LUANA APARECIDA DOS REIS

ESTUDO DA INTERACAO DNA COM O CORANTE
FLUORESCENTE DAPI UTILIZANDO A TECNICA DE
PINCA OTICA

Dissertacao apresentada a Universidade Fe-
deral de Vicosa, como parte das exigéncias do
Programa de Pés-graduacao em Fisica Apli-
cada, para obtencao do titulo de Magister
Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS -~ BRASIL
2017



Ficha catalografica preparada pela Biblioteca Central da Universidade
Federal de Vigosa - Campus Vigcosa

T
Reis, Luana Aparecida dos, 1991-

R375e Estudo da interacdo DNA com corante fluorescente Dapi

2017 utilizando a técnica de pinc¢a otica / Luana Aparecida dos Reis. —

Vicosa, MG, 2017.
vii, 56f. : il. (algumas color.) ; 29 cm.

Inclui apéndices.

Orientador: Marcio Santos Rocha.
Dissertacédo (mestrado) - Universidade Federal de Vicgsa.
Referéncias bibliograficas: f.53-56.

1. Optica. 2. Instrumentos Opticos. 3. DNA. 4. Corantes.
I. Universidade Federal de Vigcosa. Departamento de Fisica.
Programa de Pés-graduacao em Fisica Aplicada. Il. Titulo.

CDD 22 ed. 535.2




LUANA APARECIDA DOS REIS

ESTUDO DA INTERAGAO DNA COM O CORANTE FLUORESCENTE DAPI
UTILIZANDO A TECNICA DE PINCA OTICA

Dissertagao apresentada a
Universidade Federal de Vigosa, como
parte das exigéncias do Programa de
Pés-Graduagdo em Fisica Aplicada,
para obtengdo do titulo de Magister

Scientiae.
APROVADA: 23 de fevereiro de 2017.
/ -
/] 3 [, /- i .
— Ut [Tl Mo Uler. et L Loy
Sérgiotuis de Abreu Mello Marcelo Ribeiro Leite de Oliveira

L,Q/ﬁ 4((( >/(C( /LL] .

Silvio da Costd Ferrelra un|or

Marcio Santos Rocha
(Orientador)




i

“Mas isso ndo significa que nds ndo
possamos contornar as limitagbes que
nossos corpos impéem... A distancia
entre nés e o que desejamos superar
deve ser decidida por nés mesmos, e
ndo somente pela natureza.”

Enki’Nar; O espadachim de carvao -
Affonso Solano



Agradecimentos

Agradeco primeiramente a Deus por sempre ser o0 meu amparo e socorro em todos os
momentos ao longo desta caminhada.

A minha méae Maria das Gracas que, em todos esses anos, foi mae e pai, que sempre
me motivou e me apoiou em todas as minhas escolhas. Ao meu irmao Hugo e ao meu
avd José por todo apoio e torcida. Ao meu pai Waldecy (in memoriam) que me ensinou
muito sobre a vida.

Agradego aos meus amigos da salinha da pés, Zé (que me aguenta desde a graduagao),
Ana, Bacon, Leandro, Renan, Cesar e Cacilhas, pelos momentos de estudo e descontracao
na hora do café. Agradego também ao Wilder, Bruno (Cogador), Samuel, Tia Licia, Ma-
ria Inés, Maria Helga, Elaine, Hithiara e Sandy que de forma direta ou indireta fizeram
parte de toda essa caminhada. Agradego a Galera Top CCXP pelas conversas descom-
promissadas e as boas risadas. Agradeco a minha familia Sentinelas da Manha que foi o
meu sustento em muitos momentos.

Agradeco ao meu orientador, professor Marcio, por todo o ensinamento, ajuda, pacién-
cia e por ser para mim um exemplo de profissional. Aos colegas de laboratério, Eduardo,
Carlos, Bruno, Tiago e Wilson por todas as discussoes e auxilio com os experimentos. E
em especial ao Fabiano e a Raniella, que nao fazem mais parte do grupo de pesquisa, mas
que sempre me ajudaram.

Agradego as agéncias de fomento: CAPES, FAPEMIG e CNPq pela concessao da bolsa

de estudos e pelo financiamento da estrutura do laboratério de Fisica Bioldgica.

il



Sumario

Resumal vi
[Abstractl vii
(1 Introducao| 1
2__A molécula de DNA| 3
2.1 _Um breve historico e a Fstrutura do DNAI . . . .. .. ... ... ... .. 3
2.1.1 Tiposde DNA| . . . . .. ... ... .. 5)

1.2 OMNDNAI . . . . 6

[2.2  Propriedades mecanicas: DNA como polimero| . . . . . ... ... ... .. 7
[2.3  Interacao DNA — ligante] . . . . . . . . . . ... ... ... L. 7
2.3.1 Ligacaodetenda|. . . . . . . . . .. .. ... ... ... ... 8

2.3.2 Intercalacao| . . . . . . . . ... 8

[2.4  Equilibrio quimico na interacao DNA — ligante] . . . . . . . . ... ... .. 9
[2.4.1  McGhee e von Hippel|. . . . . . . .. ..o 000 10

[3 A pinca optical 11
3.1 Nocoes Historicas| . . . . . . . . . . . . . . .. 11
[3.2  Principio de Funcionamento| . . . . . . . .. ... ... ..o 11

[4 Uso da pinca optica na caracterizacao da interacao do complexo DNA- |

[ DAPI 16
EIDAPT . . oo 16
|4.2 Montagem da Pinca Optical .......................... 17
4.3  Preparacao de Amostras| . . . . . . . ... Lo 18

[4.3.1 Construcao do porta-amostral . . . . . . . . ... ... ... .... 18
[4.3.2  Preparacao da amostra de DNA[ . . . . . . ... .. ... ... ... 19
4.4 Procedimento Experimental . . . . . . . ... ... .00 19

b Resultados e Discussoes| 23
[>.1  Propriedades mecanicas em funcao da concentracao de DAPI . . . . . . .. 23
[>.2  Parametros fisico-quimicos da interacaol. . . . . . . . . ... .. ... ... 27

v



[6  Conclusoes e Perspectivas|

[Apendice A Mecanica de Polimeros|

[Apendice B McGhee - von Hippel, Modelo de Exclusao de Vizinhos|

[Apendice C Artigo Publicado|

[Referencias Bibliograficas|

31

32

44

56



Resumo

REIS, Luana Aparecida dos, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2017.
Estudo da interacao do DNA com o corante fluorescente DAPI utilizando a
técnica de pinca 6tica. Orientador: Marcio Santos Rocha

Neste trabalho estudamos a interagao do DNA com o corante DAPI em solug¢ao com alta
(PBS 174 mM) e baixa (PBS 34 mM) forga ionica. Para esse estudo utilizamos a técnica
experimental de pingamento Optico. Na primeira parte do experimento extraimos os
parametros mecanicos da interagao (comprimentos de persisténcia e contorno) em fungao
da concentracao total de ligante na solugao. Com esses parametros mecanicos fazemos uma
conexao entre essas propriedades e as propriedades fisico-quimicas do complexo formado
através da isoterma de ligacao proposta por McGhee - von Hippel, utilizando modelos
desenvolvidos recentemente. Através dessa andlise identificamos dois modos de ligagao
para o DAPI e o DNA, a ligagdo de fenda menor, que ocorre em baixas concentragoes de

corante e a intercalagao, que ocorre em altas concentragoes de corante.
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Abstract

REIS, Luana Aparecida dos, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2017.
Study of DNA interaction with DAPI fluorescent dye using an optical tweezers
technique. Adviser: Marcio Santos Rocha.

In this work we studied the DAPI dye-DNA interaction in high (PBS 174 mM) and low
(PBS 34 mM) ionic strength solutions. To perform this task, we used the optical tweezers
experimental technique. In the first part of the experiment, we extracted the interaction’s
mechanical parameters (persistence and contour lengths) as a function of the total ligand
concentration in the solution. With these mechanical parameters we made a connection
between these properties and the physicochemical properties of the complex formed by
the binding isotherm proposed by McGhee-von Hippel, using recently developed models.
From such analysis, we identified two DAPI dye-DNA binding modes, namely, the minor
groove binding, which occurs at low dye concentrations, and intercalation, which occurs

at high dye concentrations.
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Capitulo 1

Introducao

Estudar a interacao do DNA com ligantes, que podem ser farmacos, proteinas ou
corantes é de grande importancia, pois com essa andlise conseguimos entender e avaliar
o que ocorre com ele em diversos processos que ocorrem no meio intracelular ou wn vitro.
Além disso, podemos entender o mecanismo de acao de farmacos usados em quimioterapias
e outros tratamentos de doencas humanas. Esse estudo pode ser feito por muitos métodos.
Para este trabalho, utilizamos o método de pingamento éptico.

A pinga Optica foi descoberta em 1969 por Arthur Ashkin e colaboradores nos la-
boratérios Bell, nos Estados Unidos, consiste em um método de micromanipulacao e é
formada, nas configura¢oes mais modernas, por um microscépio e um laser [1]. A ob-
jetiva do microscopio é responsavel por focalizar o feixe de luz, gerando assim um pocgo
de potencial, que consegue aprisionar pequenas particulas dielétricas na regiao focal da
objetiva. Utilizamos esse aparato experimental para realizar estiramentos na molécula de
DNA e obtermos um grafico de forca por extensao do DNA.

Com a andlise do estiramento da molécula de DNA por esse gréfico de forga por
extensao obtemos os parametros mecanicos de interesse em nosso trabalho, que sao: com-
primento de contorno (L) e de persisténcia (A). O primeiro é o comprimento da molécula
esticada, sem danos, de uma ponta a outra, que da uma ideia direta do tamanho linear da
molécula de DNA. Ja o segundo esta ligado a medida de rigidez da mesma. Quanto maior
o comprimento de persisténcia, mais rigida ¢ a molécula e mais dificil de ser dobrada ela ¢
e quanto menor o comprimento de persisténcia mais maledvel é a molécula. Dos parame-
tros mecanicos extraidos podemos fazer uma conexao entre as propriedades mecanicas e
fisico-quimicas do sistema utilizando uma isoterma de ligacao, que nesse trabalho foi a de
McGhee-von Hippel [2]. Uma isoterma de ligagao consiste em uma equacao que descrevem
experimentos realizados a temperatura constante. Com uma equagao desse tipo podemos
extrair também parametros fisico-quimico de interesse para a ligacao e que podem variar
com a temperatura. Além disso, como discutiremos adiante, este tipo de andlise permite
inferir sobre os possiveis modos de ligacao entre o ligante e a molécula de DNA.

Nesse trabalho estudamos como as propriedades mecanicas do DNA sao alteradas

quando ele interage com o corante DAPI (4',6 — diamidino — 2 — fenilindol), que é um



corante sintético cationico divalente (2+). O interesse no estudo desse corante se deve
ao fato de que, mesmo sendo um corante muito utilizado em técnica de microscopia de
fluorescéncia, tanto no estudo de células como no de DNA, sua interagao com o DNA possui
algumas peculiaridades, e portanto, varios resultados contraditérios ainda sao encontrados
na literatura. [3-5)]

Nossos experimentos foram realizados com duas solugoes salinas contendo forcas ioni-
cas diferentes, porém com mesmo pH. Nosso interesse é entender como as propriedades
mecanicas e fisico-quimicas do complexo DNA-DAPI sao afetadas quando este se encontra
um ambiente com mais ou menos ions.

Esta dissertacao contém seis capitulos. No capitulo [2| apresentamos a molécula de
DNA com suas principais caracteristicas e a sua estrutura, discutimos algumas formas de
interagao entre DNA e ligantes e apresentamos isoterma de ligagado do modelo de McGhee
— von Hippel. No capitulo [3] apresentamos a técnica utilizadas em nossos experimento, a
pinga Optica, discutimos os aspectos gerais sobre o seu principio de funcionamento. No
capitulo[d]apresentamos a molécula de ligante estudada e toda a metodologia experimental
utilizada na caracterizagdo do complexo DNA-DAPI. No capitulo [f] sao apresentados e
discutidos os dados experimentais obtidos, variando a concentracao de ligante e a forca

ionica. Por fim, no capitulo [6] relatamos as conclusdes obtidas.



Capitulo 2

A molécula de DNA

Neste capitulo abordaremos tanto os aspectos biolégicos da molécula de DNA como
uma modelagem matematica, baseada na mecanica de polimeros. Introduziremos também

algumas formas e caracteristicas da interacao entre o DNA e alguns ligantes.

2.1 Um breve historico e a Estrutura do DNA

Ap6s os trabalhos do monge Gregor J. Mendel sobre a hereditariedade, no século XIX,
houve uma grande preocupacao em determinar qual parte da célula carregava a nossa
memoria genética. Naquela época acreditava-se que eram as proteinas, devido a sua grande
variedade, mas, em 1869 que o fisiologista e quimico suico Johann Friedrich Miescher
conseguiu isolar o material genético de leucécitos, que sao células brancas presente no
sangue. A esse material ele deu o nome de nucleina, uma vez que foi retirada do nicleo
das células [6].

Em 1950, Erwin Chargaff deu uma importante contribuicao para os estudos da mo-
lécula de DNA. Estudando uma grande variedade de organismos ele elaborou algumas
regras sobre a quantidade de bases nitrogenadas existente na molécula de DNA. Baseado
nos experimentos de difracao de Raio X feitos por Rosalind Franklin e nos estudos de
Chargaff, em 1953, o geneticista americano, James Watson e o fisico britanico, Francis
Crick propuseram um modelo para a estrutura do DNA. Nesse modelo Watson e Crick
mostravam que o DNA é uma dupla hélice. A descoberta os levou ao prémio Nobel de
medicina pela descoberta em 1962 [7],8].

