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En este trabajo se realizan medidas de dicroismo lineal eléctrico reducido (DLER) para analizar los cambios
estructurales en el ADN provocados porlalanina. Se utilizan fragmentos de ADN obtenidos mediante el
sonicado de soluciones acuosas de ADN nativo. Para caracterizar la distribuciéon de tamafios de los fragmentos de
ADN se realiza una electroforesis en gel de la solucién. Los resultados de DLER se analizan empleando un marco
tedrico desarrollado en trabajos previos. El analisis tedrico describe a la solucion como una mezcla de arcos
rigidos de diferentes longitudes, de acuerdo a los resultados provenientes de la electroforesis. La orientacién de
los fragmentos de ADN al aplicar el campo eléctrico se caracteriza con la funcién de distribucion orientacional
que resulta de resolver numéricamente la ecuacion de Fokker-Planck del sistema. Realizando el ajuste teérico de
las curvas experimentales de DLER se obtiene la polarizabilidad eléctrica de las moléculas y el factor de
ionizacion de las mismas. Se discute el efecto dB-déanina en los parametros conformacionales de los
fragmentos de ADN.

Palabras Claves: dicroismo eléctrico, AlBNalanina

In the present work we measure reduced electric linear dichroism (RELD) to analyze structural changes in DNA
caused by3-alanine. We use DNA fragments obtained through sonication of native DNA aqueous solutions. To
characterize the distribution of sizes of DNA fragments we make an electrophoresis in gel of the solution. The
results of the RELD are analyzed using a theoretical method developed in previous works. The theoretical
analysis describes the solution as a mixture of rigid arcs of different lengths, according to the results obtained by
electrophoresis. The DNA fragments orientation, when we apply the electric field, is characterized through the
orientational distribution function that results from numerically solving the Fokker-Planck equation of the
system. Making the theoretical adjustment of the RELD experimental curves, we obtain the molecules electric
polarizability and their ionization factor. We discuss the effe@-afanine in the conformational parameters of

DNA fragments.

Key Word: electric dichroism, DNA3-alanine

procedimiento como técnica para determinar
propiedades fisicas de las moléculas en solucion. Por

Al aplicar un campo eléctrico sobre una solucién déupuesto, la complejidad del analisis teérico dependera
macromoléculas ésta se convierte en dicroica. He las caracteristicas fisicas de las moléculas en
dicroismo lineal eléctrico se define como la diferenci§0|UCiéﬁl'4-

entre las absorbancias que presenta la solucién para luzEn el caso de soluciones de ADN es posible

incidente linealmente polarizada segin las direccionéigponer de muestras monodispersas utilizando

paralela y perpendicular al campo eléctrico aplicadiagmentos de restriccion que se obtienen cortando
Mediante un dispositivo de medicién apropiado eecuencias especificas de la cadena de ADN mediante
posible medir el dicroismo lineal eléctrico y determinagnzimas de restriccion. Lamentablemente, es realmente
sus variaciones con la intensidad del campo eléctrico. dificil 'y costoso obtener mediante esta técnica

se utiliza el marco teérico adecuado es posible ajusg@ntidades de ADN suficientes como para realizar
los resultados experimentales y utilizar estéedidas sistematicas de dicroismo eléctrico. Ante esto,

I. INTRODUCCION
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una posibilidad es utilizar soluciones de ADN sad. ligados pueden desplazarse en direccion radial en
Las muestras asi obtenidas no son monodispershs yualquier punto del arco.

andlisis teorico requiere considerar la distribocife Las propiedades hidrodinamicas del modelo de arco
tamafios que caracteriza la muestra disponible. rigido se caracterizan por su tensor de difusion

En primera instancia, en el presente trabajo $@tacional[R], cuyos elementos principales sy,
aplican desarrollos tedricos realizados en trabajos

anteriores para ajustar datos experimentales d%,y Rz y por su tensor de difusion de acoplamiento
(j|cr_0|srr_10 eléctrico d_e s_qlumopgs de AD_N_so_rjlca{klo. rotacién-traslacior] P] ,
fin incluir en la descripcién teorica la polidispeEm de
las muestras se realizd una electroforesis en gel (ﬁ’yz' y Pz'y'
agarosa para conocer la distribucion de tamafidesde | as propiedades Opticas se describen mediante el
fragmentos de ADN sonicado. momento dipolar de transicion de cada grupo cromofo

El efecto del compuesto zwitteriéni@alanina en en la molécula.
solucién acuosa con ADN ha sido estudiado mediante

cuyos elementos no nulos son
(9,10)

aplicacion de diversas técnicas, entre las cuates s z
pueden cita*NaNMR® y precipitacién de ADN por
esperming.

