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Unusual Nucleic acid nanostructures basedon G-quadruplex DNA

Abstract

A nano-assemblpasedon non-canonicaDNA structuresis reported.For the nanofabricatiorof a
DNA-basedstructurethe self-assemblyf guaninequadruplex(Hoogsteerbasepairing) and double-
strandedDNA (Watson-Crickbasepairing) wasexploited.In generalanimportantnumberof nanos-
tructureshavebeingbuild exploiting the basepairing capability of canonicaldoublestrandedDNA.

Therearealternativeapproachefor constructiorusingotherDNA elementsuchasG-quadruplex| -

motifs, or triplexes.As a proof of principle,we havepreviouslyreportedhe useof duplexDNA (short
synthetic DNA oligonucleotides)with sectionsof miss paired sites able to mediate formation of

tetramoleculasections(G-quadruplexDNA prove)in orderto ensemblethe componentsnto high
molecularweight structuresGel electrophoresiaswell asatomicforce microscopyshowthe forma-
tion of nanofibersGel electrophoresiaswell ascircular dichroismgaveevidenceof the presencef

G-quadruplexsectionsFrom AFM we estimatedhatthe structuredengthsexpandfrom 250to 2,000
nm with heightsfrom 0.45to 4.0 nm. Herewe presentanotherexampleof suchnanofibersWe sug-
gestthat similar methodologiesan be usedto build more complexnano-structureshat will exploit
the properties of differeNA nano-oddities into functionalpplications.

Keywords. Unusual nucleiacid assembly, nanofibers, G-quadruplexes, nano-oddity.

Resumen

Sereportala preparaciérde un nano-ensamblbasadoen estructurasie ADN no canénico.Parala
nanofabricaciérde unaestructurébasadeen ADN el autoensamblajele ADN G-cuadruplelaparea-
mientode basegipo hoogsteeny ADN de doble cadengapareamientale basegipo Watson-Crick)
fueronutilizados.En general,un nimeroimportantede nanoestructurase hanconstruidoexplotando
la capacidadie apareamientale basesdel ADN canénicode doble cadenaHay formasalternativas
paraconstrucciorutilizando otros elementogle ADN talescomo G-cuadruplemotivos!, o ADN de
triple cadenaComopruebade prinicipio, previamenténemosreportadcel usode ADN dedoblecade-
na (oligonucleétidosde ADN sintéticoscortos)con seccionegle sitios no apareadosapazde mediar
la formaciénde seccionegsetramolecularegpruebasG-cuadruple)con la finalidad de ensamblatos
componentegn estructurasie alto pesomolecular.Gel electroforesicomotambiénmicroscopiade
fuerzaatomicamuestraria formacionde nanofibrasLa electroforesisle Gel comoel dicroismocircu-
lar danevidenciade la presenciale seccione$-cuadrupleDe lasimagenesle microscopiade fuerza
atomicase estimoqueel largo de las estructurawva de 250 a 2000 nm con altitud de 0.45a 4.0 nm.
Aqui presentamostro ejemplode talesnanofibrasSugerimogjuemetodologiasimilarespuederser
usa-daspara construir nanoestructuramas complejasque saquenprovechode las propiedadesie
distintos nano-rarezate ADN para aplicacionesapacesle realizatareaditiles.

Palabras Clave. Ensambldsusuales de acidos nucleicosnofibras, G-cuddruple, nanoestructuras
inusuales.

Introduccién procesos que siguen la estrategia “bottom-up” explo-
tan el “autoensamblaje” del material involucrado. Uno
La Nanotecnologia esta rapidamente cambiando el pa- de tales materiales con la habilidad de auto ensamblar-
radigma de los sistemas de fabricacion de una estrategiase es el ADN|[2} 3]. La creacién de sistemas molecu-
“top - down” a una estrategia “bottom-up” [1]. Estos
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Abreviacién

X Composicion Uso
Amortiguador
0.01-KMgTB 10mM HC." 1.0 mM MgCh, 50mM Gel electroforesis nativa
Tris-borato, pH 8.0
0.01-TMaTB 10 mM CITMA, 1.0 mM MgCl, Preparacion ADN doble cadena
' 9 50 mM Tris-borato, pH 8.0 precursor; gel electroforesis nativa
1-KMaTB 1M KCI, 1.0 mM MgChk, 50 mM Preparacion de ADN cuadruple
9 Tris-borato, pH 8.0 sinapsable