O DNA é uma molécula formada por quatro nucleotideos bésicos. Cada nucleotideo
possui um grupo fosfato (PO, ), um agicar do tipo pentose (no caso do DNA é a deso-
xirribose) e uma base nitrogenada, que pode ser a adenina (A), a timina (7°), a citosina
(C) ou a guanina (G). E estas bases nitrogenadas sio o que diferenciam os nucleotideos
entre si. As bases nitrogenadas sao ligadas ao carbono 1’ da pentose e o grupo fosfato é
ligado ao carbono 5’, como mostrado na figura 8]



Desoxirribose

Figura 2.1: Constituicao de um nucleotideo: Grupo fosfato, desoxirribose e base nitroge-
nada. [9]

As bases nitrogenadas possuem estruturas quimicas diferentes, porém a adenina e a
guanina sao semelhantes em sua estrutura quimica, por isso, sao chamadas de purinas,
tendo dois anéis em sua estrutura. Ja a timina e a citosina, que também sao semelhantes,

possuem apenas um anel e sao estruturas conhecidas como pirimidinas, como vemos na

figura

Adenina (A) Guanina (G) Timina (T) Citosina (C)
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Figura 2.2: Estrutura de anéis das bases nitrogenadas. [10]

Para que uma fita da molécula de DNA seja formada, cada nucleotideo deve se ligar
uns aos outros. Essa ligacao se da entre o grupo fosfato e o grupo hidroxila do carbono 3’
do nucleotideo adjacente por meio de uma ligacao fosfodiéster. E importante salientar que
a fita de DNA tem a mesma orientacao relativa. Por exemplo, se o carbono 5’ da pentose
do primeiro nucleotideo estiver voltado para cima todos nucleotideos da cadeia terao a
mesma orientagao. Dessa forma a dire¢ao da cadeia ¢ definida como sendo 5" — 3’ [§].

As regras basicas sobre a quantidade de cada nucleotideo no DNA desenvolvidas por

Chargaff de forma empirica sao:

1. A quantidade total de pirimidinas é igual a quantidade total de purinas, ou seja,
T+C = A+G.

2. A quantidade total de timina, T, ao longo da cadeia de DNA é sempre igual a



quantidade total de adenina, A, e a quantidade total de guanina, G, é sempre igual

a quantidade total de citosina, C.

Dessa forma sempre temos a mesma quantidade de purinas e pirimidinas no DNA. E
importante salientar que a quantidade AT e CG nao é a mesma, variando de espécie para
espécie.

A dupla hélice é formada pela uniao de duas fitas antiparalelas, uma com direcao
5" — 3’ e outra com direcao 3' — 5/, as fitas sao ligadas através das bases nitrogenadas
por meio de ligagoes de hidrogénio, que sao ligacoes relativamente fracas, o que é de
extrema importancia para a replicacao do DNA. As pontes de hidrogénio ocorrem sempre
entre uma purina e uma pirimidina, sendo que G pareia-se sempre com C através de trés
pontes de hidrogénio, e A sempre se pareia com T através de duas pontes de hidrogénio.
Como os pares AT e GC tem aproximadamente o mesmo tamanho, isso permite uma
uniformidade ao longo da molécula de DNA. Ao longo da fita existem cavidades desiguais
que sao denominadas fenda maior ou fenda menor. Na cavidade maior as bases estao
mais expostas ao meio. Dessa forma moléculas que interagem com sequéncias especificas
de bases podem identificar essas sequéncias sem romper a estrutura da dupla hélice. Na

figura [2.3] podemos ver a fita formada entre os fosfatos e a desoxirribose e a dupla hélice.

3'-5 \
Ligacdes -0—f~o
fosfodiéster o o
A
P &2
(8]

Figura 2.3: Estrutura do DNA. Fita simples e dupla hélice. [9)

2.1.1 Tipos de DNA

O DNA pode assumir diferentes conformagoes dependendo do meio onde se encontra.
Na natureza existem trés tipos de conformacao para o DNA: DNA tipo B, tipo A e tipo
Z 8], como podemos ver na figura



DNA-B DNA-A DNA-Z

Figura 2.4: Estrutura do DNA. Fita simples e dupla hélice ﬂg[]

O DNA tipo B ¢ a forma mais abundante encontrada nas células. Possui as seguintes
caracteristicas: O giro da dupla hélice é para a direita com uma rotacao entre os pares
de base adjacentes de 34,6°, entao, a cada 10 pares de base, mais ou menos, a hélice da
uma volta completa; a distancia média entre os pares de base é de 0,33 nm; o diametro
da dupla hélice é de aproximadamente 2,37 nm.

O DNA tipo A em contraste com a forma B, possui uma distancia entre os pares
de base de aproximadamente 0,26 nm e um diametro de 2,55 nm, isso faz com que sua
cavidade maior seja mais estreita e profunda, e a cavidade menor mais larga e rasa. O
DNA do tipo A, assim como o tipo B possui uma rotagao para a direita, mas com 11 pares
de base a cada volta completa. Esse DNA nao ¢ encontrado em condigoes fisiolégicas.

O DNA tipo Z é mais longo e fino que o tipo B, ele possui uma distancia média entre os
pares de base de 0,456 nm e um diametro de aproximadamente 1,84 nm, isso faz com que
sua cavidade maior praticamente desapareca e a menor torne-se muito profunda. Uma
volta completa da molécula de DNA do tipo Z completa uma volta da dupla hélice a cada
12 pares de base, em contraste com as formas A e B que possuem um giro da dupla hélice
para a direita, a forma Z possui um giro para a esquerda.

Existem ainda na natureza organismos ainda mais simples que possuem DNA de fita

simples, como ¢ o caso de alguns virus animais, vegetais e bacteriéfagos [8].

2.1.2 O M-DNA

Em nossos experimentos, o DNA usado é o do fago A, um virus que infecta a bactéria
E. coli. Ele é um DNA do tipo B. Este DNA é ideal para os experimentos de estiramento,
devido ao seu tamanho. Uma molécula de \-DNA possui aproximadamente 48.500 pares
de base, o que resulta em um comprimento médio de 16,5 pm .



2.2 Propriedades mecanicas: DNA como polimero

Polimeros sao cadeias formadas por subunidades, os monoémeros, ligadas umas as ou-
tras. Essas subunidades nao precisam ser idénticas e sao de grande importancia para a
Fisica Biologica, visto que, o DNA é um polimero bioldgico semi-flexivel, constituido por
quatro monomeros basicos que sao os seus nucleotideos.

No estudo da mecanica de polimeros, existem duas propriedades que sao de extrema
importancia pra nossos experimentos, que sao o comprimento de contorno, L, e o compri-
mento de persisténcia, A. O comprimento de contorno, L, é o comprimento do polimero,
sem danos, de uma ponta a outra (tamanho linear). J4 o comprimento de persisténcia,
A, esta diretamente ligado a rigidez do polimero, podendo ser entendido como a distancia
média entre duas dobras consecutivas ao longo da cadeia polimérica, ou seja, quanto maior
o comprimento de persisténcia mais rigido é o polimero e vice - versa.

Nesta secao apresentaremos apenas a equacao de Marko e Siggia para estiramentos
arbitrdrios [13]. No apéndice [0 fazemos a dedugdo de alguns modelos matemdticos de
mecanica de polimeros até chegarmos na expressao utilizada para analise de nossos expe-
rimentos.

O modelo WLC (Worm-Like Chain) ¢ um modelo derivado da fisica de polimeros. Esse
modelo tem sido, nos ltimos anos, o padrao para a analise de experimento de estiramento
da molécula de DNA. Ele descreve, de maneira satisfatéria, o comportamento eldstico de
polimeros semi-flexiveis, dentro do regime entrépico (~ 5pN).

Em 1995 Marko e Siggia [13] resolveram o modelo analiticamente e obtiveram uma ex-
pressao aproximada para a forca em funcao da extensao do polimero para a forca entrépica

da molécula de DNA em funcao da extensao,

kT
A

z 1 1
T -

Vale a pena ressaltar que, apesar de ser valida para estiramentos arbitrarios, a equacao
é uma expressao aproximada. A expressao diverge em z = L. Além disso, ela é
valida apenas no chamado regime entrépico, isto é, quando as forcas aplicadas nao sao

suficientemente grandes para romper as ligagdes quimicas entre os nucleotideos.

2.3 Interacao DNA — ligante

E dado o nome de ligante a todas as substancias quimicas que interagem com o DNA,
podendo ser, proteinas, enzimas, farmacos, corantes entre outras. Essas interacoes podem
ocorrer de diversas maneiras, dependendo da estrutura quimica do ligante e das condigoes
da solucao onde as moléculas se encontram. Abaixo veremos dois tipos de ligacoes que

podem ocorrer entre a molécula de DNA e o ligante.



2.3.1 Ligacao de fenda

Alguns ligantes tem uma preferencia por se ligar a molécula de DNA eletrostatica-
mente. Nesse grupo de ligantes existem aqueles que exibem uma preferencia em ligar-se a
fenda maior ou menor do DNA. Esse tipo de composto pode interagir por forcas de Van
der Walls e ligacoes de hidrogénio, além das interagoes puramente eletrostaticas. Molé-
culas como o Distamicina A e o antibiético Netropsin, sao exemplos de moléculas que se
ligam a fenda menor do DNA em regides ricas em AT, ja o peptideo a-Hélice interage
com 0 DNA por meio de uma ligagdo de fenda maior [11]. Existem ainda moléculas que
sao tanto ligantes de fenda como intercalantes, que é o caso do HOECHST 33258 , do
Berenil e dos corantes YO e YOYO [11]. Vemos na figura a representacao de uma

molécula de Distamicina ligada a fenda de uma molécula de DNA.

Figura 2.5: Representagao de uma molécula ligada a fenda do DNA. Extraida do site

http://www.atdbio.com/content /16 /Nucleic-acid-drug-interactions

2.3.2 Intercalacao

Na intercalagao, as moléculas do farmaco encaixam-se entre os pares de base da mo-
lécula de DNA, ficando “empilhadas” dentro do DNA, esse “empilhamento” se da via
interacao com os orbitais-m destes pares de base, algumas vezes essas ligacoes podem ser
combinadas com ligacdes de hidrogénio. Devido a esta interacao o DNA sofre algumas
modificacoes em sua estrutura. Por exemplo, o comprimento de contorno aumenta, ja
que agora passamos a ter moléculas de ligante entre os pares de base. Esse aumento
do comprimento de contorno é seguido por um giro da dupla hélice de forma a desfazeé-
la. Algumas moléculas como a Daunomicina e a Doxorrubicina e o corante Brometro
de Etidio (EtBr) [11], sdo moléculas intercalantes tipicas. Vemos na figura a repre-

sentacao de uma molécula de EtBr intercalada entre os pares de base de molécula de DNA.



Figura 2.6: Representagao de uma moléculas intercaladas entre os pares de base do DNA

[9].

2.4 Equilibrio quimico na interacao DNA — ligante

O equilibrio quimico de uma reagao ocorre quando nao ha mais troca liquida de mo-
léculas entre as partigoes distintas do sistema, ou seja, o niimero médio de moléculas nas
particoes permanece constante.

No nosso trabalho, a molécula de DNA e a solucao na qual ela se encontra sao as nossas
particoes do sistema, neste sistema as moléculas de ligantes podem estar livres em solucao
ou ligadas ao DNA. Nosso interesse em investigar o equilibrio quimico do complexo DNA-
ligante se deve ao fato de que ele pode ser representado por uma isoterma de ligacao,
que esta intimamente ligada as mudancas nas propriedades mecanicas do complexo DNA-
ligante.

Para nosso problema consideraremos duas moléculas A e B que quando associadas
resultam na molécula C. Podemos representar o mecanismo dessa reacao quimica na

forma,

k;
A+B=C (2.2)
ka

onde K; e K, sao, respectivamente,as constantes de ligacao intrinseca de equilibrio da
associacao e dissociacao.
K; e K sao definidas em termos da concentracao molar das substancias envolvidas da

seguinte forma:

K= —n (2.3)

Kij="—"—=K;! (2.4)



Renomeamos agora os termos para tratarmos do caso do complexo DNA-ligante. De-
finimos, [A] = C, como sendo a concentracao de ligantes livres em solucao e [C] = G,
como sendo a concentracao de ligantes ligados ao DNA, ou seja, o resultado da reacao e
[B] = Cy, — C, como sendo a concentragao de sitios livres ligaveis na molécula de DNA,
onde Cj, ¢ a concentragao total de pares de base, que é constante.

Definimos agora a quantidade r como sendo a fracao de sitios ligados, escrita como:

_G
Cip

r (2.5)
Uma isoterma de ligagao relaciona a fracao de sitios ligados, (r), com a concentragao

de ligantes livres, (Cy).

2.4.1 McGhee e von Hippel

McGhee e von Hippel propuseram em 1974, um modelo que se dedicava a analisar, de
maneira mais rigorosa, os detalhes da interacao da molécula de DNA com ligantes que
ocupavam mais de um par de base. Nesse modelo é contabilizado o tamanho do ligante
pela introducao do parametro de exclusao N, que é o numero de pares de base que um
ligante ocupa, efetivamente, quando se liga ao DNA [2].

A isoterma de ligacdo do modelo de exclusao de vizinhos, que serda demonstrada no
apéndice [0, é dada por:

L K- Nr) { (2.6)

1— Nr N=1
Cf N )T

1—(N—1

A grande importancia desse modelo estd no fato dele levar em conta o tamanho do
ligante e os efeitos relacionados a este fato. Essa caracteristica é de extrema relevancia

para o estudo de ligantes que interagem com o DNA por meio da intercalagao.
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Capitulo 3
A pinca o6ptica

Neste capitulo abordaremos algumas nogoes histéricas sobre o desenvolvimento da

pinca optica e introduziremos os aspectos gerais do funcionamento de uma pinga Optica.