En un trabajo previ8 se realiz6 el estudio de la :

polarizabilidad eléctrica del ADN en presencia [tle

alanina 'y acido aminobutirico a  distintas : 2,
concentraciones, utilizando la técnica de birrgfeimcia ¢ X
eléctrica. En este trabajo proponemos el empleo de

mediciones de dicroismo lineal eléctrico reducidoap

analizar los cambios estructurales en el ADN

provocados por Ig-alanina.

Il. TEORIA Figura 1. Modelo de arco rigido

A. Modelo molecular: arco rigido

Los fragmentos de ADN se modelan mediante uB- Dicroismo lineal eléctrico reducido
arco rigido con longitud de arc8,, radio de curvatura ~ Consideremos una solucion de moléculas sobre la
que se aplica un campo eléctrico externo que
supondremos estatico y uniforme. El dicroismo linea
eléctrico reducido se define como

R y angulo de bendingyg (Fig. 1). El arco rigido se
coloca el en plano X'Z' del sistema de coordenatids
cuerpo, O’X'Y'Z', cuyo origen O’ coincide con el
centro de masa del arco.

Las propiedades eléctricas del arco se caracterizan % :M 4

por: su carga eléctrica efectivg igual a N en, A A

dondeNpb es el nimero de pares de bases en el a8rco,yonde A, y A, son las absorbancias de la solucion

!a carga eléctrica del electron n el__factor fje para luz incidente linealmente polarizada segun las
ionizacion, y por su tensor de polarizabilidad #léa jjrecciones paralela y perpendicular al campo ect
[@®]. En este trabajo empleamos un modelo deplicado y A es la absorbancia de la solucién cuando

polarizabilidad eléctrica para moléculas tipo arigido ~las moléculas estan orientadas aleatoriamente.
desarrollado por Bertolotto et &l segiin el cual los Las absorbanciasA, A, y A, dependen de la
elementos del tensor polarizabilidad eléctrica efen capacidad de la luz para inducir transiciones

dados por electrénicas en las moléculas de la solucién. Bor |
tanto, las mismas dependen de las propiedadesagptic
de las moléculas, a saber, del momento dipolatriléc

F{se{soj +SO} (1) de transicion de cada uno de sus grupos cromojodes
cémo éstos se encuentran distribuidos a travésasle |

af,.y.:KSOa @) mismas. ' ,
Las absorbanciagy, y A, dependen no solo de las
a5, = AKRZserf S +l Kal i—se S (3) Propiedades (’)pticgs, sino también de la orientagitn .
2R) 2 R R en promedio adquieren las moléculas cuando seaaplic
sobre la solucion el campo eléctrico externo. Para

donde K es una constante de polarizabilidad eléctrica§Rracterizar la orientacion de una molecula utifiaa
a es la longitud a través de la cual los contraiond@S angulos de Euleg, &, ¢, que determinan la
orientacién del sistema de coordenadas del cuespo c

2 2
1
Ay = 2KR? 1—CO{ZSEJ +—Ka

2 R
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respecto al sistema de coordenadas del laboratékio. lll. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

calculo de las absorbancias, y por lo tanto del RLE L
: . : . . A. Preparacion de las muestras

requiere considerar todas las orientaciones pasitide i )

las moléculas. Para ello se incluye la funcion de S€ Uutiliz6 ADN de timo de ternera altamente

distribucion orientaciondlque determina la densidad dePolimerizado marga SIGMA, tipo |, cat. D1501. Se

probabilidad de encontrar una particula con ungPnicé una solucién acuosa de 100 mg/dl de ADN en
orientacién entre¢, 8, ¢ y @+dg, 6+dé 1mM NacCl, realizando 30 ciclos de 60 segundos de

