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Bloc I. Capitol 3. Procediments experimentals i instrumentacio

3.1. Realitzacio6 dels experiments

Els estudis experimentals que s’han dut a terme en aquesta Tesi Doctoral s’han basat

en els procediments que es detallen a continuacio.

Valoracions acid-base

Les valoracions acid-base s’han fet amb l'objectiu de produir transicions entre les
conformacions diferents dels oligonucledtids estudiats en funcid del pH i per

determinar les constants d’equilibri que regeixen els equilibris corresponents [1].

Les valoracions acid-base es van seguir mitjangant les técniques espectroscopiques
d’absorcié molecular, de dicroisme circular i de Ressonancia Magnética Nuclear. Les
valoracions seguides per absorcié molecular o dicroisme circular s’han dut a terme
col-locant la mostra i I'eléctrode a I'interior d’una cel-la de valoracié de doble paret per
la qual circula, externament, aigua a la temperatura desitjada. Mitjangant una
autobureta, una micropipeta o un capil-lar s’addiciona una solucié concentrada d’acid
(HCI) o base (NaOH) que ens permet variar el pH amb un canvi negligible en el volum
total de solucié. A cadascun dels valors de pH de treball es registra un espectre
complet de la solucid. En el cas de les valoracions seguides per absorcié molecular es
fa circular la soluci6 des de la cella de valoracid cap a una cubeta de flux en
I'espectrofotometre mitjancant una bomba peristaltica. Aquesta possibilitat no existeix
en el cas de seguir el procés mitjancant dicroisme circular degut a impediments
instrumentals i, per tant, es van prendre manualment aliquotes de mostra i es va

registrar I'espectre.

A continuacié es mostra esquematicament el muntatge necessari per dur a terme una

valoracié en continu.
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Bomba
peristaltica

pH-metre

— Bany termostatic

Figura 3.1. Esquema del muntatge experimental necessari per dur a terme una valoracié en

continu.

Experiments de variacié de la forca ionica

Els experiments de variacié de la forga ionica s’han fet servir per tal de determinar les
condicions salines en les quals es poden formar determinades conformacions dels

oligonucledtids [2].

El muntatge experimental necessari per dur a terme aquests experiments és
practicament idéntic a I'utilitzat en el cas de valoracions acid-base. La unica diferéncia
radica que, en compte d'utilitzar com a solucions valorants acids o bases fortes,
s’utilitzen solucions salines altament concentrades com a valorants. Depenent de
'equilibri estudiat s’han utilitzat diferents medis salins per tal d’observar els seus

efectes.
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Experiments de desnaturalitzacié térmica

Els experiments de desnaturalitzacio termica (melting) s’han fet servir per estudiar la
influéncia de la temperatura sobre la conformacié dels acids nucleics estudiats [3].
Aquests experiments s’han seguit espectroscopicament mitjancant les técniques

d’absorcié molecular, fluorescéncia i dicroisme circular.

Experimentalment, es col-loca la mostra d’acid nucleic en una cubeta tapada amb un
tap reforcat amb teflé a linterior d’'un espectrofotdmetre acoblat a un controlador de
temperatura. En aquesta Tesi s’han fet servir dos tipus diferents de controladors de
temperatura: els basats en un bany d‘aigua i els basats en I'efecte Peltier [4]. En
ambdés casos la temperatura varia, en general, a una velocitat de 0,6 °C/min per tal
de que els canvis de temperatura no siguin massa bruscs i es permeti arribar a
I'equilibri en cada temperatura. En tots els casos es registra un espectre complet cada

3 °C, els quals es guarden pel seu analisi posterior.
En alguns casos, en acabar I'experiment de desnaturalitzaci6, s’ha dut a terme el

procés invers de canvi de temperatura, conegut com renaturalitzacid, per tal de

comprovar la reversibilitat del procés [1].

Experiments cinétics i de mescles dinamiques

Els experiments cinétics s'utilitzen pel seguiment de I'evolucié d’un procés afectat per
la variable temps mantenint controlades i estables la resta de variables experimentals.
En aquest tipus d’experiments es registren espectres en les condicions inicials a temps
igual a zero i, posteriorment, a determinats temps de reaccio. A partir del coneixement
de les condicions inicials (concentracions dels reactius, presencia de catalitzadors, ...)
es podra postular un model cinétic i extreure informacié com ara les constants de

velocitat de les etapes que formen el mecanisme de reaccio.

Els experiments de mescles dinamiques s’han fet per simular a escala de laboratori els
experiments de mescla o blending que es duen a terme a les refineries [5]. Per tal de
realitzar aquests experiments es va partir d’'una barreja inicial de benzines i, mitjangant

una bomba peristaltica de quatre canals, es van afegir volums variables de benzines al
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mateix temps que s’extreia de la mescla de reaccidé el volum necessari per tal de
mantenir constant el volum total de reaccié. L’adquisici6 de les dades
espectroscopiques es va dur a terme, en el cas del treball realitzat en aquesta Tesi,

mitjangant una sonda de transmitancia NIR.

3.2. Téecniques instrumentals

A continuacio, es descriuen els fonaments tedrics de les técniques instrumentals
utilitzades en aquesta Tesi aixi com les seves aplicacions i els instruments que s’han

fet servir.

Absorcié molecular a l'ultraviolat i al visible

Fonaments teorics

La radiacié electromagnética es representa habitualment com l'oscil-lacié sinusoidal
d’'un camp magnétic i eléctric en fase perpendicular i en la direccié de propagacié. En
aquest treball unicament es considera el component eléctric de la radiacié
electromagnética. Per entendre les interaccions entre la radiacié i la matéria es fa
necessari postular que la radiacid es composa per paquets d’energia anomenats

fotons. Aquests fotons tenen una energia (E) que ve determinada per E=h-v, on h és

la constant de Planck i v la freqiiéncia de la radiaci6 [6]. D’aquesta forma es pot definir

I'espectre electromagnétic (Figura 3.2.).

Augment de la longitud d'ona

Raigs y Raigs X W Aisible IR Microones Fadio

Augment de 'energia
Figura 3.2. Representacio de I'espectre electromagneétic.
Les transicions entre dos estats electronics es produiran quan, a la molécula irradiada,
la freqiiencia de la radiacioé incident coincideixi amb la diferéncia d’energia entre dos

estats electronics, de forma que un electr6 d'un estat fonamental (energia baixa)

passara a un estat excitat (energia alta). Quan la radiacio passi a través d’un solid, un
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liquid o un gas algunes frequéncies de la radiacié poden eliminar-se selectivament per
absorcio. Durant aquest procés d’absorcio les particules van del seu estat fonamental
a un o varis estats excitats. La relacio logaritmica entre la intensitat de la radiacié que
arriba a la cel‘la (I,) i la intensitat que surt (1) es defineix com I'absorbancia i ve donada

per:
l, .
A=log,, n Equacio 3.1.