3.1 Nocoes Historicas

Desde muito tempo discutia-se se a luz poderia exercer forgas sobre objetos nos quais
ela incide, mas foi no século XIX, com o desenvolvimento da teoria eletromagnética, por
James Clerk Maxwell, onde demonstrou-se, de fato, que a luz pode exercer forca sobre os
objetos nos quais ela incide, uma vez que ela transfere momento para este.

Nos anos 1960 Arthur Ashkin [1], trabalhando com dois feixes de laser, simultanea-
mente, iniciou experimentos em que ele poderia mover particulas com um tamanho da
ordem de micrometros [15,|16]. Esses experimentos abriram portas para que em 1986
Ashkin, juntamente com colaboradores, passassem um feixe de laser pela lente de uma
objetiva, com alta abertura numérica, e mostrarem um aparato experimental capaz de
aprisionar particulas dielétricas [17,[18], da ordem de 25nm a 10um, na regidao focal da

objetiva.

3.2 Principio de Funcionamento

Como mencionado anteriormente, é devido ao fato de que a luz é capaz de transferir
momento para o objeto (que trataremos como uma microesfera) no qual ela esté incidindo
que ocorre o fenomeno de pincamento 6ptico. Podemos estimar a ordem de grandeza das
forcas envolvidas no pingamento éptico, uma vez que é de nosso conhecimento que um

foton possui momento linear dado por:
p= hk (3.1)

onde h é a constante de Planck h dividida por 27 e k é o vetor de onda do foton, que

possui médulo, k = w/c, onde w é a frequéncia angular da luz incidente e ¢ é a velocidade
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da luz.

Como a energia de um féton é dada por:
E=hw (3.2)
podemos escrever o modulo do momento como:

p =ik = h% - (3.3)

E

c

Para N fotons, temos uma energia total que é dada por, E;,; = Nhw = NFE.
Sabemos, da 2* Lei de Newton, que a forca é dada pela variagdo de momento, podemos,

entao, calcular a forca exercida por um feixe de laser com N fétons incidindo sobre uma

microesfera utilizando a equagao temos,

dp d (B Piot
F = —_— — p— -4
e dt < c ) c (3:4)

onde P, é a poténcia total do feixe incidente.
A partir da equagao podemos estimar o modulo da forca total exercida pela pinga

Optica, ja que o feixe de laser utilizado para o pingamento tem uma poténcia da ordem
de mW (miliWatts).

1 x1073W

~ 1011 _

Fiot ~
Obtemos uma forca com magnitude da ordem de pico-Newtons.

Agora que sabemos qual o médulo da forca que um feixe de luz com uma determinada
poténcia é capaz de produzir, analisaremos como essa for¢a atua em uma microesfera
dielétrica, podemos assim entender qualitativamente o principio de funcionamento do
pincamento 6ptico.

Existem dois tipos de forgas opticas que atuam na microesfera, uma é a pressao de
radiacao e a outra ¢é devido a refracao da luz. A pressao de radiagdo ocorre quando a luz
é refletida ou absorvida ao incidir na interface entre dois meios, ou seja, a contribuicao da
reflexao para a forca total do feixe estd na pressao de radiacao. E a outra ocorre quando
a luz sofre refracao por esse meio, esta exige que o indice de refracao do meio seja menor
que o indice de refracao da microesfera e que o feixe de laser seja fortemente focalizado. A
origem deste tipo de forga esta no fato de que o momento linear total do sistema isolado
raio-microesfera tem que ser o mesmo antes e depois da refracao. Quando um raio de
luz é refratado pela microesfera, é desviado de sua trajetéria, o raio refratado tera seu
momento linear com uma direcao diferente da do raio incidente. Pela 2* Lei de Newton,
a microesfera terd uma variacao de momento contraria a variacao de momento do raio de
luz. Os raios refratados deste feixe de luz exercerao sobre a esfera uma forca de gradiente.

A competicao entre essas duas forgas, pressao de radiacao e forca de gradiente, d4 origem
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ao pingamento éptico.

Em nosso trabalho o raio da microesfera é muito maior que o comprimento de onda
da luz incidente (a >> \), ou seja, trabalhamos no regime da dptica geométrica, além
disso usamos uma pinga Optica usual, em que o feixe de luz é focalizado e tem perfil de
intensidade gaussiano.

Para analisarmos a pressdo de radiagdo, observamos a figura [3.I) nela vemos dois
raios, (1) e (2), saindo das extremidades opostas do feixe, incidindo na microesfera e
sendo refletidos por sua superficie. Devido a reflexao ambos os raios exercem forca sobre
a microesfera, o raio (1) quando refletido na superficie da microesfera exerce uma forga
F sobre a microesfera e o raio (2) exerce uma forca Fy. A forga resultante, nesse caso,
tende a empurrar a microesfera na direcao de propagacao do feixe e para fora do foco do

feixe de laser.

Perfil gaussiano de
Intensidade do laser

Figura 3.1: Pressao de radiagao. Reflexao sofrida pela luz na superficie da microesfera. ﬂgﬂ

Para analisarmos agora a forca de gradiente para duas situac¢oes, uma onde a micro-
esfera se encontra abaixo e outra onde ela se encontra acima do foco. A figura [3.2)mostra
o raio (2), que sai do centro do feixe, sendo desviado de sua trajetdria original, sofrendo,
portanto uma variacao em seu momento, pela lei de conservacao do momento linear, o mo-
mento total do sistema microesfera e raio de luz deve ser conservado, entao, a microesfera
sofrerd também uma variacdo no seu momento de mesmo médulo, mas sentido contrario,
0 que provoca o surgimento de uma forga F, sobre ela. O mesmo acontece com o raio (1),
que sai de uma das extremidades do feixe, fazendo surgir a forca Fy. Mas como o perfil

de intensidade do feixe de laser é gaussiano, a intensidade do raio (2) é maior que a do
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raio (1), entao a forga F, seré maior que a forca F, 1, portanto a forca resultante empurrara

para cima a microesfera, ou seja, para o foco do feixe de laser.

Foco

Perfil gaussiano de
Intensidade do laser

Figura 3.2: Refracao sofrida pela luz na microesfera. Microesfera antes do foco. ﬂgﬂ

Na figura[3.3] vemos os dois raios (1) e (2) saindo cada um de uma extremidade do feixe
e encontram a microesfera depois do foco, e como na situacao apresentada anteriormente
surgirao forgas, ﬁl e ﬁz, respectivamente, de maneira que o momento linear total do
sistema seja conservado. Mas neste caso a resultante dessas forcas puxara para baixo a

microesfera, ou seja, para o foco do feixe de laser.
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Perfil gaussiano de
Intensidade do laser

Figura 3.3: Refracao sofrida pela luz na microesfera. Microesfera depois do foco. ﬂg[]

Toda a nossa analise foi feita usando a Optica geométrica, mas existem ainda outras
teorias que abordam os principios envolvidos no aprisionamentos de particulas. Podemos
citar a Teoria de Rayleigh, valida para particulas com raios muito menores que o compri-
mento de onda da luz incidente (a << \). Nesse caso, a particula se comporta como um
dipolo elétrico em um campo elétrico e a forca que atua na particula é proporcional ao
gradiente da intensidade do campo elétrico da radiacao incidente. Aqui, assim como na
situagao onde (a >> \) a forga tende a deslocar a microesfera para o foco da objetiva,
ja que essa é a regiao de maior intensidade do campo elétrico . Temos também
a Teoria MDSA (Mie Debye Spherical Aberration), proposta por A.Mazolli, P. A. Maia
Neto e H.M. Nussenzveig, da Universidade Federal do Rio de Janeiro. Essa teoria é a mais

geral sobre pingas Opticas, sendo capaz de prever a forca do laser sobre uma microesfera
de raio e indice de refragao arbitrarios [20,21].
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Capitulo 4

Uso da pinca é6ptica na
caracterizacao da interacao do
complexo DNA-DAPI

Neste capitulo apresentaremos o ligante utilizado em nosso trabalho, DAPI, e uma
descricao de como nosso experimento é realizado, descrevendo a preparacao do porta-
amostra e das amostras de DNA, assim também como o procedimento para extrair os

parametros mecanicos de interesse.

4.1 DAPI

O DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol) é um marcador fluorescente sintético, muito uti-
lizado para marcar células vivas e DNA em experimentos de microscopia de fluorescéncia.
Alguns trabalhos anteriores relatam que essa molécula se liga preferencialmente a fenda
menor do DNA em regides ricas em AT, porém o DAPI pode exibir diferentes formas
de ligacao com o DNA, incluindo a intercalacao em regides ricas em CG, dependendo da
sequéncia do DNA e das condigoes onde ele se encontra [3-5,22].

O DAPI foi sintetizado pela primeira vez em 1971, como parte de uma pesquisa no
tratamento de tripanossomiase, mas nao foi bem sucedida como droga. Apds outras
investigacoes foi notada uma forte ligagdo com o DNA e um aumento na fluorescéncia,
cerca de 20 vezes mais do que o DNA sozinho. Esse aumento na fluorescéncia fez com
que o DAPI fosse amplamente usado em microscopia de fluorescéncia. O DAPI quando
ligado ao DNA possui sua faixa de absorgao no ultravioleta e a de emissao no azul [23].

Na figura 4.1 vemos a estrutura do DAPI, ela possui uma carga positiva em cada uma

das suas extremidades, ou seja, é um cation divalente.
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Figura 4.1: Estrutura quimica de um cation de DAPI

4.2 Montagem da Pinca Optica

Na figura [4.2) vemos o esquema da montagem experimental a usada em nossos experi-

mentos.

E1
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MICROSCOPIO
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h{ ona | MICROESFERA

I
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|
LAMINULA ] :
PIEZO |
I
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I

I

!

I

!

I

OBJETIVA — [ ——

Monitor CCD

E2

Computador — ccp

S PP S ———

Figura 4.2: Montagem experimental utilizada.

Para nossos experimentos usamos um laser infravermelho, modelo IPG Photonics YLR-
5-1064-LP, que emite um feixe gaussiano com um comprimento de onda A = 1064nm, com
poténcia maxima de 6,0W, que opera no modo T E My

O feixe de laser percorre seu caminho sendo refletido pelos espelhos E; e Fs, que
permitem um alinhamento micrométrico do feixe de laser ao entrar no microscéopio.

Usamos um microscépio invertido, Nikon Ti-S. Quando o laser entra no microscopio ele

se depara com dois espelhos, F3 é um espelho dicroico que possui uma alta transmitancia
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para a luz visivel e uma alta reflectancia para a luz no infravermelho e Ej. O espelho Ey
reflete a luz vinda do microscépio, representada por Ly, para uma camera CCD, modelo
Jai BM-500GE, que envia a imagem para o computador, que permite a coleta de dados. Ja
o espelho Ej3 reflete a luz do laser para a objetiva do microscépio com éptica corrigida no
infinito, aumento de 100x e abertura numérica NA = 1,4, ela é responsavel por focalizar
o feixe de laser, isto é, a prépria pinca éptica, e deixa passar a luz do microscépio. Esse
espelho também reflete a luz para uma outra camera CCD, modelo Jai CV-AS50IR, que
envia a imagem para o monitor de visualizagao do experimento.

O computador também faz o controle do estagio piezoelétrico, que é o responsavel por
deslocar o porta amostra, laminula, com precisao nanométrica. No porta-amostra esta
a solucao de DNA e microesferas, vemos no esquema que a microesfera aprisionada pelo
poco de potencial da pinga Optica encontra-se a uma altura h da laminula, que representa

a distancia do centro de massa da microesfera em relagao a laminula.

4.3 Preparacao de Amostras

Nossa amostra consiste em uma solu¢ao tampao com moléculas de A-DNA (DNA do
bacteri6fago A) marcadas com biotina e microesferas de poliestireno. As moléculas de
DNA sao marcadas com biotina nas duas extremidades. Para realizarmos a biotinilizacao
do DNA, utilizamos o protocolo disponivel na referéncia [24]. As microesferas usadas
possuem um diametro de 3um e sao revestidas com estreptavidina. A solugao tampao é
uma solucao salina de PBS (Phosphater Buffer Saline) com um pH no valor de 7.4. Em
nossos experimentos utilizamos essa solu¢ao tampao em duas concentragoes de [NaCl|
diferentes, a fim de estudarmos o papel da forga ionica na interacao do complexo DNA-

DAPI. A composicao dos dois tampoes sao:

(i) PBS 174mM: 4,375mM de NasHPOy; 1,25mM de NaHsPO, e 140mM de NaCl,

com uma forca ionica total de 174mM;

(ii) PBS 34mM: 4,375mM de NayH POy; 1,25mM de NaHy PO, e sem NaCl, com uma

forga ionica total de 34mM.

As pontas da molécula DNA sao ligadas, uma ponta na microesfera e a outra ponta
é ligada a laminula que esta recoberta com estreptavidina. A biotina é uma vitamina do
complexo B, também conhecida como vitamina H, vitamina B7 ou B8, que funciona como
uma coenzima. A estreptavidina é uma proteina, que tem como caracteristica importante

sua grande afinidade de ligacao com a biotina.