Tabla 1: Lista de Amortiguadores [13].

laregnanosistemas capaces de realizar funciones com-altas concentraciones) con varias guaninas consecutivas
plejas integrando multiples componentes como es en el en su secuencia forman superestructuras donde multi-
caso de toda nuestra tecnologia basada en la estrategiples bloques de G-cuadruple se auto apilan, ya sea de
tradicional top-down es aun un desafio tecnolégico muy forma que un bloque se apila sobre el otro, 0 donde una
importantel[1, 4]. Las principales limitaciones son laca- de las cadenas del G-cuadruple se desalinea o despla-
pacidad de disefiar sistemas que sin una inversion im- za un “peldafio” dejando una 0 mas guaninas expuestas,
portante de energia o de manipulacion excesiva puedanpermitiéndole ahora a esta subunidad interactuar con la
ensamblarse por si mismos en un sistema capaz de reasubsiguiente unidad de G-cuadruplel[9-11]. Reciente-
lizar una funcién compleja. Por el momento aun esta- mente, también se han caracterizados sistemas sencillos
mos principalmente en la etapa de encontrar materialesen los que se observa una regidon G-quadruplex y una
gue se auto ensamblan en estructuras dentro de la escalaegion de ADN de doble cadena [12]. Sin embargo en
nanométrica que por si mismos posean ya una aplica-todos estos sistemas el tipo de secuencias de ADN invo-
cion tecnoldgica directa. Aqui presentamos un sistema lucradas en el ensamblaje es limitado (en cuanto a posi-
multicomponente del mismo material (ADN) en lo que bilidad de combinacion y uso de multiples secuencias y
podria constituir los bloques de construccién de siste- complejidad de las secuencias). En el sistema propuesto
mas nanoscoépicos funcionales basados en ADN en laen este articulo demostramos una metodologia que no se
frontera entre un sistema molecular y un nanosistema restringe a una unica secuencia de ADN pero que puede
multi componente. Nuestro bloque de construccién ba- utilizar cualquier secuencia de ADN en tanto contenga
sico consiste en ADN con un elemento de cadena doble una pequefia seccion de bases guaninas consecutivas no
con un segmento interno de varias guaninas contiguasapareadas en alguna regién interna de la molécula. La
en ambas cadenas y un segundo elemento constituidoexploracion de sistemas cuyo ensamblaje se pueda guiar
por extremos de cadena simple. Estos nucle6tidos (enpor un delicado control de la temperatura permitira ge-
doble cadena) fueron incubados en solucién amortigua- neralizar y ampliar el uso del ADN como material base
dora con potasio y el biomaterial formé especies de al- para nanoestructuras parte de biosensores, nano maqui-
to peso molecular (nanofibras) que contienen segmen-nas y otras aplicaciones (2, 6].

tos de ADN G-cuadruple sin necesidad de ninguna otra

manipulacién adiconal al control de la temperatura del

medio usando un termociclador basico.

El ADN G-cuadruple es una molécula de ADN donde
participan guaninas (G), que pueden estar en la misma
cadena o en distintas cadenas, para formar una estructu
ra estabilizada por enlaces de hidrégeno con cuatro Gs
en un mismo plano, una tétrada (Ver Figura 1) [5]. Una
molécula de ADN G-cuédruple tiene al menos dos de
estos planos o tétradas apilados consecutivamente ung
sobre el otro. La estructura ademas de ser estabiliza-
da por los puentes de hidrégeno es estabilizada por ca-
tiones como sodio, o potasio que se encuentran alinea-
dos con el espacio en el centro de las cuatro guaninas
(una especie de canal rodeado de cuatro &tomos de oxi
geno, uno por cada guanina) y aproximadamente centra-
do con respecto al eje longitudinal de la molécula entre
dos tétradas consecutivas de ADN G-cuadruple [6]. En
la literatura se ha reportado la fabricacién de varias na-
noestructuras basadas en ADN G-cuadruple [7, 8]. Uno
de los posibles mecanismos de construccion es el au_Figura_l: ADN G—cuéd’ruple. Esta formado por cuatro Guaninas
to apilamiento de unidades de G-cuadruple para formar {2 el mismo plano. La linea entrecortada azul muesira los puentes

