Capitol 3. Estudi de quadruplex de guanines en oligonucleotids ciclics

3. ESTUDI DE QL‘JADRUP’LEX DE GUANINES EN
OLIGONUCLEOTIDS CICLICS

3.1 Introduccié i objectius

Dins del camp de la biologia estructural dels acids nucléics, una de les linies de
recerca que més interés ha suscitat en els ultims anys ha estat I'estudi estructural dels
quadruplex de G. Les hipotesis sorgides sobre els possibles rols que poden jugar
aquest tipus d’estructures en diversos processos cel-lulars, conjuntament amb el fet
d’haver esdevingut una diana terapéutica de singular importancia en la cerca de nous
farmacs anticancerigens, ha disparat enormement aquest interés. També ha despertat
forga fascinacid entre els estructuralistes I'elevat polimorfisme que presenta aquest
motiu estructural. Actualment sén molts els diferents grups de recerca d’arreu del mén
que treballen en aquest camp, intentant augmentar el coneixement estructural global
d’aquestes estructures i estudiant la seva interaccié6 amb diferents lligands. Fins ara
tots aquests estudis s’han dut a terme amb oligonucledtids lineals de seqliéncies molt
variades, perd majoritariament provinents de sequéncies telomériques de diferents
organismes. En aquest sentit, s’ha cregut interessant estudiar aquest motiu en
oligonucleotids ciclics, ja que presenten certs avantatges en I'estudi estructural de
motius multicadena com a consequéncia de les restriccions conformacionals
imposades pel fet de ser ciclics. Aquestes restriccions permeten una pre-organitzacio
espacial de les cadenes oligonucleotidiques i faciliten la formacié del motiu estructural
desitjat. Aquest fet, s’ha utilitzat per tal d’estudiar les propietats d’estructures
multicadena, com ara ftriplex. S’ha demostrat també que els oligonucleotids ciclics
poden formar estructures quadruplex com ara el motiu bi-loop’, dificil d’observar en
oligonucledtids lineals*®. En aquest motiu estructural, dos cicles interaccionen entre si
formant-se enllagos d’hidrogen intermoleculars (fig. 3.1).
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Figura 3.1 — Estructura quadruplex que presenta en solucié I'oligonucleotid
d<pTGCTCGCT>.

Dins d’aquest context s’ha cregut interessant estudiar el motiu estructural
quadruplex de G en oligonucleotids ciclics, no només pel seu interés intrinsec, sind
també perqué podria servir com a model estructural per a I'estudi de la interacci6 dels
derivats acridinics amb quadruplex. Per aix0, el primer objectiu que es planteja en
aquest capitol és el disseny de sequéncies adequades per a l'estudi del motiu
estructural en questid i la posterior obtencio dels oligonucledtids ciclics dissenyats. Un
cop obtinguts, el segon objectiu és la realitzaci6 d’'un estudi estructural per tal de
determinar-ne I'estructura que presenten. Aquest estudi s’ha pensat en dur-lo a terme
utilitzant les técniques d’'RMN d’alt camp, d’espectroscopia UV i de dicroisme circular
(DC). Finalment, un tercer objectiu que s’ha plantejat és estudiar per DC com es veu
afectada [l'estabilitat dels quadruplex formats pels oligonucledtids ciclics a
l'interaccionar amb alguna de les acridines obtingudes anteriorment i descrites al
capitol 1.

3.2 Sintesi d’oligonucleotids ciclics rics en G

3.2.1 Metodes de sintesi d’oligonucleotids ciclics

Els métodes de sintesi d’oligonucledtids ciclics han evolucionat molt al llarg
dels anys. Les primeres sintesis es van assolir ara fa uns 20 anys emprant el métode
del fosfat triester, tant per I'elongacié de la cadena com per la seva posterior ciclacio,
tenint lloc totes les reaccions en dissolucié®. Fou un avang molt important la introduccié
de la fase solida primer5, i del métode del fosfit triester posteriorment6. No obstant, les
primeres sintesis en fase solida i utilitzant els fosforamidits com a reactius principals
presentaven dues limitacions importants: restriccié sequencial i baix nivell de puresa
del cru. Tots aquest problemes s’han pogut superar gracies al métode desenvolupat al
nostre grup, el qual permet obtenir oligonucledtids ciclics de mida petita i mitjana (2 a
30-mer) sense restriccié de seqiiéncia i amb rendiments moderadament bons’. El gran
avantatge que presenta aquest métode respecte als altres és que permet obtenir
oligonucledtids sense cap restriccié sequencial i que permet obtenir crus de
desancoratge d’'una puresa forca elevada, cosa que facilita enormement la posterior
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purificacié del producte desitjat. Amb aquesta metodologia, a més a més, també és
possible 'obtencié de molécules d’RNA ciclic®®.

Actualment, també s'utilitzen altres métodes en els quals la ciclacié té lloc en
dissolucié a través de reaccions quimiques o enzimatiques. Aquests es basen en I'ls
d'un motlle que pre-estructura el precursor lineal de forma que els seus extrems
s’aproximen en l'espai, facilitant-ne aixi la reaccié de ciclacié (template assisted
ligation). En aquest sentit, s’ha descrit I'is tant de motlles interns com externs, basats
en estructures conegudes del DNA com ara duplex'?, triplex'!, i-motif’*"® o quadruplex
de G'. Algunes d’aquestes aproximacions es mostren esquematitzades a la figura

3.2.
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Figura 3.2 — Diferents estratégies de ciclacio basades en I'us de motlles del precursor lineal. Formacio
d’un duplex intermolecular (A), presencia d’un motlle extern que forma triplex (B) o duplex (C) i
formacié del motiu quadruplex de G (D).

3.2.2 Disseny de les sequéncies

Dins del context global del present treball, s’ha cregut convenient obtenir un
oligonucledtid que estigui format per repeticions de la seqliiéncia telomeérica humana.
Aixi doncs, i tenint en compte que es persegueix la formacié d’estructures quadruplex
bimoleculars, aquest oligonucledtid hauria d’estar format per 12 nucledtids (2
repeticions telomériques). Aixi, la sequéncia que s’ha plantejat obtenir és
d<pTTAGGGTTAGGG>, que podria formar I'estructura quadruplex que es mostra
esquematitzada a la figura 3.3. En aquesta, les guanines formarien tres tétrades,
quedant les timines i adenines situades als /oops. Tant la sintesi d’aquest
oligonucledtid com la seva determinacié estructural, no obstant, poden presentar
forces complicacions. La sintesi, degut a I'alt contingut en guanines, i I'elucidacié
estructural al gran nombre de nucledtids que participen en I'estructura. Es per aixo,
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que paral-lelament a la sintesi del 12-mer, s’ha decidit abordar també la sintesi d’un
altre oligonucledtid ciclic ric en G, perd més curt. Aquest és el 8-mer
d<pTTGGTTGG>. En aquest cas, la sintesi hauria de presentar menys dificultats, aixi
com també el seu estudi estructural per RMN, ja que en aquest cas el quadruplex
estara format per loops més curts i només 2 tétrades, tal i com es mostra a la figura
3.3.
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Figura 3.3 — Esquema de les estructures quadruplex de G que poden formar
d<pTTAGGGTTAGGG> i d<pTTGGTTGG>. M" simbolitza un catié metal-lic.

Un cop dissenyades les sequéncies a sintetitzar, s’ha hagut de decidir quins
precursors lineals obtenir per tal de dur a terme la ciclacid6. En aquest sentit, les
ciclacions en fase solida donen millors rendiments quan la reaccié té lloc entre dues
bases pirimidiniques que en qualsevol dels altres casos. Aixi doncs, s’ha decidit “tallar”
els oligonucleotids per un dels loops, i més concretament entremig de les dues timines
consecutives. Aixi doncs, les dues oligonucleotidil resines que s’ha plantejat sintetitzar
en fase solida soén les que es mostren a la figura 3.4.
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Figura 3.4 — Precursors lineals dels oligonucledtids ciclics.

