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Abstract

The fabrication of nanostructures based on DNA as a materlalild systems capable of
complex functions is a frontier in continuous exploratitmthis article it is reported the
detailed characterization at atomic level of G-quadrupleits in order to obtain a better
comprehension on how these units can self assemble inttoicked G-quadruplexes. The
method used is modeling with molecular mechanics. Preljious reported the construc-
tion of interlocked G-quadruplexes by a thermal cyclic gawure (similar in implementa-
tion as the ones used in the cycling steps in a PCR protocaiingdrom the sequence
5'-TGGG-3'. Based on our experimental data reported preslio models were built for
the structures, and minimization and analyses via molecoé&chanics was carried out in
order to understand the factors that determine the moréestttictures. It was found that
the identity of the 5’and 3’ ends of the oligonucleotides ighe uppermost importance
in the stability of the DNA assemblies in this study. Furthere, the presence of cations
in the regions of the molecule where the degree of stericraimak allows more room for
the cations could play a significant role in the dynamics effeomation of the supramo-
lecule at those sites and possibly limiting or capping théassembly of the structure.
In summary, the results allow a better comprehension of yeeem at a molecular scale
with the finality of developing more efficient procedures floe controlled fabrication of
nanostructures based on G-quadruplex DNA.

Keywords. Self-assembly, interlocked G-quadruplex, molecular raeats, DNA, G-
quadruplex oligomers.

Resumen

La fabricacion de nanoestructuras usando ADN como mafaairal construir sistemas ca-
paces de realizar funciones complejas es una frontera @mearexploracion. En este
articulo se reporta la caracterizacion detallada a nidehito de unidades de G-cuadruple
para obtener una mejor comprensiéon de como estas unidageeden auto ensamblar
en oligbmeros tipo G-cuadruple entrelazado (interlockedu@&druplexes). Para esto se
utilizaron métodos de modelacién con mecanica moleculavidémente reportamos la
construccion de G-cuadruple entrelazados por un procedtmitérmico ciclico (similar
en implementacién al usado para el ciclado de un protocolPQ@R) partiendo de la se-
cuencia 5-TGGG-3'. Basados en nuestros datos experitesntaportados anteriormente
se construyeron modelos para las estructuras y se minonizaanalizaron via mecanica
molecular para entender los factores que determinan lacasta mas estable. Se encontré
que la identidad de los extremos 5’y 3'de los oligonuclegigigs de importancia funda-
mental en la estabilidad de los ensambles de ADN en el estidemas, los cationes en
las regiones donde el grado de impedimento estérico pemmasseespacio para los mismos,
pueden jugar un rol significativo en la dinamica de la confanidn de la supramolecula
en esos sitios, posiblemente limitando el auto ensambégje estructura. En resumen, los
resultados permiten mejorar la comprension de este sist@seala molecular permmendo
desarrollar procedimientos mas eficientes para el conéréd dabricacién de nanoestruc-
turas basadas en DNA G-cuadruple.

Palabras Clave.Auto ensamblaje, G-cuadruple entrelazado, mecéanica male@DN,
oligémeros de G-cuadruple.
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Introduccién altas concentraciones) con varias guaninas consecutivas
en su secuencia forman superestructuras donde multi-