4.3.1 Construcao do porta-amostra

Paralelamente a preparagao da amostra de DNA preparamos o porta-amostra da se-

guinte forma: em uma laminula com espessura de aproximadamente 0,15mm colamos um
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o-ring de borracha com diametro de aproximadamente 0,7 cm . Recobrimos essa regiao do
o-ring primeiramente com 20ul de BSA (1,8 mg/ml em um tampao contendo magnésio,
ao qual chamamos de tampao A), esperamos cerca de 30 minutos e lavamos com 50ul de
tampao A. Depois colocamos 20ul de STP (estreptavidina, 0,2mg/ml em tampao PBS),
esperamos cerca 30 minutos, lavamos com PBS e colocamos essa laminula no microscépio
para que a solucao de estreptavidina seque com a luz do microscépio. A BSA que usamos
esta marcada com biotina, fazemos esse procedimento de depositar primeiro a BSA sobre
a laminula, porque ela se liga melhor com o vidro. Usamos magnésio como mediador da
ligacao eletrostatica entre a BSA e o vidro da laminula. Depositamos a estreptavidina
que vai se ligar com a biotina presente na BSA depositada na laminula e também com a
presente no DNA. Por fim colocamos a amostra de DNA-microesfera no porta amostra, e

com isso conseguimos prender a outra ponta do DNA na laminula.

4.3.2 Preparacao da amostra de DNA

Na preparacao do DNA-microesferas, colocamos 2ul da solugao de microesferas de
poliestireno com diametro de 3,0um, 6ul da solugao de A-DNA biotinilado e 20 ul do
tampao PBS 7.4 (Phosphate Buffer Saline - 174mM) em um microtubo. Deixamos o
microtubo com a amostra de DNA e microesfera em banho térmico a temperatura de
37°C durante aproximadamente uma hora. Esse procedimento faz com que uma ponta do
DNA se ligue a microesfera, pois a biotina que esta na ponta do DNA tem afinidade com
a estreptavidina que esta recobrindo a microesfera de poliestireno. Depois desse tempo
de incubacao, completamos a solucao com PBS 174mM até atingirmos um volume de ~
100l e voltamos o microtubo para o banho térmico e esperamos cerca de mais 20 minutos.
Depois desse tempo a amostra é colocada no porta-amostra e esta pronta para ir para o

microscopio.

4.4 Procedimento Experimental

Apés colocarmos o porta-amostra, com nossa amostra de DNA no microscopio, passa-
mos para a escolha da molécula de DNA. Nesse processo encontramos em nossa amostra
algumas configuragoes possiveis para o DNA. A figura ilustra essas possiveis confi-
guragoes. Nela é possivel encontrar: microesferas completamente livres em solugao ou
grudadas na laminula, microesferas presas a um ou mais DNA que se encontram livres ou
grudadas umas as outras, podemos também encontrar moléculas de DNA livres em solu-
¢ao ou presas ao fundo da laminula. Nenhuma dessas configuracoes é de nosso interesse,
procuramos um DNA que esteja com uma das pontas grudadas em uma microesfera e
outra na laminula, para encontrarmos a configuracao de interesse (microesfera + DNA +

laminula).
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Figura 4.3: Possiveis configuracoes para o DNA e as microesferas na amostra. |25]

Para encontrarmos a configuracao desejada, prendemos as microesferas na pinga 6p-
tica e movemos a laminula com o piezo elétrico. Quando encontramos essa configuragao
de interesse, o DNA agird como uma mola e a microesfera, que estava presa com a pinca
Optica, escapard da pinga, pois existe um ponto em que a forca com que a pinga “segura”
a microesfera torna-se menor do que a forca do DNA. Assim, a microesfera se solta do
poco de potencial criado pela pinga éptica e volta ao seu estado de equilibrio. Isso pode
ser ilustrado na figura [4.4. Mas ndo basta apenas que essa configuracio seja encontrada.
A molécula de DNA deve atender as condicoes padroes para os parametros mecanicos que
utilizamos, ou seja, uma molécula de DNA com comprimento de contorno de aproximada-

mente 16,5um e com comprimento de persisténcia de aproximadamente 50 nm [11,[25//26].

Meio proximo as condigdes fisioldgicas
Microesferade 2

poliestireno P

"It".

.
et

Poco de potencial
da Pinga optica

Laminulatratada X

Figura 4.4: Esquema do estiramento de uma molécula de DNA em pinga optica ﬂgﬂ

Para determinar esses parametros contamos com o auxilio do software, ImagelJ, que
calcula a posi¢ao do centro de massa da microesfera e fornece sua posigao (x,y) no fundo

do pogo. Além desse utilizamos o KaleidaGraph, que permite construir um grafico de
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forca por extensao da molécula de DNA, que é uma curva tipica obtida em nossos ex-
perimentos, como mostrado na figura [4.5 e obter nossas varidveis de interesse através
do ajuste feito com o modelo WLC (Worm — Like Chain) [13]. Esse modelo descreve de
maneira satisfatéria o comportamento elastico do DNA no regime entrépico, que é um
regime de forgas baixas, menores que 5pN. Nele a forca da pinga nao destréi o DNA, ou

seja, suas ligagdes quimicas nao sao rompidas. Para o DNA, o regime entrépico vai até
10pN.

25
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Figura 4.5: Gréafico de Forca por Extensao para uma molécula de DNA [11].

Ao observarmos novamente a figura vemos que o deslocamento ¢ feito na direcao

x. Portanto, utilizamos na andlise a componente x da equagao [2.1, com, F, = Fcos =

F(*2XA) e z = /a7,y 4 + h?. Que substituido na equagao nos fornece a expressao
final da componente x da forga, dada por:

F:kBT \/9521:)1\1A“‘3/2+ 1 +1 TDNA (4.1)
4 L 41— Vronatys A ahy, oyt

onde h, kg e T sao constantes e os parametros A e L serao fornecidos pelo ajuste da
equacao 4.1, como dito anteriormente.

E importante salientar também que nossos experimentos sao feitos considerando ape-
nas a forga da pinca e do DNA, pois ao fazermos o deslocamento da laminula usamos uma
velocidade muito baixa (v = 0, 1um/s), dessa forma garantimos um regime quase-estatico,
onde a forca de Stokes é desprezivel.

Quando encontramos uma molécula de DNA que se encaixe nas caracteristicas pa-

droes, e apdés uma serie de repeticoes do estiramento dessa molécula de DNA pura, po-
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demos adicionar as diferentes concentragoes de ligantes a solucao a fim de estudarmos
como as propriedades mecanicas sao alteradas. Em nosso experimento trabalhamos com
o DAPI dissolvido em solucao de PBS 7.4 com duas concentragoes salinas diferentes,
174mM e 34mM, cada uma dessas solucoes possuia a mesma concentragao de DAPI cujas
concentracoes finais da solucao variaram de 0,25uM ate 6,0uM. Fizemos primeiro uma
caracterizacao completa, usando o PBS 7.4 com concentragao de 140mM de [NaCl] a fim
de estudarmos o comportamento do complexo DNA-DAPI sob essa solugao salina. De-
pois fizemos uma caracterizagao completa, usando o PBS 7.4 sem [NaCl]. Apés a adigdo
de cada uma dessas concentragoes a solucao de DNA, esperavamos cerca de 20 minutos
para garantir que a solucao atingisse o equilibrio quimico e repetiamos o estiramento da
molécula de DNA cerca de seis vezes, para garantir uma melhor média e uma menor barra

de erros.
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Capitulo 5
Resultados e Discussoes

Neste capitulo discutiremos os resultados obtidos com o complexo DNA-DAPI, sub-
metidos a forcas ionicas diferentes. Faremos também a conexao entre os parametros

mecanicos e os parametros fisico-quimicos do complexo.

5.1 Propriedades mecanicas em funcao da concentra-
cao de DAPI

Na figura mostramos o grafico do comprimento de persisténcia do DNA em fungao

da concentracao de DAPI.
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Figura 5.1: Grafico do comprimento de persisténcia em fungao da concentragao total de
DAPI, para a for¢a iénica de 174 mM (circulos pretos) e para a forga ionica de 34 mM

(quadrados vermelhos).

No gréfico podemos ver um decaimento monotonico do comprimento de persisténcia
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a medida que aumentamos a concentracao de DAPI na solucao, tanto para a forca ionica
de 174mM (circulos pretos) quanto para a de 34mM (quadrados vermelhos). Esse decai-
mento sugere fortemente que a ligacao de fenda menor é o principal modo de interacao do
complexo DNA-DAPI, como ja foi sugerido por outros autores utilizando outras técnicas
experimentais .

Como sabemos o DAPI é um fon divalente (2+) [27], isso faz com que, ela ao se
ligar ao DNA, neutralize as cargas negativas que existem ao longo da cadeia de fosfatos.
Quando as cargas negativas sao blindadas a repulsao eletromagnética, devido as préprias
cargas negativas do DNA, diminui, em consequéncia disso o nimero médio de dobras
do DNA aumenta, tornando assim o DNA mais maleavel, diminuindo o comprimento de
persistéencia.

Podemos observar pela figura que a forca idnica tem um papel significativo na
mudanca do comprimento de persisténcia do DNA, uma vez que, a diminuicao da forca
ionica levou a uma diminuicao do comprimento de persisténcia, ja que, a saturacao para
uma forca ionica de 174mM ocorre em 31nm e para uma forca ionica de 34mM ocorre
em 27nm . Vemos entao que para baixas forcas ionicas a caracteristica eletrostatica da
interacao do complexo DNA-DAPI é evidenciada [31,/32].

Pela figura[5.2] observamos melhor a influencia da for¢a idonica no complexo DNA-DAPI.
Na figura vemos algumas curvas de forca por extensao, para diferentes concentracoes de
DAPI, que foram obtidas em nossos experimentos. No item a) temos o complexo DNA-
DAPI em PBS 174mM e no item b) em PBS 34mM. O ajuste feito pela equacao de
Marko e Siggia nos retorna os comprimentos de contorno e persisténcia com muito

boa precisao. Podemos ver que as corvas no item b) estao mais afastadas do que no item

a). B1

a} b) —a— bare DMA
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Figura 5.2: Curvas de forca por extensao, para diferentes concentracoes de DAPI. No item
a) temos o complexo DNA-DAPI em PBS 174mM e no item b) em PBS 34mM. O ajuste
feito pela equagao de Marko e Siggia [13].
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Ainda na discussao referente a alteracdo dos parametros mecanicos devido a forca
ionica, no grafico mostrado na figura [5.3| vemos o comportamento do comprimento de
persisténcia obtido na saturagao, A, normalizado pelo comprimento de persisténcia do

DNA puro, Ap, como funcao do comprimento de Debye.
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Figura 5.3: comprimento de persisténcia obtido na saturacao, As., normalizado pelo

comprimento de persisténcia do DNA puro, Ay, como funcao do comprimento de Debye.

O comprimento de Debye é o comprimento caracteristico em uma solugao eletrolitica
que mede o quanto os efeitos eletrostaticos persistem. FEsse parametro pode ser esti-
mado diretamente da forca ionica de uma solucao eletrolitica pela equagao aproximada
0,304/ V1, que nos fornece o comprimento de Debye em nm, desde que, a forca idnica
seja dada em molar, M. No grafico [5.3| podemos ver os dados obtidos por outros grupos
de pesquisa, Japaridze et al. [27] e Wang et al. [30], onde foram usados diferentes valores
de forca ionica das usadas em nossos experimentos. Nele podemos observar que o valor
do comprimento de persisténcia obtido na saturacao diminui em funcao do comprimento
de Debye. Quando ha um aumento na forca ionica do tampao ocorre uma diminuicao no
comprimento de Debye e o comprimento de persisténcia apresenta pequenas mudancas
em relagao ao valor do DNA puro.

Na figura mostramos o grafico do comprimento de contorno normalizado pelo

comprimento de contorno do DNA puro em funcao da concentracao de DAPI.
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Figura 5.4: Grafico do comprimento de contorno em funcao da concentragao total de
DAPI, para a for¢a iénica de 174 mM (circulos pretos) e para a forga ionica de 34 mM

(quadrados vermelhos).

No gréfico podemos [5.4] ver um comportamento nao-monotoénico do comprimento de
contorno. Para baixas concentragdes de DAPI (Cr < 0,50uM) existe uma queda no com-
primento de contorno e logo apés um aumento para altas concentragoes (Cr 2 0,50uM),
isso ocorre tanto para a forga idnica de 174mM (circulos pretos) quanto para a de 34mM
(quadrados vermelhos).

Esse comportamento indica dois modos de ligacao diferentes ocorrendo na interagao do
complexo DNA-DAPI, um para baixas concentragoes e outro para altas concentragoes. O
primeiro modo de ligacao é dominante para baixas concentracoes do DAPI, ele é o respon-
savel pelo decaimento do comprimento de contorno, ja o segundo modo de ligacao comeca
a ser relevante em altas concentracgoes, ele é responsavel pelo aumento do comprimento
de contorno.

Para explicar esse comportamento nao-monotonico do complexo DNA-DAPI, propo-
mos que o primeiro modo de ligacao, observado para baixas concentragoes, é a ligacao de
fenda menor em regides ricas em AT [3]5,133], o que condiz com o decaimento do com-
primento de contorno nessa faixa de concentracao. Isto esta relacionado ao fato de que
ao blindar as cargas negativas ao longo da cadeia de fosfato da dupla hélice e, portanto,
aumentar o nimero médio de dobras do DNA. Dessa forma o DAPI induz um decaimento
aparente no comprimento de contorno. J& o segundo modo de ligacao, observado para
altas concentracoes, é a intercalagao, que esta intimamente relacionado ao aumento do

comprimento de contorno. Esse modo de ligacao é relatado em alguns trabalhos quando
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o DAPI interage com o DNA ricos em regides CG [3}5,[28,33]. Vemos novamente que a
interacao ¢ evidenciada para baixas forcas ionicas, ja que as variagoes no contorno sao
maiores na solucao em PBS 34mM.