3.2.3 Obtencié dels oligonucleotids d<pTTGGTTGG> i
d<pTTAGGGTTAGGG>

La sintesi dels oligonucleotids plantejats s’ha dut a terme segons el métode
desenvolupat al nostre grup'®. Aquest es mostra esquematitzat a la segiient figura:
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Figura 3.5 — Esquema sintétic d’obtencié d’oligonucledtids ciclics .
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3.2.3.1 Sintesi de la nucleotidil-resina

En primer lloc s’ha sintetitzat I'espaiador bifuncional fent reaccionar I'acid 3-
cloro-4-hidroxifenilacétic amb el 2,4,5-triclorofenol en preséncia de DCC com a agent
acoblant (fig. 3.6). La reaccié ha funcionat bé i s’ha obtingut el producte desitjat amb
un rendiment del 66 %. Seguidament, la reaccié d’aquest amb el fosforamidit de la T
en presencia de tetrazole, i la posterior oxidacié del fosfit triester generat, han permés
obtenir el nucleotidil-espaiador desitjat, a punt ja per ser ancorat a la resina. L’alta
reactivitat d’aquest producte comporta la seva degradacié en cas de realitzar una
cromatografia en columna en gel de silice, de manera que normalment no es du a
terme cap purificacié. S’ha comprovat la seva puresa mitjangant un espectre dRMN de
IP i s’ha observat que la principal impuresa que conté el cru de sintesi és
I’hidrogenfosfonat que prové de la hidrdlisi de part del fosforamidit que no ha
reaccionat. Aquest producte no interfereix en el posterior acoblament i és per aix6 que
s’ha utilitzat sense cap etapa de purificacio.
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Figura 3.6 — Esquema de sintesi per a 'obtencié de la nucleotidil resina.

L’'obtencio de la nucleotidil resina a partir de la qual se sintetitzaran els
oligonucledtids ciclics desitjats té lloc en dues etapes (fig. 3.6). El suport poliméric
emprat ha estat la resina NH,-TentaGel, un copolimer de polietilenglicol i poliestiré de
funcionalitzacié inicial al voltant de 240 umol/g.
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En primer lloc s’ha incorporat I'acid N-Fmoc-6-aminohexanoic a la resina en
preséncia de DCC i HOBt. La missié d’aquest aminoacid és augmentar la flexibilitat de
la resina i separar la cadena nucleotidica suficientment de la resina, de manera que
impediment estéric en les etapes de ciclacié i desancoratge sigui menor. Un cop
incorporat 'aminoacid s’ha calculat la nova funcionalitzacié de la resina seguint el
meétode estandard de calcul de funcionalitzacié per a les Fmoc-resines (apartat D.2.1
de Materials i métodes). S’ha obtingut un valor de 164 umol/g, el qual s’ha considerat
acceptable i s’ha procedit amb I'acetilacié dels grups amino de la resina que no havien
reaccionat. Seguidament, s’ha eliminat el grup Fmoc de I'acid aminocaproic i s’ha
realitzat 'acoblament del nucleotidil espaiador a la resina en preséncia de DCC i HOBt.
S’ha tornat a calcular la nova funcionalitzacié, aquest cop seguint el métode estandard
de calcul de funcionalitzacio per a les DMT-resines (apartat D.2.2 de Materials i
meétodes) i s’ha obtingut un valor de 104 umol/g. Una funcionalitzacio aixi es considera
adequada per a la sintesi d’oligonucledtids ciclics, de manera que s’ha continuat amb
l'acetilacié dels grups amino lliures que no han reaccionat. L’ultim pas abans de
comencar la sintesi automatica és la desproteccio del grup fosfat, que s’ha dut a terme
tractant la resina amb pir./TEA (1:1) per tal d’eliminar el grup cianoetil. Un cop arribat
en aquest punt, la resina ja esta a punt per ser dipositada al reactor i comencgar la
sintesi automatica.

3.2.3.2 Elongacio6 de la cadena nucleotidica i ciclacio

La sintesi dels oligonucledtids s’ha realitzat seguint les condicions
experimentals desenvolupades en el nostre grup per a la sintesi d’oligonucledtids
sobre resina TentaGel. Com a diferéncies principals entre la sintesi sobre TentaGel i
I'estandard sobre boles de vidre (CPG) cal destacar sobretot que els temps emprats en
els diferents tractaments son molt superior en el cas de la resina TentaGel. També cal
destacar la incorporacié de rentats amb DMF, absents en la sintesi estandard sobre
CPG. S’han realitzat dues sintesis de cada oligonucleétid, en primer lloc a escala 2
pmol i posteriorment a escala 10 umol. Les sintesis s’han realitzat tal i com s’explica a
'apartat C de Materials i métodes, obtenint-se rendiments molt elevats en cada etapa
d’acoblament (>97%) i sense observar-se canvis significatius entre les sintesis
realitzades a diferent escala.

El seglent pas, la ciclacid, és I'etapa clau de la sintesi i té lloc mitjancant la
reaccio entre I'hidroxil de I'extrem 5’ i el fosfat diester de I'extrem 3’ (fig. 3.7). Aquesta
s’ha dut a terme mitjangant tres tractaments de la oligonucleotidil-resina amb 1-
mesitilensulfonil-3-nitro-1,2,4-triazole (MSNT), de tres hores cadascun. EI mecanisme
proposat per a aquesta reaccid comenca amb la formacié d’'un anhidrid mixt fosforic-
sulfonic, el qual pot evolucionar posteriorment de dues maneres diferents. D’una
banda pot ser atacat directament pel grup hidroxil i formar-se el cicle desitjat (ruta a).
Per altra banda, pot tenir lloc I'atac del triazole formant-se en primera instancia un
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fosfat activat que posteriorment és atacat per I'hidroxil produint la ciclacié (ruta b).
Ambdds mecanismes condueixen al mateix producte que és I'oligonucledtid ciclic
desitjat ancorat al suport solid.
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Figura 3.7 — Mecanismes proposats per a la reaccié de ciclacié de I'oligonucleotid lineal amb MSNT.

3.2.3.3 Desproteccio, escissio i dessalatge del producte ciclic

Un cop ciclat l'oligonucleotid, s’ha procedit amb [I'eliminacié dels grups
cianoetils que fins ara han actuat com a protectors temporals dels grups fosfats.
Aquest pas és forca important, ja que la posterior escissioé de I'oligonucledtid ciclic es
du a terme de manera selectiva, escindint-se només els fosfats triester. Aixi doncs,
convé eliminar tots els grups cianoetils i que els Unics fosfats triesters que quedin a la
nucleotidil resina siguin els que mantenen units els oligonucledtids ciclics al suport
solid. Aquesta desproteccié s’ha dut a terme mitjangant el tractament de la resina amb
pir./TEA (1:1).
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Posteriorment, s’ha dut a terme I'escissid de I'oligonucledtid ciclic del suport
poliméric mitjangant un tractament de la resina amb syn-piridin-2-aldoximat de 1,1,3,3-
tetrametilguanidini'’ (fig. 3.8). Aquest tractament permet un desancoratge selectiu dels
productes ciclics, fet que es tradueix en I'obtencié de crus de desancoratge d’elevada
puresa. Un cop realitzada I'escissio, el cru obtingut s’ha tractat amb NH; concentrat
tota una nit a 55°C per tal de desprotegir les nucleobases i posteriorment s’ha dessalat
mitjangant una cromatografia d’exclusié molecular Sephadex G-10.
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Figura 3.8 — Mecanisme proposat per a la reaccié de desancoratge duta a terme amb oximat de TMG.
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3.2.3.4 Analisi i purificacid

Els oligonucleotids obtinguts s’han quantificat per espectroscopia UV, i un cop
purificats s’han analitzat per HPLC i s’han caracteritzat per EM-MALDI-TOF i digestio
enzimatica amb fosfodiesterasa de veri de serp SVPD (Snake Venum
PhosphoDiesterase).