Y +dy . En realidad, en virtud de la simetria cilindric sonicacion seguidos de 30 ~segundos -de reposo,
: ' %onservando la muestra a 5°C. En la seccion IV.A se
introducida por el campo eléctrico, la funcion denyestra que la solucién sonicada contiene fragreento
distribucion orientacional resulta independientel deje ADN de longitudes comprendidas entre 500 y 3000
angulog. A. Para medir el dicroismo eléctrico, la soluci@ s
El efecto del acoplamiento hidrodinAmico en lasdliluy6é hasta alcanzar una concentracién de ADN de 5
propiedades electro-6pticas de fragmentos arquedelosmg/dl. A ésta se le agregéalanina (Sigma A-7752) en
ADN fue estudiado empleando simulacién dindmicastado sdélido para obtener cinco muestras comuisti
Browniana, por Porschke y colaboraddfé$). En este concentracion de este compuesto: 0 M, 0.4 M, 0.8 M,
trabajo usamos un enfoque diferente consistentelenl.2 My 1.6 M.

planteo y resolucion de la ecuacion de Fokker-Rlan . . .
del sistern@41) B. Equipo experimental para medir el DLER

Bertolotto et af® deducen una expresion para el Las mediciones de dicroismo eléctrico se realizaron

DLER de una solucién diluida de fragmentos de ADION Un equipo disefiado en nuestro laborettBtio
descriptos con el modelo de arco rigido. En esfsajp  Constituido por una fuente de luz de tungsteno, un

emplearemos el resultado obtenido por estos aytor8¥onocromador y un polarizador _de Glan-Taylor _(P) de
segun el cual el DLER viene dado por 1 cnf de abertura que transmite en el ultravioleta-

visible, un generador de pulsos rectangulares te al
potencia Velonex Model 360 de hasta 3000 Vy 10 A

27T,
MA_ 3T I”I[(- yo - 3A, )1+ Z0s26)-6(- y, + A,) 5) con un ancho de pulso entre 10 ns y 10 ms, una celd
A 16y, 00 Kerr de 0.15 cm de distancia entre electrodos glgnb

cm de camino 6ptico, un fotomultiplicador 1P28 y un
osciloscopio marca Tektronix TDS 1012 con dos
canales, de 100MHz, conectado mediante una ingerfas

i a una computadora.
La ec.(5) supone que cada monémero en la cadena

de ADN constituye un grupo cromoforo cuyo moment&. Determinacion experimental del DLER en funcion

dipolar de transicion esta aleatoriamente orientdel del campo eléctrico

plano de sus bases. Ademas, esta ecuacion supet@ qu En la experiencia, el DLER se calcula mediante la

interacciéon entre los diferentes grupos croméfades formuld®

una mqlécula es suficientemente débil como para AA 15 Al

despreciarla. e og 1+
El calculo del DLER mediante la ec.(5) requiere A A

conocer la funcion de distribucion orientacional

f (6,¢) de las moléculas al aplicar el campo eléctricalonde | es la intensidad de luz transmitidaZy la

La ecuacion diferencial que determina la funcion ddbsorbancia de la solucion en ausencia del campo

distribuciéon orientacional para moléculas tipo arcoeléctrico, Al =1 -1 el cambio de intensidad de la

rigidos, eléctricamente cargados y polarizablessitia i

deducida anteriormente por Bertolétb como una uz @ través de la solucién e la intensidad de luz

aplicacion de la ecuacion de Fokker-Planck al @0l ansmitida por la solucion, ambas en presencia de

en cuestion. El encuentra que la funcion de distidn 5 n eléctrico aplicado y para Iuz incidente préar
orientacional satisface la siguiente ecuacion elifeial . .
paralelamente a éste. Las canUdad@B// e | pueden

cos2y senzH]f (9,1//) serd dddy

donde A, = cosy, sery,

(@)

[Q556—22+QW0—22+Qw5072+Qgi+Qwi+Qoo]f(9,1/1)=0 registrarse en el osciloscopio ya que son propoabis
00 oy opoo o6 oy a las sefiales de potencial en el oscilograma. La
(6) absorbancia A se mide con un espectrofotémetro

donde los coeficientes que acompafian a las desvaganvencional.

