I). Las
condiciones experimentales, en lo que se refiere a las concentraciones de homopolimeros,
temperatura y longitudes de onda de excitacion y emisién, fueron las mismas que en las

anteriores experiencias con pireno-poli (C).

IL. 2. 9. Calculo de los tiempos de vida de fluorescencia del conjugado pireno-poli (C)

y pireno-poli (C)-poli (I), con fluorescencia polarizada.

Para realizar estas medidas del decaimiento de la fluorescencia con luz polarizada,
se incorporaron polarizadores en los canales de exitacion y de emision del fluorimetro de
nanosegundos. Asi, se midi6 el decaimiento de la fluorescencia de una disoluciéon 10 M de
pireno-poli (C) en tampdn de hibridacion y de otra disolucién de pireno-poli (C) y poli (I),
ambos 10* M, en el mismo tampén. El polarizador de excitacidn se situdé en posicién
vertical y el de emision en las posiciones, vertical, horizontal y 54'7°, sucesivamente. En la
excitacion y emision de las muestras se emplearon los mismos filtros que en las experiencias
descritas en el epigrafe anterior. Las muestras fueron termostatizadas a 25°C.
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I1. 2. 10. Estudios cinéticos de hibridacion.

Se han realizado diversos estudios cinéticos, encaminados fundamentalmente a
determinar la influencia de la marca fluorescente en la velocidad de formacién de la doble
cadena. Obviamente, también se ha calculado el orden de la reaccion. Los estudios se

realizaron por fluorimetria en estado estacionario y se han llevado a cabo con pireno-poli
(C) y con fluoresceina-ADN de E. coli.

II. 2. 10. 1. Cinética de hibridacion de pireno-poli (C) con poli ().

Se han registrado las sefales de fluorescencia, a la longitud de onda del maximo de
emision, en funcion del tiempo, de disoluciones de pireno-poli (C) con poli (I), ambos a la
misma concetracion inicial, en tamp6n Tris HCI 10 mM, AEDT 1 mM, pH 7'5, adicionado
de NaCl a distintas concentraciones comprendidas en el intervalo desde 1mM hasta 1 M.
En cada experimento particular la concentracion inicial de pireno-poli (C) y de poli (I) fue
la misma, aunque las concentraciones absolutas de homopolinucleétidos se variaron, segun
fué la concentracion salina adicionada. En todas las experiencias se mantuvo la temperatura
constante a 25°C mediante circulacion de agua impulsada por un bafio termostético de gran

precision (£0.12C). Durante el tiempo que duré la toma de datos, las muestras se
mantuvieron bajo agitacién suave. La lectura de las intensidades se tomd, de forma
programada en el fluorimetro de estado estacionario, cada 10 s, aunque cuando la reaccion

fue muy lenta, el tiempo de lectura se ampli6 hasta 1 min.

II. 2. 10. 2. Cinética de reasociacion de fluoresceina-ADN de E. coli.

En los experimentos realizados para establecer la cinética de renaturacion de ADN
procedente de E. coli, etiquetado con fluoresceina, se ha empleado un ADN con un
porcentaje de marca del 3'8%, disuelto a concentracion 7'5- 10° M (expresada en bases), en
una mezcla formada por: tamp6én de fosfato sédico-disédico 10 mM, NaCl 400 mM, pH 7'5
/ etanol, en relacion 80/20. Una vez preparada la anterior disolucién, se calenté ésta hasta
802C durante 5 min. y, rapidamente, se situé en el porta-muestras termostatizado del
fluorimetro, que se mantuvo a 45°C durante el tiempo que durdé el experimento.
Seguidamente, se registro la sefial de emision, a 515 nm, con suave agitacion continua. La
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longitud de onda de excitacion fué de 480 nm.

II. 2. 11. Fusion de ADN de E. coli.

En los experimentos de fusion mediante la medida de la hipercromicidad, los
fragmentos de ADN obtenidos segin la metodologia descrita en el epigrafe II. 2. 2, asi
como los procedentes de la transaminacion y del subsiguiente etiquetado con fluoresceina,
se disolvieron en tampon de fosfatos 0'1 M, AEDT 1 mM, pH 7'5 y se llevaron a un
espectrofotometro con control externo de temperatura. En casos determinados, el
disolvente fue tampon de fosfatos 0'1 M, TEAC12'4 M, AEDT 1 mM, pH 7'S. Una vez en
el espectrofotometro, se control6 la temperatura a 252C y se monitoriz6 la absorbancia de
forma continua a la longitud de onda de 260 nm. Seguidamente se procedié al
calentamiento de la muestra en etapas discontinuas de 2°C cada 5 min. Cada experimento
se repitid tres veces, y con los resultados obtenidos se calcul6 el valor medio y la desviacion

estandar.

En los experimentos de fusidon mediante fluorimetria, se disolvieron los fragmentos
de ADN etiquetidos con fluoresceina, en tampo6n de fosfatos 0'1 M, TEACI 2'4 M, AEDT
1 mM, pH7'5, a una concentracién de 3-10° M, expresada en bases de nucledtidos. Se
tomaron dos alicuotas de ADN-fluoresceina, con el 3'8% de marca, y se reasociaron
mediante calentamiento a 80°C y posterior reaccion a 45°C durante dos dias. Una de las
alicuotas se calent6 a 80°C durante 5 min. e inmediatamente se enfrié en hielo, al objeto de
obtener las cadenas sencillas de ADN-fluoresceina. Seguidamente, las dos alicuotas se
llevaron a un espectrofluorimetro con control externo de temperatura y se calentaron tal
como se ha descrito en el pardgrafo anterior, registrandose sus sefiales de fluorescencia a
515 nm, con excitaciéna 480 nm. El experimento se repitié 3 veces y se calculd el valor

medio del resultado asi como su desviacion estandar.
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Resultados y discusion

II1. 1. MARCAJE DE ACIDOS NUCLEICOS CON FLUOROFOROS.

IIL. 1. 1. Transaminacién de dcidos nucleicos.

De entre los variados métodos de modificar acidos nucleicos para etiquetarlos con
diversos fluordforos de interés que han sido utilizados hasta ahora por diferentes autores,
se ha escogido el descrito en el apartado I1.2.2 por cumplir con determinados requisitos que
simplifican el desarrollo del proyecto de investigacién en que se encuadra el presente
estudio. Mencionados requisitos se pueden resumir en los siguientes: @ que el esquema de
modificacion sea simple y aplicable a todos los tipos de acidos nucleicos; ® que permita el
etiquetado con fluor6foros muy distintos; ® que se utilicen reactivos € instrumentacion
econOmicamente asequibles y @ que el fluor6foro pueda resultar afectado directamente por

el acido nucleico diana cuando éste hibride con la sonda.
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Figura IlI1.1- Esquema de reaccion para la modificacion de acidos nucleicos.

La figura III.]1 muestra el esquema general de la reaccion utilizada en la
modificaciéon de acidos nucleicos que contienen restos citosina, para generar derivados

transaminados. El método ha sido empleado con poli (C), ADN de E. coli y cADN hepatico
proccdentce de rata, con similares resultados.

Draper (1984) ha comprobado que se puede convertir el 95% de poli (C) en poli
(aminoetil-C), después de someter aquel a reaccién, durante 3 horas a 42 °C, en
etilendiamina 3 M y bisulfito sédico 2'5 M, a pH 5'S. La extensiéon de la modificacion
depende fuertemente del pH y asi, a pH < 5'0, la citosina puede sufrir una desaminacion y
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formar uracilo (Draper, 1984; Shapiro y col., 1970). Jackson (1991) ha demostrado que,
a pH 6'0, la reaccion de transaminacion en poli (C) transcurre con una velocidad aceptable,
de forma que hay una clara proporcionalidad entre el porcentaje de modificacién y el tiempo
de reaccidén, por lo que resulta facil el control de la extension del porcentaje de
modificacion, deteniendo la reaccidon mediante enfriamiento y dialisis. Sus resultados
también muestran que, tras 20 minutos de reaccion, se modifican, aproximadamente, el 5%
de los residuos citosina. En contraste, la modificacion de ADN natural aumenta
proporcionalmente con el tiempo sélo en los primeros estadios de la reaccion, para luego
alcanzar poco a poco una meseta. Se alcanza un 15% de modificacion de los residuos
citosina, aproximadamente, después de transcurrida una hora de reaccion.

Algunos de los resultados anteriores se justifican en base a que poli (C) en
disolucién forma una estructura ordenada que, a pH neutro y concentracion salina
milimolar, no interactia con la misma u otras cadenas (Broido y Kearns, 1982; Fasman y
col., 1964). Sin embargo, en cadenas de ADN, parece que no es posible modificar
cuantitativamente todos los residuos citosina en una sola etapa, debido a que la formacién
de estructuras secundarias y apareamiento de bases, impiden la conversion de algunos restos
citosina. No obstante, nuestro principal objetivo es marcar polinucleétidos con etiquetas
fluorescentes, de forma que se obtengan sondas con buenas caracteristicas de hibridacion
y para ésto se debe de modificar s6lo un pequefio porcentaje del total de bases (1-5%), al
objeto de que no se altere significativamente la capacidad de formar la doble cadena entre

secuencias especificas (Jackson, 1991).

La figura II1.2 muestra el espectro de absorcion UV-Vis. normalizado, de una
disolucién de poli(C) modificado por N*-transaminacién de concentracién 2:10* M
(expresada en bases citosina). La modificacién de residuos citosina para obtener el derivado
N*-aminoetilado no debe alterar el espectro de absorcién UV-Vis. de los polinucledtidos
no modificados, tal como se observa en la mencionada figura. En el presente epigrafe se han
normalizado todos los espectros de absorcidén, al objeto de apreciar mejor el posible
desplazamientos de sus maximos de absorcion.