La fabricacion de nanoestructuras usando como mate- ples bloques de G-cuadruple se auto apilan, ya sea de
rial DNA para llevar a cabo funciones complejas en sis- forma que un bloque se apila sobre el otro, o donde una
temas biolégicos y ambientales es una frontera en ex- de las cadenas del G-cuadruple se desalinea o desplaza
ploracion [1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12]. El éxito yn “peldafio” dejando una o mas guaninas expuestas,
de estas aplicaciones depende en la comprension a ni-permitiéndole ahora a esta subunidad interactuar con
vel practico de los mecanismos subyacentes que guianja subsiguiente unidad de G-cuadruple.[14, 15, 16] Se
el autoensamblaje de estos sistemas. [4, 6, 7] En esteha reportado que la secuencia 5-GGGT-3'(G3T) for-
trabajo se reporta la caracterizacion de oligomeros de ma una estructura denominada G-cuadruple entrelaza-
ADN que contienen entre cuatro a diez cadenas cuya do [17] (Ver Figura 2); esta nueva estructura se carac-
secuencia es rica en guaninas lo que les permite queterizé en base a resonancia magnética nuclear y espec-
se autoensamblen a través de la mediacion de enlacesroscopia de dicroismo circular.[17] El G-cuadruple en-
de hidrégeno tipo hogsteen; como también se reportan trelazado se forma cuando al oligonucleétido G3T se lo
principios que gobiernan este ensamblaje que se puedensomete a un procesamiento térmico que incluye varios
generalizar o adaptar para el mejor disefio y fabricacion ciclos de incremento y decremento lento y controlado
de nanoaplicaciones basadas en ADN y otras biomolé- de la temperatura para mover el equilibrio de estructu-
culas. ras favorables (i.e. el monémero de G-cuadruple) a nue-
El ADN G-cuadruple es una molécula de ADN donde yas estructuras que son cinéticamente estables (tal cémo
participan guaninas (G), que pueden estar en la misma|a estructura G-cuadruple entrelazado). Este sistema es
cadena o en distintas cadenas, para formar una estructude interés porque demuestra un método reproducible y
ra estabilizada por enlaces de hidrogeno con cuatro Gsaltamente flexible, usando control térmico, para la for-
en un mismo plano, unatétrada (Ver Figura 1). Unamo- macién de una especie dimérica de G-cuadruple. La ex-
lécula de ADN G-cuadruple tiene al menos dos de estos ploracion de sistemas cuyo ensamblaje se pueda guiar
planos o tetradas apilados consecutivamente uno sobrepor un delicado control de la temperatura permitira ge-
el otro. La estructura ademas de ser estabilizada por losneralizar y ampliar el uso del ADN como material ba-
puentes de hidrégeno es estabilizada por cationes comose para nanoestructuras parte de biosensores, nano ma-
sodio, o potasio que se encuentran alineados con el esquinas y otras aplicaciones.[4] Aqui se reporta el ana-
pacio en el centro de las cuatro guaninas (una especiejisis detallado de la estructura de oligomeros de ADN
de canal rodeado de cuatro atomos de oxigeno, uno porpptenidos usando la secuencia 5-TGGG-3' (TG3) uti-
cada guanina) y aproximadamente centrado con respec-izando un protocolo similar al usado para formar los
to al eje longitudinal de la molécula entre dos tétradas G-cuadruple entrelazados reportados para la secuencia
consecutivas de ADN G-cuadruple.[13] G3T. [17] Ade- més, se realizé, utilizando mecanica mo-

En la literatura se ha reportado la fabricacion de varias !ecular, una exploracion de la estabilidad de distintas es-
nanoestructuras basadas en ADN G-cuadruple.[2] Uno tructuras tanto para la secuencia G3T como TG3 con el
de los posib|es mecanismos de construccion es el au_ﬁn de obtener una descripci()n a nivel atbmico -de es-
to apilamiento de unidades de G-cuadruple para formar tas estructuras que permita entender el mecanismo de
estructuras aproximadamente cilindricas y helicoidales. formacion de estos oligémeros y poner una base ted-

Se ha observado que oligonucléotidos (especialmente afica para mejorar el disefio de nanoestructuras basadas
en bloques de construccién de ADN y biomoléculas en

general.

Métodos

A través un procedimiento térmico ciclico se consiguio
que una secuencia de ADN se autoensamblara en un
mondémero de G-cuadruple paralelo o en un oligéme-
ro [14]. El proceso térmico causa una serie de pasos de
desnaturalizacién y renaturalizacion gradual y controla-
da de un oligonucleétido de ADN que contiene varias
guaninas en la secuencia con la finalidad de que forme
estructuras que contengan elementos de G-cuadruple [14].
Este proceso permitié ensamblar a partir de bloques dis-
cretos de G-cuadruple, oligdmeros de G-cuadruple de
forma controlada. Este proceso constituye un nuevo prin-
cipio de construccion utilizando ADN para la fabrica-
cion programada de nanoestructuras. La serie de expe-
rimentos aqui descritos tiene como objetivo realizar una
Figura 1: Tetrada G:G:G:G. primera caracterizacién a nivel atémico de este sistema
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menos 12 A de distancia entre un atomo de la molécula

y cualquier cara de la caja. Una vez construida la caja

de agua, se procede a afiadir los contra iones (potasio).
Los cationes fueron afiadidos siguiendo el protocolo de

autoionizacion incluido en VMD.