. - . .. e hidrégeno tipo Hoogsteen (total ocho por plano). El ién central
estructuras aproximadamente cilindricas y helicoidales. g se muestra. Se utilizo el programa VMD para preparar el gré-
Se ha observado que oligonucléotidos (especialmente afico.
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Nombre Largo Secuencia5 a3’
C1A 39 ACAGTAGAGATGCTGCTGATTCGTTCATGTGCTTCAAGC
C1B TGTCATCTCTACGACGACTAAGCAAGTACACGAAGTTCG
SQ1A 39 CAGTAGAGATGCTGCTGAGGGGGGGRBSTGCTTCAAGCG
SQB CTCTACGACGACTGGGGGGGBCACGAAGTTCGCTACTG
c2 2 TCTACGACGACTGGGGGGGABCACGAAGT

Tabla 2: Lista de secuencias utilizadas [6].

Figura 2: Visualizaciéon en New Cartoon y QuickSurf en VMD de un paible modelo tridimensional para el duplex formado por las secuen-
cias SQ1A/SQ1B. Esferas amarillas corresponden a iones monovalentes en la regién correspondiente a la regién rica en Guaninas.

Materiales y métodos con la finalidad de estimular, en la presencia de iones
de potasio, la formacion de una estructura tetramole-

Todo los oligonucledtidos de ADN se adquirieron de cylar (DNA G-cuadruple). Un modelo aproximado del
Midlan Oligos (Midland, TX, USA) y fueron resuspen-  ADN precursor antes de ser sometido a la presencia de
didos en agua purificada con un contenido de organicos yn amortiguador con potasio se muestra en la Figura 2.
totales menor a 3gg/L y resistividad de 18.2 -cm. La lista completa de secuencias utilizadas incluyendo

Se utiliz6 cloruro de tetrametil amonio (CITMA), per-  |as secuencias control se encuentra en la Tabla 2.
sulfato de amonio, mercaptoetanol, Mg Cl, tris (hi-

drometil) aminometano (TRIS), 4cido bérico de grado C€! electroforesis no desnaturalizante

bioguimico o equivalente. Los experimentos de gel elec- | 5 electroforésis se realizé de acuerdo a procedimien-
troforesis y microscopia de fuerza atomica se realizaron tqog estandaf [13]. En el caso de las muestras a analizar
como fue previamente reportado por nosotros [13]. Las ¢on ADN de doble cadena (Ej. SQ1A con su secuen-
soluciones amortiguadoras que se utilizaron se reportangjg complementaria SQ1B) se incubaron en presencia
enlaTabla 1. de potasio. El potasio se conoce es un excelente estabi-
Manejo del ADN lizador de secuencias G-cuédruplle_. En caso de formarse
esta clase de estructuras la movilidad de las bandas se
Las secuencias de ADN utilizado se muestran en la . reducird considerablemente cuando se compare con el
Este ADN es sintético y viene en forma liofilizada por ADN doble cadena original o con la movilidad de oli-
tanto fue necesario resuspenderlo en agua desionizadgonucleétidos de cadena simple incapaces de formar se-
Debido a la alta dependencia de la estructura de los G- cuencias G-cuadruple como la secuencia control C1Ay
cuadruple en la concentracion e identidad de los catio- C1B.
nes presentes se utilizé durante todo el trabajo agua o
amortiguadores preparados en agua con un contenido
de orgénicos totales menor a gd/L y resistividad de El instrumento utilizado para obtener las imagenes fue
18.2 MQ2-cm como se indicé anteriormente. El procedi- un Veeco AFM Nanoscope V. Todas las imagenes fue-
miento para realizar precipitacién con etanol de ADN es ron adquiridas en “Tapping mode”. A partir de las mues-
ligeramente distinto al usual utilizado en biologia mole- tras utilizadas para la electroforésis de Gel nativa se pre-
cular porque para la preparacion de el ADN de doble ca- pararon las muestras para los analisis de AFM. Debido
dena precursor (“DNA sinapsable” [14, 15]) se necesita a que se necesitan altas concentraciones para la gel elec-
utilizar una sal que no promueve la formacion de DNA troforesis se necesit6 diluir con agua desionizada las
G-cuadruple [6]. Para esto se utiliz6 una sal de aminas muestras hasta concentraciones apropiadas para AFM
cuaternarias (2.5 M CITMA)_[9]. Para los tratamientos (0.16 ng/:L). Como substrato se utiliz6 un wafer de si-
térmicos se utilizé un termociclador basico que permi- licio (Silicon Valley Microelectronics, Inc. (Santa Clara,
te programar la velocidad de aumento/disminuciéon de CA, USA).
la temperatura. El DNA se dlluyo_en el amortiguador Construccion del modelo 3D de ADN
apropiado para la aplicacion a realizar (Tabla 1). En ge-
neral se utilizé un ADN de doble cadena con una sec- Se utilizé como punto de partida una estructura tipo cie-
cién de bases no apareadas constituidas por Guaninasre en base a la estructura depositada en el Protein Data