De la mateixa forma es pot definir la transmitancia que correspon a la fraccio de la

radiacié incident que és transmesa per la radiacio, Tz% , la qual es pot relacionar
o

amb I'absorbancia de la forma seguent:
A=-log, T Equacio 3.2.

Si es fa servir radiacié monocromatica, aquesta absorcié (coneguda com absorbancia)
és directament proporcional al cami optic del medi (/) i a la concentracié (c¢) de les
espécies absorbents, el que es coneix com la llei de Lambert-Beer. Aquesta llei es pot

escriure com:

A=a-cl Equacio 3.3.
on a és una constant de proporcionalitat coneguda com absortivitat. La seva magnitud
i dimensions depenen de la concentracié i del cami Optic, encara que usualment
s'utilitzen les unitats de I-g"-cm™. Si la concentracié s’expressa en mols per litre

aleshores, a s'anomena absortivitat molar i rep el simbol ¢ i les unitats de I'mol”-cm™

donant lloc a I'equacio seguent:
A=¢-cl Equacio 3.4.
Aplicacié de 'absorcié molecular a I'estudi dels acids nucleics

En els grups constituents dels nucleodtids (hidrats de carboni, bases nitrogenades i

grups fosfats) hi ha diversos grups funcionals que poden presentar el fenomen
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d’absorcié de la radiacio [2]. Aixi, els grups fosfat tenen transicions electroniques a
energies molt elevades (longituds d’'ona menors de 170 nm). Els sucres, per la seva
part, tenen bandes d’intensitat molt baixa que comencen a observar-se a longituds
d’'ona al voltant de 190 nm. Aixi, els cromoéfors que s’observen per sobre de 190 nm
han de provenir de les bases nitrogenades que posseixen un gran nombre d’orbitals
electronics © als anells aromatics, la qual cosa implica I'existéncia de gran quantitat de
possibles transicions n—n*. Aquestes transicions es troben a longituds d’ona entre 200 i
300 nm i tenen una intensitat elevada. Com es veu a la Taula 3.1., les bases

nitrogenades tenen absortivitats elevades i absorbeixen a longituds d’ones semblants.

Taula 3.1. Longitud d'ona d'absorcid i absortivitat de les bases nitrogenades a pH acid i a pH
basic [2].

pH 1-2 pH > 11
Nucleosid Amax (NM) 10 x ¢ Amax (NM) 10" xe
Adenosina 5’-P 257 1,50 259 1,54
Guanosina 3’-P 257 1,22 257 1,13
Citidina 3’-P 279 1,30 272 0,89
Timidina 5’-P 267 1,00 267 * 1,00
Uridina 2’-P 262 0,99 261 0,73
*pH=7,0

En el cas de les estructures ordenades dels polinucleotids, els espectres obtinguts
seran la suma de les contribucions individuals de cada unitat de base nitrogenada més
'efecte de les interaccions entre els nucledtids. D’aquesta forma, s’observara una
banda a longituds d’ona similars a les de la Taula 3.1. perd I'absorcié d’'una estructura
duplex sera menor que la d’'una cadena simple i, al mateix temps, I'absorcié de la
cadena simple sera menor que I'absorcié de la suma dels seus nucleodtids. Aquests
canvis cromatics es fan servir per seguir les transicions conformacionals dels acids
nucleics [1, 3]. Aixi, s'utilitza lI'absorci6 molecular a l'ultraviolat per estudiar les
transicions que impliquen una variacié en I'ordenament dels acids nucleics. Aquesta
variacié pot provocar un canvi hipercromic (augment de I'absorbancia en augmentar el
grau de desordre del sistema, com es pot veure a la Figura 3.3.) o hipocromic

(disminucié de I'absorbancia en augmentar 'ordenacié del sistema). Aquests canvis
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hipercromics o hipocromics son deguts als canvis en l'estat electronic dels grups

heterociclics de les bases nitrogenades induits per modificacions quimiques, pérdua

d’apilament entre bases, trencament d’enllagos per pont d’hidrogen o per reaccions de

protonacié/desprotonacid.

Com es veu a la Taula 3.1., la majoria
d’aquestes transicions, tant a pH acid com a
pH basic, es produeixen a linterval de
longituds d’ona comprés entre 255-280 nm.
Per aquest motiu, en la majoria de treballs
existents en la bibliografia, el seguiment de
les transicions conformacionals dels acids
nucleics s’ha fet a una unica longitud d’ona,
que acostuma a ser 260 nm. Com es pot
veure a la Figura 3.3., aquesta és la longitud
d’ona a la qual hi ha el maxim d’absorbancia,
tant per a les estructures ordenades com per

a les estructures desnaturalitzades [2].

Instrumentacioé

Absorbancia (.u.a.)

10 -

——— Desnaturalitzada (90°C)

08 -

06 |-

04

\

Ordenada (10°C)

glad Tt R e Godl s o

180 200 220 240 260 280 300
Longitud d’ona (nm)

02~

Figura 3.3. Canvi hipercomic en un

experiment de desnaturalitzacié termica.

En aquesta Tesi s’ha utilitzat I'espectrofotometre Perkin-Elmer Lambda19. El control

de la temperatura s’ha dut a terme mitjangant un sistema digital de control de la

temperatura Perkin-Elmer C570-0701 basat en I'efecte Peltier.

Figura 3.4. Espectrofotdmetre Perkin-Elmer Lambda19.

Aquest instrument es troba al Laboratori de Quimiometria del Departament de Quimica

Analitica de la Universitat de Barcelona.
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Dicroisme circular

Fonaments teorics

L’activitat Optica es manifesta practicament en tots els productes naturals, com sén els
acids nucleics, les proteines o els sucres. La millor técnica per mesurar mostres amb
activitat optica és la espectroscopia de dicroisme circular, la qual permet observar les
transicions conformacionals d’aquestes macromolécules. Com que els acids nucleics
poden assolir diverses conformacions depenent de les condicions ambientals, el
dicroisme circular és una eina de gran interés per seguir aquests tipus de processos
[7-9].

La teoria del dicroisme circular va 2~ Sortida
ser desenvolupada per Biot i
Fresnel al segle XIX [10, 11]. En

aquesta, a diferéncia de

: Feix circulament
:, polaritzat

I'espectroscopia d’absorcio a
l'ultraviolat, la radiacié que incideix
a la mostra es troba polaritzada en

un pla format per dos components

circularment polaritzats: un a la Feix linealment

dreta i I'altre a I'esquerra. Aquests polariat

dos components es troben en fase i

sén de la mateixa amplitud. Es pot Figura 3.5. Procés de polaritzacié de la llum.

observar la diferéncia entre la

polaritzacié de la radiacié abans i després de passar pel polaritzador a la Figura 3.5.