son fur}u:l(')neS de los ,parametros eIe/ctncos & RESULTADOS

hidrodindmicos de las moléculas y de los angulos de

Euler. A. Caracterizacion de las muestras de ADN sonicado
La resolucion de la ec.(6) presenta cierta difemlilt A fin de poder caracterizar el tamafio de los

matematica y en el presente trabajo se resueli@gmentos de ADN en la muestra sonicada, se kevo

numéricamente aplicando el método de diferenciggho una electroforesis en gel de agarosa deuaiénl

finitas, tal como se describe en un trabajo antéto Para la calibracién de los pesos moleculares sainis6
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marcador de peso molecular ladder de 100 pb. ¢g.a2Fi Para hacer un ajuste tedrico de los datos
muestra el grafico de densidad Optica en funcidn dexperimentales, se consider6 que la muestra se
peso molecular obtenido en la experiencia. Lossdateompone por cinco fracciones de cadenas de ADN de
experimentales se ajustaron mediante la superpaosicidiferente longitud, de acuerdo con los resultadodad
de cinco funciones gaussianas, cuyas caractessiiea electroforesis mostrados en la Tabla 1. A fin ceten
muestran en la Tabla 1. cuenta el peso de cada fraccién, el DLER de lacgmniu

180 se expresa como el promedio ponderado del DLER
] correspondiente a cada longitud de cadena
160
< 1407 AA AA
3 120 —=rn| — (8)
[} 1 A I A i
£ 100+
8_ 4
80 -
3 60.] donde el indicé representa las distintas fraccionesyy
§ 40 los correspondientes pesos estadisticos.
e 20 Cada fraccion fue descripta empleando el modelo de
] arco rigido mencionado en la seccion Il.A. El angig
0

bending para cada fraccion se estimé de manerdaque

PM (pb) distancia extremo a extremo cuadratica medid® >

Figura 2. Distribucion de tamafios de las cadenas\dN en o iiotaga |a siguiente relacion, obtenida por Porod
la solucion sonicada, obtenida mediante electrafizren gel

20)
de agarosa. Los circulos representan los datogratky(
experimentales, las lineas discontinuas la descsinm en
funciones gaussianas y la linea continua la supsgion de 2 p P -u/p
éstas. <d” >=2p{ (Jfg "’ge ) 9)
TABLA 1: CARACTERISTICAS DE LAS FUNCIONES
GAUSSIANAS UTILIZADAS PARA EL AJUSTE DE LA . . .
DISTRIBUCION DE TAMARIOS DE FRAGMENTOS DRDN  donde p es la longitud de persistencia del ADN, y que

SONICADO. para nuestro estudio se consider6 igual a 850 A, de

Desviacion Valor orden del valor determinado para fuerza i6nica®@aja
Gaussiana Media | “Eciaidar | Maximo | Media | 1 mM o menor. El dngulo de bending se puede expresa
(pb) (pb) (u. a) &) en funcién de las caracteristicas geométricas dekfo

1 267.32 41.54 103.73 908.88 de la siguiente manera

2 349.95 39.81 104.74 1189.83

3 445.05 59.80 80.01 1513.17 S

4 53587 |  117.69 76.40 | 1821.96 2y =2 [2(1-co2y ) (10)

5 811.84 247.22 28.87 2760.26 d 0
B. DLER de la solucion de ADN donded =< d? > es la distancia extremo a extremo.

Se midi6 el DLER para la solucion de ADN sin Para obtener los parametros hidrodinamicos de los

campo eléctrico aplicado. rotacional y del tensor de difusion de acoplamiento
traslacién-rotacion.
0,7 El ajuste tedrico de los datos experimentaleses® |
06_' a cabo resolviendo numéricamente la ec.(5), y neloie
" como parametros variables la constante de
054 polarizabilidad eléctricak y el factor de ionizacion de
] las moléculas de ADNM. En este ajuste se encontraron
< 0,44 estimaciones para dichos parametros, siendo los
31 0’3_- resultados del ajust@.7x10_5cm para la constante de
b polarizabilidad eléctrica y 0.14 para el factor de
0,2 ionizacién. En la Fig. 3 el ajuste tedrico esta
o1 representado por la linea continua.
] C. DLER del complejo ADN -g-alanina
00—+

7 6 8 10 12 14 16 18 20 22 Se midié el DLER para las muestras de ADN con
E (kvicm) distintas concentraciones flealanina. Los resultados se
muestran en la Fig. 4. Al observar el conjuntodidos