Minimizacion

Las moléculas fueron sometidas a minimizacion en una
serie de etapas. En la primera etapa se minimizé el agua
(y cationes, potasio) alrededor de la molécula dejando
fijos los atomos del ADN por un total de 3000 pasos.
Segundo, en algunos casos se dejaron fijos todos los
atomos excepto los del esqueleto para asegurar que los
extremos 5’y 3’ entre las distintas tétradas estuvieran
correctamente alineadas y enlazadas, y se minimizaron
por al menos 3000 pasos. Finalmente, se levanto la res-
triccion de movimiento a todos los atomos del sistema,
minimizando todo por 15000 pasos. Esto se realizé uti-
Figura 2: Estructura de G-cuadruple entrelazado de la secugcia lizando NAMD Scalable Molecular Dynamics 2.8 (Uni-
5-GGGT-3' (G3T). versidad de lllinois- Urbana Champagne) para Linux

modelo analizando varias de estas estructuras de auto_mstalado en un clster de 12 procesadores (Linux dis-

; o - tribucion Rocks 5.4.3 (viper)). Se utilizé un campo de
ensamblaje para obtener principios que se puedan apli- .
car al disefio y fabricacion de nanomateriales basadosfuerza CHARMM como esta implementado en NAMD

en ADN y otras biomoléculas. 2.8. Se_lmplemento el método de ele_ctrostatlc_a periodi-
ca de sistema completo con el algoritmo Particle Mesh

Secuencias y preparacion de monémeros de Ewald. Los archivos de topologia y parametros de

G-cuadruple y oligbmeros CHARMM top_all27_prot_lipid_na.inp Y par_all27

i ) o _prot_lipid_na.inp que se utilizaron se pueden encon-
Las estructuras aqui analizadas por mecanica molecU-trar en:http : //code.google.com

lar forman estructuras de G-cuadruple entrelazado y de
otros oligbmeros cuya estructura es desconocida [14].
(Figura 3). G3T forma un G-cuadruple entrelazado pero
la estructura formada por TG3 no ha sido investigada.

Resultados

Arquitectura topolégica

Preparacién del modelo. L o )
La determinacion de la estructura tridimensional de to-

Se prepararon modelos de G-cuadruple para 5’-TGGG- das las especies formadas por las secuencias estudiadas
3'y 5’-TGGG-3’, asi como de un posible estructura pa- aqui esta fuera del alcance de este estudio pero constitu-
ra el oligémero de 5-TGGG-3'. Estos modelos fueron ye un trabajo en progreso a ser reportado en el mediano
preparados utilizando VMD (Visual Molecular Dyna- plazo. Para la construccion de los modelos de la estruc-
mics) para Windows version 1.9 (Universidad de lllinois- tura del oligdbmero 5’-TGGG-3’ (TG3) nos basamos en
Urbana Champagne) en una laptop personal. Se utili- resultados experimentales que reportamos previamen-
zaron también como parametros iniciales para los nu- te.[14] Brevemente, los datos de dicroismo circular de
cledtidos los disponibles en el paquete de 3DNA 2.0 TG3 indican que tanto el monémero (G-cuadruple) co-
para Windows (Xiang-Jun Lu y Wilma K. Olson) [18]. mo el oligémero son G-cuadruple paralelos [14]. Los
Se utilizé la base de guanina para B-DNA incluidas en mismos resultados se obtuvieron para el monémero y
el paquete de 3DNA como punto de inicio. Utilizan- el G-cuadruple entrelazado de la secuencia 5-GGGT-
do VMD se rotaron las moléculas aproximadamente 90 3’ cuyo espectro de dicroismo circular no habia sido re-
grados entre si quedando alineadas en un mismo plano yportado antes. Para el caso de nuestra secuencia TG3,
reacomodadas de tal forma que ensamblen el patrén deelectroforesis de gel de poliacrilamida confirmé la for-
puentes de hidrégeno tipo Hoogsteen caracteristico demacion de tanto el monémero como el oligémero [14].
G-cuadruple. (Figura 1) Luego se asegurd que quedenBasados en la movilidad de la banda del oligémero de
a una distancia correspondiente a las distancias de re-TG3, que tiene un desplazamiento mas lento que la ban-
ferencia publicadas en estructuras conteniendo tétradasda correspondiente al G-cuadruple entrelazado (de 8 ca-
G:G:G:G [19, 20]. Se utilizé la misma estrategia para denas), postulamos que la estructura consta de entre 9 a
la tétrada T:T:T:T [21]. Los G-cuadruple G3T y TG3 se 11 cadenas. Aqui reportamos un modelo de la estructura
construyeron superponiendo las tétradas con una sepa-<conteniendo 10 cadenas que parece ser el nimero mas
racion entre planos de 3.4 A y un angulo de rotacion consistente con la movilidad de las bandas observadas.
entre planos de 36 A este primer modelo se lo intro-  (Figura 9) Basados en estos resultados experimentales
duce en una caja de agua de dimensiones que tengan atonstruimos modelos que cumplian con los siguientes
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un G-cuadruple paralelo en todos los casos, [14] alin pa-
ra el G-cuadruple entrelazado que como se indic6 antes
tiene una seccion con las cadenas orientadas en direc-
cion opuesta .(Figura 3) Por esta observacion llegamos
ala conclusién que el espectro de dicroismo circular so-
lo cambia cuando dentro de una seccién “G-cuadruple”
tenemos cadenas antiparalelas; pero no se observa cam-
bio, en cuanto a los maximos y minimos caracteristicos
de una estructura paralela en el espectro, cuando son
distintas secciones de la misma molécula las que es-
tan orientadas en direcciones opuestas. Basados en esta
conclusion, todos nuestros modelos fueron construidos
como G-cudadruple “paralelo” pero sin descartar la po-
sibilidad de incluir segmentos enteros de G-cuadruple
que corren en direccidén opuesta con respecto a otro seg-
mento. (Figura 4, Figura 5)