Quan un feix de llum passa per un medi opticament actiu (com poden ser els acids
nucleics o les proteines) cadascun dels seus components circularment polaritzats
interactua de forma diferent amb els centres quirals de les molécules presents. La
interaccio de la radiacié amb aquests centres quirals indueix un desfasament i un canvi
de magnitud diferencial en els dos components circularment polaritzats de la radiacio.
Aquests fendmens provocaran que l'absorcié de la llum circularment polaritzada a la

dreta i I'absorcié de la llum circularment polaritzada a I'esquerra sigui diferent i, per
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tant, € La diferencia Ae=¢ —E€40ta €S €l que s’anomena senyal de

esquerra #&€ dreta - esquerra

dicroisme circular [7].

En un medi opticament actiu es poden observar dues absorcions diferents de la llum
polaritzada, per la qual cosa I'Equacié 3.1. podra tenir dues formes diferents. La

primera d’aquestes formes sera per a I'absorcié de la llum polaritzada cap a la dreta:

|
Adreta =|Og1O(LJ Equacié 3.5.

I dreta

i la segona forma sera per a I'absorcié de la llum polaritzada cap a I'esquerra:

I .
Aesquerra =|0910 % Equacié 3.6.

esquerra

En els instruments de dicroisme circular es canvia periddicament la polaritat de la llum

que entra en el medi i la diferéncia d’absorbancies es mesura directament com:

I I
_ _ 0 o _
AA_Aesquerra _Adreta - I0910 | _|0g10 | -

esquerra dreta

Equacio 3.7.

I dreta

esquerra

= logy,

A partir d’aquesta equacio es pot obtenir el valor del senyal de dicroisme circular A¢ :

Ae= 1

= Equacio 3.8.
CclAA

D’aquesta equacié es deriva que la mesura final no depén de la intensitat incident (/,),
de forma que no és necessari tenir un feix de referéncia en els instruments de

dicroisme circular.

El dicroisme circular provoca un altre efecte, anomenat el lipticitat. Al sortir de la cel‘la

de mesura tenim que lesquerra # lareta degut a la distorsié del pla de polaritzacié. Si es
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construeix el vector suma per a cada angle, aleshores s’observa que es descriu una
ellipse de forma que la llum ha passat a estar el-lipticament polaritzada (veure Figura
3.6.).

gsuma
A) Fegg. ] ECarets B) Eeuma C) Eeuma  Eorets
fay
et
Fogg.
Eesg.
o -
F " '
p esquensa = p areta p esquansa & p dreta p esqifana e p dreta
‘L‘esquema = Egrera ‘:L’esc,rue;m =& greta besquena * Egreta

Figura 3.6. Representacido del fenomen de dicroisme circular on o correspon a l'angle de
rotacio, eesquerra | Edreta @IS vectors que representenel senyal de dicroisme circular en les dues
direccions, i Pesquerra | Pareta representen les direccions d’aquests vectors. (a) Vectors dels
components de la llum abans d’arribar a la mostra on s’observa el desdoblament de la radiacié
polatitzada (b) Vectors dels components de la llum després d’interactuar amb la mostra, fora de
fase i al mateix pla de polaritzacio. (c) Vectors dels components de la llum després d’interactuar
amb la mostra, fora de fase i el pla de polaritzacié distorsionat un angle o que doéna lloc a la

llum el-lipticament polaritzada.

La rotaci6 mesurada depén del nombre de molécules quirals que hi ha contingudes a
la cel-la. Alhora, és directament proporcional a la longitud d’aquesta i a la densitat de la

mostra. Es pot definir com:

a=kpl Equacié 3.9.
i, si p s’expressa en g/cm3, es defineix la rotacio especifica:

[O(]zlg Equacio 3.10.
P
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Moscowitz [12] va introduir definicions analogues tractant I'el-lipticitat com una rotacio6.

Aixi, I'el-lipticitat especifica:
[W]=w=pA Equacio 3.11.
i I'el-lipticitat molar:

M

Ol

Equacié 3.12.

Per a valors d’el-lipticitat molt petits (cas general, si es treballa en medi liquid) es pot

aproximar a:

[©]=3300 Ac Equacié 3.13.

Al mesurar la diferéncia entre les intensitats absorbides per la mostra en les dues
direccions de la llum polaritzada, els senyals que obtindrem podran ser tant positius

com negatius .
Aplicacio del dicroisme circular a I'estudi dels acids nucleics

Les bases aromatiques no tenen activitat optica intrinseca donat que tenen un pla de
simetria. Per la seva banda, els sucres son asimeétrics i, com que les bases estan
enllagades al carboni 1’ dels sucres, aquests ultims poden induir dicroisme circular a
les bandes d’absorcid de les bases. Malgrat aix0, la intensitat d’aquest dicroisme
circular és relativament baixa perqué es tracta d'un efecte secundari basat en la

induccié de la asimetria [8].

La rad de l'activitat Optica observada experimentalment en els acids nucleics rau en la
seva estructura helicoidal. Les bases aromatiques sén hidrofobiques i tenen tendéncia
a interaccionar entre elles per tal de minimitzar les repulsions entre els electrons « i el
solvent. D’altra banda, els grups hidrofilics de les bases (NH, NH, i CO) interaccionen
bé amb dissolvents que formen ponts d’hidrogen. La suma de les contribucions dels
plans hidrofobics, les parts hidrofiliques i les interaccions idniques provoquen que els

acids nucleics assoleixin una estructura helicoidal i, per tant, presentin un senyal
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apreciable de dicroisme circular. En el cas d’acids nucleics de cadena doble, aquest
dicroisme circular és molt util donat que el senyal mesurat depén de la interaccié entre
ponts d’hidrogen, de forma que s’obté un senyal sensible a la distancia entre les dues
cadenes, a la inclinacio i a la distancia de les bases respecte a I'eix de I'hélix. Aquesta
dependéncia permet dur a terme experiments on es poden observar grans variacions
en la forma i en la intensitat del senyal mesurat en variar les condicions experimentals.
Per exemple, variacions de temperatura que provoquen el trencament dels enllagos
d’hidrogen o modificacions en les condicions salines que apantallen les repulsions
electrostatiques [1]. Aixi, és logic establir que, quan els acids nucleics es troben en
unes condicions que permeten conformacions ordenades, el senyal de dicroisme

circular sera major que en els casos que es trobin desordenades (Figura 3.7.).