El primer cru analitzat ha estat el de la sintesi a escala 2 umol de
d<pTTGGTTGG> i ha estat forca desconcertant, ja que s’ha obtingut un
cromatograma molt complex (fig. 3.9A).
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Figura 3.9 — Cromatogrames del cru de desancoratge de d<pTTGGTTGG> a temperatura
ambient (A), a 66°C (B), a temperatura ambient amb preséncia de formamida (C) i de DMF
(D). Gradient: 5-35% B en 30 min.; A: 10 mM NH,OAc, B: ACN/H-0 (1:1).
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Una de les caracteristiques principals del métode de sintesi utilitzat és
justament I'obtencié de crus de desancoratge d’elevada puresa, amb la preséncia molt
majoritaria del producte desitjat. S’ha pensat doncs que I'obtencié d’'un cromatograma
tan brut i irreproduible podria ser degut a la preséncia de certa estructuracié o
d’agregacions inespecifiques per part de ['oligonucledtid. Habitualment la sintesi
d’oligonucledtids rics en guanines sol presentar problemes d’aquest estil'®'®, pero
generalment no de tal magnitud. S’ha intentat solventar el problema escalfant la
columna de cromatografia, i introduint formamida® o fins i tot DMF a la mostra (fig.
3.9B-D), pero per bé que els perfils cromatografics han experimentat certes millores,
no s’ha aconseguit trobar unes condicions en les quals fos possible la purificacio.

S’ha decidit realitzar una electroforesi en gel de poliacrilamida (PAGE) en
condicions desnaturalitzants per tal de veure si realment el cru esta tan brut com
sembla, o si és que hi ha estructuracié o agregacions inespecifiques. S’ha obtingut un
gel analitic on s’observa una banda forga majoritaria que correspon al producte desitjat
(fig. 3.10A). Aixi doncs, es confirma que el que s’ha vingut observant a través de
'HPLC so6n majoritariament artefactes produits per estructuracions degudes,
segurament, a I'alt contingut en guanines de I'oligonucleotid.

Per tal de millorar I'analisi cromatografic dels productes s’ha provat de canviar
el tampé utilitzat fins ara (NH4OAc 10 mM) per acetat de trietilamoni (TEAAc 10 mM).
Els cations NH," pot ser que afavoreixin I'estructuracié de la mostra, ja que tenen una
mida que els possibilita interaccionar favorablement amb moltes estructures, com ara
els quadruplex de G. El cati6 trietlamoni és de mida molt més gran i segurament
minimitzara aquesta estructuracié.

8-mer =—

AN

0 t(min.) 30

Figura 3.10 — Electroforesi desnaturalitzant en gel de poliacrilamida a escala analitica (A) i cromatograma
d’HPLC (B) del cru de desancoratge de d<pTTGGTTGG>. Gradient: 5-35% B en 30 min.; A: 10 mM
TEAAc, B: ACN/H,0 (1:1).
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Com es pot observar a la figura 3.10B, en el cromatograma es posa de
manifest la preséncia d’un producte majoritari, de forma similar a I'observat per
electroforesi. S’ha decidit doncs, a partir d’ara realitzar totes les analisis per HPLC
usant el tamp6é TEAAc 10 mM. De totes maneres, cal tenir en compte que la sintesi no
ha funcionat com era d’esperar, ja que normalment els crus de desancoratge obtinguts
mitjangant el métode de sintesi emprat son molt més nets.

S’ha procedit amb la purificacié mitjangant HPLC semipreparativa, aixi com
també amb l'analisi de les altres sintesis realitzades. A la figura 3.11 es mostren els
cromatogrames tant dels crus de desancoratge com dels productes purificats per a les
sintesis realitzades a escala 10 umol, mentre que a la taula 3.1 es mostren les
quantitats de producte obtingut, aixi com també els rendiments tant de sintesi com de
purificacio.
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Figura 3.11 — Cromatogrames del crus de sintesi d<pTTGGTTGG> | d<pTTAGGGTTAGGG>
(A i C), i dels mateixos oligonucledtids purificats (B i D). Gradient: 5-35% B en 15 min.; A: 10
mM TEAAc, B: ACN/H-0 (1:1).

Seqiiéncies i escala Rdt. cru Rdt. purificaci6 Rdt. global Quantitat
d<pTTGGTTGG> (2 pmol) 25% 10% 2.5% 10.0 OD
d<pTTGGTTGG> (10 umol) 17% 38.5% 6.5% 38.50D
d<pTTAGGGTTAGGG> (5 umol) 18% 13% 2.5% 14.2 OD
d<pTTAGGGTTAGGG> (10 umol) 25% 16% 4% 39.1 0D

Taula 3.1 — Rendiments de les sintesis dels oligonucledtids d<pTTGGTTGG> i d<pTTAGGGTTAGGG>.

La caracteritzacié dels oligonucledtids obtinguts s’ha dut a terme per
espectromteria de masses MALDI-TOF i per digestions enzimatiques amb la SVPD
(taula 3.2). Les digestions enzimatiques permeten obtenir la constitucido dels
oligonucledtids, a través de la relacié existent entre els diferents nucleotids que els
formen.
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Seqiiencies (M-H) obs. (M-H) calc.  dG:dT:dA obs.
d<pTTGGTTGG> 2530.59 2531.39 1.0:1.0:0.0
d<pTTAGGGTTAGGG> 3815.17 3815.16 3.2:.1.9:1.0

Taula 3.2 — Caracteritzaci6 dels oligonucledtids ciclics per EM-MALDI-TOF i per digestio
enzimatica amb SVPD.

Finalment, un cop obtinguts els oligonucledtids amb la puresa adequada s’ha
dut a terme una cromatografia de bescanvi catibnic amb una resina Dowex per tal
d’obtenir-ne la sal sodica. Aquestes mostres serviran per dur a terme els estudis
mitjancant RMN.

3.3 Estudi estructural dels oligonucleoétids
d<pTTGGTTGG> i d<pTTAGGGTTAGGG>

Un cop obtinguts els oligonucledtids desitjats amb la puresa adequada s’ha
realitzat un estudi estructural d’ambdéds utilitzant les técniques d’UV, DC i RMN.
Cadascuna de les diferents técniques permet obtenir un tipus d’informacié concreta i
sovint complementaria a I'obtinguda mitjancant les altres.

3.3.1 Tecniques emprades per a I'estudi estructural dels
quadruplex de G

3.3.1.1 Espectroscopia ultravioleta

L’espectroscopia ultravioleta (UV) és la técnica més habitualment usada per a
estudiar l'estabilitat d’estructures secundaries de DNA. L’experiment estandard
consisteix en tenir l'oligonucledtid o oligonucledtids en questié estructurats en un
tampé i en unes condicions salines adequades, i llavors realitzar una desnaturalitzacio
térmica. L’estructuracid de la mostra s’aconsegueix mitjangant un escalfament rapid
seguit d’'un refredament tan lent com sigui possible, fins a arribar a una temperatura de
5°C. Llavors, després de mantenir aquesta temperatura uns minuts, s’escalfa la mostra
gradualment (0.5°C/min.) a la vegada que es va enregistrant I'absorbancia d’aquesta a
260 nm. El resultat de I'experiment és una corba de fusié de tipus sigmoidal, a través
de la qual és possible calcular la T, (melting temperature), que representa la
temperatura a la qual el 50% de la mostra es troba estructurada, mentre que l'altre
50% es troba fosa. La T, és el parametre que s'utilitza per tal de comparar les
estabilitats de diferents seqliencies, o de la mateixa sequéncia en diferents condicions
experimentals.