En cuanto a la estructura inicial para cuartetos (cua-
tro bases en un mismo piso unidas por alguna clase de
puentes de hidrogeno) se usaron como modelos inicia-
les modelos plausibles construidos manualmente cuan-
do las disposiciones estructurales necesarias no habian
sido reportadas antes. Por ejemplo, una de las dispo-
siciones (GTGT) al no existir una estructura publicada
tuvo que ser construida de novo por lo que se prestd
especial atencion al producto de la minimizacién para

Figura 3: Modelo de posible estructura del oligomero de TG3. ; e A ;
TGTG tétrada antes de la minimizacion. obtener la disposicién mas estable. (Figura 6)

. “ . " Cationes y solvente
requisitos a) la estructura dentro de los “mondémero” de- y

bia ser de un G-cuadruple paralelo, es decir que todasse ha reportado que la presencia de cationes es esencial
las cuatro cadenas estan orientadas en la misma direcpara estabilizar las estructuras de G-cuadruple. En nues-
cion 5’ a 3'. b) El modelo del oligémero debia incorpo-  tros modelos se colocaron iones de K+ manualmente en
rar diez cadenas de TG3. c) Los pisos de G-cuadruple g| canal central, que es donde se ha reportado la locali-
debian tener estructura similar a estructuras reportadaszacion de estos iones, en estudios basados en Resonan-
previamente por resonancia magnetica nuclear o cris- cia Magnética Nuclear de estructuras de G-cuadruple
talografia de rayos x con respecto a distancia y orien- [29, 30, 31]. En nuestros modelos se observan c6mo
tacion de los residuos de guanina en el mismo piso de esferas doradas. (Figura 4 y Figura 5) Durante la mi-
G-cuadru- ple. d) para los pisos de cuartetos no conven- nimizacion los iones se movieron ligeramente de su po-
cionales (GGTT) se buscaron estructuras previamentesicién pero en general permanecieron en el centro del
publicadas para usarlas como referencia [22, 23, 24, 25]. canal consistente con las observaciones experimentales.
Estos iones son indispensables para la estabilidad de la
molécula, modelaciones sin el ion central causaban que
la estructura se abra y desestabilice de manera impor-
tante. Los modelos de ADN fueron introducidos en una
caja de agua (TIP3) de dimensiones tales que al menos
existe una distancia de 12 A entre cualquier atomo de

ecies discretas que se forman. A las soluciones con las estructuras y el extremo de la caja de agua. (Figura
pec 4 : - ... . 7) NAMD, el software de dindAmica molecular utilizado
teniendo estas estructuras se las sometié a analisis uti-

. o . L en este estudio, realiza una simulacion periddica don-
lizando dicroismo circular, una técnica que nos puede

dar informacién sobre la orientacién de las cadenas de de la caja de agua y su contenido es la unidad que se
.~ repite en todo el espacio. El tamafio de la caja de agua