1 [ 1 ] J
220 260 300

Wavelength (nm)

Figura 3.7. Espectre de DC de I'ADN de E. Coli en la seva forma nativa a 20°C (linia continua),
desnaturalitzat a 60°C (linia discontinua) i mitjana dels espectres de CD dels quatre nucleotids

habituals (linia de punts) [13].

Usualment s’enregistra tot I'espectre de dicroisme circular per tal d’obtenir informacié
estructural a partir de la posicid6 on apareixen les bandes. Aixi, a la bibliografia es
troben caracteritzats un gran nombre d’estructures d’acids nucleics. Per exemple, el B-
ADN, que presenta dues bandes positives a 275 i 220 nm i una banda negativa a 245

nm [1].
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Figura 3.8. Espectres de dicroisme
circular de les estructures A-ADN. B-
ADN i Z-ADN [1].

Procediments experimentals i instrumentacio

La Figura 3.8. mostra els espectres de
dicroisme circular de les tres estructures més
tipiques dels acids nucleics: les formes A-
ADN, B-ADN i Z-ADN. Com es pot observar,
les conformacions helicoidals dextrogires (A-
ADN i B-ADN) presenten longituds d’ona de
maxims i minims semblants malgrat que no
siguin idéntics. En canvi, la conformacié
levogira (Z-ADN) presenta un espectre de

dicroisme totalment diferent dels anteriors.

Malgrat la possibilitat d’enregistrar tot
l'espectre, Tlestudi de Iles transicions
conformacionals s’ha dut a terme
tradicionalment mesurant el senyal a una

unica longitud d'ona com en el cas de

I'absorcié molecular a 'UV [14]. En el cas del dicroisme circular perd, aquesta longitud

d'ona no és unica com en el cas de I'absorcid molecular sind6 que dependra de

I'estructura d’acid nucleic amb la qual s’estigui treballant.

Instrumentacio

En aquesta tesi s’han fet servir dos instruments de dicroisme circular que es troben

localitzats als Serveis Cientificotécnics de la Universitat de Barcelona.

En els primer treballs es va fer servir 'espectropolarimetre Jasco J-720 equipat amb

un sistema de control de la temperatura per bany d’aigua Neslab RET-110.

Figura 3.9. Espectropolarimetre Jasco J-720.
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Darrerament, s’ha utilitzat I'espectropolarimetre Jasco J-810 equipat amb dos sistemes
de control de la temperatura: un bany d’aigua (JULABO F-25/HD) i un peltier (PFD-
452S).
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Figura 3.10. Espectropolarimetre Jasco J-810.

Fluorescéncia molecular

Fonaments teorics

Quan s’irradia una molécula la radiacié incident pot ser absorbida i, a més del fenomen
d’absorcié molecular descrit anteriorment, es poden produir altres efectes que
permeten extreure informacié d’aquesta molécula. Aixi, 'energia de la radiacié incident
provocara I'aparicio de diversos estats excitats transitoris que perdran aquesta energia
per diferents vies, com la relaxacié vibracional per pérdua de calor, les reaccions
fotoquimiques o per I'emissié de la radiacié en forma de fluorescéncia o fosforescéncia

[6]. A continuacio es fara una breu descripcio del fenomen de la fluorescéncia.

La fluorescéncia és el resultat d’un procés constituit per tres etapes que es produeixen
a determinades molécules (generalment hidrocarburs poliaromatics o heterocicles)
anomenats fluordfors. El procés responsable de la fluorescéncia s’il-lustra en el
diagrama de Jablonski (Figura 3.11.), on es mostren els diferent nivells d’energia en un

sistema fotoluminiscent [15].
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Figura 3.11. Diagrama parcial d’energia per a un sistema fotoluminiscent on es mostren els

processos d’absorcio, fluorescéncia i fosforescéncia.

En primer lloc, es produeix I'excitacié del fluordfor causada per I'absorcié d'un fotd

d’energia (h-veiacs)- Aquest és absorbit pel fluorofor creant un estat electronic

singulet excitat (S;). Aquest estat excitat existeix per un temps finit (tipicament de 1 a

10 nanosegons). Durant aquest temps, el fluordfor pot experimentar transicions

conformacionals o interaccions amb molécules del medi. Aquests processos tenen
dues consequiéncies principals. Primer, I'energia de S} és parcialment dissipada
donant lloc a un estat singulet excitat relaxat (S,) des del qual s’origina la
fluorescéncia. Segon, no totes les molécules excitades inicialment retornen a I'estat
fonamental (S, ) per emissié de fluorescencia ja que hi ha altres processos que poden
despoblar l'estat S, com la desactivacid6 per col-lisions, la fluorescéncia per

transferencia de I'energia ressonant (FRET) o el creuament entre sistemes (que pot

donar lloc a la fosforescéncia).

En el cas que es produeixi la fluorescéncia, un foté d’energia (h-v ) és emes,

emissio
retornant el fluorofor a I'estat fonamental (S, ). Degut a I'energia dissipada durant el

temps de vida de l'estat excitat, 'energia d’aquest fotdé sera menor i, per tant, sera
emeés a una longitud d’'ona més gran que la d’excitacio. Aquests diferents processos

donen lloc al coeficient conegut com a rendiment quantic, el qual relaciona el nombre
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de fotons emesos per fluorescéncia amb el nombre de fotons absorbits. Aquest
coeficient mesura I'extensié relativa del procés estudiat. La intensitat de la radiacio

fluorescent detectada, I;, és directament proporcional a la concentracié de fluorofor

present en la solucio:

li=k-c Equacié 3.14.

on k és una constant on estan inclosos termes relatius a la poténcia del raig incident i
al rendiment quantic. Aquesta expressio és analoga a la llei de Lambert-Beer i, per
tant, els métodes quimiométrics emprats en aquesta Tesi es podran aplicar a aquest
tipus de dades. Diferents factors poden afectar tant la intensitat de fluorescéncia com
la posicid6 on apareixen les bandes d’emissi6é. Alguns d’aquests factors soén la

temperatura, el dissolvent utilitzat, I'oxigen dissolt en la solucié i el pH [6].

Aplicacié de la fluorescéncia molecular a I'estudi dels acids nucleics

Els cinc nucledtids constituents habituals dels acids nucleics presenten una intensitat
de fluorescéncia baixa a temperatura ambient i en soluci6 aquosa. El rendiment
quantic varia des de 0,3-10* a 1,2:10™, i els temps de fluorescéncia sén de I'ordre de
picosegons [1]. Aquests baixos rendiments quantics provoquen que aquestes mesures
siguin poc utilitzades degut al gran efecte que podrien tenir impureses fluorescents.
Aixd es pot estendre cap als oligonucleotids i als polinucledtids que s’estudien en

aquesta Tesi Doctoral.