En el cas destudiar l'estabilitat de quadruplex de G s’ha descrit una
modificacio de I'experiment tipic de fusié que consisteix en enregistrar 'absorbancia de
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la mostra a 295 nm enlloc de 260 nm?'. Aquesta modificacié condueix a I'obtencié de
corbes de fusio de sentit invers a les obtingudes a 260 nm i ofereix certs avantatges:

. La variacio d’absorbancia de la transicié és més important.

. La linia de base és més plana.

. L’espectrofotdmetre presenta una millor estabilitat i es minimitza I'aparicié
d’artefactes.

3.3.1.2 Dicroisme circular

El dicroisme circular (DC) és una técnica espectroscopica que es basa en fer
interaccionar una molécula opticament activa amb llum polaritzada, i llavors quantificar
el canvi que es produeix en I'absorcioé de la llum polaritzada circularment a I'esquerra
respecte a la llum polaritzada circularment a la dreta. Aquesta diferéncia (Ae= €esquerra -
Edreta) S €XPressa en unitats de mil-lidegrees (mdeg), i és la magnitud que es mesura
experimentalment. Ac és directament proporcional a [ellipticitat (6), i la seva
dependéncia és:

0 = 3300A¢g

En els espectres de DC es representa la dependéncia de qualsevol d’aquestes
dues magnituds (0 o Ac) respecte la longitud d’ona. També s'utilitza I'el-lipticitat molar

([6]..) que és l'ellipticitat en la qual s’ha eliminat el factor dependent de la concentracio
de la mostra. L’el lipticitat molar ([0],) serveix, doncs, per comparar espectres realitzats
a concentracions diferents, i s’obté a mitjangant la seglent formula:

[6],. =
10-1-c

on 0 és lel'lipticitat expressada en graus, | és el cami Optic expressat en
centimetres i ¢ és la concentracié molar de la mostra.

El dicroisme circular s’'usa mol freqlientment en 'estudi estructural dels acids
nucléics ja que és una técnica molt sensible als canvis conformacionals. No obstant, i
a diferéncia d’altres técniques, la informacié estructural que proporciona el DC prové
principalment de la comparaci6 amb altres espectres de referéncia d’estructures ja
conegudes. D’aquesta manera existeixen patrons o perfils caracteristics per moltes de
les diferents estructures secundaries que pot presentar el DNA. Aquesta técnica, a
més a més, permet realitzar també experiments de fusié. Aixi doncs, no només
s’empra el DC per tal d’obtenir informacié purament estructural, siné també per obtenir
informacié sobre I'estabilitat d’'una estructura concreta, o per analitzar estabilitzacions
o desestabilitzacions produides per interaccions entre acids nucléics i certs lligands.
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Totes aquestes caracteristiques s’han d’unir al fet de ser una técnica forga sensible i
relativament rapida.

En l'estudi estructural dels quadruplex de G, el DC ha estat una técnica molt
usada i basicament permet diferenciar els quadruplex paral-lels dels antiparal-lels, ja
que cadascun d’aquests tipus de quadruplex presenta un espectre caracteristic®*%.
Els quadruplex paral-lels (fig. 3.12A) presenten un maxim d’el-lipticitat al voltant de 260
nm i un minim al voltant de 240 nm®*. Per la seva banda, els antiparal-lels (fig. 3.12B)
presenten un espectre on apareix un maxim que se situa entre 285 i 295 nm, un minim
al voltant de 265 nm, i un altre maxim d’intensitat menor al voltant de 250 nm.

Poder assignar un tipus d’espectre de DC a una estructura secundaria en
concret és possible gracies als estudis realitzats en els quals s’han enregistrat
espectres de DC d’oligonucledtids, I'estructura dels quals ha estat préviament resolta
bé per raigs X o bé per RMN?. Aquests estudis, no obstant, impliquen fer una
important extrapolacid, ja que les condicions experimentals en les quals ha estat
resolta una estructura en particular mai sén les mateixes.

A B

¢ (mdeg)

¢ (mdeg)

v

T T T T T : :
220 240 260 280 300 320 220 240 260 280 300 320
A (nm) A (nm)

Figura 3.12 - Peffils tipics dels espectres de DC per a quadruplex paral-lels (A) i antiparal-lels (B).

3.3.1.3 Ressonancia magneética nuclear

La ressonancia magnética nuclear (RMN) ha esdevingut en els ultims anys una
de les técniques més usades en I'elucidacio estructural d’acids nucléics. El grau de
detall que proporciona aquesta técnica és forca similar a l'obtingut a través
d’experiments de difraccié de Raigs X de cristalls. No obstant, 'RMN presenta dos
avantatges respecte aquesta darrera:

° Proporciona informacié de I'estructura que adopta la molécula estudiada en
dissolucié.

° Proporciona informacié dinamica.

En el cas dels raigs X, les estructures obtingudes sovint es poden trobar
distorcionades com a consequéncia de les forces d’empaquetament cristal-lines. Aixo
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no succeeix en I'estudi per RMN, de manera que es pot estudiar la molécula en la seva
conformacio nativa o almenys en un entorn molt més semblant al fisiologic. Per altra
banda, és important la possibilitat que ofereix 'RMN d’obtenir informacié dinamica, ja
que els acids nucléics solen presentar regions d’elevada flexibilitat. Aquesta informacio
no és possible obtenir-la mitjangant un estudi cristal-lografic.

L’RMN ha experimentat certs avengos técnics en els ultims anys que I'han
convertit en una técnica encara més potent. En aquest sentit cal destacar I'is d'imants
superconductors d’alt camp que corresponen a una freqliéncia de ressonancia de 800-
900 MHz pel 'H, la introduccié de I'espectroscopia multidimensional, i finalment els
avencos en el marcatge isotopic de les molécules de DNA. Referent a aquest ultim
punt, convé remarcar que per a I'elucidacié estructural de molécules de DNA de mida
petita, el marcatge isotdpic no sempre resulta imprescindible, ja que en la majoria dels
casos és possible determinar-ne I'estructura utilitzant molécules no marcades.

3.3.1.3.1 Experiments bidimensionals

Per a la determinacié estructural d’acids nucléics resulta imprescindible I'is
d’experiments d’RMN bidimensional. Amb aquests experiments s’aconsegueix
solventar el problema de I'elevat grau de solapament que existeix en els espectres
monodimensionals de molécules de DNA, el qual sovint en dificulta enormement o bé
n’'impossibilita les analisis. En el present treball s’han realitzat basicament experiments
COSY i NOESY, tot i que també resulten forga habituals altres experiments com ara
TOCSY o ROESY. Depenent del tipus concret d’experiment bidimensional, no només
es possible eliminar parcialment el solapament, siné6 que és també possible obtenir
molta informacié addicional.

Les senyals de correlacid observades en un espectre COSY (COrrelated
SpectroscopY) connecten protons que es troben acoblats escalarment, ja que la
transferencia de magnetitzacié es produeix a través dels electrons implicats en els
diferents enllagos. La seqiéncia de polsos de I'experiment COSY es mostra a la figura
3.13 i consisteix en dos polsos de 90° separats per un temps t;. L’adquisicié té lloc
després del segon pols, durant el temps t,.

90° 90°

i
|V

|

Figura 3.13 — Esquema de la seqliéncia de polsos d’un experiment COSY.
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L’experiment NOESY (Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY)esta basat en
I'efecte nuclear Overhauser (NOE), el qual esta relacionat amb mecanismes de
relaxacié nuclear creuada. Aquest efecte depén de la interaccié entre dipols magnétics
i és molt sensible a la distancia a la que es troben aquests. Aixi doncs, les senyals de
correlacio observades en un espectre NOESY connecten protons que es troben
proxims a lI'espai, amb independéncia de que es trobin o no acoblats escalarment, ja
que la transferéncia de magnetitzacié té lloc entre nuclis acoblats dipolarment .