Podemos resumir as discussoes feitas nos paragrafos anteriores analisando de forma
qualitativa os dados obtidos, para os parametros mecanicos, em nossos experimentos. A
andlise sugere que o primeiro e principal modo de ligacao é a ligacao por fenda menor,
que ocorre para baixas concentragoes (Cr < 0,50uM ), onde ele provavelmente também
chega a saturagao. Esse modo de ligagao induz uma diminuicao tanto no comprimento
de persisténcia quanto no comprimento de contorno. Ja o segundo modo de ligacao é a
intercalacdo, que ocorre para altas concentragoes(Cr 2 0,50uM). Esse modo de ligagao
induz um aumento no comprimento de contorno da molécula de DNA, mas sem causar
nenhuma modificacao no comprimento de persisténcia. Isso ocorre devido ao fato de
que, provavelmente, o primeiro modo de ligagao é quem determina a flexibilidade do
complexo DNA-DAPI. Observamos também que a forca ionica ao qual o complexo estd
submetido influencia significativamente o comportamento das propriedades mecanica, ja
que, a saturacao do comprimento de persisténcia diminui cerca de 33,5% em PBS 174mM
e cerca de 41,3% em PBS 34mM e o comprimento de contorno aumenta em cerca de 11%
em PBS 174 mM e cerca de 18% em PBS 34mM.

5.2 Parametros fisico-quimicos da interacao

Nesta secao estamos interessados em conectar as propriedades mecanicas do complexo
DNA-DAPI, extraidas em nosso experimento com a pinga éptica, com a fisico-quimica da
interacao e podermos extrair, assim, os parametros fisico-quimicos da interacao, com o
uso dos dois diferentes tampoes. Além disso, iremos desacoplar os dois modos de ligacao
que ocorrem no complexo DNA-DAPI que foi discutido na secao anterior.

Com os dados do comprimento de persisténcia podemos determinar os parametros
de ligagao do complexo DNA-DAPI modelando o decaimento monotonico pela equagao

abaixo [34]
1 1-N N
1 _1-Nr Ny
A Ag Ay

onde Ag é o comprimento de persisténcia do DNA puro e A; é o comprimento de persis-

(5.1)

téncia local, devido a ligagao de uma tunica molécula de ligante, ou devido a ligacao de
um aglomerado de moléculas de ligante.

Podemos ligar a equagao [5.1 com uma isoterma de ligacao por meio do parametro 7.
Para nossa anélise utilizamos a isoterma de McGhee-von Hippel [2], o cldssico modelo de
exclusao de vizinhos que é dada pela equacao 2.6, Mas como nossos dados experimentais
sao expressos em funcao da concentracao total de ligante em solucao, Cr, devemos entao
reescrever a isoterma de ligacao para que ela fique em funcao de Cr e nao de Cy. Para

isso recorremos a relacao

Cf = CT - Cb = CT — GCb (52)
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O gréfico mostrado na figura [5.5 representa os nossos dados do comprimento de per-

sisténcia ajustados com essa isoterma de ligacao.
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Figura 5.5: Grafico do comprimento de persisténcia em funcao da concentracao de DAPI,
ajustado pela isoterma de McGhee-von Hippel (linha pontilhada), para a forga ionica de

174 mM (circulos pretos) e para a forga ionica de 34 mM (quadrados vermelhos)

Com esse ajuste tedrico ao nossos dados experimentais conseguimos extrair os valores
de K, N e Ay, para os diferentes valores de forga ionica utilizados em nossos experimentos.
Para o PBS 174 mM encontramos K = (10,5 £ 3,0) x 10°M~1, N =4,4+0,7e A, =
29, Tnm. J4 para o PBS 34 mM encontramos K = (8,5+2,1) x 10°M~' N =3,8+0,5
e Ay = 26,3nm. Vale ressaltar que, para nosso ajuste tedrico a isoterma de ligacao do
modelo de exclusao de vizinhos é usada em sua forma nao cooperativa, que se ajusta
muito bem aos nossos dados, ou seja, o DAPI se liga ao DNA de forma nao cooperativa.
Vemos também que os valores encontrados para a constante de ligacao no equilibrio e para
o parametro de exclusao, em ambas as forcas ionicas, sao compativeis com os reportados
na literatura para a ligacao de fenda menor [3},33,35,36].

Para desacoplar o modo de ligacao da intercalacao usamos o mesmo modelo de exclu-
sao de vizinhos de McGhee-von Hippel, por se tratar de um modelo comumente usado
para ajustar dados de intercalantes tipicos. Vimos na se¢ao anterior que os efeitos da in-
tercalagdo comegam a surgir apenas para as concentracoes maiores que 0, 50puM . Usamos
entao os dados coletados nessa faixa de concentracao.

Para intercalantes tipicos podemos relacionar o comprimento de contorno com a iso-
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terma de ligacao por meio da relagao [34]:

LI
-7

© =r (5.3)
onde Lg ¢é o valor inicial do comprimento de contorno L, v é a razao entre o aumento na
largura do par de base ocasionado pela molécula intercalada e a largura natural do par

de base e fazendo r = ©/7, obtemos:

Cr

1-N
ocC e 1-N2
Yy

¥ YK(1-29) 11— (N -1

5

A equacao [5.4] é escrita em termos das variaveis experimentais que temos facil acesso,
Cr e O, que pode ser calculado através do comprimento de contorno em cada concentragao.
Com esse ajuste tedrico, podemos extrair os parametros de ligacao de interesse para o caso
da intercalacao que sao K, N e 7.

Na figura [5.6| vemos o grafico do comprimento de contorno em fungao da concentragao

total de DAPI.
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Figura 5.6: Grafico do comprimento de contorno em funcao da concentragao total de
DAPI, ajustado pela isoterma de McGhee-von Hippel(linha pontilhada), para a forga

ionica de 174 mM (circulos pretos) e para a forga ionica de 34 mM (quadrados vermelhos).

Podemos ver o ajuste feito pela equacao em nossos dados experimentais. Esse
ajuste foi feito apenas para a faixa de concentracao onde ocorre o aumento do comprimento

de contorno. Nesse caso Lg é o valor minimo obtido do comprimento de contorno fornecido
pelo grafico da figura [5.4]
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Com esse ajuste tedrico, podemos extrair os parametros de ligacao de interesse para o
caso da intercalagao que sao K, N e v para os dois valores de forcas ionicas utilizados em
nossos experimentos. Para PBS 174 mM encontramos K = (2,8 4 0,6) x 10°M 1, N =
3,3+0,4ev=0,940,1. J4 para o PBS 34mM encontramos K = (3,5+0,7) x 10°M 1,
N=254+0,5e~v=1,04+0,1. Os resultados obtidos sao da mesma ordem de magnitude
dos encontrados para intercalantes tipicos e o fato de encontrarmos v ~ 1 em ambos o0s
experimentos é uma forte indicacao de que o aumento do comprimento de contorno é
devida a intercalagao [37-41], pois outros tipos de ligacao que produzem um aumento no
comprimento de contorno geralmente apresentam v << 1 [32,/41].

Por ultimo, observamos que os valores encontrados para a constante de ligacao quimica
para os dois valores de forga ionica trabalhados é, aproximadamente, duas ordens de
grandeza menor que os resultados da constante de ligacao quimica encontrado para a
ligacao de fenda menor. Isto nos mostra que o DAPI tem uma maior afinidade em se ligar
com a fenda menor do que em se ligar através da intercalacao. Essa discussao nos permite
concluir que a ligacao de fenda menor é o principal modo de interacao entre o DNA e o
DAPI, pois tem uma afinidade de ligacdo maior que a intercalagao, devido a isso, essa
ligacao satura em concentracoes muito mais baixas de corante. J4 a intercalacao comega a
ter papel significativo na interacao apenas depois da saturacao da ligacao de fenda menor

e com uma afinidade de ligacao menor.
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Capitulo 6
Conclusoes e Perspectivas

Neste trabalho utilizamos a técnica de pinga éptica para investigar a interacao entre
o DNA e o corante fluorescente DAPI. A investigacao desse complexo foi feita em duas
solugoes salinas com forcgas ionicas diferentes, a fim de observarmos o que ocorre com a
esse complexo em alta e baixa forca ionica.

Para o ajuste dos parametros mecanicos fui utilizado o modelo WLC de polimeros
semi-flexiveis elaborado por Marko e Siggia. Através dos parametros mecéanicos pude-
mos observar um decaimento monotonico do comprimento de persisténcia em ambos os
valores de forca ionica. O comprimento de contorno apresentou um comportamento nao
monotonico, apresentando uma queda para baixas concentragoes de corante e um aumento
para altas concentragoes. Ambos os comportamentos foram observados para os diferen-
tes valores de forca ionica. Tanto o comprimento de persisténcia quanto o comprimento
de contorno tiveram seus comportamentos evidenciados para a solu¢ao com forca ionica
baixa. O comportamento nao monotonico do comprimento de contorno nos sugere, entao,
que dois modos diferentes de ligagao ocorrem no complexo DNA-DAPI.

Para fazermos a conexao entre os parametros mecanicos e propriedades fisico-quimicas
do complexo DNA-DAPI, ajustamos nossos dados com a isoterma de McGhee-von Hippel,
para o caso sem cooperatividade, que nos permitiu além de obtermos os parametros fisico-
quimicos de interesse para a ligacao, desacoplar os dois modos de ligagao observados em
nossos dados: a ligagao de fenda menor, que é o principal modo de ligacao, pois ocorre e
satura em baixas concentracoes de DAPI, e a intercalacao, que passa a ter papel relevante
apenas depois da saturagao da primeira.

Em nosso experimentos vimos que a baixa forca ionica tende a evidenciar o cardter
eletrostatico da ligacao. Como perspectivas futuras, temos interesse em continuar os
estudos de interacao em complexos DNA-ligantes variando a forca ionica da solugao a fim

de avaliarmos o comportamento dessas ligagoes.
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Apeéendice A

Mecanica de Polimeros

Varetas Flexiveis

Comecaremos nossa analise matematica pelo exemplo mais simples, uma vareta flexi-
vel. Vemos na figura [I| uma vareta rigida de comprimento L que sofre uma deformagao e

toma a forma de um semicirculo de raio R.

= X

Figura 1: Vareta rigida de comprimento L. que ao ser deformada toma a forma de um

semicirculo de raio R

O calculo da energia gasta para realizar essa deformagao é um problema classico dos

livros de mecanica do continuo e ¢ dada por:

rrL

Ecurva = 2R2 (1)

onde x ¢ a rigidez flexural da vareta, que ¢ dada por
/if =YI (2)

onde Y é o médulo de Young da vareta e I é o momento geométrico de segunda ordem

da secao reta.

Modelo de Kratky — Porod

Ao generalizarmos a expressao para a energia de curvatura, equagao [I], de uma vareta

rigida, obtemos a expressao conhecida como modelo de Kratky-Porod para a energia de

1

curvatura de um polimero. Para tanto, vemos que % € a curvatura de um semicirculo,
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entao, para uma curva arbitraria qualquer podemos substituir o termo % por C?, onde

C' ¢ a curvatura. Para escrevermos a curvatura C' observamos a figura

A ?(S)
N t(s)
r(s)
—=
0 r(s)

Figura 2: Curva arbitraria [12].

Na figura, ?(s) ¢é o vetor posicao que localiza um ponto arbitrario da curva. Este
vetor estd parametrizando a curva pelo comprimento de arco s ao longo da curva. f(s) éo
vetor unitario tangente a curva em cada ponto, também parametrizado por s. Do calculo
elementar temos a relacao .

i(s) = o )
s

e a curvatura é dada por
ot
0s

0>
= |os2 @

Substituindo a expressao[4], para uma curvatura arbitraria C', generalizamos a expressao

para a energia de curvatura de uma vareta rigida. Ao integrarmos a energia por unidade de
comprimento ao longo do comprimento de um polimero de forma arbitraria. O resultado

dessas consideragoes nos dao a expressao

1 L
Exp ==k
KP 2f/0

que é o modelo de Kratky-Porod.

2

O s (5)

ds

Elasticidade entrépica e o comprimento de persistén-
cia

Quando colocamos um polimero flexivel em uma solugao aquosa, os choques sofridos
com o meio faz com que ele se dobre até atingir um estado de equilibrio termodinamico.

Estes choques sofridos com o meio podem fazer com que suas duas extremidades se apro-

ximem ou se afastem, dependendo da forma inicial em que o sistema se encontra, ou seja,
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dependera da propria rigidez flexional do polimero e da temperatura em que o meio se
encontra.

Devido aos choques sofridos com o meio, e ao fato de a cadeia polimérica poder assu-
mir muitas configuragoes, podemos contar o nimero de configuragoes possiveis para essa
cadeia, ao fazermos isso estamos na verdade medindo sua entropia. Quando a entropia
tende a zero a curvatura da cadeia tem raio infinito, isto é, quando temos uma haste
rigida. Nesta forma o niimero de configuragoes possiveis € minimo e a entropia do sistema
também é minima. A medida em que os choques com o meio aumentam, o polimero tende
a possuir cada vez mais dobras, aumentando assim o nimero de configuragoes possiveis
e aumentando consequentemente a entropia, ja que esta é proporcional ao logaritmo do

nimero de configuracoes possiveis para o sistema,

S =kpln®Q (6)

onde €2 é o numero de estados possiveis e kg é a constante de Boltzmann.

Ao observamos novamente a figura , vemos que £(0) é o valor de #(s) na origem do
polfmero, definimos como @ o angulo entre £(0) e (s) para uma posicao arbitraria s. Para
um circulo de raio R, 6 é o angulo subtendido pelo arco de comprimento s (s = R#).