Microscopia de Fuerza Atomica
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1 2 3 4 5 .6 ‘7 g Il simplemente las cadenas se juntan al azar en la solu-
: : ht cion. La via a través del ADN sinapsable es la ruta en
" bd P - que primero se forma un DNA de doble cadena entre

dos cadenas complementarias (Ej SQ1A con SQ1B) y
a continuacion dos moléculas de ADN de doble cadena
interacttan entre si para formar una nueva especie te-
tramolecular. El nombre “DNA-sinapsable” se origind
debido a que esta via nos recuerda el proceso en biolo-
gia denominado sinapsis durante la primera fase de la
meiosis donde tenemos cuatro hebras de ADN interac-
tuando|[14} 15]. Si este proceso de formacién via inter-
e ; mediario de “ADN sinapsable” es el que se siguié du-
rante la formacién de nuestras nanofibras, no se pueden
- formar las especies tipo (GBQ1A como intermedia-
: ‘ rios pues esta combinacion indicaria una union al azar
de las cadenas de ADN en la solucion. Como se puede
ver en la Figura 3 efectivamente no se observan ban-
das con movilidades que correspondan a especies tipo
Figura 3: AGE gel (15 %) que muestra evidencia de formacién de (C2)%SQ1A. En la linea 2 se observan claramente dos
especies de a'tg) Eﬁasnﬂe“r:g’;eccour'fs‘;im%Zs'adgg“gsgﬁd”r lj’eleegpzcriﬁsdg”' bandas de mayor movilidad, la mas rapida corresponde-
gA(IJDrTIlIeSg%SOE:Z ca;dena preformado antes de expone? las Fr)nuestras ria ala Cade_na Slmp,le yla S|gw_ente muy pOS|b!emente
a1 h de incubacion en presencia de potasio (1- KMgTb). a una especie G-cuadruple del tipo (SQdHsta linea

2 nos puede servir de guia para interpretar las otras ban-
Bank de codigo 376D [16]. Para la creacion de la re- das. Adicionalmente vale sefialar la presencia de ban-
gion de doble cadena se utilizo la herramienta en linea das de movilidad menor en varias de las lineas del gel
3D-DART [17]. El ensamble de la estructura se uso uti- e incluso un poco de retencion de ADN en los posillos
lizando herramientas del software VMD para la prepa- lo que deberia corresponder a las nanofibras o sus pre-
racion del sistema, incluyendo adicidn de solvente, de cursores oligoméricos de mayor tamafio/peso molecular
contraiones, y condiciones de borde. Las figuras mos- que las cadenas simples de ADN o los correspondien-
tradas corresponden a los resultados de un proceso dees G-cuadruples. Finalmente es necesario sefialar que
optimizacién de geometria en presencia de solvente y las secciones de cadena simple en los extremos de los
iones. ADN precursores de doble cadena no son complemen-
tarios con ninguna secuencia de cadena simple libre en
el ADN precursor. Sin embargo, se disefi6 la secuencia
de esta forma con la finalidad de en un futuro utilizar
estos segmentos como puntos de anclaje o de union a
otros tipos de nanoestructuras en base a ADN.