La sequéncia de polsos de I'experiment NOESY es mostra a la figura 3.14 i
consisteix, en primer lloc, en un pols de 90° el qual genera magnetitzacié transversal
que evoluciona lliurement durant el temps t;. A continuacié té lloc un segon pols de 90°
que converteix una de les components de la magnetitzacié existent en magnetitzacid
longitudinal de no equilibri. Durant el temps de mescla 1, el sistema intenta tornar a
I'equilibri mitjangcant el procés de relaxacié dipolar, tenint lloc una transferéncia de
magnetitzacié entre nuclis acoblats dipolarment, és a dir, proxims a I'espai. Finalment, i
després d’un tercer pols té lloc I'adquisicié durant el temps t.

90° 900 90°

[
L

|

Figura 3.14 — Esquema de la seqliencia de polsos d’un experiment NOESY.

3.3.1.3.2 Assignacio de I’espectre

El primer pas en la realitzacié d’un estudi estructural d’'una molécula de DNA és
'obtencié d’un espectre monodimensional. Amb aquest és impossible realitzar
'assignacio, perd si que de vegades és possible extreure alguna informacio
estructural, com ara saber la molecularitat de I'estructura o detectar la preséncia de
parells Watson-Crick, Hoogsteen o fins i tot d’estructures quadruplex.

Un cop realitzada aquesta analisi preliminar, es procedeix amb I'assignacio dels
espectres obtinguts. Com s’ha comentat anteriorment, per a dur a terme I'assignacio
es treballa amb espectres bidimensionals, ja que en els monodimensionals existeix
molt solapament degut al fet que les molécules de DNA estan formades per només 4
nucleodtids diferents, i aixd implica que hi hagi moltes repeticions d’aquests en
practicament qualsevol sequéncia. L’estratégia que cal seguir per a I'assignacio d’un
espectre consta de tres etapes.

En primer lloc cal fixar-se en els protons no bescanviables (fig. 3.15A) i
identificar tots els sistemes d’spin, la qual cosa es du a terme a partir dels experiments
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d’acoblament escalar, com ara el COSY. Aixi s’identifiquen els nuclis que corresponen
al mateix nucleotid seguint els pics de correlacié entre els protons Ha-Hy, Hy-Ha/Hy-,
Hy/Hx>-Hz, Hs-Hs | Hg-Hs/Hs. D’aquesta manera és possible identificar
inequivocament els sistemes de timina i citosina, ja que per la timina s’observa un pic
de correlacié entre el Hs i el grup metil, mentre que per la citosina s’observa un pic de
correlacié entre els protons Hs i Hg de l'anell pirimidinic. Els residus de guanina i
adenina, generalment no es poden diferenciar en aquesta primera etapa, excepte els
residus de guanina en conformacié syn, els quals son facilment detectables degut a la
preséencia d’un fort NOE intraresidual entre Hg i Hy-.

Un cop identificats els sistemes d’spin, es realitza I'assignacié sequencial.
Aquesta es du a terme a partir dels pics de correlacié que s’observen entre protons de
nucleodtids contigus en la seqiéncia obtinguts en I'espectre NOESY. Mentre que per
estructures duplex els pics de correlacid que s’observen presenten un patrd forca
similars (ByH¢-Bpn+1Har i BaH2/Ho-BiiiHar), €n el cas dels quadruplex s’observen pics
diferents depenent de si les guanines es troben en conformacié syn (sG) o anti (aG) en
cada pas. En total, com que hi ha 4 tipus de passos diferents, hi ha quatre patrons de
pics de correlacio observats diferents:

. aG - aG: G H-Gp+1Hs | GyH2/H2-GriqHs.

o sG — aG: G H-Gp+1Hs, GyH2/H2-Gri1Hs, GoHg-Gn+1Hs, GhHs-GriqHo/Ho.
. sG — sG: Gy Hs-Gn+1H1, GoHg-Gne1Hsycre-

° aG - sG: no s’observen NOEs sequiencials.

Posteriorment, la tercera i ultima etapa consisteix en I'assignacio dels protons
bescanviables (fig. 3.15B). Aquesta es du a terme a través dels NOEs entre protons
bescanviables i protons no bescanviables, i dels NOEs intercadena amino-imino i
imino-imino, que s’observen entre les guanines de cada tétrada i entre guanines
situades en diferents tetrades. En quadruplex de G, l'assignacié completa dels
espectres sol ser forga més dificil que en altres estructures degut sovint a la manca de
NOEs entre protons bescanviables i protons no bescanviables.

A NH, o) NH, o)
Hs H,C
N SN N NH NN NH
a2 0D S U
B_<N |N/)\H2 ’I‘ N/)\NHZ Hg N/go Hg N ¢}
(IiR drR cIJR (IiR
dA dG dC dT
B NH, e} NH, (0]
Hs HaC
N XN N NH AN NH
L, 0L, X
B{N | N/)\Hz N N/)\NH2 He hll/go He N o
thR dR dR drR Y
dG dC dT 2'-desoxiribosa

dA

Figura 3.15 — Protons no bescanviables (A) i bescanviables (B) de cadascuna de les diferents
nucleobases i de I'anell de 2’-desoxiribosa.
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3.3.1.3.3 Informacio estructural

Un cop ha estat completament assignat I'espectre d’RMN d’un oligonucleotid, el
seguent pas a seguir és extreure’n la informacidé necessaria per tal de poder
determinar-ne I'estructura tridimensional. En aquest sentit, la informacié més valuosa
prové de les restriccions de distancies interprotdniques derivades dels pics de
correlacio dipolar (NOEs). Aquesta es complementa amb les restriccions angulars
derivades de l'analisi de les constants d’acoblament escalar a tres enllacgos,
obtingudes mitjangant els experiments COSY.

Un cop obtingudes aquestes restriccions ja és possible iniciar un calcul per tal
d’obtenir l'estructura que presenta I'oligonucledtid en questié. La determinacié de
I'estructura consisteix en obtenir unes coordenades atdomiques compatibles amb les
restriccions experimentals de distancies interprotdniques i angles diedres. En realitat,
no es tracta de trobar I'estructura que millor compleixi les restriccions experimentals,
sind tot un conjunt d’estructures compatible amb tota la informacié experimental
obtinguda i que constitueixi una mostra representativa de tot I‘espai conformacional. Es
per aquest motiu, que les estructures determinades per RMN, sovint es mostren com
una superposicié de varies conformacions.

Per tal dobtenir aquestes estructures existeix una gran varietat de
metodologies de calcul, les quals es classifiquen, en funci6 de [I'aproximacio
matematica que utilitzen, en diversos grups: métodes de geometria de distancies,
meétodes de minimitzacié de funcié blanc, i métode de dinamica molecular restringida
(RMD). Aquest darrer és el métode més usat actualment i consisteix en integrar
numeéricament les equacions de Newton d’un sistema de particules. El principal
avantatge d’aquest métode respecte els altres radica en la capacitat no només
d’explorar tot I'espai conformacional, siné també de superar minims locals.

3.3.2 Estudi estructural de d<pTTGGTTGG>

3.3.2.1 Estudi d’estabilitat téermica per UV

En primer lloc s’han realitzat experiments de desnaturalitzacié térmica per UV,
ja que a part de ser la técnica més accessible, permet obtenir informacié valuosa sobre
I'estabilitat de I'estructura formada. Els experiments s’han realitzat en preséncia del
catio potassi, ja que aquest és que generalment estabilitza més els quadruplex de G.
S’han realitzat fusions a dues longituds d’ona diferents: 260 i 295 nm. Els resultats es
mostren a la seguent figura:
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Figura 3.16 — Corbes de fusié i renaturalitzacié de d<pTTGGTTGG> realitzades per absorcio UV.