Per utilitzar la fluorescéncia en l'estudi de les transicions conformacionals
d’oligonucleotids cal fer servir estratégies diferents per tal d'incrementar la intensitat de

la fluorescéncia obtinguda:

o Utilitzaci6 de bases modificades fluorescents. La sintesi de cadenes
d’oligonucleotids que presenten una o varies bases nitrogenades modificades
permet obtenir intensitats majors de fluorescéncia [16]. Un exemple d’aquestes

bases modificades fluorescents és la 2-aminopurina [17].
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Fluorescéncia per transferéncia
d’energia ressonant (Fluorescence
Resonance  Energy  Transfer,
FRET). A part de ser emesa com
radiacio fluorescent o patir una
desactivacidé no radiativa, I'energia
del singulet excitat pot ser
transferida d’un fluorofor a un altre
(Figura 3.12.) [18]. Aquesta
transferencia es pot produir per
'emissi6  d'una molécula i
'absorcid d’'una altra o, de forma
més general, per la transferéncia

d’energia ressonant proposada per

Procediments experimentals i instrumentacio

s T e

Figura 3.12. Esquema del procés de
fluorescencia per transferéncia d’energia
ressonant. a) donador i acceptor separats;
b) donador i acceptor junts.

Forster [19]. Aquesta transferéncia implica una interaccié dipol-dipol en la qual

la molécula donadora excitada transfereix la seva energia a I'acceptor. Aquest

fenomen només apareix quan el donador i 'acceptor estan a distancies molt

o
curtes (menor de 100 A) i l'espectre d’absorci6 de Il'acceptor s’ha de

superposar amb 'espectre d’emissié del donador (Figura 3.13.). Aixi, per tal de

poder observar aquest fenomen, l'oligonucledtid haura de contenir dos

fluordfors que compleixin les condicions anteriors.
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Figura 3.13. Regi6 d’encavalcament espectral a partir dels espectres d’absorcié de dues

variants cian (CFP) i vermella (DsRFP) d’'una proteina [20].
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Alimares moleculars. En els ultims anys, i amb uns fonaments tedrics molt
similars al de la técnica FRET, han aparegut el que es coneixen com a alimares
moleculars (molecular beacons). En aquest cas, la cadena ha de tenir dues
modificacions, un fluordfor i un quencher o amortidor de fluorescéncia. El nom
d’alimara molecular es proposa al treball original de Tyagi i Kramer degut a que
Unicament emeten un senyal fluorescent quan es troben hibridats a les
molécules objectiu mentre que la resta del temps no emeten radiacid
fluorescent [21]. En el treball de Tyagi i Kramer es van fer servir oligonucleotids
amb forma de forqueta en els quals a I'extrem 5’ de la cadena hi ha un fluorofor
(EDANS) i a I'extrem 3’ de la cadena hi ha un amortidor (DABCYL). Aixi, quan
I'oligonucleotid es troba en una estructura ordenada, el fluordfor i el amortidor
es troben a una distancia petita (estructura en forma de forqueta) de forma que
no s’observa fluorescéncia. En canvi, quan es troba en una estructura
desplegada, aquesta distancia augmenta (la forqueta s’obre) i, per tant,

s’observa la radiaci6 fluorescent.
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Figura 3.14. Representacions de corbes de desnaturalitzacié térmica obtingudes

mitjangant la tecnologia de les alimares moleculars [22].

La Figura 3.14. mostra dues possibles formes d’aplicacié de la tecnologia de
les alimares moleculars. La corba de desnaturalitzacio térmica de color verd
serveix com a exemple del treball original de Tyagi i Kramer [21] descrit abans.

D’altra banda, la corba de desnaturalitzacié de color vermell representa un cas
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i amortidor es troben separats i, per tant, es detecta una senyal de
fluorescéncia important. A temperatures més elevades I'estructura duplex es
desnaturalitza i la cadena amb el fluordfor i I'amortidor en els extrems adopta
una estructura de forqueta la qual cosa implica una disminucio de la intensitat
de fluorescéncia. A temperatures més elevades es produeix un augment de la
intensitat de fluorescéncia per la desnaturalitzacié de I'estructura de forqueta i

la consequient separacio del fluorofor i 'amortidor.

Instrumentacié

En aquest treball s’ha utilitzat I'espectrofluorimetre Aminco-Bowman Série 2 equipat

amb una cella termostatitzada mitjancant un bany d’aigua (SELECTA).

Figura 3.15. Espectrefluorimetre Aminco-Bowman Série 2.

Aquest instrument es troba al Laboratori del grup de Quimiometria del Departament de

Quimica Analitica de la Universitat de Barcelona.

Ressonancia Magnética Nuclear

Fonaments teorics

Les bases de I'espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) van ser

proposades per W. Pauli el 1924 [23] quan va suggerir que determinats nuclis atdbmics
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podrien tenir spin i moment magnétic. El 1946 Bloch [24] i Purcell [25] van demostrar
experimentalment aquesta hipotesi. A partir d’aqui va comencar I'expansié d’aquesta
técnica fins convertir-se actualment en una de les técniques espectroscopiques més

utilitzada en quimica i en altres camps, com per exemple, la medicina [26].

La RMN es basa en la mesura de I'absorcio de la radiacié electromagnética en la regié
de radiofrequiéncies de 4 a 600 MHz. En contrast amb I'absorcié a I'ultraviolat, visible o
infraroig, en el procés d’absorcido es troben implicats els nuclis dels atoms i és
necessari col-locar les mostres en un camp magnétic intens [6]. No tots els nuclis
atomics poden ser determinats mitjangant la técnica RMN. Només els nuclis que tenen
un spin diferent de zero podran ésser detectats ja que en ells és possible el
desdoblament dels nivells d’energia nuclear de spin. Exemples de nuclis detectats sén
'H, 3'P, 3C i "N. Els protons ('H) sén els nuclis més facilment detectables degut a la
seva gran abundancia (99,98%) sobre el total de I'hidrogen natural. La resta de nuclis
detectables presenta abundancies naturals més baixes (excepte el *'P), el que
provoca que siguin més dificils de detectar, limitant la seva utilitzacié. L’aparicié de
métodes d’enriquiment o de marcacié isotdpica estan augmentant les seves

possibilitats d’aplicacio.

Els espectres de RMN representen les freqiéncies a les quals es produeixen les

transicions entre els estats de spin (per exemple, en el cas de RMN de prot6 sén + %

i —4). Tots els spins d’'un determinat tipus tindran freqliéncies de ressonancia

similars a un determinat camp magnétic, perd nuclis del mateix tipus en entorns
quimics diferents mostraran diferéncies en la freqtiéncia de la transicié. Aquestes
diferéncies sén conegudes com desplagaments quimics, els quals apareixen per les
distorsions causades pels electrons presents al voltant dels nuclis i depenen linealment
del camp aplicat. Per tant, es fa necessaria la utilitzacié de patrons que permetin
mesurar el desplagament quimic relatiu respecte als nuclis dels patrons com, per

exemple, el (trimetilsilil)propionat (TSP) [6].