i
t~‘
-1
I

it

Resultados y Discusién

En resumen, se logré ensamblar nanofibras de ADN a
partir de elementos de ADN que consistian de una he-
bra de doble cadena, con una seccion desapareada ricg| ADN fue tefiido utilizando SByr Green I. Las mues-

en Guaninas en el centro de la estructuray dos termina- a5 en el gel (Figura 3) en orden de izquierda a derecha
les de cadena simple a cada lado de la estructura. Lasjncyyen linea 1. 2.aM C2, linea 2. 2.QuM SQ1B, Ii-
distintas pruebas sugieren que el mecanismo de ensamnea 3. 1.QuM duplex C2 + SQ1A, linea 4. 1.0M de

blaje incluye intermediarios de estructura G.cuadruple. ADN de doble cadena SQ1, linea 5. L C2 + SQ1A

Para llegar a estas nanofibras, se siguié una secuencig; 1.0,,M SQ1, linea 6. 2..M C1 A. linea 7. 2.4QM
cuidadosa de caracterizacion de cada elemento. Comocy + SQ1A a 'y 2.44M SQ1. Linea 8. 100 bp DNA
primer control para explorar la formacion de especies |aqder. El gel se corrié en 0.10 KMgTh, pH 7.8.
G-cuédruple se utilizé la secuencia C2 (ver Tabla 2) que

se disefié para ser complementaria a nuestra secuencidJna vez que se caracterizé los precursores de las nano-
de prueba SQ1A (una de las dos secuencias que constifibras y dada la presencia de especies de alto peso mo-
tuira al final las nanofibras). C2 es un olignucleotido que lecular, posiblemente fibras o sus precursores, se proce-
tiene 10 bases menos que la secuencia de prueba SQ1Adi6 a adquiririmagenes de AFM para identificar la pre-
Por tanto la formacién de especies G-cuadruple a partir sencia de estas nanoestructuras asi como caracterizar su
de solo secuencias C2 y solo secuencias SQ1A se po-morfologia. Como se observa en la , una muestra en ba-
dran facilmente distinguir entre si y de las formadas a se a SQ1A y SQ1B a una concentracion de 0.Qa&7
partir de un intermediario de doble cadena SQ1A con por cuadruple cadena, calentada &@Qpor 5 minutos

C2. Por ejemplo la secuencia (G2gndra una movili- y mantenida a 50C por 72 h muestra la presencia de
dad en el gel distinta que la especie (§&XpP1A. Esto especies fibrilares. Bajo otras condiciones también he-
nos permitié distinguir si las especies obtenidas se for- mos observado la formacidn de nanofibras [13]. Consi-
man a traves de lo que denominaremos la via del ADN- derando que las unidades fundamentales solo tienen 39
sinapsable como intermediario versus la via en la que nucle6tidos, el tamafio de estas fibras indica el ensam-
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Figura 4: Imagen de microscopia de fuerza atémica en modo “tap-
ping” (a). Seccién de la variacién en altitud en la imagen a lo largo
de la linea blanca (b). La muestra consiste en fibras basadas en
G-cuadruple y duplex, muestras incubadas por 72 h a 50C. La
barra de escala corresponde a una distancia de 250 nm.

ble de varias decenas de unidades como constituyentes
de estas nanofibras. No se escapa a nuestro disefio del
esquema original que este material deja puertas abiertas
y accesos para combinar las nanofibras con otros seg-
mentos nanomeétricos en base a ADN u otros materiales
como nanoparticulas metdlicas.

A futuro, se puede conseguir un control de la morfologia
final de las fibras a través de un control de la temperatu-
ra, identidad y concentracién de iones en las soluciones
amortiguadoras a usar potencialmente pueden controlar
la longitud y nimero de fibras a formarse. Comparando
los resultados que hemos reportado previamente [13], y
las condiciones aqui descritas observamos que efectiva-
mente un cambio en condiciones experimentales afec-
ta profundamente la morfologia (tamafio, distribucién,
longitud) de las nanofibras. Finalmente, considerando la

potencial importancia de estructuras de autoensamblaje (0]

de ADN en nanotecnologia [2./18], los resultados repor-
tados en el presente trabajo muestran una via sencilla
para combinar dos tipos muy distintos de estructuras en

base a ADN (con sus propias caracteristicas y propieda-
des como biomateriales) en una misma nanoestructura.
El método tiene potencial impacto para la nanofabrica-
cion de andamiaje para la creacion de nanoestructuras
funcionales mas complejas.
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