La mayor ventaja de este procedimiento de modificaciéon es que se ha introducido
un "brazo espaciador" con una amina activa en un lugar determinado, de forma que, a
continuacién, se puede utilizar cualquier reactivo especifico de aminas para etiquetar los
acidos nucleicos aminoetilados. Este esquema de modificacién quimica también se puede
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usar para activar 5'-trifosfatos de deoxicitidina y citidina, que pueden incorporarse despues
a cadenas de ADN mediante nick-traslacion o sintesis quimica automatizada.
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Figura IIL.2.-Espectro de absorciéon UV-Visible entre 250 y 350 nm de
poli(C) modificado por N-transaminacion.

El procedimiento utilizado por nosotros es muy reproducible y fécil de llevar a cabo.
Con €1, se han modificado cantidades de acidos nucleicos que oscilan entre 1 pg y varios

miligramos con los mismos resultados. Los tiempos de reaccién para modificar poli (C) han
oscilado entre 20 y 30 minutos, dependiendo de la solubilidad del fluoréforo que iba a

emplearse en el subsiguiente etiquetado. En lo que se refiere a ADN, los tiempos de
reaccion fueron de 1 hora, al objeto de que se modificaran, aproximadamente, €l 15% de
las bases.
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II1. 1. 2. Marcaje de acidos nucleicos N*-aminoetilados con fluoréforos que contienen

reactivos especificos de aminas.

Una vez modificados los acidos nucleicos se ha procedido a reaccionarlos con
diversos fluoréforos de interés que contienen alguin reactivo especifico de aminas. Asi se
han utilizado derivados isotiocianato de fluoresceina y pireno, asi como los cloruros de
acido correspondientes al antraceno, pireno, acido pirenobutirico y dansilo. Cuando se han
utilizado los derivados isotiocianato, se consigue el marcaje cuantitativo de los residuos
citosina N*-aminoetilados, con todos los 4cidos nucleicos, en una hora aproximadamente
(Reines y Shulman, 1979). Sin embargo, cuando se han empleado los cloruros de acido de
pireno y antraceno, el etiquetado fluorescente no se produjo en todos los restos N*-
aminoetilados, debido principalmente a la poca solubilidad de los derivados, bastante
apolares, en los disolventes relativamente polares que es necesario emplear para que se
solubilicen los 4cidos nucleicos.

La purificacion de los acidos nucleicos etiquetados con los diversos fluoréforos, se
ha realizado mediante repetidas precipitaciones con etanol y NaCl cuando se usé
isotiocianato de fluoresceina en la reaccidn de marcaje, debido a la relativamente favorable
solubilidad del derivado de fluoresceina en agua. Sin embargo, con fluor6foros mas
apolares, ha resultado beneficioso el empleo de columnas de Sephadex G-25, por su rapidez
y buenos resultados. En todos los casos la ultima etapa se realizé por precipitacion, al
objeto de analizar el sobrenadante, ya que se ha utilizado como test de pureza la ausencia
de senal fluorescente en el citado sobrenadante. Mientras hubo restos de fluorescencia, se

volvieron a repetir las etapas cromatograficas y de precipitacion.

En las figuras II1.3 a II1.6 se muestran los espectros de absorcion UV-Vis. de poli
(C) marcado con cada uno de los distintos fluoréforos empleados, después de purificados
hasta que no se obtuvo seiial fluorescente apreciable en el sobrenadante de la ultima etapa
de purificacion. No se muestra el espectro correspondiente al poli(C) marcado con
isotiocianato de pireno, debido a que el marcado con cloruro de sulfonil pireno proporciona
el mismo espectro de absorcién. En todas las figuras se pueden observar bandas de
absorcién, que no corresponden a poli (C) y que son caracteristicas de los fluoréforos
empleados, aunque con ligeros desplazamientos respecto a las que presentan los fluor6foros
libres en disolucion.
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Asi, en las figuras II1.3 y III.4 se muestran, respectivamente, los espectros de
absorciéon UV-Vis. normalizados, de disoluciones en tampén Tris-HCI 20 mM, AEDT 1
mM, pH 7'5, de antraceno-poli (C) (10 M) y dansilo-poli (C) (10° M), comparados, cada
uno, con los de poli (C) sin marcar y el del correspondiente fluoréforo libre. En la figura
I11.3 la concentracién del antraceno es de 3-10° M y la del poli(C) es de 2:10* M. En el
caso del dansilo la concentracién es de 5:10° M y la del poli(C) es la misma. En ambas
figuras se observa la aparicion de las bandas caracteristicas de los correspondientes

fluor6foros, en las cadenas de acido polirribocitidilico etiquetado.
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Figura IIL.3.- Espectros de absorcion UV-Visible de: (A) poli(C), (B)
antraceno y (C) poli(C)-antraceno.

En experimentos control en los que se utilizé poli (C) sin la N*-aminoetilacién, para
hacerlo reaccionar con cloruro de sulfonil antraceno, no se obtuvieron los 4cidos nucleicos
fluorescentemente etiquetados, como se demostro por el espectro de absorciéon UV-Vis.,
que no detectd la banda centrada en 359 nm, caracteristica del poli (C) marcado con
antraceno. Similares resultados se obtuvieron en otros experimentos control en los que,
igualmente, se utilizo poli (C) sin la N*-aminoetilacién, para hacerlo reaccionar con cloruro
de 1-sulfonil 5-dimetilamino naftaleno, cloruro de sulfonil pireno o con isotiocianato de
fluoresceina, en ningin caso se obtuvieron los acidos nucleicos fluorescentemente
etiquetados, como se demostr6 por los espectros de absorcién UV-Vis., que no detectaron
las bandas caracteristicas del poli (C) marcado con los fluoréforos mencionados.
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Figura IIlL.4.- Espectros de absorcion UV-Vis. entre 255 y 400 nm de: (A)
poli (C), (B) dansilo y (C) poli (C)-dansilo.

La figura II1.5, presenta los espectros de absorcion, registrados entre 255 y 550 nm,
de fluoresceina-poli (C) (10° M), comparado con el correspondiente polinucle6tido sin

marcar (10° M) y con fluoresceina libre (5:10° M), todos en el mismo disolvente, tampoén
Tris-HCI 20 mM, AEDT 1 mM, pH 7'5. El homopolinucleotido sintético etiquetado con

fluoresceina, presenta una banda de absorcidn, ausente en este acido nucleico sin marcar,
que coincide aproximadamente con la banda correspondiente a la fluoresceina libre, con

maximo a 494 nm.
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Figura IIL.5.- Espectros de absorcion UV-Visible entre 255 y 550 nm de:
(A) poli (C), (B) fluoresceina y (C) poli (C)-fluoresceina.
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En la figura II1.6 se representan los espectros de absorcidon UV-Vis. registrados
entre 240 y 400 nm, de disoluciones de poli (C) 10™* M (expresada en bases citosina),
pireno-poli (C) 1'5:10™* M y de 4cido pirenobutirico 2'5-10™* M, en tampén Tris-HCI 20
mM, AEDT 1 mM, pH 7'5. El poli (C) etiquetado muestra claramente la banda de absorcion
del pireno, que esté ausente en poli (C) sin etiquetar. Tambi€n se observa que mencionada
banda se encuentra mucho menos estructurada y ligeramente desplazada hacia el rojo, con
respecto a la banda correspondiente del acido pirenobutirico. Estas caracteristicas

diferenciales pueden justificarse por los distintos ambientes que rodean al fluoréforo libre

y al etiquetado a poli (C).
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Figura IIL6.- Espectros de absorcion UV-Visible entre 250 y 450 nm de:
(A) poli (C), (B) acido pirenobutirico y (C) pireno-poli (C).
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II1. 2. MEDIDAS DE ABSORCION PARA EL CALCULO DE LA EXTENSION
DEL ETIQUETADO FLUORESCENTE.

La cantidad de fluor6foro incorporada a poli (C) se ha calculado mediante la
ecuacién (23), por medidas de absorbancia a 268 nm y en el maximo caracteristico de cada
fluor6foro en la region visible del espectro, mencionada ecuacién proporciona la relacion
de marcaje en moles de fluoréforo por moles de bases citosina.

Previamente se han calculado los valores de los coeficientes de extincion molar de
poli (C) y de los fluor6foros enlazados al 4cido nucleico. Estos valores, se han determinado
con los compuestos libres disueltos en el mismo medio en que se disolvieron los

polinucleétidos etiquetados.

IIL. 2. 1. Calculo del coeficiente de extincion molar de los homopolinucleétidos

sintéticos y de los fluoréforos empleados como etiquetas fluorescentes.

Al objeto de poder aplicar la ecuacién (23) para calcular el porcentaje de marca y
de conocer de una forma sencilla la concentracion de las disoluciones de polinucledtidos
sintéticos que se han de utilizar en posteriores estudios, se han calculado los coeficientes
de extincién molar de poli (C), poli (I), antraceno, dansilo y 4cido pirenobutirico, todos
ellos en tampén Tris-HCI 20 mM, AEDT 1 mM, pH 7.

En el caso de fluoresceina, no se han calculado los valores del coeficiente de
extincién molar a las longitudes de onda de interés (260, 268 y 495 nm), debido a que los
referidos célculos han sido previamente realizados por nuestro grupo de investigacion
(Talavera y col., 1997). Los mencionados valores ya obtenidos, que se han utilizado en esta
Memoria Son: €,¢ = €,e = 1'74-10* M -cm™ y €45 = 6'43-10°* M -cm™*

Con las restantes sustancias, se prepararon las correspondientes disoluciones de
partida, se efectuaron las oportunas diluciones y se midieron sus absorbancias en el maximo
caracteristico. En las Tablas ITI.1 a ITI.8, se exponen los resultados obtenidos con cada
compuesto estudiado. Con los valores de cada Tabla se ha representado la ley de Beer en
las figuras I11.7 a II1.14.
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III. 2. 1. 1. Coeficiente de extincion molar del poli (C).