Dessa forma:

k’fS k‘f92
T OR T 2 ™)

Para avaliarmos as flutuagoes dessa curva, avaliamos o valor de (6%), que ¢é definido

por:

0%2eBEAQ

) = L ®)
[ e PEdQ
onde df2 = sin 0dfd¢ é o elemento de angulo sélido e 5 = ﬁ e T" a temperatura absoluta.
B

Para resolvermos a equagao [§ tomamos o limite de pequenas curvaturas, fazendo
sinf ~ 0 e E ~ Eg., e uma mudanca de varidveis simples (z? = 3F,,.), transformamos o
numerador e o denominador em integrais do tipo gaussiana, que sao bem conhecidas. O

resultado dessas integrais nos da:

2 _ 25
)= 51 Q)

dessa equacao definimos o comprimento de persisténcia A, que é dado por:

A = Bk; (10)

Como falado anteriormente A da uma ideia imediata da rigidez da molécula, ja que, A é
diretamente proporcional a rigidez flexural, k¢, e inversamente proporcional a temperatura
T, isto indica que, quanto maior A, mais rigido é o polimero, apresentando poucas dobras,

quanto menor o valor de A, mais flexivel é o polimero, apresentando muitas dobras.
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Para obtermos a interpretacao geométrica do comprimento de persisténcia calculamos

o valor médio do produto escalar entre os vetores £(0) e £(s).

(£(0)- i(s)) (11)

que possui valor maximo unitario.
Analisamos novamente no limite de pequenas curvas, onde 6 é pequeno. Fazendo a

. ~ 02 ~
aproximagcao COs 9 ~1— 5 Teremos entao:

S (62) s
)it =1 -1 2 (12)

Onde o tdltimo termo é a expansao em primeira ordem da funcao exponencial, dessa

I

forma temos:

e

(t(0)-#(s)) = e

dessa equacgao, vemos que o comprimento de persisténcia é o comprimento de correlacao da

(13)

cadeia polimérica, isto é, uma medida do alcance das perturbacoes locais na conformagcao
da molécula.

Da andlise geométrica vemos que, em uma vareta completamente rigida, os vetores ¢ (0)
e 1(s) sdo paralelos, e assim (£(0)-#(s)) assume o valor maximo. De acordo com a equacio
devemos ter A — oo. Ou seja, o comprimento de persisténcia mede a distancia ao

longo do polimero sobre o qual a orientacao da curva fica nao-correlacionada.

O modelo WLC

O modelo WLC tem sido usado como padrao para a analise dos experimentos de esti-
ramento de DNA nos tltimos anos. Ele descreve de maneira satisfatéria o comportamento
eldstico de polimeros semi-flexiveis, dentro do regime entrépico (~ 5pN), tanto para pe-
quenos estiramentos (perto da conformacao de equilibrio) quanto para longos estiramentos
(perto da conformagao retilinea). Trataremos esses dois limites separadamente, e no final
encontraremos uma expressao valida para estiramentos arbitrarios.

Antes de tratarmos desses limites faremos o calculo da extensao z do polimero, que
pode ser escrita como a distancia quadratica média entre as duas extremidades do DNA,

<ri >.

Célculo do < 2, >

Considere uma curva qualquer s, definimos o vetor 7(0) como o vetor posi¢ao que
localiza uma extremidade do polimero situada em s = 0 e 7(L) como sendo a outra

extremidade do polimero situada em s = L, o comprimento de contorno do polimero.
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A distancia entre as duas extremidades do polimero é dada pelo médulo do vetor:

Fee - F(‘L) - F(O) (14)
e assim,
< e >=< [f(L) — 7(0)]* > (15)
Sabemos que
. or
i) =5 (16)

portanto

/0 i — /O i), (17)

que fornece

<72 > <[ /O " tA(s’)ds’} | [ /0 v tA(s”)ds”]> _

(19)

Mas, sabemos que
< i(s')-4(5") >= exp (_73) : (20)

fazendo apenas uma mudanca na origem do sistema, temos
SN ANE YR B |S/ — S
<t(s)-t(s”) >=exp — (21)

Substituindo [21] em [I9] conseguimos dividir a integral em duas partes igual, de modo

que

"

L 9 s !
2 _ —S b2 —S /
<72 >= 2/0 erp (_A ) ds /0 erp ( I ) ds (22)

Resolvendo essa integral obtemos o seguinte resultado:

< 7% >=2AL — 2A° {1 —exp (—%)} (23)

Podemos agora estudar as duas conformagoes extremas para o polimero, o limite fle-

xivel e o limite rigido.

(i) Limite flexivel (L >> A)
< T2 > 2AL (24)
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(ii) Limite rigido (L << A)
<72 >=[? (25)

Vemos, entao, que no limite flexivel a distancia entre as extremidades do polimero
depende do comprimento de persisténcia da molécula, ja no limite rigido esta distancia so
depende do comprimento de contorno, o que era de se esperar, pois nesse limite o polimero
se assemelha a uma vareta rigida.

Estiramentos proximos da conformacgao de equilibrio

Para pequenos estiramentos a forca pode ser aproximada pela Lei de Hooke,
F=—kz (26)

onde k é a constante eldstica da mola z é o estiramento da molécula.
A extensao z do polimero pode ser escrita como a distancia quadréatica média entre as

duas extremidades do DNA, < r2 >, definida no apéndice ?7?.
2=V (r2) (27)
Mas, para o limite flexivel (L >> A), temos
z = V2AL (28)

Usando o principio da equiparticao de energia para a energia potencial eldstica do

DNA, temos

1 3
Zk2? = SkpT 2
22 23 (9)

usando a equagao [28|, determinamos a constante eldstica:

3kpT
= —— 30
2 AL (30)
Finalmente, podemos escrever a for¢a aproximada para este regime:
3 kT
F=———"+ 1
2 AL~ (31)

Estiramentos longe da conformacao de equilibrio

Neste caso, a molécula de DNA esta muito esticada. Podemos escrever a energia
aproximada como a energia do modelo de Kratky-Porod, excluindo o trabalho necessario,

exercido pela forga, para manter a molécula nesta configuragao

2
ot

0s

k, L
Ewie =L

ds — Fz (32)
2 Jo
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onde a forca I’ aqui é um multiplicador de Lagrange para manter z constante.
Neste caso temos z ~ L, ¢ o vetor ¢ é praticamente paralelo & curva 7(s), que descreve

a conformacao da molécula. Dessa forma, a componente ¢, é muito maior que t, e t,.

Temos:
f=tg0+t,) +t.k (33)
e
A2
(i = 1tal® + 1t + ) = | + e = 1 (34)
Como |t,] = /1 —|t.|? e |t.]* << 1, podemos fazer uma aproximagao em primeira
ordem,
o 1P
AR (35)

Como consequéncia da mesma aproximagao, é possivel escrever ainda que z = [ |t,|ds.

Substituindo estas relagoes na equagao [32], obtemos

Eure — SknTA L%Qd _F L1—|“|2d 36

WLC—QB ; D5 S o( 9 )3 ( )
kgT (2| ot > F 2

— BT L Lt Plds— FL 37

2 Jy gs | Ty | s (37)

onde fizemos a aproximagao dt/ds = 0t /0s uma vez que t, é praticamente constante ao
longo do polimero.
Utilizando a transformada de Fourier para fazer a decomposicao da energia em modos

normais, temos

Lo = [ talopes (38)
onde obtemos como resultado

1 dq 2 oz 2
Ewre = QkBT/ﬂ [Aq + kB_T] lti(q)|” — FL (39)

Este resultado nos permite calcular o valor quadratico médio de ¢, que nos levara a
expressao que estamos procurando para a forca no regime de estiramentos longos. No
entanto os procedimentos deste calculo nao nos é de interesse para ser demonstrado aqui

e pode ser acompanhado na referencia |11] . O resultado deste calculo é:

() =/ (40)

lti]?

Utilizando a aproximacao z/L = [t,| = 1 — 55, teremos
z 1 kBT
iV Py il 41
L 2V FA (41)
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que ao isolar F, obtemos a expressao para a forca no regime de estiramentos longos,

P= 1 ) )

Estiramentos arbitrarios

Se a equagao (42| fosse vélida também para pequenos estiramentos (z ~ 0), deverfamos
recuperar a equacao da forca para baixos estiramentos, equacao|31|,fazendo a sua expansao

em primeira ordem. Mas a expansao em primeira ordem nos da:

k)BT 1 z
MR . 4
A (4 i 2L> (43)

Para contornar este problema, Marko e Siggia fizeram uma interpolacao, acrescentando

2

O

dois termos de correcao na expressao {42 que sao insignificantes quando z ~ L, mas dao
a forma correta da forca para pequenos estiramentos quando fazemos a expansao em
primeira ordem. A corre¢do consiste em somar o termo (z/L) — (1/4) dentro do colchete
da equagao 42|. Com isso, obtemos finalmente a famosa expressao de Marko e Siggia [13]

para a forca entropica da molécula de DNA em funcao da extensao,

kT
T A

z 1 1

ST .
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Apeéendice B
McGhee - von Hippel, Modelo de

Exclusao de Vizinhos

Para formular sua conhecida expressao para o modelo de exclusao de vizinhos, equagao

[2.6] McGhee e von Hippel utilizaram o procedimento descrito abaixo:

(i) A molécula de DNA pura, livre de ligantes, é considerada como uma rede unidimen-
sional, em geral muito extensa para que os efeitos de borda sejam desprezados, com

muitos sitios livres ligaveis.

(ii) Considere a constante quimica intrinseca, K, independente do nimero prévio de

ligantes ja ligados a molécula de DNA, isto é, nao existe cooperatividade [2].

(iii) Uma lacuna (gap) na rede, com g sitios livres, esta localizada entre duas moléculas
ligadas, o nimero de sitios ligaveis nessa lacuna é s = ¢ — N + 1, para ¢ > N ou
s = 0 para g < N, na figura [3| vemos uma situacao onde g = 5, N = 3 e neste caso
s = 3, onde N ¢é o numero de exclusao, isto ¢, o nimero de sitios ligaveis ocupados

por uma molécula do ligante ligada molécula de DNA.

(iv) O processo de ligacao pode ser escrito pela reagao quimica
_ K
Cf +S =0 (45)

onde Cf ¢ o nimero de moléculas de ligantes livres em solugao, S é o nimero médio
total de sitios livres da molécula de DNA e C}, é o nimero de moléculas de ligantes

ligadas.
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Figura 3: Lacuna (gap) com g = 5 sitios ligaveis situado entre duas moléculas de ligantes

ligadas.

No equilibrio quimico temos,
Cy
K= —> 46
s (46)

O numero médio de sitios ligdveis em uma lacuna pode ser escrito como:

maac

=Y (9-N+1P, (47)

g=N

onde P, é a probabilidade de uma lacuna particular possuir exatamente g sitios € gpaq ¢
o valor maximo de g, que corresponde a uma lacuna do tamanho da prépria rede.
Observe que, devido a geometria da rede, quando colocarmos (' moléculas ligadas,

teremos C + 1 lacunas. Desta forma, podemos escrever,
S=(C,+1)3 (48)

e desse modo, substituindo as equagoes [46] e [£7] em [48] temos

Cb 9mazx
o K(Cy+1) gz;v(g ~ N+1)P, (49)

O principal problema ¢é encontrar uma expressao para a probabilidade P,. Para isso,

adotamos a seguinte relacgao:
e f é um sitio livre, ligavel, da rede.

® by, by, ..., b, sao o primeiro, o segundo, ... e o ultimos sitio ligado por uma tnica
molécula. A figura[4 esquematiza esta notagao para N = 3. Observe que chamamos

de b; a extremidade direita desta molécula.

41



Figura 4: Notacao usada para calcular a probabilidade P,. f é um sitio livre (ligavel) da

rede e b; sao os sitios ligados [11].

Utilizando esta notacao, definimos as probabilidades condicionais:

e P{f|f} é a probabilidade de encontrarmos um sitio livre qualquer, se o sitio imedi-

atamente anterior a este for livre também.

e P{f|b1} é a probabilidade de encontrarmos um sitio qualquer ligado, se o sitio

imediatamente anterior a este for livre.

De acordo com esta notagdo, devemos ter sempre P{bi|by} = P{b|bs} = ... =
P{by_1|bx} = 1 para uma molécula com o nimero de exclusdo N. Além disso, deve-
mos ter P{f|b2} = ... = P{f|bn} = 0, pois um sitio livre s6 pode ser um vizinho (situado
a esquerda) de outro sitio livre ou do primeiro sitio ligado (b;) de uma molécula ligada.

Utilizando esta notacao, podemos escrever a probabilidade P, como

Py = P{bn|f} x [P{FISHT" > P{f|br} (50)

O numero total de sitios ligados da rede é C, N, e a fracao de sitios ligados por niimero

total de sitios da rede é:
CyN

Chp

= Nr, (51)

onde r = Cy/Cyp € Cpy, é 0 niimero de pares de base (sitios da rede).

Como a fragao de sitios livres é 1 — N7, entao, a probabilidade de encontrar um sitio
livre de forma aleatoria é 1— Nr. O sitio anterior, situado imediatamente a esquerda deste,
pode estar livre, com probabilidade 1 — N7, ou ocupado, com probabilidade Nr/N = r.