E:A di(fF()e ?;I;lgss :nallgtlapsatl:ﬁl;:?r? ’tri;silm(iazzli%r:glmaﬁlggrr?l garantiza que no exista interaccién entre las estructuras
y de ADN, y que durante la simulacién la molécula no se

pfgfrodl?:arlzlt? SglﬁfadgeD(,;\léu(ggrruejfeTleg S'2$52u8r] dlija; salga de la caja de solvente. Este sistema fue neutraliza-
P P P ' do con iones de potasio (K+) utilizando la herramienta

espectroscopia de dicroismo circular mostré claramente de autoionizacién de VMD. (Figura 7) La molécula de

un espectro caracteristico de estructuras de G-cuédrupIeDNA es rica en cargas negativas debido a los fosfatos

para tod_as las secueppias en presencia de potasio (iorbel esqueleto por lo que es de gran importancia la adi-
necesario para estabilizar estructuras de G-cuadruple)cién de cationes para estabilizar el sistema.

[14]. Observamos que el espectro fue caracteristico de

El G-cuadruple entrelazado (Figura 3) tiene cuatro ca-
denas orientadas 5’ a 3’ y las otras cuatro en la orien-
tacion opuesta. Las secuencias en estudio forman dife-
rentes estructuras dependiendo del tratamiento térmico
a la que el oligonucleétido fue sometido. Hay dos es-
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Figura 4: Superposicién de estructuras del monémero G-
cuadruple de G3T, se muestra una estructura cada 1500 pasos
de minimizacién. Vista lateral (a) y vista superior (b). Loséato-
mos de hidrogeno no se muestran para facilitar la visualizaén.
Los residuos de la estructura final se muestran de color disito al
estandar cyan (carbonos) y azul (nitrégenos). Regiones doe se
pueden distinguir mayor numero de estructuras no perfectaren-

te superpuestas indica regiones que se reacomodaron mas date

la minimizacién .

Minimizaciones

Todas las minimizaciones se realizaron por un total de

()

Figura 5: Superposicién de estructuras del monémero G-
cuadruple de TG3, se muestra una estructura cada 1500 pasoe d
minimizacion. Vista lateral (a) y vista superior (b). Los abmos de
hidrogeno no se muestran para facilitar la visualizacién. 8lo la
posicion final de los iones de potasio (esferas) se muestram. es-
tructura final se muestra de un color purpura. Regiones dondee
pueden distinguir mayor numero de estructuras no perfectaran-
te superpuestas indica regiones que se reacomodaron mas date
la minimizacion.

existen cambios al final de la minimizacion. El sistema

15000 pasos que se determiné era suficiente para que lade G3T(monomérico) tiene un total de 9306 atomos in-

estructura alcanzara el equilibrio. Para determinar si la
molécula alcanzé el equilibrio se analizaron varios crite-
rios como el RMSD (root media square displacement),
RSMF (root media square fluctuation), y el desplaza-
miento total tanto de la molécula completa de ADN,

cémo de los residuos individuales (los nucléotidos que

cluyendo las moléculas de solvente. La energia total del
sistema luego de una minimizacion de 15000 pasos es
de -43844.5697 Kcal/mol (esta energia no es una ener-
gia absoluta del sistema y por lo tanto sélo se puede
utilizar con fines de comparacion con sistemas equiva-
lentes). En comparacion el sistema de TG3 monoméri-

conforman cada una de las cadenas que se ensamblan eoo que tiene un total de 9306 atomos, tiene una energia
las nanoestructuras) (Figura 8). En ambos casos se bustotal luego de 15000 pasos de -41074.1647 Kcal/mol.
ca observar que ya no existan cambios significativos en Esto indica que el monémero de TG3 es menos estable
estos parametros al incrementar los pasos de minimiza-que G3T, esto coincide con las observaciones experi-
cion. En las matrices en las que se codifican los valores mentales de que TG3 monomérico se forma en menor
para estos parametros con colores se observa que ya n@roporcion que TG3 y prefiere en lugar del monémero
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formar el oligémero [14]. TG3 es una especie que no se

forma en cantidades significativas de G-cuadruple mo-

nomeérico , pero forma lo que nosotros sospechamos es
un G-cuadruple entrelazado bajo las condiciones apro-
piadas.