El coeficiente de extincion molar de poli (C) se ha calculado a 268 nm por ser €ste

el inico maximo de absorcidn que presenta en el espectro UV-Vis. Se prepard por pesada

_una disolucién 1'11:10* M (expresada en bases de citosina) en tampén Tris-HCl 20 mM,

AEDT 1 mM, pH 7'5. A partir de esta disolucién se prepararon las diluciones que figuran
en la Tabla III.1 y se midieron sus absorbancias (en cubeta de 1 cm de paso de luz).

TABLA III-1
Valores de absorbancia de disoluciones de poli (C) en tampdn Tris-HCI 20mM, AEDT
ImM, pH=7'5.
Volumen de tampén  Volumen de poli(C) Concentracion de Absorbancia
@) ()  poli(©10°M)  A-268nm
4'0 1'0 2'22 0'117
35 1'5 3'33 0'169
3'0 2'0 4144 0'226
2'5 2'5 5'55 0280
2'0 3'0 6'66 0'340
1'5 3'5 7'77 0'397
1'0 4'0 8'88 0'450
0'5 4'5 9'99 0'500

En la figura II1.7 se muestra la representacion de la absorbancia a 268 nm frente a

la concentracion molar de poli (C). Los parametros de ajuste por regresion lineal son:
ordenada en el origen = 4'82-107; pendiente = 5000 y r* = 1. La aplicaci6n de la ley de Beer
proporciona un coeficiente de extincién molar igual a 5000 M 'cm™.
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[poli(C)]10° (M)

Figura IIL7.- Representacion de la ley de Beer para los datos de la tabla III.1.

III. 2. 1. 2. Coeficiente de extincion molar del poli (I).

El coeficiente de extincién molar de poli (I) se ha calculado a 247 nm por ser €ste
el inico méximo de absorcidn que presenta en el espectro UV-Vis. Se prepar6 por pesada
una disolucién 1'15-10* M (expresada en bases de inosina) en tampén Tris-HCI 20 mM,
AEDT 1 mM, pH 7'S. A partir de esta disolucion se prepararon las diluciones que figuran
en la Tabla III-2 y se midieron sus absorbancias (en cubeta de 1 cm de paso de luz).
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TABLA II1.2

Valores de absorbancia de disolucones de poli (I) a distintas concentraciones en tampon
Tris-HCL 20 mM, AEDT 1 mM, pH=7'5.

Volumen de tamp6n  Volumen de poli(I) Concentracion de Absorbancia
m) D  poliDI0°V)  A=247nm
4'0 1'0 229 0208
3'5 1'S 3'44 0'311
3'0 2'0 4'59 0'414
23 2'5 5'74 0'507
2'0 3'0 6'88 0'613
1'S 3'5 8'03 0'706
1'0 4'0 9'18 0'813
0'5 4'5 10'30 0'909

1.0

Absorbancia

e O e 1= ] 1
6 8 10 12

[poli(1)]10° (M)

Figura IIL.8.- Representacion de la ley de Beer para los datos de la tabla II1.2.
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En la figura I1I-8 se muestra la representacion de la absorbancia a 247 nm frente a
la concentracion molar de poli (I). Los parametros de ajuste por regresion lineal son:

ordenada en el origen = 8'85-107; pendiente = 8750 y r* = 1. La aplicaci6n de la ley de Beer
proporciona un coeficiente de extincién molar igual a 8750 M 'ecm™.

III. 2. 1. 3. Coeficiente de extincion molar del antraceno.

Se ha calculado el coeficiente de extincidn molar del 4cido antranilico que es un
derivado del antraceno soluble en agua. La determinacion se ha realizado a 359 nm y a 268
nm. Se prepard por pesada una disolucién 2'17-10* M de 4cido antranilico en tamp6n Tris-
HC120 mM, AEDT 1 mM, pH 7'5. A partir de esta disolucidon se prepararon las diluciones
que figuran en las Tablas IT1.3 y I11.4, midiendose sus absorbancias a las longitudes de onda
mencionadas, en cubeta de 1 cm de paso de luz.

TABLA II1.3

Valores de absorbancia de disoluciones de antraceno a distintas concentraciones en
tampon Tris-HCL 20 mM, AEDT 1 mM pH=7'5.

Volumen de Volumen de Concentracion de Absorbancia
tamp6n (pl antraceno (ul antraceno-10° (M) A=359nm

900 100 2'17 0'029

800 200 4'34 0'055

700 300 6'S0 0'086

600 400 8'67 0'115

500 500 10'84 0'142

400 600 13'01 0'171

M
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En la figura IT1.9 se muestra la representacion de la absorbancia a 359 nm frente a
la concentracién molar. Los parametros de ajuste por regresion lineal son: ordenada en el
origen = -3'50-10"; pendiente = 1318 y r* = 1. La aplicacién de la ley de Beer proporciona
un coeficiente de extincién molar igual a 1318 M'cm’'.
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Figura IIL.9.- Representacion de la ley de Beer para los datos de la tabla III.3.

TABLA II1.4
Valores de absorbancia de disoluciones de antraceno a distintas concentraciones en
tamp6n Tris-HC1 20 mM, AEDT 1 mM, pH=7'.

Volumen de Volumen de Concentracion de Absorbancia

tamp6n (ul antraceno (ul antraceno-10’ A=268nm
900 100 2'17 0'038
800 200 4'34 0'084
700 300 6'50 0'132
600 400 8'67 0'177
500 500 10'84 0217
400 600 13'01 0'265

M
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Figura III.10.- Representacion de la ley de Beer para los datos de la tabla I11.4.

En la figura IT1.10 se muestra la representacion de la absorbancia a 268 nm frente
a la concentracién molar de antraceno. Los pardmetros de ajuste por regresion lineal son:
ordenada en el origen = -5'76-107, pendiente = 2080 y r* = 1. La aplicacién de la ley de
Beer proporciona un coeficiente de extincién molar igual a 2080 M'cm™.

III. 2. 1. 4. Coeficiente de extincion molar del cloruro de dansilo.

Se han calculado los coeficientes de extincion molar del cloruro de dansilo a 313 nm
y a 268 nm, que son las longitudes de onda a las que presenta los maximos de absorcion
caracteristicos. Se prepar6 por pesada una disolucién 4'12-10™* M de cloruro de dansilo en
tampdn Tris-HCI 20 mM, AEDT 1 mM, pH 7'5. A partir de esta disolucion se prepararon
las diluciones que figuran en la Tabla III.5 y II1.6, midiendose sus absorbancias a las
anteriores longitudes de onda, en cubeta de 1 cm de paso de luz.
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TABLA II1.5
Valores de absorbancia de disoluciones de dansilo a distintas concentraciones en
tampo6n Tris-HC1 20 mM, AEDT 1 mM, pH=7.

Volumen de Volumen de Concentracion de Absorbancia

tamp6n(pl dansilo (pl dansilo-10° (M) A=313nm
970 30'0 1'23 0'059
950 50'0 2'06 0'097
930 70'0 2'88 0'131
910 90'0 3'70 0'170
890 110 4'53 0212
870 130 5'35 0'252
850 150 6'18 0291

En la figura ITI.11 se muestra la representacion de la absorbancia a 313 nm frente
a la concentracidon molar. Los parametros de ajuste por regresion lineal son: ordenada en
el origen = -1'32:107; pendiente = 4710 y r* = 1. La aplicacién de la ley de Beer
proporciona un coeficiente de extincién molar igual a 4710 M 'cm™.
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Figura IIL.11.- Representacion de la ley de Beer para los datos de la tabla IIIL.S.
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TABLA II1.6
Valores de absorbancia de disoluciones de dansilo a distintas concentraciones en tampon
Tris-HC1 20 mM, AEDT 1 mM pH=7'S.

Volumen de Volumen de dansilo Concentracion de Absorbancia
_tampon(u) D dansiod0°QM)  A=268um
970 30'0 1'23 0'022
950 50'0 2'06 0'039
930 70'0 2'88 0'053
910 90'0 3'70 0'069
890 110 4'53 0'089
870 130 5'35 0'105
850 150 6'18 0'123

En la figura I11.12 se muestra la representacién de la absorbancia a 268 nm frente
a la concentracion molar. Los parametros de ajuste por regresion lineal son: ordenada en
el origen = -4'16-103, pendiente = 2040 y r *= 1. La aplicacién de la ley de Beer

proporciona un coeficiente de extincién molar igual a 2040 M 'cm.
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Figura IIL.12.- Representacion de la ley de Beer para los datos de la tabla III.6.
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III. 2. 1. 5. Coeficiente de extincion molar del acido pireno butirico.

Se ha calculado el coeficiente de extincidon molar del acido pireno butirico por ser
un derivado del pireno soluble en tamp6n Tris-HCI 20 mM, AEDT 1 mM, pH 7'5. La
determinacidn se ha realizado a 355 nm, que es la longitud de onda a la que presenta el
maximo de absorciéon cuando esta enlazado a poli (C) y a 268nm que es el maximo del
poli(C) . Se prepard por pesada una disolucién 8'88-10° M de 4cido pireno butirico en
tampo6n Tris-HC1 20 mM, AEDT 1 mM, pH 7'5. A partir de esta disolucidén se prepararon
las diluciones que figuran en las Tablas III-7 y ITI-8, midiendose sus absorbancias a 355 y
268 nm, en cubeta de 1 cm de paso de luz.

Tablalll.7
Valores de absorbancia de disoluciones de acido pireno butirico a distintas
concentraciones en tampon Tris-HCL 20 mM, AEDT 1 mM, pH=7%.