Es pot observar un transicié clara en ambdues longituds d’ona, presentant
perfils inversos en cadascuna d’elles, i amb una T, d'uns 22°C. Aquest fet ens indica
que l'oligonucleotid d<pTTGGTTGG> es troba estructurat a temperatures baixes, i
sembla que podria tractar-se d’algun tipus de quadruplex de G. No obstant, I'estructura
és poc estable a aquesta concentracio, ja que a 40°C practicament ens trobem amb
I'oligonucledtid desestructurat.

3.3.2.2 Estudi mitjangant DC

Els primers espectres de DC s’han realitzat en les mateixes condicions que
I'estudi previ d’'UV (100 mM KCI), per tal de veure si realment I'estructura formada és
del tipus quadruplex de G. S’han enregistrat dos espectres: un a 5°C i un altre a 85°C
(fig. 3.17A).

A B

d<pTTGGTTGG> 50 uM ¢=0,5 mm

10 MM Na,Pipes 100 mM KCl f«"\\
5°C 3

85°C / 1\‘\

¢ (mdeg)
¢ (mdeg)

A \/

T T T
220 220 240 260 280 300 320
A (nm)

- T T T T
220 240 260 280 300
A (nm)

Figura 3.17 — Espectres de DC de d<pTTGGTTGG> a diferents temperatures (A) de I'oligonucledtid
d[GGGG(TTTTGGGG);] en preséncia de K (B).

Com es pot observar, I'espectre obtingut a baixa temperatura no correspon a
cap perfil tipic de quadruplex de G (fig.3.12), ja que presenta un maxim a 258 nm, i
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una esquena amb un maxim poc definit al voltant de 274 nm. Aquest resultat és
certament forca desconcertant. Tanmateix, s’ha trobat descrit a la bibliografia un
espectre de perfil molt similar perd amb el maxim i 'esquena desplagats a longituds
d’ona sensiblement més elevades (265 i 285 nm respectivament)®®. Aquest espectre
correspon a l'oligonucledtid d[GGGG(TTTTGGGG);] en preséncia de K' i s’ha
interpretat com una mescla entre quadruplex paral-lel i antiparal-lel. En el nostre cas,
perd, costa admetre aquesta possibilitat, ja que en principi si el quadruplex és
bimolecular, la preséncia d’'un quadruplex paral-lel és practicament impossible.

Per tal dobtenir més informaci6 sobre [Iestructura que presenta
d<pTTGGTTGG>, s’ha cregut interessant realitzar espectres a diferents
concentracions d’'oligonucleotid, aixi com també en diferents condicions salines. S’han
enregistrat espectres a concentracions 5, 10 i 50 uM d’oligonucledtid en H,O, en
tampé NayPipes 10 mM i en preséncia de NaCl 100 mM o KCI 100 mM. Aquests
espectres es mostren a la seglient figura:

A 12 B 25
d<pTTGGTTGG> 5 M, 5°C d<pTTGGTTGG> 10 uM, 5°C
—HO — HO
10 i 2
— 10 mM Na2P|pes 204 —— 10 mM Na,Pipes
— 10 mM Na,Pipes, 100 mM NaCl —— 10 mM Na,Pipes, 100 mM NaCl
81 10 mM Na,Pipes, 100 mM KCl 10 mM Na,Pipes, 100 mM KCI
15+
o 57 3
B S
E . £ 10+
w w
2 /\ 5 /\
T S~
RS N 0 S
L N
220 220 260 280 300 320 220 240 260 260 300 320
A (nm) A (nm)
C 6. d<pTTGGTTGG> 50 uM, 5°C
H,0
5 —— 10 mM Na,Pipes
—— 10 mM Na,Pipes, 100 mM NaCl
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—~ 34
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Figura 3.18 — Espectres de DC en diferents condicions salines de d<pTTGGTTGG> a 5 uM
(A), 10 uM (B) i 50 uM (C).

Com es pot observar, per a cada concentracio assajada el nivell d’estructuracié
augmenta segons el medi de la segient forma: H,O < Pipes < Na® < K*. En H,0O
practicament no s’observa estructuracio, mentre que en tampd Pipes sembla haver-
n’hi ja una mica. No obstant, tant en preséncia de Na* com de K" I'el-lipticitat augmenta
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de forma considerable i el perfil varia substancialment. Convé destacar que, mentre
que a concentraciéo 5 i 10 uM d’oligonucledtid la diferéncia d’estructuracié entre les
mostres amb Na* i amb K" és notable, a 50 uM, els espectres en ambdues condicions
salines son forga semblants. Aixi doncs, la discriminacié entre els diferents cations és
més elevada en condicions de baixa concentracié d’oligonucledtid. Aquesta observacio
es podria relacionar d’alguna manera amb el fet que l'estructura formada no fos
monomeérica siné que impliqués almenys dues molécules. Aixi, com més baixa és la
concentracié d’oligonucleotid, més dificil resulta I'estructuracié d’aquest, i és per aixo,
que la preséncia de ions és més decisiva en la formacié de I'estructura. En canvi, a
concertacions més elevades d’oligonucledtid, I'estructuracié ja estd més afavorida i els
cations no juguen un paper tan important. De totes maneres, i per tal de sortir de
dubtes sobre la molecularitat de I'estructura, s’han tractat les dades obtingudes per tal
d’obtenir espectres d’el-lipticitat molar respecte longitud d'ona. Al tractar-se
d’el lipticitat molar, el factor de la concentracié d’oligonucledtid queda corregit, de
manera que els espectres enregistrats a concentracions diferents d’oligonucledtid
passen a ser del tot comparables entre ells (fig. 3.19).
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Figura 3.19 — Espectres de DC on es mostren les el lipticitats molars per a cada concentracié de
d<pTTGGTTGG> en H,0 (A), en tampd Pipes (B), en preséncia de 100 mM NaCl (C) i 100 mM KCI (D).
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A la vista d’aquests espectres (fig. 3.19), es pot concloure que l'oligonucleotid
en questié forma una estructura multimeérica, ja que per a cadascuna de les condicions
salines assajades, com més concentrada és la mostra, més elevada és I'el-lipticitat, o
sigui I'oligonucleotid presenta un grau d’estructuracio més elevat. Convé remarcar, no
obstant, que en preséncia de K aquesta diferéncia és molt menor que en les altres
condicions assajades, esdevenint practicament inexistent. Es a dir, es constata que la
preséncia d’aquest catié afavoreix molt I'estructuracio, ja que en aquestes condicions
desapareix I'efecte dependent de la concentracié d’oligonucledtid.

Els resultats obtinguts tant per UV com per DC permeten concloure que
I'oligonucleotid d<pTTGGTTGG> presenta estructuracié a baixa temperatura (5°C). El
perfil obtingut per DC, perd, no és assimilable a cap dels descrits a la literatura com a
quadruplex de G (paral-lels o antiparal-lels). S’ha observat que el grau d’estructuracio
presenta una dependéncia amb la concentracioé i que mostra una discriminacié entre
els diferents cations assajats. En aquest sentit, I'estructuracié és afavorida per la
preséncia del catio K*, caracteristica tipica dels quadruplex. Aixi doncs, segurament
ens trobem davant una mescla de diverses estructures, on almenys alguna, pero
potser totes s6n multimériques, alguna de les quals podria ser un quadruplex de G.