También se minimizé un modelo para el oligbmero de
TG3 que tiene como peculiaridad que, a diferencia del
G-cuadruple entrelazado, tiene dos cadenas que quedan
sobresaliendo de la estructura. (Figura 2 y Figura 3) Es-

(@

Figura 6: Vista superior de la tétrada GTGT antes (a) y despugé
de 15000 pasos de minimizacién (b). Vista lateral de la tétda

GTGT antes (c) y después de 15000 pasos de minimizacién (d ).

(b)

Figura 7: (a) Molécula de 5’-TGGG-3' (TG3) G-cuadruple en ura
caja de agua. (b) las moléculas de agua estan ocultas paraifdaar

visualizar la ubicacién del G-cuadruple y de los atomos de gasio.
Obsérvese gue estan presentes tanto en el interior de la esttura
como en el exterior.

to se reconcilia con las observaciones del gel de elec-
troforesis donde este oligdmero se desplaza ligeramen-
te mas despacio que el G-cuadruple entrelazado. Estas
dos cadenas en principio deberian ser mucho mas moé-
viles porque no estan formando parte de un motivo tan
estructurado como el de G-cuadruple. Sin embargo esto
no es lo que se observa en los resultados de la mini-
mizacion reflejando que hay otros factores mucho mas
importantes a este nivel de teoria.

En realidad tan sélo dos de los residuos que presentan
mayor reacomodacion (RMSD >1.8) representados con
los colores marrén y rojo estan en las dos cadenas que
sobresalen en el dimeroy tan sélo una de las timinas ter-
minales esta representada. (Figura 9) Las regiones don-
de hay mayor reacomodacion corresponden a las zonas
donde dos cadenas (con respecto al eje longitudinal de
la hélice de ADN) se encuentran o en otras palabras el
sitio entre dénde una cadena inicia y la otra termina.



Méndez y Montero Avances2011, Vol. 3, No.2, Pags. A35-A45

(b)

Figura 8: Resultados de la minimizacién del monémero G-cuédiple de G3T. (a) Root media square displacement (RMSD) de da residuo
con respecto a los pasos de minimizacién. (b) Root media sqedlunctuation (RMSF) Eje y corresponde al residuo dentro dda estructura
y el eje x corresponde al niumero del marco de la minimizaciénl(marco = 250 pasos de minimizacion). Esta estructura se mmizo por
un total de 15000 pasos. Ausencia de cambio de color en los roas finales indica que la estructura ya no esta cambiando y hkegado a un

minimo .

Esto se podria explicar por dos razones principales. La siguiendo los mismos parametros que los residuos “in-
primera que la geometria inicial de estas regiones estabaternos” y tendrian mucho menos movilidad o espacio
arbitrariamente mas alejada del minimo. Estas regionespara reacomodarse que las bases en las cadenas sobresa-
sin embargo se implementaron de tal forma que exista lientes. Por tanto esta razén por si sola no explica la ob-
una continuidad en la hélice del ADN y se modelaron servacién. La segunda perspectiva es que precisamente
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Figura 9: Resultados de la minimizaciéon de un modelo para ellgémero de G-cuadruple de TG3. (a) Root media square dispement
(RMSD) de cada residuo con respecto a los paso de minimizanidb) Root media square flunctuation (RMSF) Eje y corresponé al residuo
dentro de la estructura y el eje x corresponde al nimero del mao de la minimizaciéon (1 marco = 250 pasos de minimizaciénkEsta
estructura se minimiz6 por un total de 15000 pasos. Ausencize cambio de color en los marcos finales indica que la estruatuya no esta
cambiando y ha llegado a un minimo.

estos residuos, por estar mas restringidos por la presen-este ambiente. Por tanto a este nivel de teoria, dénde
cia de residuos vecinos y siendo que estas regiones deestamos examinando la estabilidad intrinseca de la mo-
interface vienen a representar puntos de corte en la con-lécula y no su respuesta a factores externos concluimos
tinuidad de lo que en ADN B normal seria una cadena que las repulsiones de tipo estérico y electrostatico in-
continua, requieren reacomodarse mas para adaptarse &ramolecular e intermolecular (con la cadena inmedia-
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Figura 11: Triada G:G:T (la G esta de color cyan y en represen-
tacion de enlace). Inmediatamente abajo se observa otra &ila
G:G:T con la contribucién de una T (en amarillo) que al inicio
de la minimizacién correspondia a la tétrada G:T:G:T inmediata-
mente inferior. Cada cadena esta representada de un color stin-
to y parte del esqueleto esta omitido para facilitar la visuézacion.

del sistema porque este catidon podria estabilizar con-
formaciones que limiten la “polimerizacion” o que el
autoensamblaje continle. Sin embargo, aldn se requiere
avanzar con el analisis donde el siguiente paso a seguir
es repetir la minimizacion sin este potasio y realizar las
simulaciones de dindmica molecular para ver si este po-
tasio se mantiene en este sitio o durante la simulacion se
pierde hacia el solvente. El rol del catiéon en este caso es
un claro ejemplo de cuanto los cationes pueden influen-
ciar en la estructura dinamica del ADN especialmente
en este tipo de regiones mas expuestas al solvente.