Volumen de Volumen de Concentracion de Absorbancia
ltamp6n (ml ireno (ml) ireno- 10°(M) A=355nm
1’5 1'0 3'55 0'123
1'3 1'2 426 0'140
1'0 1'5 532 0'186
0'7 1'8 6'39 0221
0'5 2'0 7'10 0'250
0'3 22 7'81 0'269
0'0 25 8'88 0'304

En la figura II1.13 se muestra la representacion de la absorbancia a 355 nm frente

a la concentracién molar. Los parametros de ajuste por regresion lineal son: ordenada en
el origen = -2'28:102, pendiente = 34840 y r* = 1. La aplicacién de la ley de Beer
proporciona un coeficiente de extincién molar igual a 34840 M 'cm'.
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Absorbancia

[pireno]10° (M)

Figura II1.13.- Representacion de la ley de Beer para los datos de la tabla III.7.

TABLA I111-8

Valores de absorbancia de disoluciones de acido de pireno butirico en tampon
Tris-HCI 20 mM, AEDT 1 mM pH=7'S.

Volumen de Volumen de Concentracion Absorbancia
tampén (ml Pireno (ml de Pireno-10°(M) A=268nm
1'5 1'0 3'55 0'069
1'3 1'2 426 0'077
1'0 1'5 5'32 0'110
0'7 1'8 6'39 0'123
0'5 2'0 7'10 0'140
0'3 22 7'81 0'150
0'0 2 8'88 0'172
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Figura IIl.14.- Representacion de la ley de Beer para los datos de la tabla III.8.

En la figura I11.14 se muestra la representacion de la absorbancia a 268 nm frente
a la concentracion molar. Los parametros de ajuste por regresion lineal son: ordenada en
el origen = -8'14-10", pendiente =19550 y r* = 0'99. La aplicacién de la ley de Beer
proporciona un coeficiente de extincién molar igual a 19550 M 'cm’’.

III. 2. 2. Calculo del porcentaje de etiquetado.

Como ya se ha indicado, el espectro de absorciéon de la fluoresceina, pireno, o
cualquier otro fluor6foro enlazado covalentemente a los acidos nucleicos, puede cambiar
con respecto al que presenta el colorante libre. Ademas, a la longitud de onda en torno a
los 260 nm, hay una superposicién de la absorbancia de los fluor6foros y de los 4cidos
nucleicos, por lo que habri de tenerse en cuenta la contribuciéon de la absorbancia del
fluordforo en el célculo de la concentracion de poli (C). Por estos motivos, en una primera
serie de experiencias, se ha determinado la cantidad de fluoresceina y pireno incorporados
a los 4cidos nucleicos, por hidrélisis de los conjugados de fluoresceina-poli (C) y pireno-
poli (C).
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A tal fin, en un experimento tipico y siguiendo la metodologia descrita en el
apartado II. 2. 5, se ha hidrolizado poli (C) etiquetado con fluoresceina al objeto de liberar
el colorante del conjugado, se neutralizé6 con HCI, se ajusté el pH a 7'0 y se muidio la
absorbancia a 495 nm, que resulté de 0'387. Seguidamente se midi6 la absorbancia del
hidrolizado a 268 nm, que resulté de 0'783. Mediante la aplicaciéon de la ecuacion (23) se
ha obtenido un porcentaje de etiquetado del 4'46%. Los coeficientes de extincion molar
para la fluoresceina, utilizados en el calculo, han sido los referidos en el apartado I1I. 2. 1
y el del poli (C), el calculado en el epigrafe III. 2. 1. 1.

Una alicuota del conjugado anterior de fluoresceina-poli (C) sin hidrolizar, se ha
diluido con tampoén Tris-HCI 0'1 M, pH 7'0, hasta la misma proporcion que el anteriormente
hidrolizado y se han medido sus absorbancias a 268 nm y a 495 nm. La primera di6 un valor
similar al obtenido en el hidrolizado, siendo el valor de la segunda de 0'259. Esta ultima
absorbancia dividida por la concentracién de fluoresceina calculada en la alicuota
hidrolizada (6'02:10° M), proporciona un valor de €, = 4'3-10* M '-cm™, para el
conjugado de fluoresceina-poli (C) a 495 nm. Resultados similares han sido reportados por
Reines y Schulman (1979) quienes han obtenido un valor de €, = 4'25-10* M™'-cm™' para
fluoresceina enlazada a tARN mediante un grupo carbohidrazida, a pH 7'0.

Una explicacion cualitativa de los distintos valores calculados para el coeficiente de
extincion molar, a 495 nm, de la fluoresceina libre y covalentemente enlazada a poli (C), es
la siguiente. A pH 7'0, la fluoresceina se encuentra predominantemente en la forma de
dianién y su €4 = 6'43-10* M '-cm™! (Diehl, 1989; Ballesteros y col., 1998). Sin embargo,
como Jackson (1991) y Talavera y col. (1997) han demostrado, hay un aumento aparente
en el pK, de la fluoresceina etiquetada a poli (C), lo que provoca que a pH 7'0 haya una
cantidad fraccional mayor del monoanion de la fluoresceina, que la existente en una
disolucion de fluoresceina libre al mismo pH. Dado que el monoanién posee un valor de €
menor que el correspondiente al dianién, el coeficiente de extincion de la fluoresceina

etiquetada resulta menor que el obtenido por Diehl

El valor de €,,s = 4'3-10* M!-cm™ para el conjugado de fluoresceina-poli (C), es
el que ha sido empleado posteriormente por nosotros para calcular mediante la ecuacion
(23), de una forma rapida y sin necesidad de hidrolizar los conjugados de fluoresceina-poli
(C), el porcentaje de etiqueta fluorescente en las restantes ocasiones en que se han
etiquetado los 4cidos nucleicos con fluoresceina. Sin embargo, se debe de tener en cuenta
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que el espectro de absorcion de la fluoresceina covalentemente enlazada a poli (C), cambia
de forma significativa cuando la cantidad de colorante enlazado es superior al 15 %
(Jackson, 1991), por lo que sélo se ha empleado el anterior valor del coeficiente de
extincion molar, cuando dicho porcentaje de marca ha resultado inferior al 5 %.

Con el conjugado de pireno-poli (C) se ha operado en forma similar a como se ha
hecho con el de fluoresceina. Es decir, determinando la relacién de marcaje por medidas de
absorbancia en disoluciones en que el pireno ha sido liberado del poli (C) por hidrélisis y
en el conjugado sin hidrolizar. Para ello, se hidrolizé una muestra de pireno-poli (C) durante
16 horas, a 37 2C en NaOH 0'3 M, se neutralizd con HCI y se midi6 la absorbancia de una
alicuota diluida en Tris-HC1 20 mM, AEDT 1 mM, pH 7'5, a 268 y 355 nm (A, del 4cido
pireno butirico en el visible). Con la misma muestra de pireno-poli (C) sin hidrolizar disuelta
en el mismo tampdn, se midieron también las absorbancias a las citadas longitudes de onda.
Los resultados obtenidos han sido los siguientes:

© Para la disolucién hidrolizada, A, = 0'448; A, = 0'077, de donde [pireno] =
2'21-107° M y [poli (C)] = [0'448 - (2'27-107%-19550)]/5000 = 8'09-10 M. La relacién
[pireno]/[poli (C)] = 0'02729, es decir, el porcentaje de marca resulta del 2'73 %.

® Para la disolucion de pireno-poli (C) sin hidrolizar, A, = 0'693; A, = 0'113, de
donde aplicando la ecuacion (23) resulta una relacién [pireno]/[poli (C)] = 0'02576, es
decir, el porcentaje de marca resulta del 2'58 %.

En los célculos efectuados se han aplicado los siguientes valores de los coeficientes
de extincién molar: €,,°C = 5000 M 'cm™; €, = 19550 M 'em™' y €,," = 34840
M !em™!, en donde los subindices y superindices tienen el significado habitual. Como se
puede observar, ambos métodos proporcionan esencialmente el mismo resultado (la
diferencia se puede estimar en un 5% aproximadamente), por lo que en el resto de los
calculos de porcentaje de marca, se ha aplicado la expresién (23) a las medidas de
absorbancia realizadas con el conjugado sin hidrolizar, lo que simplifica considerablemente
la metodologia experimental. No obstante somos conscientes de que los anteriores
resultados s6lo demuestran la buena aproximacion del método cuando se utiliza pireno
como fluoréforo y con una extension de etiquetado baja, que ha sido el Gnico caso

ensayado.
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Con los dos restantes fluor6foros, antraceno y dansilo, se ha supuesto que, al igual
que sucede con el pireno, no hay una variacién apreciable en los coeficientes de extincion
molar correspondientes al fluor6foro libre y al conjugado con poli (C), por lo que en el
célculo del porcentaje de marca, se ha aplicado la ecuacién (23), con los coeficientes de
extincion molar obtenidos en los epigrafes I11.2.1.3 y II1.2.1.4, a los datos de absorbancia
medida en el conjugado sin hidrolizar disuelto en el mismo tamp6n en que se estudié la ley
de Beer. Aunque los datos asi obtenidos sean s6lo aproximados, hemos prescindido de
efectuar las hidrélisis correspondientes, debido a que los resultados con estos dos
fluoré6foros no han sido demasiado interesantes en lo que se refiere a la deteccion

fluorescente de la hibridacidon en medios homogéneos.
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II1. 3. ESPECTROS DE FLUORESCENCIA EN ESTADO ESTACIONARIO DE
LAS SONDAS OBTENIDAS.