Els spins dels nuclis sén també sensibles a la preséncia de moments magneétics
causats per altres spins nuclears del seu entorn. Aquest acoblament entre spins
d’atoms diferents es transmet a través dels enllagcos de qualsevol parella de spins

nuclears proxims perd rarament es pot observar a distancies grans. El desplagament
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de les frequiéncies causada per aquest efecte dependra dels spins dels dos nuclis i
d’'una constant (J) que indica I'efectivitat de la transmissié de I'acoblament de forma
que, a menor distancia (menor nombre d’enllagcos entre els nuclis), major sera el valor
de la constant. A partir d’aqui es pot establir que, per a cada nucli, la freqiéncia
original de ressonancia es descompondra en dos estats diferents (un doblet) que
estaran separats per un valor de frequéncia igual a Jj, tal i com es mostra a la Figura
3.16. Si hi ha més d’un spin al voltant del nucli es dividira la ressonancia en més
components de forma que el nombre de nuclis veins pot ser determinat pel nombre de
senyals observades (per exemple, observar un quadruplet indicara la preséncia de tres

nuclis).
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Figura 3.16. Exemple de desdoblament del senyal en preséncia de dos spins.

Els espectrometres de RMN operen actualment aplicant pulsacions en el mode de
transformada de Fourier. Aixi, als nuclis que estan sota un intens camp magnétic se’ls
aplica periddicament pulsacions curtes a una freqiéncia molt proxima a la natural de
precessio del spin nuclear. Aquestes pulsacions desplacen el moment magnétic dels
nuclis dels seus estats originals i, en el temps entre pulsacio i pulsacio, els nuclis
retornen als seus estats original emetent un senyal de radiofreqiiéncia en el domini de
temps, que s’anomena senyal de caiguda lliure d’induccié (Free Induction Decay, FID)
[6]. Per analitzar aquests espectres, es realitza la transformada de Fourier del senyal
obtingut de forma que s’obté un espectre que relaciona la freqiéncia i 'amplitud del
senyal obtingut (Figura 3.17.). L’obtencié de 'espectre per transformada de Fourier és
molt més rapid que el métode original d’obtencié dels espectres de RMN d'ona
continua i permet 'acumulacié de gran quantitat d’espectres en un espai de temps
curt, de forma que permet augmentar la sensibilitat de la técnica en fer la mitjana de

tos els espectres.
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Transformaila
ile Fourier
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Figura 3.17. Efecte de la transformada de Fourier. A I'esquerra es mostra el senyal FID on es
té una representacié del moment magnetic (M,) en el domini de temps. A la dreta es mostra el
resultat de la transformada de Fourier d’aquest FID en el qual es té I'amplitud del senyal en el

domini de frequiéncies.

L’obtenciéo d’espectres multidimensionals (RMN multidimensional) es realitza de
manera similar a I'explicada anteriorment, amb pulsacions curtes i I'aplicacié de la
transformada de Fourier [27]. A diferéncia de la RMN monodimensional es fan servir
sequéncies amb multiples pulsacions i aturades (tal com es pot observar a la Figura
3.18. per a un experiment de tipus de correlacid espectroscopica homonuclear,
COSY). El nombre d’experiments bidimensionals diferents possible és molt gran, pero
tots tenen en comu els periodes de preparacié, evolucidé, mescla i deteccié. En tots
aquests casos, s’apliquen dues transformades de Fourier (una a les columnes i una
altra a les files de la matriu de dues dimensions) per tal d’obtenir 'espectre d’amplitud

enfront de les dues freqiéncies.
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Figura 3.18. Exemple d’experiment COSY. a) A la part superior es mostra la seqiiéncia de
polsos i temps de relaxament. A la part inferior es mostra el senyal FID enregistrat. b) Espectre
COSY del 5-hexen-1-ol en el qual es mostren als eixos x i y els espectres 'H-RMN. L’espectre
COSY es llegeix a la diagonal del diagrama de contorn a partir del qual es pot extreure

informacié sobre I'acoblament entre els nuclis detectats.
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Aplicaci6 de la Ressonancia Magnetica Nuclear a I'estudi dels acids nucleics

La RMN és una de les poques técniques espectroscopiques que permet extreure
directament informacio estructural. Aixi, a partir dels valors de desplagament quimic,
constants d’acoblament i temps de relaxacié es poden determinar les distancies i els
angles entre els atoms i deduir un model d’estructura que satisfaci els resultats

experimentals com, per exemple, el que es mostra a la Figura 3.19. [28].

H 5
- 4
2.6
2.8
60 58 56 54 .
: H

Figura 3.19. Part d'un espectre 2D NOESY (Espectroscopia basada en I'Efecte Nuclear
Overhauser de 1H) de [l'oligonucleotid de tipus forqueta CGCGTTTTCGCG on a partir
d’assignacions de protons i restriccions d’enllagos es pot arribar a proposar un model per a

I'estructura de I'oligonucleotid.

La RMN és una técnica espectroscopica sensible als canvis de concentracié de les
espécies durant un procés quimic determinat. Malgrat aixd, quan més d’'una espécie
és present en el procés, la separacio dels senyals RMN corresponents a cada espécie
Unicament sera possible si la separacié dels seus desplagaments quimics (com a
freqiiéncies) és suficientment gran respecte a la constant d’interconversié. A mesura
que aquesta diferéncia es fa més petita, els pics detectats es fan més amples fins
arribar al punt de col-lapsar en un unic pic (coalescéncia) com es pot veure a la Figura
3.20. [27]
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Figura 3.20. Diferents possibilitats de la relacié entre la constant d’interconversié i els

desplagaments quimics de dos senyals.

Aplicacié de métodes quimiomeétrics a I'analisi de dades de RMN

En aquesta Tesi Doctoral s’han analitzat dades de RMN corresponents al seguiment

de processos on intervenen acids nucleics.

En un primer treball, es va estudiar la possibilitat de seguir processos mitjancant 'H-
RMN on els espectres adquirits presenten el problema de la coalescéncia dels senyals
que s’ha descrit anteriorment. Aixi, la velocitat de la reaccié és suficientment gran
comparada amb la frequiéncia a la qual absorbeixen la radiacio els nuclis de la mostra
que es vol estudiar i, per tant, els senyals RMN corresponents a cada espécie no es
poden diferenciar i apareix un unic senyal de RMN. En particular, els espectres
estudiats en aquest treball corresponen a la valoraci6 acid-base de dos

desoxinucledtids que van ser adquirits utilitzant un espectrometre Varian a 200 MHz.