Podemos escrever entao
1= Nr=(1—Nr)P{f|f}+rP{bn|f} (52)

Observe que devemos ter agora P{f|f} = P{bn|f}, pois nao existe qualquer prefe-
réncia para um sitio de estar livre ou ocupado. Assim, usando a [52] escrevemos

PP = Plowlfy = 7= (53)

—(N-=1)r

P{flbi} = P{owh} = 1= P{fIf} = —— (54)

(N —=1)r
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Substituindo as equagoes 53] e [p4] na equagao [50, obtemos

Fy= {1 —1(;\f]ir1)rr {1 — (§ — 1)7“] (55)

Com esta expressao para a probabilidade P,;, podemos calcular o somatdrio da equa-

cao fazendo gpe: — oo (assumindo assim uma rede muito extensa). Fazendo x =
(1-Nr)

m temos

4= ==

g=N
= > (g— N+1)ax?
g=N
—ax%Za:g%—a(l—N)ng (56)
9= g=N

()

Finalmente, usamos a equagao [49] para obter a famosa expressao de McGhee e von
Hippel, como a rede é muito extensa, é razoavel fazer a aproximacao C, +1 ~ Cj e

obtermos

L Ki(1-Nr) {

1— Nr N1
Cf )r

T=(N=1)r (57)
que ¢é a equacao [2.6

De acordo com a figura 4], deverfamos esperar sempre um valor inteiro para N. Entre-
tanto, a maioria dos resultados encontrados na literatura sdo de valores nao inteiros [38,40].

Isso ocorre devido ao fato dessa expressao ser uma aproximacao.
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Abstract

In this work, we use force spectroscopy to investigate the interaction between the
DAPI fluorescent dye and the A-DNA molecule under high (174 mM) and low
(34 mM) ionic strengths. Firstly, we have measured the changes on the mechanical
properties (persistence and contour lengths) of the DNA-DAPI complexes as a func-
tion of the dye concentration in the sample. Then, we use recently developed models
in order to connect the behavior of both mechanical properties to the physical chem-
istry of the interaction. Such analysis has allowed us to identify and to decouple two
main binding modes, determining the relevant physicochemical (binding) parameters
for each of these modes: minor groove binding, which saturates at very low DAPI
concentrations (Ct~ 0.50 uM) and presents equilibrium binding constants of the
order of ~10” M ™" for the two ionic strengths studied; and intercalation, which starts
to play a significant role only after the saturation of the first mode, presenting much

KEYWORDS

1 | INTRODUCTION

DNA fluorescent dyes are molecules that bind along the biopol-
ymer allowing its visualization in experimental techniques such
as fluorescence microscopy and gel electrophoresis. Important
examples are the compounds from the Hoechst family, YO,
YOYO, ethidium bromide, and DAPIL These molecules present
a variety of different binding modes when interacting to DNA.
Ethidium bromide, for example, is a classic intercalator."*! The
Hoechst compounds are mostly known as minor groove bind-
ers, >4 although intercalation can also occur at low dye concen-
trations.” YO and YOYO, however, present both major
groove binding and intercalation.!*® Although the general
aspects of the interactions between these compounds and the
DNA molecule are well understood, many peculiarities remain
unknown and are subject of recent research.”>%°! Characteriz-
ing in detail the physical chemistry of such interactions, as well
as the dye effects on the DNA mechanics is a fundamental issue
for optimizing the use of these compounds in various types of
experiments. In addition, such understanding can also provide
key insights to the development of more efficient dyes.

smaller equilibrium binding constants (~10> M ").

DAPI, DNA, binding isotherm, optical tweezers

DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole; Figure 1) is a
synthetic dye much used to visualize living cells as well as
single DNA molecules in fluorescence microscopy. Previous
works have found that the molecule binds preferentially to
the DNA minor groove in AT-rich regions, but can exhibit
different binding modes depending on the DNA sequence
and/or on the buffer conditions, including intercalation at
CG-rich regions."®'> Nevertheless, some important ques-
tions remain unknown, for example: (a) Are the different
binding modes coupled or independent? (b) How the ionic
strength of the surrounding buffer affects the binding mecha-
nism(s) and the physicochemical (binding) parameters of the
interaction? (c) How the mechanical properties of the DNA-
DAPI complexes vary as a function of the dye concentration
and how the ionic strength affects such properties?

In this work, we use force spectroscopy in order to inves-
tigate the interaction between the DAPI dye and the .-DNA
molecule under high (174 mM) and low (34 mM) ionic
strengths, to characterize in detail the binding mechanisms
and to answer the above questions. Firstly, we have measured

Biopolymers. 2017;107:e23015.
https://doi.org/10.1002/bip.23015
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CO-0
HoN ﬁ +NH,

+NH,

FIGURE 1 Chemical structure of the DAPI (4 ,6-diamidino-
2-phenylindole) dye

the changes on the persistence and contour lengths of the
DNA-DAPI complexes as the dye concentration in the sam-
ple increases. Then, we use recently developed models in
order to connect the behavior of both mechanical properties
to the physical chemistry of the interaction."®'"! Such analy-
sis has allowed us to identify and to decouple two main bind-
ing modes, determining the relevant binding parameters for
each of these modes in each ionic strength and thus, answer-
ing the above questions.

2 | MATERIALS AND METHODS

Our samples consist of -DNA molecules (New England
Biolabs) end-labeled with biotin in a Phosphate Buffered
Saline (PBS) solution. The measurements were performed in
two different ionic strengths (I; = 174 mM and I, = 34 mM),
to investigate the role of this parameter on the DAPI interac-
tion with A-DNA. The composition of the two PBS buffers
are the following. (1) PBS 174 mM: 4.375 mM of Na,HPOy,,
1.25 mM of NaH,PO,4 and 140 mM of NaCl; total ionic
strength /; =174 mM. (2) PBS 34 mM: 4375 mM of
Na,HPO, and 1.25 mM of NaH,PO, (no NaCl); total ionic
strength /, = 34 mM. The sample chamber consists of an o-
ring glued in the surface of a glass coverslip, where the
working solution is deposited. One end of the DNA mole-
cules is attached to the coverslip surface, which is coated
with streptavidin,“sl
streptavidin-coated polystyrene bead with a diameter of 3
um (Bangs Labs). DAPI was purchased from Sigma-Aldrich
(Cat. D9542) and used without further purification.

Our optical tweezers consist of a 1064 nm ytterbium-
doped fiber laser (IPG Photonics) operating in the TEM,
mode, mounted on a Nikon Ti-S inverted microscope with a
100X NA 1.4 objective. The tweezers is previously cali-
brated by using the Stokes force calibration procedure before
the experiments. Once calibrated, the apparatus is used to
trap the polystyrene bead attached to a DNA molecule. By
moving the microscope stage using a piezoelectric actuator,
we stretch the DNA while monitoring the changes of the
bead position in the tweezers’ potential well, using videomi-
croscopy. To guarantee that the chemical equilibrium of the
complexes will not be much disturbed by the molecule

while the other end is attached to a
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manipulation, we limit the maximum stretching forces to ~2
pN, working therefore within the entropic regime. The
Marko-Siggia worm-like chain (WLC)!'*! expression for the
entropic force is then used to fit the experimental data and to
extract the basic mechanical parameters: the persistence
length A and the contour length L.

Before adding the dye, the particular bare DNA molecule
chosen to perform the experiments is carefully tested by per-
forming at least 6 repeated stretching measurements in order
to obtain the average values and the error bars (standard error
of the mean) of the mechanical properties. The results
obtained are Ag = (46.6 = 2.5) nm and Lo = (16.7 = 0.4) pm
in PBS 174 mM; and Ayg=(46.0+0.9) nm and
Ly=(16.5*0.3) um in PBS 34 mM. DAPI is then intro-
duced in the sample chamber by using micropipettes, main-
taining the same DNA molecule tethered by the tweezers.
We wait ~30 min before performing the subsequent meas-
urements. We have found that this time interval is sufficient
for the DNA-DAPI complexes to achieve the chemical equi-
librium, verifying that both mechanical properties stabilize at
their equilibrium values after such time. Thus, we determine
the average mechanical properties and the error bars of this
particular --DNA-DAPI complex at the chosen dye concen-
tration, by performing six repeated stretching experiments.
Then, the series of stretching experiments were repeated
scanning various DAPI concentrations. Finally, to evaluate
the variability of the results over different DNA molecules,
we use different samples to repeat the entire experiment
(scanning all the chosen concentrations) for six different
DNA molecules. The results and error bars reported below in
Figures 4 and 6 for the mechanical properties are averages
over these six different DNA molecules. All experiments

16
=& bare DNA
—=—0.50 uM DAPI
—— 1.5 uM DAPI
12 1l 6 uM DAPI |
—
=z
£ o8 i
[0)
o
—_
&
04 =

15
DNA extension (um)

FIGURE 2 Representative force-extension curves obtained

with our methodology in the PBS 174 mM buffer, for different

DAPI concentrations. The WLC fittings are also shown (solid

lines)
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FIGURE 3 Representative force-extension curves obtained
with our methodology in the PBS 34 mM buffer, for different

DAPI concentrations. The WLC fittings are also shown (solid
lines)

were carried out at room temperature (23°C). More details
about the experimental methods and procedures can be found
in ref. [20].

3 | RESULTS AND DISCUSSION

3.1 | A force-extension data

In Figure 2, we show representative force-extension curves
obtained with our methodology in the PBS 174 mM bufter,
for various DAPI concentrations. The WLC fittings are also
shown (solid lines). Observe that the data dispersion due to the
Brownian fluctuations of the tethered bead is small, and the
WLC fittings are accurate, returning the mechanical parameters
(persistence and contour lengths) with a very good precision.
In Figure 3, we show similar data obtained in the PBS 34 mM
buffer.

Complete details on the procedure used to obtain the
force-extension curves and the WLC fittings can be found in
our ref. [20].

3.2 | The persistence length presents a simple monotonic
decrease as DAPI binds to DNA

In Figure 4, we show the persistence length (A) of the DNA-
DAPI complexes as a function of the DAPI total concentra-
tion in the sample (Cr), obtained in the PBS 174 mM (black
circles) as well as in the PBS 34 mM buffer (red squares).
Observe that in both cases the persistence length presents a
simple monotonic decrease as a function of the DAPI con-
centration. A similar behavior was previously reported by
other authors in experiments, which use other types of DNA
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[ w1 v

and different experimental techniques such as atomic force
microscopy and fluorescence microscopy.”!'>?!??! Such
result strongly suggests that groove binding is the main
mode of interaction between DAPI and A-DNA, a conclusion
also achieved by these cited works. In fact, recently we have
shown that intercalation in general increases the DNA per-
sistence length when measured in the force regime <2
pN.[2‘2°] Such result was also obtained by authors that use
non-stretching  (zero force) techniques,?"*% although
experiments performed in a higher force regime can lead to
different results.!?-*"!

DAPI is a divalent cationic (2+) molecule!”! (see Figure
1), and therefore neutralizes significantly the negative phos-
phate backbone of the double-helix. The decrease observed
here for the persistence length is surely related to the screen-
ing of the negative charges, which reduces the segment-
segment repulsion along the contour of the DNA molecule.
Therefore, there is an increase on the average number of
bending fluctuations, corresponding to a decrease on the
WLC persistence length. In fact, by using atomic force
microscopy, Japaridze et al. have visualized an increase in
the average number of effective bendings of a 1.4 kbp DNA
as the DAPI concentration increases in the sample. Recently,
Wang et al. have also reported a decrease on the persistence
length of /-DNA fragments as the DAPI concentration
increases in the sample.'?!

50
® PBS174mM
1 m PBS 34mM
45 i
— — fit NEM PBS 174 mM
— — fit NEM PBS 34 mM
—~ 40 -
1S
=
£
< 35| il
Ir-d--_. .{ _________
30 = i % 2|
25
0 1 2 3 4 5 6 7
C, (uM)

FIGURE 4 Persistence length (A) of the DNA-DAPI
complexes as a function of the DAPI total concentration in the
sample (Cr), obtained in the PBS 174 mM (black circles) as
well as in the PBS 34 mM buffer (red squares). Observe that the
persistence length presents a simple monotonic decrease as a
function of the DAPI concentration. Fittings to the model dis-
cussed in Section “The physical chemistry of the DNA-DAPI
interaction can be deduced from the mechanical measurements”
are also shown (dashed lines)
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FIGURE 5 Persistence length obtained at saturation (A,
normalized by the bare DNA persistence length (4,) as a function
of the Debye length. The strong decrease of A, evidences the
important role of the electrostatic effects in the DNA-DAPI
interaction

The ionic strength has a significant effect on the persist-
ence length behavior, as expected due to the cationic nature
of the DAPI dye. Observe in fact that both curves shown in
Figure 4 start from very close values (Ap~ 46 nm) obtained
for the bare DNA molecule in these buffers, and saturate at
~31 nm in PBS 174 mM and at ~ 27 nm in PBS 34 mM.
These results show that: (a) the difference in the two ionic
strengths used here do not affect the bare DNA persistence
length, a result also verified by other authors®'; and (b)
when DAPI binds to DNA, the electrostatic character of the
interaction is evidenced for lower ionic strengths, which is
accompanied by higher changes on the mechanical properties
of the DNA-dye complexes.'>*!

To advance in the above discussion, in Figure 5 we show
the behavior of the persistence length obtained at saturation
(Agq0) normalized by the bare DNA persistence length (4,) as
a function of the Debye length, the characteristic length in a
electrolyte solution that measures how far the net electro-
static effects persist. Such parameter can be estimated
directly from the ionic strength [ of the electrolyte solution
by the approximate formula 0.304//I, which gives the
Debye length in nanometers if the ionic strength is expressed
in molar units. We have also included in the figure the results
obtained from the data of Japaridze et al'®! and Wang
et al.,m] which have used ionic strengths different from the
two ones used in this work.