En esta seccidn se exponen los espectros de emision obtenidos con poli (C)
etiquetado con los diversos fluoréforos utilizados en nuestro estudio. No es nuestra
intencidén en esta Memoria presentar una discusion detallada de los mecanismos
responsables de las propiedades espectrales observadas, sino més bien racionalizar aquellas
propiedades que tengan mayor importancia para nuestros propositos, que no son otros que
preparar sondas de ADN altamente fluorescentes y ttiles en la deteccion de la hibridaciéon
en medios homogéneos, por lo que los espectros de emision en estado estacionario de los
polinucle6tidos etiquetados se interpretaran, fundamentalmente, por comparacion con las
propiedades de emision de los fluoréforos libres previamente conocidas.

II1. 3. 1. Espectros de fluorescencia en estado estacionario de antraceno-poli (C).

En la figura II1.15 se representan los espectros de emision registrados entre 365 y
500 nm, obtenidos con una longitud de onda de excitacién de 350 nm, de disoluciones de
antraceno-poli (C) 107> M y 4cido antranilico 10™° M en tamp6n Tris-HC1 10 mM, AEDT
1 mM, pH 7'S. El porcentaje de marca de la sonda utilizada en esta figura ha sido del 2'1%.
Como se puede observar, no hay cambios importantes en la forma y posicién de los
espectros, aunque el correspondiente al antraceno enlazado a poli (C), esta ligeramente
menos estructurado y algo desplazado hacia el rojo respecto al del 4cido antranilico. Estas
pequeiias diferencias se pueden atribuir a posibles efectos del enlace con el polinucleétido
asi como a las cercanias de los grupos cargados de éste que generan un microambiente
distinto en los alrededores del fluoréforo.
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Figura IIL.15.- Espectros de emision de fluorescencia entre 365 y 500 nm de
disoluciones de: (a) antraceno-poli(C) y (b) acido antranilico.

I11. 3. 2. Espectros de fluorescencia en estado estacionario de dansilo-poli (C).

En la figura II1.16 se representan el espectro de emision registrado entre 400 y
600nm, obtenido con una longitud de onda de excitacién de 325 nm, de una disolucion de
dansilo-poli (C) 10° M, en tampén Tris-HC1 10 mM, AEDT 1 mM, pH 7'5. El porcentaje
de marca de la sonda utilizada en esta figura ha sido del 3'5 %. En esta figura no se ha
podido representar el espectro del cloruro de sulfonil dansilo porque, como es conocido,
no fluoresce en disolucién acuosa (Haugland, 1996). El dansilo es una sonda ampliamente
utilizada en la investigacion de la polaridad del microambiente en macromoléculas
biolégicas, que no fluoresce cuando no estd enlazado a una macroestructura (Haugland,
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1996). El espectro obtenido tras su conjugacion a poli (C), presenta un maximo a S00 nm.
Ha sido muy empleado en el estudio de polaridades en macroestructuras biolégicas, en
unién a la ecuacion de Lippert (1957) y podria aplicarse en la estimacion del microambiente
en polinucleétidos etiquetados, aunque en la presente Memoria no hemos abordado ese

extremo.
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Figura IIL.16.- Espectro de emisién de fluorescencia entre 400 y 600 nm de una
disolucion de dansilo-poli (C).
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II1. 3. 3. Espectros de fluorescencia en estado estacionario de fluoresceina-poli (C).

En la figura I11.17 se representan los espectros de emision, registrados entre 495 y
550 nm y obtenidos con excitacion a 480 nm, de disoluciones de fluoresceina-poli (C)
5-107® M y fluoresceina libre 10~” M, ambos en tampén Tris-HCI 10 mM, AEDT 1 mM, pH
7'5. El porcentaje de marca de la sonda utilizada en esta figura ha sido del 3'6 %. Como se
puede observar, no hay cambios importantes en la forma de los espectros, aunque la
posicion del correspondiente a fluoresceina enlazada a poli (C), esté algo desplazada hacia
el rojo, respecto al de fluoresceina libre. Como en el caso del antraceno, este
desplazamiento se puede atribuir a posibles efectos ambientales.
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Figura III-17 Espectro de emision de fluorescencia en estado estacionario entre 495 y
550 nm de disoluciones de: (a) fluoresceina-poli (C) y (b) fluoresceina libre.
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I11.3.4. Espectros de fluorescencia en estado estacionario de pireno-poli (C).

En la figura I11.18 se representan los espectros de emision registrados entre 360 y
450 nm, obtenidos con una longitud de onda de excitacion de 352 nm, de disoluciones de
pireno-poli (C) 2:107* M y 4cido pireno butirico 5:10° M en tampén Tris-HCl 10 mM,
AEDT 1 mM, pH 7'5. El porcentaje de marca de la sonda utilizada en esta figura ha sido

del 2'4 %.
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Figura I11.18.-Espectros de emision de fluorescencia entre 360 y 450 nm de
disoluciones de: (a) pireno-poli (C) y (b) acido pireno butirico.
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Como se observa, no hay variaciones importantes en el perfil de los espectros,
aunque el correspondiente al pireno enlazado a poli (C), estd ligeramente menos
estructurado y algo desplazado hacia el rojo respecto al del 4cido pireno butirico. Estas
pequeiias diferencias pueden atribuirse, al igual que con el antraceno, a posibles efectos del

enlace con el polinucledtido asi como a las cercanias de los grupos cargados de éste que
generan un microambiente distinto en los alrededores del fluoréforo.

Como se ha indicado previamente, se ha procurado marcar los dcidos nucleicos en
una extension menor al 4 % al objeto de que las sondas presenten practicamente inalteradas
sus propiedades de hibridacion (Jackson, 1991; Talavera y col., 1997). Utilizando pireno
como etiqueta fluorescente, se han realizado experiencias en las que se ha modificado poli
(C) en mayor extension que la correspondiente a los anteriores espectros, con lo que se ha
conseguido un porcentaje de marca del 5'7 %. En la figura III-19 se representan los
espectros de emision obtenidos por excitacion a 352 nm y registrados entre 365 y 550 nm,
de disoluciones 10™* My 107> M de la sonda anterior, en tampén Tris-HCl 10 mM, AEDT
1 mM, pH 7'S. En esta figura se observa con claridad la presencia en ambos espectros de
una nueva banda de eémision con maximo a 505 nm, que es caracteristica del excimero de
pireno (Forster, 1969). La disminucién de la concentraciéon de la sonda hasta 107> M
(expresada en bases de citosina), no cambia la forma del espectro, aunque, como es natural,
disminuye la intensidad de fluorescencia por lo que se tuvieron que aumentar las rendijas

de entrada y salida de luz, en el registro de este ultimo espectro.
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Figura IIL.19.-Espectros de emision de fluorescencia entre 360 y 550 nm de
disoluciones de pireno-poli(C) a distintas concentraciones: (_ _) 10°*My (__) 10°M.

En la figura IT1.20 se comparan los espectros de emision, obtenidos en idénticas
condiciones de A_, AA_ y AA__; de disoluciones de igual concentracion expresada en bases
de citosina, 10~°> M de pireno-poli (C), pero con diferentes niveles de conjugacién, 2'4 y 5'7
%, ambas en el mismo tampén. Como se puede observar, aunque la sonda marcada en una
extension del 5'7 % tiene mayor cantidad de fluoréforo, su espectro de emision presenta una
disminticién de la intensidad de fluorescencia en €l maximo a 384 nm. Al mismo tiempo,
aparece una banda con maximo centrado a 505 nm, caracteristica del excimero del pireno.
Por lo tanto, en contraste con los pequeiios cambios observados en los perfiles de emision
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de polinucle6tidos marcados con pireno, se observan cambios mucho mas drasticos en los
espectros de fluorescencia cuando se incrementa el porcentaje de marca de las sondas y asi,
los datos experimentales muestran que el rendimiento relativo de fluorescencia por molécula
de pireno es bastante sensible al nimero de etiquetas fluorescentes por cadena. Ya que las
moléculas individuales de pireno estan conjugadas a la misma cadena de polinucleétido, es
probable que muchas de ellas estén suficientemente cercanas entre si como para que se
originen interacciones entre ellas que den lugar a la formacion de excimeros, por lo que la
pérdida aparente de intensidad de fluorescencia observada a 384 nm sera debida,
principalmente, a la formacion de excimeros de pireno.
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Figura II1.20.-Espectros de emision de fluorescencia entre 365 y 550 nm de
disoluciones de pireno-poli (C) con distintos porcentajes de marca: (a) 2'4% y (b) 5'7%.
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Desde hace tiempo se conoce que el rendimiento cuantico relativo de fluorescencia
del pireno en disoluciéon decrece con el incremento en la concentracion del mismo (Forster,
1969). En una cadena de un homopolinucle6tido marcada con pireno, la libertad de los
grupos etiquetados estd altamente restringida, en el sentido de que la posicion de todas las
moléculas fluorescentes estan fijas en el mencionado polimero repetitivo. Se han propuesto
dos tipos de estructuras para las cadenas sencillas de poli (C) en disolucidon. Segun los datos
de difraccion de rayos X (Arnott y col., 1973) poli (C) parece ser un polinucleétido del tipo
A con 3'1 A por paso y una elevacién de 18'6 A, mientras que en disolucién, los datos de
RMN indican que aparece una clase nueva de hélice con un rise axial de 2'9 A por residuo
y una elevacién de 232 A (Broido y Kearns, 1982).