En un segon treball, es va estudiar la reaccié entre el cisplati i un oligopéptid que
presenta una cinética lenta, per la qual cosa no hi ha I'inconvenient de 'ambiguitat
estudiada en el treball anterior. Les dades analitzades consistien en una série
d’espectres bidimensionals del tipus 'H-"N-HSQC RMN (on HSQC significa
Coheréncia Quantica Simple Heteronuclear) enregistrats a diferents temps mitjancant
en un espectrometre Varian a 500 MHz [29] que van ser proporcionades pel Grup

d’Acids Nucleics del Departament de Quimica Organica de la Universitat de Barcelona.
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Reflexié Total Atenuada a I'Infraroig proper per transformada de Fourier

Fonaments teorics

El principi de la reflectancia total atenuada (ATR) es basa en el fenomen de la reflexié
total interna i la transmissié de la llum a través d’un cristall amb un elevat index de

refraccié (Figura 3.21.) [6].

a) - S Normal
Aire: index de refraccio més petit
Angle Angle de Raig
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refraccié b e alg
més gran Angle de refractat
refraccio
b)
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Cristall ATR
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Figura 3.21. a) Representacié esquematica del fenomen de la refraccio de la llum. b)

Reflectancia total interna i ona evanescent.

Quan la llum incideix en el cristall amb un angle incident, 0,., allunyat de la normal és
parcialment reflectida i segueix un cami amb el mateix angle 0., perd en el costat
oposat a la perpendicular de la superficie. La llum que entra en el cristall a través de la
interficie canvia la seva direccio, és a dir, es desvia o refracta un determinat angle de

refraccio O.istan. AiXi, la refraccié provoca que la llum que es desplaga fora del cristall
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sigui parcialment reflectida i parcialment refractada [30]. Aquests angles es poden

relacionar per la llei de Snell:

r]r,aire sin eaire = r-]r,cristall sin ecristall EquaCIO 3.15.

A partir d’'un cert angle critic (O¢itic, que relaciona Ogistan i Oaire), 1a llum ja no pot sortir del
cristall i es produeix la reflexié total interna. Es aquesta reflexié total interna la que
permet a la llum ésser tramesa a través d’'una fibra de silice (fibra optica). L'index de
refraccié del nucli de la fibra és més gran que el del material que el recobreix. Cal tenir
en compte que no tota la llum que entra pel final de la fibra es propaga al llarg
d’aquesta, siné que depén de I'angle amb que entra. També s’ha de tenir present que
la llum que es reflecteix internament penetra a la superficie uns micrometres, el que es

coneix com ona evanescent [6].

L’'ona evanescent que arriba a I'exterior de la superficie on es produeix la reflexio total
interna interacciona amb el material del costat exterior de la superficie. Si el costat
extern de la superficie absorbeix llum a la longitud d’ona a la qual s’esta propagant, la
llum que viatja internament a través del material es troba atenuada, i es pot registrar
I'espectre del material inferior. Aquest tipus de presa de mostra és molt efectiu per
solids i liquids, especialment en les regions de linfraroig mitja i proper. D’aquesta
forma, la llum incident xoca amb la superficie de la mostra amb 'angle escollit que és
el mateix que I'angle que es talla al final del cristall. El feix de llum es situa de forma
que el raig incident quedi perpendicularment al cristall (una geometria que minimitza la
llum reflectida), de forma que la llum es propaga per reflexié total interna. L’angle de la
llum incident i la geometria del cristall faciliten que es produeixin successives reflexions

a les seves cares internes.

Els métodes ATR s’han adaptat per a la seva utilitzaci6 amb fibra optica. Aixi, es
col-loca un mirall al final de la fibra per reflectir la llum i s’elimina el recobriment de
I'extrem per a alguna longitud d’ona determinada. La superficie lliure de recobriment es
pot revestir amb una petita capa (um) d’un polimer pords solvatat que contingui un
reactiu colorejat, o bé es pot enllacar covalentment el reactiu a la superficie. Aixd
permetra la realitzacio de mesures quantitatives, ja que tant la geometria com els
indexs de refraccid son constants [6]. Aquestes sondes de fibra Optica es fan servir

freqlentment pel seguiment de processos en continu (on-line).
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Aplicacio de meétodes quimiometrics a I'analisi de dades NIR de mostres de benzines

Els métodes ATR d’espectroscopia NIR s’han utilitzat en aquesta Tesi Doctoral per

seguir el procés de mescla o blending de diferents tipus de benzines.

El seguiment dels processos de mescla de diferents tipus de benzines és duu a terme
habitualment mitjancant I'analisi de mostres off-line. Aquest tipus d’analisi comporta
temps llargs (extraccio, transport i analisi de la mostra al laboratori) en el que les
condicions del sistema que es vol caracteritzar poden canviar. Actualment, els
meétodes on-line comencen a ser majoritariament utilitzats en I'ambit industrial. En
aquests meétodes on-line s'utiliizen sondes de fibra Optica amb les quals s’obté
informacid sobre el sistema a temps real de forma que qualsevol incidéncia pot ser

detectada abans.

L’espectroscopia NIR presenta grans avantatges, com la de no ser destructiva, no
contaminar la mostra i, al mateix temps, ser suficientment rapida per tal de dur a terme
el seguiment dinamic de processos (com per exemple, el processos de mescla de
benzines). A la bibliografia existeix un gran nombre de treballs amb aplicacions de
meétodes quimiomeétrics a I'analisi de benzines mitjancant espectroscopia NIR i es pot
considerar que una de les industries on més ampliament s'utilitzen els métodes
quimiomeétrics és la petrolifera [31-33]. En aquests treballs s’han utilitzat una gran
varietat de métodes quimiomeétrics com el calibratge amb PLS [34, 35] o PCR [31], o
com I'exploracié de mostres mitjangant métodes de classificacio [36]. Aixi, a partir de
l'analisi quimiomeétric d’espectres NIR es pot aconseguir tant la determinacio
quantitativa de parametres caracteristics de les benzines (per exemple, el seu nombre
d'octa o el seu contingut en hidrocarburs aromatics) com la classificacid de tipus
diferents de benzines [37-39].

Instrumentacio

El sistema utilitzat per simular els processos de mescla a escala de laboratori va ser el
BACH (Bench-scale system for Advanced Chemometrics Studies) que esta format per
una sonda de transmitancia NIR (Solvias AG) connectada a un instrument de NIR per

transformada de Fourier (ABB-BOMEM), un sistema de bombes, un reactor, un
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agitador magnétic i un ordinador de control. Aquest muntatge es pot veure a la Figura
3.22.