Observe that the persistence length obtained at saturation
decreases strongly as a function of the Debye length, evi-
dencing the important role of the electrostatic effects in the
DNA-DAPI interaction. Basically, when one increases the
ionic strength of the buffer, the Debye length decreases and
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the persistence length presents small changes relative to the
bare DNA value. In other words, Figure 5 explicitly shows
that electrostatic modulates the persistence length behavior,
as anticipated two paragraphs above. This result explains the
different values of the persistence length measured in the
three works compared in Figure 5.

3.3 | The contour length presents an unusual
nonmonotonic behavior

In Figure 6, we show the contour length of the same DNA-
DAPI complexes, normalized by the value obtained for the
bare DNA (L/Ly), as a function of C;. Observe that this
mechanical property presents an unusual nonmonotonic behav-
ior: firstly, it presents a slight decrease for very small DAPI
concentrations, then increasing for higher concentrations. Such
behavior suggests that two different binding modes occur in the
interaction between DAPI and A-DNA under our experimental
conditions. This first binding mode is dominant for low DAPI
concentrations (Cr= 0.50 pM) and is responsible for the slight
decrease of the contour length verified in this concentration
range. The second binding mode, otherwise, starts to play a
role for Cr= 0.50 uM and is responsible for the increase of the
contour length verified for this concentration range.

Many works have concluded that DAPI binds preferen-
tially to the DNA minor groove in AT-rich regions.!'®!!!4l
Therefore, we propose that the first binding mode observed
here for Cr= 0.50 uM is minor groove binding at the AT-
rich regions of the 2-DNA molecule. The slight decrease of
the contour length observed at this concentration range is

1.2 1. . }
1.15 T -1
I
11 F ¢ |
-_IG
105 |- .
3 t
il *t
095 |- a 1
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m PBS10mM
09 Il 1 | Il 1
4 0 1 2 3 4 5 6 T
C, (uM)

FIGURE 6 Contour length of the same DNA-DAPI com-
plexes, normalized by the value obtained for the bare DNA (L/
L), as a function of Cr. Observe that this mechanical property
presents an unusual nonmonotonic behavior: firstly, it presents
a slight decrease for very low DAPI concentrations, then
increasing for higher concentrations
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related to the charge of DAPI molecule. In fact, although
divalent cationic molecules are not capable to induce DNA
condensation, sometimes they can induce a decrease on the
apparent contour length by increasing the number of effec-
tive bendings along the double-helix structure.!'”3!

However, the increase of the contour length observed for
Cr= 0.50 uM is probably related to intercalative binding.
Such binding mode was reported in the literature when
DAPI is interacting with CG-rich DNAs,"%" or when the
dye concentration is high.!"*!>! Observe that the increase of
the contour length is higher in the PBS 34 mM buffer,
evidencing again the role of the ionic strength on the DNA-
DAPI interaction.

Japaridze et al. have also found a non-monotonic behav-
ior for the contour length of their DNA-DAPI complexes,
although the changes are much smaller (<5%) than those
reported here and are within the error bars reported by the
authors.'”! Such difference may be related mainly to two
facts: (a) the authors use a different type of DNA with only
1.4 kbp, and it is well established that the DNA-DAPI inter-
action depends on the base-pair sequence!'*!""1314l: and (b)
the authors’ buffer has divalent cations (Mg”), which cer-
tainly influences the DNA-DAPI interaction due to the rele-
vant electrostatic component of the interaction, as discussed
previously. Wang er al.,”*®! however, have found a constant
contour length as DAPI binds to their /-DNA fragments.
Here, the discrepancy from our results may be mainly due to
the fact that they use higher ionic strengths, which weakens
the DNA-DAPI interaction, as discussed. The fact that these
authors have found a very small change on the persistence
length (see Figure 5) supports such conclusion.

Returning to our data, a qualitative analysis of the two
mechanical properties suggests the following scenario for the
interaction of DAPI with A-DNA. The main binding mode is
minor groove binding, which occurs and probably saturates
for very low dye concentrations (Cr~ 0.50 pM). Such bind-
ing mode induces a decrease on both the persistence and
contour lengths, an effect related to the screening of the
phosphate backbone as well as to the intrinsic changes on
the DNA conformation to accommodate the bound dye mol-
ecules at the minor groove sites. A second binding mode
(intercalation) starts to play a significant role for Cr= 0.50
UM, increasing the DNA contour length. Such mode does
not cause any significant change on the persistence length in
this case, probably because the first mode (minor groove
binding) is dominant to determine the flexibility of the com-
plexes formed. The ionic strength of the surrounding bufter
significantly affects the behavior of the mechanical proper-
ties. In fact, at saturation the persistence length decreases
~33.5% in PBS 174 mM and ~41.3% in PBS 34 mM. The
contour length, otherwise, saturates increasing ~11% in PBS
174 mM and ~18% in PBS 34 mM.
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3.4 | The physical chemistry of the DNA-DAPI
interaction can be deduced from the mechanical
measurements

To advance beyond the qualitative discussion drawn above,
here we use recently developed models in order to connect
the behavior of the mechanical properties to the physical
chemistry of the interaction. As we will show in the follow-
ing sections, such approach applied here to the DNA-DAPI
interaction has allowed us to: (a) extract the physicochemical
(binding) parameters of the interaction in both buffers; (b)
determine the changes of these parameters due to the varia-
tion of the ionic strength; and (c) decouple the two different
binding modes.

3.5 | Persistence length data can be used to extract the
effective global binding parameters

The persistence length data shown in Figure 4 can be used to
deduce the effective global binding parameters of the DNA-
DAPI interaction. In fact, it was recently shown that a mono-
tonic decrease of such mechanical parameter can be modeled
with the equation'”!

1

1—Nr
Ap

Nr
A]’

A

= )
where A is the bare DNA persistence length, A; is the local
persistence length due to the binding of a single ligand mole-
cule (or a single bound cluster of molecules if they form
aggregates), r is the bound site fraction (fraction of bound
DNA base-pairs), and N is the exclusion parameter, the aver-
age number of DNA base-pairs in which one finds a single
bound ligand molecule. The exclusion parameter N is related
to the saturation value of the bound site fraction (ryax) by
N = UrpaxV”!

Equation 1 can be linked to a binding isotherm via the
parameter r. A very useful isotherm to study DNA interac-
tions with small ligands is the classic McGhee-von Hippel
neighbor exclusion model (NEM),””‘” which reads

L —k(1-Nr)

c @

where K is the equilibrium binding association constant, and
Cy is the free ligand concentration in solution, which is
related to the total ligand concentration Cr by Cy= Ct — Cy,
where C, is the bound ligand concentration. Note that
r = Cyp/Cyp, Where Cy, is the DNA base-pair concentration in
solution.

Here, we have used the NEM binding isotherm plugged
into Equation 1 to fit the persistence length data (dashed lines
in Figure 4). Observe that we use a single binding isotherm,
with a single set of binding parameters, to perform the fitting.
This approach has allowed us to the extract the effective
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TABLE 1 Persistence length fitting parameters
PBS KM N A; (nm)
174 mM (10.5 +3.0)x10° 44=0.7 29.7
34 mM (8.3 £2.1)x10° 3.8+0.5 26.3

global binding parameters of the interaction, that is, the
parameters considering a single effective binding mode, with
a single binding constant. At first sight, this is not the most
realist scenario for the present interaction, since minor
groove binding and intercalation are both probably present
here. Nevertheless, the persistence length data shown in Fig-
ure 4 cannot be used to decouple different binding modes,
because a model containing two sets of binding parameters
will have an excess of adjustable parameters to fit a very
simple curve (monotonic decay). Such a fitting returns results
with very high error bars, invalidating any conclusion. Thus,
the only suitable option here is try to find the effective global
binding parameters of the interaction.""” The technical
details of our fitting procedure were previously described.!”!

The parameters obtained from the fittings are shown in
Table 1. The parameters A (the persistence length of bare
DNA) and A; (the saturation value) were maintained fixed in
the fitting since they were easily determined from the experi-
mental data of Figure 4, thus reducing the number of adjustable
parameters.

These results allow us to draw some important conclu-
sions. Firstly, the fact that the classic McGhee-von Hippel iso-
therm (Equation 2) has fitted the experimental data shows that
the DNA-DAPI interaction is non-cooperative, at least under
our experimental conditions. In fact, Equation 2 works well
only for noncooperative DNA-ligand binding reactions, and a
more intricate version of the model is needed to take coopera-
tive effects into account. This result was also checked by
fitting our experimental data with the Hill binding isotherm
(data not shown), the simplest binding model which takes
cooperativity into account.'”’ From these fittings we have
found Hill exponents very close to 1 for both ionic strengths,
showing that this interaction is really noncooperative.!'”!

Secondly, the values found for the equilibrium binding
constant (~10’ Mfl) and for the exclusion parameter (~4)
in both ionic strengths are compatible with a minor groove
binding mechanism.!'%""1335] In fact, the equilibrium bind-
ing constants determined here are in agreement with other
investigations that have measured a minor groove binding of
DAPI to the DNA molecule.!'*'**! The result N~ 4 is also
in very good agreement with x-ray diffraction measurements
that have elucidated the structure of DAPI bound to the
DNA minor groove.**3” Intercalative binding, on the other
hand, usually have smaller values for these parameters, with
binding constants typically on the order of ~10° M~' and
exclusion parameters between 2 and 3133839
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3.6 | Contour length data can be used to decouple the
intercalative binding mode

As mentioned in Section “The contour length presents an
unusual nonmonotonic behavior,” intercalation starts to play
a significant role for Cy= 0.50 uM, increasing the DNA
contour length. We can then fit the data of Figure 6 for this
concentration range to the McGhee-von Hippel NEM.

For typical intercalators, the contour length L can be
straightforward connected to the binding isotherm with the

relation'"”!

=", 3)

Ly

where L is the initial value of the contour length and 7 is the
ratio between the extension elongated per bound ligand and
the distance between two consecutive base-pairs (~0.34 nm).
For typical intercalators, y=1."4"!

In Figure 7, we show the fitting of the model (Equation 2
plugged into Equation 3) to our experimental data corre-
sponding to the concentration range where the contour length
increases. Here L, is the minimum value of the contour
length obtained from the data of Figure 6, and not the bare
DNA contour length, because this mechanical parameter
starts to increase only at Cr= 0.50 uM. Observe that the
model explains well the experimental data, and from the fit-
ting, we can extract the binding parameters corresponding to
the intercalative binding mode, which are shown in Table 2.

The values obtained for the binding parameters K and N
are on the same order of magnitude of the results found for
typical intercalators.!"2*3841=43] 1 addition, the fact that we
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FIGURE 7 Fittings of the contour length data of Figure 6,
corresponding to the concentration range where the contour
length increases, to the model (Equation 2 plugged into Equa-
tion 3). Observe that the model explains well the experimental
data, and from the fitting, we can extract the binding parameters
corresponding to the intercalative binding mode



REIS ano ROCHA

TABLE 2 Contour length fitting parameters-intercalative
binding

KM

PBS N y
174 mM (2.8 +0.6)x10° 33+04 0.9+0.1
34 mM (3.5 +0.7)X10° 25+0.5 1.0+0.1

have found y=1 for both data is a strong indication that the
binding mode responsible for the increase of the contour
length here is really intercalation. In fact, groove binders and
other types of ligands that increase the contour length
by changing the DNA tertiary structure usually present
v < 1.5%%] Thys, the increase on this mechanical property
measured here is due to DAPI intercalation into the DNA
double-helix.

Finally, observe that the values found for the equilibrium
binding constants in the two ionic strengths are approxi-
mately two orders of magnitude smaller than the results
found in Section “The physical chemistry of the DNA-DAPI
interaction can be deduced from the mechanical measure-
ments” for the effective (resulting) binding. Such result
shows that DAPI has a much higher binding affinity for the
minor groove than for intercalating in /-DNA. In addition,
as discussed before, the behavior of the persistence length
shown in Figure 4 is determined by the minor groove bind-
ing. Thus, as a first approach, it is reasonable to consider the
minor groove binding parameters as the ones determined by
the persistence length fittings in Section “The physical chem-
istry of the DNA-DAPI interaction can be deduced from the
mechanical measurements.” Such discussion allows one to
conclude that minor groove binding is the main mode of
interaction between DAPI and /-DNA, having a binding
affinity approximately two orders of magnitude higher than
the intercalative binding mode. For this reason, groove bind-
ing saturates at very low DAPI concentrations (Cr= 0.50
uM). Intercalation, otherwise, starts to play a significant role
only after the saturation of groove binding, at DAPI concen-
trations Cr= 0.50 pM, but with a much smaller binding
affinity.

4 | CONCLUSION

We have used single molecule force spectroscopy in order to
investigate the interaction between the DAPI dye and the
A-DNA molecule under high (174 mM) and low (34 mM)
ionic strengths. Such measurements allowed us to show that
the persistence length of the complexes formed presents a
simple monotonic decay associated with a minor groove
binding mode, which is the main binding mechanism for this
system. Such mode saturates for very low DAPI concentra-
tions (Cr= 0.50 uM) and presents equilibrium binding con-
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stants of the order of ~10” M~". The second binding mode
detected here, intercalation, starts to play a significant role
only after the saturation of the first mode, that is, for Cr=
0.50 puM, and presents much smaller equilibrium binding
constants (~10° M™"). No significant cooperativity has been
detected here in any situation, indicating that DAPI mole-
cules bind individually along the double-helix. Finally, the
role of the ionic strength on the DNA-DAPI interaction was
also investigated, including experimental data from other
groups. We have shown that the ionic strength of the buffer
solution determines the quantitative behavior of the mechani-
cal properties of the DNA-DAPI complexes, explaining the
different results found in the literature.
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