Un porcentaje de marca del 5'7 % significa que por término medio, hay una
molécula de pireno cada 18 bases. Con este dato y si suponemos una cadena lineal para la
estructura del poli (C), las bases citosina etiquetadas estarian separadas aproximadamente
unos 60 A (como distancia media). Si sustraemos la longitud del brazo espaciador y del
grupo sulfonilo para cada molécula de pireno, quedaria una distancia de unos 40 A sin tener
en cuenta el tamafio planar de las moléculas de fluor6foro, por lo que no parece posible el
contacto del tipo de van der Waals para formar un dimero. Sin embargo, en poli (C)
etiquetado con pireno, no conocemos la localizacién exacta de cada base etiquetada ni
como estan realmente orientados los fluoréforos, aunque se puede esperar que el brazo
espaciador aminoetilo en el que las moléculas de pireno han sido fijadas, permita la rotacion
de éstas. Si en algunos casos la distancia entre dos bases etiquetadas fuera solamente de 6-7
citosinas, las moléculas de pireno estarian separadas s6lo 1-2 A (sustrayendo la longitud del
brazo espaciador y del grupo sulfonilo para cada molécula de pireno), lo que haria
estéricamente posible la formacién del excimero. Teniendo en cuenta que hay poca
fluorescencia debida a la formacion de excimeros en nuestra sonda, las pocas moléculas
dimerizadas deben de corresponderse con la probabilidad que existe de que en la cadena se
marquen consecutivamente citosinas separadas por 6-7 bases o menos. Las apreciaciones
cualitativas aproximadas que se acaban de realizar permiten la justificacion de la formacion

de dimeros incluso a baja conjugacion.

La formaci6n de dimeros en polinucle6tidos con etiquetas fluorescentes ha sido
sefialada con anterioridad. Asi, Jackson (1991) con poli (C) marcado con fluoresceina a
distintos niveles de conjugacion, ha observado que el incremento del porcentaje de marca,
produce un desplazamiento del maximo de absorcién de la sonda hacia menores longitudes
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de onda, al tiempo que decrece la sefial de fluorescencia, aunque sin cambios en el perfil del
espectro de emision. Estos dimeros se habian obtenido anteriormente con lisina disustituida
con fluoresceina en las posiciones « y 'y (Pringsheim, 1965). Sin embargo, dado que los
dimeros de fluoresceina no varian la forma del espectro de emision y ademaés originan auto-
quenching, su deteccion ha de hacerse mediante la forma del espectro de absorcién, lo que
resulta de menor sensibilidad que en nuestro caso. Probablemente por esta razén se
concluy6 que, a una densidad de marca del 15 % o mayor, existe una poblacion significativa
de dimeros, mientras que nosotros los hemos podido observar con pireno como fluoréforo,

a un porcentaje sensiblemente inferior.

De los resultados anteriormente discutidos se puede concluir que el auto-quenching
por formacion de dimeros, limita la extension de la fluorescencia que puede poseer una
sonda, ya que el rendimiento cudntico relativo decrece con el incremento de la relacion
fluor6foro/base. Parece pués conveniente que el porcentaje de marca no supere €l 3-4 %,
aproximadamente, al objeto de que las moléculas estén separadas por distancias lo
suficientemente grandes como para impedir la dimerizacion de los fluoréforos. Una mayor
extension en el marcaje supone la formacion de excimeros, con la pérdida concomitante de
la sefial de fluorescencia en el maximo a 384nm. Ademas, como ya se ha indicado y
posteriormente se verificara con ADN de E.coli, los altos porcentajes de marca perturban
las buenas caracteristicas de hibridacion de las sondas.

Por otra parte, también se ha etiquetado poli (C) con isotocianato de pireno. Las
caracteristicas de emisién, en lo que se refiere al nimero y posiciéon de las bandas de
fluorescencia son aproximadamente similares a las anteriormente referidas para la sonda de
pireno-poli (C) obtenida con el correspondiente cloruro de 4cido, por lo que no se ha

considerado de interés la inclusion del espectro.
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III. 4. CAMBIOS EN LAS PROPIEDADES FLUORESCENTES EN ESTADO
ESTACIONARIO DE POLI (C) ETIQUETADO TRAS LA HIBRIDACION CON

POLI (I).

Brimacombe y Reese (1966) han estudiado como se afectan las caracteristicas de
hibridacién en poli (C) por la modificaciéon de grupos que intervienen en la formacion de los
enlaces de hidrégeno, concluyendo que la metilacién de residuos citosina en la posicion N*
disminuye en 0'S C la temperatura de fusién de la doble cadena poli (metil-C)-poli (I), por
cada 1 % de modificaciéon. Asimismo, el efecto especifico que la transaminacion y marcaje
con fluoresceina y rodamina en poli (C), tiene sobre las caracteristicas de hibridacion de éste
con poli (I), ha sido determinado por Jackson (1991), quién estudié la desnaturalizacion
térmica de los hibridos poli (C)-poli (I) mediante espectroscopia de absorcion UV, asi como
por intensificacion de la fluorescencia del bromuro de etidio para detectar la formacion de
los mencionados hibridos. La conclusion alcanzada es que la estabilidad de la asociacion de
fluoresceina-poli (C) con poli (I) es muy similar a la que presenta poli (C) sin modificar,
cuando la relacién fluoresceina/poli (C) es menor del 5 %. Este resultado sera corroborado
mas adelante por nosotros, mediante el estudio de la cinética de hibridacién de pireno-poli
(C)-poli (I) y el estudio de la reasociacion de ADN de E. coli modificado por
transaminaciéon y subsiguientemente etiquetado con fluoresceina. A estas conclusiones se
debe afiadir la alcanzada anteriormente sobre la conveniencia de un bajo porcentaje de

marca para que no se generen excimeros.

Asi, con homopolinucle6tidos sintéticos de citosina modificada y marcada con los
cuatro fluoréforos que se estudian en esta Memoria, en una extension inferior a la
anteriormente mencionada del 5 %, se ha investigado la variacion que se produce en los
espectros de emision obtenidos en estado estacionario, cuando las cuatro sondas obtenidas

hibridan con su cadena complementaria, poli (I).

ITI. 4. 1. Espectros de fluorescencia en estado estacionario de antraceno-poli (C)

cuando éste hibrida con poli (I).

La figura III.21 muestra los espectros de emisién de antraceno-poli (C) en una
experiencia tipica de hibridacién. En este caso, a 350 pl de una disolucién 2'11-10° M de
antraceno-poli (C) en tamp6n de hibridacion, se han afiadido 5 alicuotas de 100 pl de una
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disolucién de poli (I) 2'02:10° M en el mismo tampdn, hasta alcanzar una concentracion
final de poli (I) de 1'19-10 M. Si se tiene en cuenta que el efecto de dilucion provoca que
la concentracién final de antraceno-poli (C) sea de 8'69-107* M, se debe suponer la total
hibridacion de éste con el poli (I) afiadido. Los datos obtenidos muestran que la seiial de

fluorescencia de antraceno-poli (C), si se corrige el efecto de dilucion, disminuye
continuamente con el aumento de la concentracion de poli (I), hasta que, a un valor

determinado de [poli (I)], se registra un espectro que ya no se modifica, aunque se aumente
la concentracion de éste.

En la tabla III.9 figuran los datos obtenidos en esta experiencia asi como los

corregidos por el efecto de dilucion.

Tabla II1.9

Resultados obtenidos en la hibridacién de antraceno-poli(C) con poli(I)
(r = [poli(I)}/[antraceno-poli(C)]).

L

I
ida
710 7102
|
'9

Volumen de [poli(1)] [poli(C)]
poli(I) (L) (M) (M)

2'11-10-3
1'64-10-3
1'34-10-3
1'14-10-3
9'85-10-4
8'69-10-4

027
0'54
0'82
1'10
1'37

4'45-10-4
7'34-10-4
300 | 9'32:10-4
400 | 1'08-10-3
500 | 1'1910-3

428 94'
. »

o4
93

200

I
2
3
36

1
6
343'9 2
314'0 6
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Figura IIl.21.-Espectros de emision fluorescente entre 360 y 600 nm de una disolucién
de antraceno-poli (C) a distintas concentraciones de poli (I).

Es conocido que a pH 7'0 y concentracion salina decimolar, poli (I) forma una doble
cadena por apareamiento de sus bases con las de poli (C), a una relaciéon de concentraciones
molares expresadas en bases nucleotidicas igual a la unidad (Chamberlin y Patterson, 1965;
Arnott y col., 1973). Si se supone que la hibridacion sucede en las condiciones de nuestra
experiencia, los resultados espectrales obtenidos, indican que se puede utilizar el
decrecimiento de la sefial de fluorescencia, en la deteccion de la hibridaciéon de poli (C) con
poli (I), sin necesidad de efectuar separaciones entre la sonda hibridada y la que queda sin
hibridar, ésto es, en disoluciones homogéneas de 4cidos nucleicos. Sin embargo, el pequeiio
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decrecimiento obtenido en la sefial de fluorescencia del conjugado antraceno-poli (C),
cuando se produce la hibridacién, provoca que la deteccion de €sta sea muy poco sensible
y dificulta cualquier interpretacién cuantitativa, por lo que nos debemos remitir a
posteriores resultados que se han obtenido cuando se utilizan pireno o fluoresceina como
etiquetas fluorescentes, para lograr una comprobacion maés clara de la utilidad de nuestras
sondas en la deteccidon de la hibridacion de acidos nucleicos en medios homogéneos.

I1I. 4. 2. Espectros de fluorescencia en estado estacionario de dansilo-poli (C) cuando

éste hibrida con poli (I).

La figura III.22 muestra los espectros de emision de dansilo-poli (C) en una
experiencia tipica de hibridacién. En este caso, a 400 pul de una disolucién 2'84-107* M de
dansilo-poli (C) en tampdn de hibridacidon, se han afiadido 8 alicuotas de 100 pul de poli (I)
5'17-10* M en el mismo tamp6n, hasta alcanzar una concentracion final de poli (I) =
3'45-10"* M. Si se tiene en cuenta que el efecto de dilucién provoca que la concentracion
final de dansilo-poli (C) sea de 9'47-107> M, se debe suponer la total hibridaciéon de éste con
el poli (I) afiadido. Los datos obtenidos muestran que el espectro de fluorescencia de
dansilo-poli (C) permanece practicamente inalterado con el aumento de la concentracion
de poli (I), si se corrige el efecto de dilucion, lo que demuestra que no se puede utilizar este
fluoréforo para la deteccidn de la hibridaciéon de acidos nucleicos en medios homogéneos,

por fluorescencia en estado estacionario.
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Figura IIL.22.- Espectros de emision de fluorescencia entre 475 y 600 nm de una
disolucién de dansilo-poli (C) a distintas concentraciones de poli (I).