Figura 3.22. Muntatge experimental del sistema BACH on s’observa d’esquerra a dreta
linstrument FT-NIR, la sonda de transmitancia NIR, el reactor, el sistema de bombes i el

ordinador de control.

Aquest instrument es troba al BioSystems and Engineering Laboratory del Instituto
Superior Técnico de Lisboa dirigit pel professor José C. Menezes i va ser utilitzat al

llarg d’'una estada d’investigacio de tres mesos.

Electroforesi en gel de poliacrilamida (PAGE)

Fonaments teorics

L’electroforesi en gel és una técnica en la qual s’utilitza un corrent eléctric controlat per
separar els components d’'una barreja segons el seu tamany i carrega eléctrica a
través d’'una matriu gelatinosa [40]. Aquesta técnica va ser utilitzada per primer cop
'any 1937, perd la seva importancia no es va incrementar fins als anys 50 quan E.L.
Durrum i Arne W.K. Tiselius van impulsar el metode de I'electroforesi de zona, nom
que es va assignar a la separacié de materials en un camp eléctric en preséncia
d’algun tipus de suport. Malgrat que inicialment aquest terme es va limitar a I'analisi de
col-loides i particules submicroscopiques, s’ha convertit en els darrers anys en una

metodologia aplicada a qualsevol substancia de baix pes molecular.
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Quan una mescla de molécules ionitzades i amb carrega neta és col-locada en un
camp eléctric, les molécules experimenten una forgca d’atraccié cap al pol que té
carrega oposada. Si es deixa passar un cert temps, les molécules carregades
positivament es desplagaran cap al catode (pol negatiu) i les carregades negativament
es desplacaran cap a I'anode (pol positiu). En els métodes electroforétics s’apliquen
petites quantitats de la dissolucio problema a un suport solid (que acostumen a ser en
forma de gels) impregnat amb una solucié tampd. Els gels utilitzats com a suport
poden ser de paper (cel-lulosa), mido, poliacrilamida, agarosa o acetat de cel-lulosa,
entre altres. El principal avantatge d’aquest métode és que presenta un gran poder de
resolucio ja que s’aplica una petita quantitat d’analit a una zona estreta i la longitud del

trajecte es molt més gran que la zona d’aplicacio.

Aplicacio de l'electroforesi en gel als acids nucleics

Els acids nucleics s6n molécules carregades negativament degut a la preséncia de
grups fosfat a la seva estructura. L’enllag fosfodieéster de les cadenes de polinucledtids
condiciona la carrega d’'un acid nucleic que és aproximadament igual al nombre de
grups fosfat [40, 41]. A més, s’ha de tenir en compte que el moviment de les molécules
d’acid nucleic en un camp eléctric dependra, també, del seu pes molecular i de la seva

estructura tridimensional.

Les molécules d’acid nucleics acostumen a tenir pesos moleculars relativament grans
i, per tant, la seva capacitat per penetrar algunes preparacions de gels és limitada.
Aixd provoca que les sequéncies d’acids nucleic amb menys de 500 parells de bases
es puguin separar amb gels de poliacrilamida pero per a seqiéncies més grans s’han
d’utilitzar gels més porosos com els d’agarosa. Per tal de controlar la migracié de les
molécules d’ADN es fan servir colorants de localitzacié que ens permeten determinar
aproximadament on es troben les molécules d’ADN durant el procés electroforetic

com, per exemple, el blau de bromofenol i el xilen-cianol.

En els cas dels ADN, per tal de visualitzar les taques als gels es poden fer servir els
meétodes de revelatge amb radiacioé ultraviolada o de la tincié mitjangant colorants com
a la Figura 3.23. En aquest darrer cas, poden ser emprats diferents colorants malgrat

que generalment s'utilitzen el bromur d’etidi o el “stains all’ que proporciona una
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coloraci6 diferent depenent de la natura de la molécula (ARNs, ADNs i proteines) i, en

alguns casos, la seva estructura [41].

Figura 3.23. Exemple d'un gel de poliacrilamida colorejat amb el colorant stains all fet servir per
determinar estructures triples . En el primer carril es troba el colorant Blau de Bromofenol. Als

carrils 2-6 es troben diferents oligonucleodtids i barreges d’aquests (veure apartat 5.3.).

Instrumentacio i experimental

L’equipament que es requereix es molt simple: font d’alimentacid, cubeta vertical o
horitzontal a l'interior de la qual es col-loca el suport i els dos eléctrodes com es pot
veure a la Figura 3.24. El gel es troba en contacte amb el dos compartiments on es
situen el catode i I'anode, els quals es troben plens de solucié amortidora i entre dues
plaques de vidre o plastic. La part superior del gel presenta uns petits pous on
s’introdueix la mostra problema juntament amb petites quantitats de glicerol i colorant

de localitzacio.

En aquesta Tesi Doctoral s’ha emprat I'electroforesi en gels de poliacrilamida en
condicions no desnaturalitzants pels acids nucleics. Aixi, els gels es va dur a terme a
una temperatura baixa (4°C) i sense la preséncia d’agents desnaturalitzants. Els gels
de poliacrilamida al 15% s’obtenen per la polimeritzacié de la mescla acrilamida:bis-
acrilamida (29:1) que també contenien una concentracié 90 mM de tris-borat-EDTA
(TBE). Les mostres d’acids nucleics s’escalfen a 90 °C durant 5 minuts, es deixen
refredar lentament i es dissolen en un tampo de TBE a una concentraciéo de 90 mM
amb un 5% de glicerol abans d’injectar-les al gel. El procés electroforetic es deixa en

funcionament el temps necessari per tal de que la referéncia utilitzada de blau de
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bromofenol migrés com a minim la meitat de la longitud del gel. Posteriorment es
procedeix a la visualitzacié de les mostres per tincio amb el colorant “stains-all” a un
15% de formamida en aigua. Finalment, es procedeix al rentat del gel amb aigua
destil-lada i a la destenyiment del fons del gel per exposicié a radiacié IR que permet

I'eliminacio del colorant que no hagi interaccionat amb DNA.

Pous per
la mostra

Suport
de plastic

Catode | ~ —J%]
|

Anode [+ —f}ﬂj;
L

Figura 3.24. Esquema del material necessari per dur a terme una electroforesi en gel
(adaptada de [42]).

Aquests experiments es van dur a terme al Grup de sintesi i propietats dels

oligonucleodtids modificats dirigit pel Dr. Ramon Eritja de I'Institut de Biologia Molecular

de Barcelona adscrit al Consejo Superior de Investigaciones Cientificas.
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