3.3.2.3 Estudi mitjangant RMN

Un cop realitzats els estudis preliminars mitjancant les técniques d’'UV i DC,
s’ha realitzat un estudi per RMN per tal de poder aclarir certs aspectes de I'estructura
(o estructures) que forma l'oligonucledtid d<pTTGGTTGG>. En aquest sentit, en
primer lloc s’ha enregistrat un espectre monodimensional de 'H en H,O i en preséncia
de catio sodi (fig. 3.20).

JUULJ\.JUM V

13 12 11 10 S 8 7 PPrm

Figura 3.20 — Fragment de I'espectre d’'RMN de 'H monodimensional de d<pTTGGTTGG> enregistrat
en H,0 a una concentracié de 0.21 mM en preséncia de Na* 108 mM.

Fixant-se en la zona de I'espectre que va de 6 a 14 ppm, s’observen diversos
grups de senyals. Les senyals que apareixen entre 6 i 7 ppm corresponen als protons
H; de les desoxiriboses, mentre que els que apareixen entre 7 i 9 corresponen als
protons aromatics de les diferents nucleobases. En aquest cas es tracta dels Hg de les
timines i dels Hg de les guanines. A partir de 9 ppm, solen aparéixer els protons dels
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grups imino, els quals presenten desplagaments sensiblement diferents en funcié de
’'estructura secundaria que presenta la molécula. En el cas dels quadruplex de G,
aquestes senyals es troben entre 10 i 12 ppm. Aixi doncs, en aquest espectre
s’observen algunes senyals tipiques de quadruplex, per bé que també s’observen
senyals a camps més baixos, al voltant de 13 ppm. Aquesta és la zona tipica de
parells de bases que es troben formant enllagos d’hidrogen tipus Watson-Crick. En el
nostre cas, pero, aixo no és possible, ja que I'oligonucledtid només conté G i T.

A continuacid, s’ha decidit enregistrar espectres monodimensionals a diferents
concentracions d’oligonucleotid, per tal de veure com afecta aquest parametre a
I'estructuracié de la mostra. El que s’ha observat, és que hi ha algunes senyals que
varien substancialment d’intensitat amb la concentracio (fig. 3.21), fet que referma la
idea apuntada anteriorment que realment hi ha més d’una estructura en solucio.

A

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 ppm

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 ppm

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 ppm

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 ppm

Figura 3.21 — Fragments dels espectres d’RMN de "H de d<pTTGGTTGG> enregistrats a les
concentracions de 2 mM (A), 1 mM (B), 0.5 mM (B) i 0.05 mM (C) en preséncia de Na* 25 mM.

Un cop analitzats els espectres monodimensionals, s’ha passat a enregistrar
espectres bidimensionals COSY i NOESY, tant en D,O com en H,O. Un cop
processats els espectres, el primer que cal destacar és la preséncia de nombrosos
pics en el NOESY, cosa que posa de manifest que I'oligonucledtid presenta forga
estructuracio. El que s’observa també d’entrada, no obstant, és I'existéncia d’un gran
solapament en totes les zones de l'espectre, cosa que segurament en dificultara
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I'assignacio. Aquest solapament es posa de manifest a la figura 3.22, on s’observa una
distribucio de pics molt simétrica.
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Figura 3.22 — Zona de I'espectre NOESY de d<pTTGGTTGG?> enregistrat en D,O a una concentracié d’1
mM en preséncia de Na*® 108 mM, a 5°C i amb un t, de 200 ms, on apareixen els pics de correlaci6 entre
Har-Hq i Har-Hzy2e.

A partir d’aqui, el primer pas ha estat intentar identificar el nombre de sistemes
d’'spin que formen l'espectre. En aquest cas, s’ha treballat tant amb els espectres
COSY com amb els NOESY realitzats en D,0O, i s’han detectat entre 10 i 12 sistemes
d’'spin diferents, d’entre els quals 6 pertanyen a timines. L'assignacié de les T és
rapida i inequivoca a partir de I'espectre COSY, ja que aquestes presenten un pic de
correlacio caracteristic entre el metil i el proté Hy de la desoxiribosa. Aixi, sembla clar
que el nombre exacte de sistemes d’spins és 12, distribuits de la seglent manera: 6T i
6G. El fet de presentar-ne 12 indica que com a minim hi ha dues estructures en
equilibri, ja que si només n’hi hagués una, el nombre total de sistemes d’spins seria 4,
8 0 16, en funcid de la simetria de I'estructura.

Una altra evidéncia de I'espectre NOESY que referma I'existéncia de més d’'una
estructura en dissolucié, és la preséncia de molts pics d’intercanvi. Aquests apareixen
prop de la diagonal i correlacionen les senyals d’'un mateix nucli en cadascuna de les
diferents estructures o conformacions que adopta la molécula estudiada (fig. 3.23).
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Figura 3.23 — Zona de I'espectre NOESY de d<pTTGGTTGG?> enregistrat en H,O a una concentracio de
0.56 mM en preséncia de Na® 63.5 mM, a 5°C i amb un =, de 300 ms, on apareixen els protons
bescanviables. A I'espectre s’indiquen alguns dels pics que podrien ser d’intercanvi.

En vista d’aquests resultats, s’ha pensat en la possible existéncia de dues
estructures en equilibri, una de les quals presenta molta simetria i només té 4 sistemes
d’spins independents, i una altra que conté menys elements de simetria i, com a
consequeéncia, en té 8. Si ambdues estructures fossin de quadruplex de G, podrien
correspondre a les que es mostren a la figura 3.24

A B

Figura 3.24 — Quadruplex de G que pot formar d<pTTGGTTGG> en les quals els cicles es poden
disposar de forma paral-lela (A) o antiparal-lela (B) entre si.

Aquestes estructures es diferencien entre elles per l'orientacioé relativa dels
cicles (paral-lels o antiparal-lels), essent ambdues, perd, quadruplex antiparal-lels.
Tanmateix, amb els resultats obtinguts fins el moment, no es pot concloure que les
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dues estructures presents en dissolucio responguin al motiu estructural quadruplex, ja
que tot i haver-hi certs indicis de que sigui aixi, alguns dels resultats sén contradictoris.

Per una banda s’observa la preséncia de guanines en conformacié syn en
cadascuna de les diferents estructures. En [l'analisi dels espectres d'RMN de
quadruplex de G antiparal-lels, cal fixar-se en la zona on apareixen els pics de
correlacio entre el protd Hy del sucre i els protons aromatics He i Hs. En aquestes
estructures hi ha guanines en conformacio syn (sG), absents en la majoria de les altres
estructures secundaries que sol adoptar el DNA (duplex, triplex o quadruplex
paral-lels). La seva preséncia es posa de manifest perqué els pics de correlacié Hy-Hg
d’aquests nucleodtids sén especialment intensos, i per tant facilment detectables. Aixi,
en l'espectre NOESY de d<pTTGGTTGG> se n'observen 3, fet que concorda amb
I'existéncia de 12 sistemes d’spin i dues estructures quadruplex antiparal-lels diferents.
D’aquesta manera, de les 6 G diferents que apareixen a I'espectre, 3 es troben en la
conformacio anti (aG) i 3 en la syn (sG).

Per altra banda, cal recordar que el perfil dels espectres de DC obtinguts no és
el tipic d’estructures quadruplex antiparal-lel. A més a més, s’ha observat als espectres
de RMN monodimensional senyals corresponents a protons que es troben a camps
molt baixos per tractar-se d’'un quadruplex. En aquest sentit s’ha pensat que potser
una de les estructures podria contenir parells no candnics G-T i no tractar-se, per tant,
d’'un quadruplex de G.