ITI. 4. 3. Espectros de fluorescencia en estado estacionario durante la hibridacion de

fluoresceina-poli (C) con poli (I).

Debido a que el estudio a que se refiere el titulo del actual epigrafe ha sido llevado
a cabo anteriormente por Jackson (1991), estrictamente no es un objetivo de nuestra
investigacion. Sin embargo, la sensible disminucion de la sefial de fluorescencia en estado
estacionario, que se produce cuando el conjugado de fluoresceina-poli (C) hibrida con poli
(I), en disolucién a pH fisiolégico, ha sido aplicado en esta Memoria para la deteccion de
la renaturalizacion de ADN de E. coli y en la deteccién fluorimétrica de la hibridacion de
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cadenas complementarias de ADN hepatico. Por lo tanto, es conveniente recordar que la
principal conclusion, previamente alcanzada por Jackson (1991) respecto al quenching que
se produce en la fluorescencia de esta sonda cuando poli (I) hibrida con fluoresceina-poli
(C), es que hay un aumento del pK, aparente del conjugado de fluoresceina cuando éste
hibrida con poli (I), lo que provoca la aparicién de una mayor cantidad fraccional de
monoanidon (de menor rendimiento cudntico) tras la hibridacién y la concomitante

disminucion en la senal de fluorescencia.

Para corroborar los cambios que aparentemente se producen en el mencionado
equilibrio mono-dianién, se ha realizado una experiencia que no ha sido descrita
anteriormente. Para ello se han registrado los espectros de emision de disoluciones de
fluoresceina libre, fluoresceina-poli (C) y fluoresceina-poli (C)-pol (I), situando el
monocromador de excitacion a la longitud de onda de 347 nm. A esta longitud de onda la
absorbancia del monoanién es mayor que la del dianién, lo que nos ha permitido excitar el
monoanion de forma preferencial. La emision del monoanion se caracteriza por un maximo
de emisién a 515 nm, la misma longitud de onda que el dianién, pero de menor rendimiento
cuantico y por un hombro en la region alrededor de 550 nm que no lo presenta el dianién
(Yguerabide y col., 1994). En la figura I11.23 se muestran los registros normalizados a 515
nm de la fluorescencia de disoluciones de fluoresceina libre 10™° M, fluoresceina-poli (C)
2:107° M y fluoresceina-poli (C)-poli (I) 2:107° M, en tamp6n de hibridacién. En la figura
se puede observar que la intensidad de emisién alrededor de 550 nm aumenta, en relacion
a la que corresponde al maximo a 515 nm, cuando la fluoresceina esta unida al poli (C) y
se incrementa otra vez cuando éste hibrida con poli (I). Estos resultados significan que, en
disolucién a pH 7'S, la hibridacion con poli (I) aumenta el pK, aparente del conjugado de
fluoresceina, provocando un aumento en la cantidad fraccional de monoanién y
consecuentemente en la emisién a 550 nm. También permite explicar el bajo valor del
coeficiente de extincion molar anteriormente encontrado en la fluoresceina enlazada con
poli (C) a 495 nm y pH alrededor de 7'0, ya que el coeficiente de extincion molar del
monoanién de fluoresceina es menor que el correspondiente al dianion (Diehl, 1989;
Ballesteros y col., 1998). Se debe destacar que, en la figura I11.23, se ha trasladado el
espectro de la fluoresceina libre hacia mayores longitudes de onda, haciendo coincidir su
maximo de emisién con los correspondientes a fluoresceina-poli (C) y al hibrido
fluoresceina-poli (C)/poli (I), al objeto de poder observar las diferencias en emision a 550

InIn.
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Figura IIL.23.- Espectros de emision fluorescente entre 500 y 600 nm de:
(a) fluoresceina libre, (b) fluoresceina-poli(C) y (c¢) fluoresceina-poli(C)-poli(T).

I1L 4. 4. Espectros de fluorescencia en estado estacionario de pireno-poli (C) cuando
éste hibrida con poli (I).

En experiencias preliminares realizadas por nuestro grupo de investigacion, se ha
marcado poli (C) con isotiocianato de pireno, ITCpireno-poli (C), siguiendo la metodologia
descrita en el apartado I1.2.4.2. Con esta sonda, se realizaron tres experiencias tipicas de
hibridacion en las que se afiadi6 la cantidad necesaria de poli (I) para hibridar por completo
al ITCpireno-poli (C), los datos obtenidos mostraron que la sefial de fluorescencia en estado

estacionario, una vez corregido el efecto de diluciéon, disminuye aproximadamente s6lo un
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30% del valor de la intensidad inicial. Adicionalmente, se pudo comprobar que la saturacion
del efecto comentado, se consiguié con una relacion [poli (I)/ITCpireno-poli (C)] = 0'6
(Yguerabide y col., 1996). Estos resultados, junto a los que se describen més adelante en
los apartados III.5.1 y III.5.2, que tratan de las experiencias realizadas mediante
fluorescencia resuelta en el tiempo, nos han llevado a ensayar otra sonda de pireno con la

que se pueda conseguir una mayor sensibilidad en la deteccion de la hibridacion.

Asi, se etiquet6 poli (C) con cloruro de sulfonil pireno, siguiendo la metodologia
descrita en el apartado I1.2.4.1. La figura II1.24-a muestra los espectros de emision de
pireno-poli (C) en una experiencia tipica de hibridacion. En este caso, a 450 pl de una
disolucién 7'1-10™* M de pireno-poli (C) en tamp6n de hibridacion, se han afiadido 9
alicuotas de 50 pul de una disolucion de poli (I) 1-10° M en el mismo tampén, hasta alcanzar
una concentracion final de poli (I) de 5-10* M. Si se tiene en cuenta que el efecto de
dilucién provoca que la concentracién final de pireno-poli (C) sea de 3'5-10* M, se debe
suponer que la hibridacion de éste ha sido total con el poli (I) afadido. Los datos obtenidos
muestran que la sefial de fluorescencia de pireno-poli (C) disminuye continuamente y que
el espectro se desplaza hacia mayores longitudes de onda, con el aumento de la
concentracion de poli (I), hasta que, a un valor determinado de [poli (I)], se registra un
espectro que ya no se modifica aunque se aumente la concentracion de éste si se corrige el
efecto de dilucidon. Los espectros se registraron sin polarizadores en los canales de

excitacidon y emision.

117



Resultados y discusion

1000 - [ "'—_"T -l -F_—

o |

2 800 b
()

O

7))

-

0

2

« 600 I |
)

L

O |

s

§ 400 - .
O

O

b

7

=

O

=

Figura II1.24.a- Espectros de emision fluorescente entre 360 y 470 nm de la valoracion
de hibridacién de pireno-poli(C) con poli(I).

Los valores de la intensidad de fluorescencia correspondientes a la figura I11.24-a,
se han corregido por el efecto de dilucién y se han normalizado respecto a la de partida.

Asimismo, se han corregido por el efecto de dilucién, las concentraciones de poli (C) y de
poli (I), en la disolucién que se esté valorando, tras cada adicion de este tltimo. Todos

estos valores, junto a los datos originales, se han incluido en la Tabla III.10.

118




Resultados v discusion

Tabla II1.10

Datos correspondientes a la valoracién de pireno-poli(C) con poli(IT)

(r = [poli(I)]/[pireno-poli(C)]).

“
1952 303"7
139'7 232'9 24"7 0'93
1282 228'0 242 1'10
123'6 2210 242 124
123'6 227"7 24"2 1'43

[poli(D)] [poli(C)]

M)

Volumen de

poli (I) (L)
7'1-10*
6'4-10"
5'8-10*
5'3-10
4'9-10*
4'6-10™
4'3-10
40-10*
3'8-10
3'5-10

1'0-10*
1'8-10°
2'5-10°
3'1-10*
250 3'6-10°
300 40-10
350 4'4-10*
400 4'7-10*
450 50-10°

50

150
200

En la figura II1.24-b se muestra la correspondiente grafica de titulacidn expresada
como intensidad de fluorescencia vs. [poli (I)}/[pireno-poli (C)], en la que todos los datos
se han corregido por el efecto de dilucion.
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Figura II1.24-b.- Gréfica de titulacion de hibridacion expresada en intensidad de
fluorescencia vs.[poli (I)]/[pireno-poli (C)].

Como se puede observar, hay un decrecimiento lineal de la sefial de fluorescencia
respecto a la relacion [poli (I)])/[pireno-poli (C)]. Si se tiene en consideracion que, en las
condiciones de nuestras experiencias, poli (I) forma una doble cadena con poli (C),
mediante el apareamiento de sus bases respectivas, los resultados espectrales obtenidos
parecen indicar la existencia de una proporcionalidad entre el decrecimiento de la sefial de
fluorescencia y la cantidad fraccional de hibrido formado. Esta proporcionalidad se ha
puesto de manifiesto de forma més directa en la figura II1.25, en la que se ha representado
el porcentaje de pireno-poli (C) hibridado, obtenido mediante la expresion siguiente, frente

a [poli (I))/[pireno-poli (C)],
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I,-1

I,-1_

%H = 100+( ) (25)

en donde I, e I son las intesidades de fluorescencia de pireno-poli (C) a concentraciones
de poli (I) cero y saturante e I es la intesidad de fluorescencia a cualquier concentraciéon
intermedia de pol (I).