Figura 3. DLER de una solucion acuosa de ADN de Hling es posible apreciar que, dentro del error expetiahen
en 1mM NacCl.
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no existe un efecto neto sobre el DLER de la s6tuael la concentracion dg-alanina de 0 a 1.6 M. Por lo tanto,

agregag-alanina. seria de esperar que las curvas de DLER se separen,
0,7 alcanzando valores mayores, a medida que crece la
e concentracion dg-alanina.
0,6 oS El efecto de lap-alanina sobre las propiedades
2 fisicas del polielectrolito es realmente mas coippiee
0,51 % la sola variacion de la polarizabilidad eléctrica.
0.4 ¢ Manning, en su teoria de condensacién de contrsfdne
< g también predice la disminucion de la fraccion de
%o,s- O contraiones condensados al incorp@-alanina, ya que
® se incrementa la constante dieléctrica. Esto es, el
0,24 % agregado d@-alanina produce un aumento de la carga
01, P ne_ta_\ del polielegtrolito_., La compon,ente del DLER
' originada en la orientacion de las moléculas pruxide
0,0 At la  migracion electroforética combinada con el
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 acoplamiento hidrodindmico traslacién-rotacion Iasu
E (kvicm) modificada si aumenta la carga eléctrica neta. &a e

caso, contrariamente a lo que ocurre con el inaneane
DLER para soluciones de ADN sonicadas, con distinta(ge la polarizabilidad, las curvas de DI.‘ER S€ separa
concentraciones dé-alanina, en funcién del campo eléctrico @l@nzando valores menores, a medida que crece la
aplicado. Los simbolos se refieren a las distinta§oncentracion dg-alanina.

Figura 4. Datos experimentales obtenidos de la miédidel

concentraciones dg-alanina: e 0 M, 0 0.4 M, x 0.8 M,o El efecto de Ig-alanina, por un lado hace crecer los

1.2M,01.6 M. valores de DLER, debido al aumento de la
polarizabilidad, mientras que por otro produce un

V. DISCUSION aumento de la carga, que afecta al DLER de manera

Como es de esperar, los resultados obtenidégntraria.
mediante experiencias de electroforesis en geltmares ~ Ademas se midi6 el tiempo de relajacigndel
que las soluciones de ADN sonicado presentan on aPLER al remover el campo eléctrico aplicado y se
grado de polidispersion. encontré que el mismo disminuye a medida que awment

Se puede incluir en el anélisis teérico del DLER 4 concentracion dg-alanina (ver Fig. 5). Esto significa
dispersion de tamafios considerando que la solegéndue tiene lugar una disminucion de la distanciaeext
una mezcla de fragmentos de diferentes longituges @ extremo de la cadena polielectrolitica debidoaa |
cadena, de acuerdo a los resultados experimentafégsencia del compuesto zwitteridnico. Este efecto
obtenidos con técnicas de electroforesis. también hace disminuir los valores del DLER.

Empleando el modelo de arco rigido para describir a En virtud de expuesto, [&alanina altera de diversas
los diferentes fragmentos de ADN y aplicando unamar Maneras las propiedades fisicas de las moléculds en
teérico previamente desarrollado, es posible ajustgolucion de ADN sonicado. El hecho de que no varien
relativamente bien curvas de DLER de soluciones d@s curvas de DLER versus campo eléctrico con el
ADN sonicado en funcién del campo eléctrico aplicad agregado deB-alanina hace pensar que los efectos
No obstante, se observan algunas discrepanciaslestr individuales ~ son  colectivamente ~ compensados.
valores experimentales y los resultados tetricos gdéctividades futuras deberian dirigirse a la denzmsém
pueden ser atribuidas a que el marco teérico ajrlice Ccuantitativa de esta aseveracion.
incluye algunos aspectos, como por ejemplo la

flexibilidad de las moléculas, que con seguridaden 3,6
su efecto sobre las predicciones tedricas. 1o
Es realmente interesante que el agregadop-de 3'2'_ e >N
alanina a la soluciéon de ADN sonicado no provogue u 5 g | o —°2 )
efecto significativo sobre el DLER en todo el rar . ©
intensidades de campo eléctrico utilizado en las 2.4+
experiencias. Es sabido que al incorpddarlanina la = 20_‘
constante dieléctrica de la solucion incrementaiség <= |
relacior® = 161
£=80+346C, (11) 12
dondeCﬁ es la concentracion molar flealanina en la 0 8_’
solucion. 1 ' ' ' ' '
Segun las teorias de Manning y Os&w#, esta 0,0 0.4 0.8 1,2 16 2,0
variacion de la constante dieléctrica de la soluab Concentracién molar de B-alanina

agregaip-alanina deberia aumentar un factor 1.5 el val

Figura 5. Tiempo de relajacién del DLER para sotrgs de
de la polarizabilidad eléctrica del polielectrolébllevar 9 P J P

ADN sonicadas, con distintas concentracioneg-déanina.
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