Figura 10: Superposicion de estructuras del modelo para elle
gomero de TG3, se muestra una estructura cada 1500 pasos de
minimizacion. Los atomos de hidrogeno no se muestran para fa
cilitar la visualizacion. Esferas representan iones de pasio.

tamente adyacente) son las fuerzas que determinan |aE| estudio a nivel atébmico de estructuras que se autoen-
estabilidad de una configuracién dada. Por tanto, estosSamblan como estos oligémeros de G-cuadruple aporta
resultados no estan en contradiccion con observaciones? la comprension sobre la importancia del rol que jue-

experimentales dénde se ve por ejemplo que los paresgan los cationes en la solucion en la estabilidad de la

de bases mas externos presentan mayor movilidad o sonmolécula, asi como también que informacion importan-
los méas propensos a “abrirse transitoriamente” [32] te sobre la estabilidad de la conformacién se puede ob-

Otro aspecto muy interesante en este modelo de oligé- tener a partir de una minimizaciéon donde podemos se-
mero es el rol del catidn. Si se presta especial atencién parar el efecto de factores externos que se introducen
al &tomo de potasio colocado exactamente encima de lodurante dinamica molecular. En este caso, las regiones
que seriala Gltima tétrada GTGT y a la region de las dos de transicion entre una cadena y otra representan los si-
cadenas sobresalientes (modelo en Figura 3); se observdios donde mayor reacomodacion con respecto a una es-
gue la estructura minimizada se distorsiona para formar tructura B-ideal es necesaria. Por tanto, la identidad de
una triada GGT. (Figura 11). Esto se debe en parte a las bases terminales (extremos 5y 3') son de esencial
gue los oxigenos de las guaninas 2 y 3 (contadas des-importancia para el producto final de autoensamblaje.
de el extremo 5’correspondiente a la T) en las cadenas Esto explica por qué dos secuencias tan similares co-
sobresalientes (en azul y rojo en la Figura 11) se orien- mo son 5-GGGT-3'y 5-TGGG-3’ producen dos cla-
taron apuntando hacia el potasio, causando una reaco-ses distintas de oligdmeros bajo idénticas condiciones
modacion de toda esa regién que se podria resumir eny tratamiento. Esta observaciéon es de suma importan-
gue las cadenas marcadas en rojo y gris se desplazarortia porque significa que se puede introducir un nuevo
el equivalente al espacio de una base hacia abajo (a lonivel de control en el autoensamblaje de ADN al con-
largo del eje longitudinal de la hélice de ADN). Como trolar la identidad de las bases a extremos 5'y 3’ e in-
consecuencia se forman dos triadas GGT. La primera cluso introducir nucleétidos modificados en estos extre-
esta marcada por la guanina en cyan en la Figura 11 y mos para obtener mayor variedad en el ensamblaje de
la segunda esta inmediatamente debajo. Este mecanishanoestructuras basadas en ADN. Finalmente, también
mo tendria un papel fundamental en el autoensamblaje estos resultados tienen implicacion directa en el rol de

Conclusiones
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la introduccion de fluoréforos para seguir la estructura
de nanoestructuras de ADN a través de técnicas como
fluorescence resonance electron transfer (FRET) donde
la introduccion del fluoréforo podria de manera funda-

9]

mental cambiar el comportamiento del autoensamblaje [10]

del sistema. Este estudio constituye una primera parte
de un mas profundo entendimiento a nivel atdmico de 14
los procesos de autoensamblaje de ADN G-cuadruple.
Los modelos minimizados aqui reportados seran usados
como estructuras iniciales para simulaciones de dinami-
ca molecular donde se incluira el efecto del solvente e
iones, y que permitiran adicionalmente estudiar como
el tratamiento térmico afecta la estabilidad relativa de

estas estructuras. (Manuscrito en preparacion)
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