Para el empleo de la ecuacidn (25) se debe suponer que el decrecimiento que se
registra en la sefial de fluorescencia cuando se produce la hibridacién, es proporcional a la
cantidad de bases apareadas, ya que si ésto es correcto se debe esperar que el % de
hibridacién aumente linealmente con la relacion [poli (I)]/[pireno-poli (C)], llegando a un
nivel méximo cuando se alcance la saturacion. Esta suposicion se debe cumplir de forma
bastante aproximada a causa de la alta afinidad de hibridaciéon entre poli (C) y poli (I), que
permite esperar que aquella se produzca entre todo el poli (I) ahadido a la disolucion de poli
(C) hasta que se alcance la concentracion de saturacién. Sin embargo, durante la valoracion
de pireno-poli (C) con poli (I), se forma el apareamiento entre trozos de cadenas
complementarias a bajas concentraciones de poli (I), mientras que cuando €sta es alta, las
ultimas cadenas afiadidas se aparean con los restos de cadenas de poli (C) no hibridadas,
por lo que se obtiene como resultado final la formacién de redes complejas y no se conoce
exactamente si en tales mallas complejas, la intensidad de fluorescencia debe decrecer
linealmente con respecto a la fraccion de bases nucleotidicas apareadas. No obstante, la
grafica experimental obtenida en la figura I11.25 muestra que el % de hibridacién, obtenido
mediante la aplicacion de la ecuacion (25), aumenta linealmente con la concentracion
afiadida de poli (I) (o sea, es proporcional a la cantidad de bases apareadas), llegando a un
nivel maximo cuando se alcanza la saturacion y produciendose un corte bastante agudo
aproximadamente a la relacién molar 1:1, expresada en bases. Estos resultados soportan la
idea de que la intensidad de fluorescencia disminuye linealmente con la fraccion hibridada
de pireno-poli (C), por lo que se puede detectar la hibridacién mediante el quenching de
fluorescencia de la sonda que hemos elaborado.
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Figura II1.23.- Grafica de valoracion de hibridacidén expresada en porcentaje de
hibridacién de poli(I)-(pireno-poli(C)) vs de [poli(I)]/[pireno-poli(C)].

Se han obtemido graficas similares a la III.24, cuando se valoraron distintas
concentraciones de partida de pireno-poli (C) (expresadas en bases) con diferentes
porcentajes de marca, siempre que éstos sean inferiores al 4 % aproximadamente. En las
figuras I11.26 a II1.28 se exponen, como ejemplos, tres valoraciones de disoluciones de
pireno-poli (C) de concentraciones comprendidas en el intervalo entre 7'1:10* y 8'36:10°
M y con porcentajes de marca entre 12 y 4 %. En los tres casos se ha obtenido un
decrecimiento de la intensidad de fluorescencia a 383 nm, del 73'8, 67'4 y 66'3 %,
respectivamente, en relacion a la que inicialmente tenia la sonda de pireno-poli (C), lo que
implica un descenso promedio del 69'2 + 4'1 % (en donde se incluye el valor de la
desviacion estdndar). En otras valoraciones efectuadas (no mostradas) se obtuvieron
descensos similares en la intensidad de fluorescencia.
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Figura II1.26-a.- Espectros de hibridacién de pireno-poli(C)-poli(I) de una disolucion
de [pireno-poli(C)] = 7'1:10* M y con un porcentaje de marca del 1'2%.
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Figura IIL.26-b.- Grafica de titulacién de hibridacion correspondiente a la figura
I11.26-a. Se puede observar una disminucion del 73'8%.
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Figura-IIL.27-a.- Espectros de hibridacién pireno-poli(C)-poli(I) de una disolucién de
[pireno-poli(C)] = 8'8:10°M y con un porcentaje de marca del 2'5%.
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Figura II1.27-b.- Gréfica de titulacion de hibridacién correspondiente a la figura
II1.27-a. Se puede observar una disminucion del 67'4%.
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Fgura II1.28-a.- Espectros de hibridacion de pireno-poli(C)-poli(I) de una disolucién de
[pireno-poli(C)] = 8'36:10° M y con un porcentaje de marca del 4%.
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Figura II1.28-b.- Grafica de titulacién de hibridacién correspondiente a la figura
I11.28-a. Se puede observar una disminucion del 66'3%.

125



Resultados y discusion

De la observacion de los resultados anteriores parece deducirse que con un menor
porcentaje de marca fluorescente se obtiene un mayor decrecimiento relativo de la
intensidad de fluorescencia, aunque las diferencias obtenidas son bastante pequefias y se
pueden considerar casi despreciables. Se puede justificar el anterior resultado mediante la
ya comentada posibilidad de formacion de excimeros, lo que provocaria una menor
intensidad de la fluorescencia de partida, asi como un menor nimero de fluoréforos en
estado monomeérico disponibles para el quenching. Sin embargo, se debe de resaltar que la
relacion entre porcentaje de marca y disminucidn relativa de fluorescencia no es del todo
general siempre que el mencionado porcentaje no sea superior al 4 %. Asi, en las diferentes
ocasiones en que se ha modificado poli (C) y aunque dicha modificacidon se haya realizado
en una extension similar, se han obtenido distintos porcentajes de disminuciéon en la
intensidad de fluorescencia cuando se valor6 con poli (I) (no obstante, estos porcentajes
siempre fueron muy similares entre si). Por otra parte, en todos los casos en que la
disminucion de la sefial fluorescente era algo menor, siempre fué acompaiiada, esta menor
disminucion, de una pequeria sefial de fluorescencia a 500 nm, tipica de los excimeros del
pireno. Todos estos resultados se pueden justificar si se tiene en cuenta que el proceso de
modificacion del polinucleétido sintético es un proceso aleatorio, lo que implica que la
transaminacion en algunos de los lotes modificados de poli (C) puede haberse producido
en una serie de bases citosina lo suficientemente cercanas entre si como para permitir la
posterior formacion de excimeros una vez que fueron etiquetadas con la marca fluorescente,

mientras que en otros casos la modificacion no afect6é a bases muy proximas entre si.

Una singularidad de las figuras I11.24 y I11.26-111.28, es el pequeiio hombro que se
observa a 377 nm, en los espectros correspondientes al poli (C) completamente hibridado
con poli (I). En el epigrafe I11.4.6. se tendrd en cuenta tal peculiaridad para su posible
relacion con la polaridad del ambiente que rodea al fluoréforo.

En otra serie de experiencias se han valorado alicuotas de una muestra de pireno-
poli (C) de concentracién 6:10° M y un porcentaje de marca del 12 %, disueltas en Tris-
HCL, 10 mM, ACDT 1 mM, pH 7'5 y adicionadas de diferentes concentraciones de NaCl,
dentro del intervalo 0 - 1 M. Las muestras se valoraron con poli (I) disuelto en tampdn de
la misma concentracion salina que el poli (C) que iba a valorarse. En la tabla III.11 se
indican los resultados obtenidos a las distintas concentraciones salinas estudiadas. Como
se puede observar, en todos los casos la fluorescencia medida a 383 nm, decrece en un
porcentaje del 67'S + 3%, respecto de la que inicialmente tenia la sonda de pireno-poli (C).
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Tabla II1.11.

Disminucién de la sefial fluorescente de disoluciones de pireno-poli(C) 6:10 M tras la
hibridacién con poli(I), a distintas concentraciones salinas (NaCl).

aCl] (mM) Porcentaje de disminucion
0 65'5
20 68'8
50 - 68'S
100 67'7
200 70'3
400 65'8
1000 65'7

El valor medio del descenso obtenido en esta experiencia es del 67'47 £ 1'86 % y
resulta concordante con los descensos anteriormente indicados en experiencias similares.
El conjunto de resultados obtenidos, indica que se puede utilizar el extenso decrecimiento
de la sefal de fluorescencia, en la deteccion de la hibridacion de poli (C) con poli (I), en
disoluciones homogéneas de 4cidos nucleicos. Ademas, la comentada disminucion de la
emision fluorescente resulta independiente de la concentracion de la sonda, de la extension
del etiquetado y de la fuerza i6nica de la disolucién, dentro de los intervalos anteriormente
referidos para estas variables. Estos intervalos se han escogido como situaciones
experimentales generales, fundamentalmente en lo que se refiere a la fuerza idnica.
Asimismo, en lo relativo al porcentaje de marca, ya se ha discutido con anterioridad la
conveniencia de que éste no supere el 4%, aproximadamente, al objeto de evitar la

formacidon de excimeros.

Por olra parte y en lo que se refiere al calculo de la sensibilidad del mé€todo, con
respecto a la concentracion de acido nucleico (etiquetado con una extension del 3%), se ha
realizado un conjunto de experimentos en donde se han valorado concentraciones
decrecientes de pireno-poli (C), con una sola adicién de poli (I) a una concentracion
superior a la final de poli (C) en un 10%, para asegurar su total hibridacion. La deteccion
fluorimétrica se ha realizado a las longitudes de onda habituales, pero en condiciones de
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maxima sensibilidad del fluorimetro, es decir con la rendija de excitacion en 20 nm y la de
emision en 30 nm, que son los valores estandar maximos que admite nuestro instrumento.
En la figura I11.29 se representan los espectros obtenidos cuando la concentracion de poli
(C) fue de 10° M, que ha sido la minima detectable con una cierta fiabilidad. Como se
puede observar, el ruido de fondo que presenta el tampodn es considerable, aunque la sefial
fluorescente lo supera ampliamente y permite la deteccidon. Sin embargo, la luz dispersa y
la sefial Raman del agua (que se presenta a 395 nm) son lo suficiente intensas a la longitud
de onda de medida (383 nm) como para rebajar considerablemente la sensibilidad de
deteccion, lo que se puede observar en la figura II1.29, en donde se ha obtenido sélo un 37

% de disminucion de fluorescencia tras la hibridacion.
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