Un cop arribats en aquest punt de I'estudi, s’ha intentat dur a terme I'assignacié
sequencial de I'espectre NOESY. No obstant, aquesta ha resultat impossible degut a
lalt solapament que existeix en moltes de les regions dels espectres i a que
practicament no s’observen NOEs sequliencials. Tanmateix, aquesta abséncia de pics
de correlacié entre bases consecutives es podria interpretar en el sentit que tots els
passos G-G, son aG-sG en el sentit 5’—3’, ja que aquesta disposicidé de dues guanines
consecutives no presenta cap pic de correlacio.

Finalment, s’han enregistrat multiples espectres variant considerablement les
condicions salines per tal d’intentar desplacar I'equilibri i discriminar una de les
estructures presents respecte I'altra. Aixi, s’han enregistrat espectres en preséncia de
K* i Mg, perd no s’ha observat cap variacié rellevant en els espectres obtinguts.
També s’ha intentat desplacar I'equilibri variant tant la concentracié de la mostra com
la temperatura d’enregistrament dels espectres. Tots els esforcos, perd, han resultat
indtils, ja que no s’ha obtingut el resultat desitjat. Aixi doncs, s’ha decidit abandonar
I'estudi estructural de I'oligonucledtid en questio. Les dificultats trobades durant I'estudi
(preséncia de més d’una estructura, alta simetria del sistema, baixa estabilitat i elevat
grau de solapament de les senyals) semblen forca insalvables de cara a la resolucio
d'alguna de les estructures que presenta I'oligonucledtid d<pTTGGTTGG> en
dissolucié.
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3.3.3 Estudi estructural de d<pTTAGGGTTAGGG>

En l'estudi estructural del dodecamer d<pTTAGGGTTAGGG> s’ha seguit la
mateixa estratégia utilitzada amb I'octamer, comengcant amb un estudi d’estabilitat
térmica per UV, seguit d’'un estudi per DC i finalment, realitzant un estudi complet
mitjancant 'RMN.

3.3.3.1 Estudi d’estabilitat téermica per UV

S’han realitzat experiments de desnaturalitzaci6 térmica per UV de
d<pTTAGGGTTAGGG> a concentracié 50 uM a dues longituds d’ona, 260 i 295 nm,
en tampo6 Pipes 10 mM, i en preséncia de KCI 100 mM. En les corbes enregistrades
(fig. 3.25) s’observa una sola transici6 amb una T, al voltant de 44°C. Altre cop,
aquesta transicié presenta perfils diferents a les dues longitud d’ona: transicio tipica a
260 nm, i transicio inversa a 295 nm. Aquest fenomen indica que I'oligonucleotid en
questio s’estructura en forma de quadruplex de G.
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2 2 d<pTTAGGGITAGGG> 50 uM
o 0755 & 10mMNa,Pipes, 100 mMKC
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Figura 3.25 — Corbes de renaturalitzacié realitzades per UV de d<pTTAGGGTTAGGG> a 260
ia295 nm.

La diferéncia més significativa observada entre I'octamer i el dodecamer és
'elevada estabilitat térmica d’aquest ultim, que té una T,, més de 20°C superior a
'octamer. Aquest fet, que en primera instancia es pot atribuir a la formacié de tres
tétrades de G enlloc de dues, és forgca positiu de cara a I'estudi estructural que es vol
dur a terme, ja que d<pTTAGGGTTAGGG> presentara a 5°C un nivell d’estructuracio
molt més elevat del que presentava d<pTTGGTTGG>.

3.3.3.2 Estudi mitjangant DC

L’estudi per DC del dodecamer s’ha comengat enregistrant espectres a
concentracié6 50 uM d’oligonucledtid tant en preséncia de Na® com de K'. Es

155



Capitol 3. Estudi de quadruplex de guanines en oligonucleotids ciclics

interessant observar el perfil dels espectres obtinguts en ambdues condicions salines
(fig. 3.26). L'enregistrat en preséncia de Na* presenta el perfil tipic d’'una estructura
quadruplex de G antiparal-lela amb dos maxims a 247 i 292 nm, i dos minims a 233 i
267.5 nm. Per contra, I'enregistrat en preséncia de K* també presenta dos maxims
(257 i 292 nm) i dos minims (234.5 i 275 nm), pero el perfil és forca diferent. Aquest
diferent perfil en funcié de les condicions salines és certament sorprenent, i sembla
indicar que en Na* I'oligonucleodtid s’estructura en forma de quadruplex anti-paral-lel
tipic, mentre que en K* possiblement hi ha una mescla de conformacions en equilibri,
una de les quals podria ser un quadruplex antiparal-lel, ja que el maxim a 292 nm és
caracteristic d’aquest tipus de quadruplex.

A 6 d<pTTAGGGTTAGGG> 50 uM B d<pTTAGGGTTAGGG> 50 M
10 mM Na_Pipes, 100 mM NaCl, 5°C 10 mM Na_Pipes, 100 mM KCl, 5°C

¢ (mdeg)
¢ (mdeg)

: O \/
220 240 260 280 300 320 220 240 260 280 300 320
% (nm) A (nm)

Figura 3.26 — Espectres de DC de d<pTTAGGGTTAGGG> en preséncia de Na* (A) i de K" (B).

A la vista d’aquests resultats, s’ha repassat detingudament la bibliografia i s’ha
trobat un oligonucleodtid que es comporta de forma molt similar. Es tracta de d(G3T4G3),
el qual presenta dos espectres diferents en funcié del tipus de catié present en la
mostra. Aquest oligonucleotid presenta en Na® un espectre amb el mateix perfil que el
que es mostra a la figura 3.26A, i en K* un altre de molt similar al de la figura 3.26B%’.
S’ha vist per RMN que d(GsT4G;) forma un quadruplex bimolecular en ambdues
condicions®, i se n’ha resolt I'estructura en preséncia de Na*, la qual respon a un
quadruplex bimolecular tipus cistella®®. Tanmateix no s’ha trobat cap explicacié sobre
I'estructura quadruplex que presenta aquest oligonucleotid en preséncia de K*.

Posteriorment, s’ha realitzat un experiment de desnaturalitzacié térmica de
d<pTTAGGGTTAGGG> de la mostra que conté Na* per veure si I'estructura formada
és més o0 menys estable que la formada en preséncia de K*, pero s’ha obtingut una T,
molt similar, de 43°C. Aixi doncs, s’ha decidit centrar-se en I'estudi de I'estructura que
presenta el dodecamer en preséncia de Na*, ja que sembla que es pot tractar d'una
Unica estructura ben definida, cosa que de per si ja facilitaria enormement I'analisi.

S’han enregistrat espectres de DC a diferents concentracions d’oligonucleotid,
per tal de veure si el nivell d’estructuracié varia amb la concentracio (fig. 3.27A). Els
resultats obtinguts semblen indicar que és aixi, perd en aquest cas no sén tant
concloents com els obtinguts anteriorment amb I'octamer, i és per aixo que s’han dut a
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terme experiments de desnaturalitzaci6 térmica a diferents concentracions
d’oligonucleotid. Si I'estructura formada fos bimolecular, la T, hauria de presentar una
forta dependéncia amb la concentracié d’oligonucledtid. A la figura 3.27B es mostren
les fusions realitzades a 47.0, 22.5 i 6.5 uM de d<pTTAGGGTTAGGG>, sempre en
preséncia de 100 mM NacCl.

A 4.00E+008 B
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Figura 3.27 — Espectres de DC on es mostren les el lipticitats molars (A) i corbes de fusio (B) per
a diferents concentracions de d<pTTAGGGTTAGGG>.

A la taula 3.3 s’indiquen les T,, determinades en cada cas i, com es pot
observar, aquesta disminueix considerablement al disminuir la concentracié
d’oligonucleotid.

d<pTTAGGGTTAGGG> (uM) Tm (°C)
47.0 44.2
22.5 414
6.5 33.6

Taula 3.3 — Valors de T, determinats per a cada concentracié de d<pTTAGGGTTAGGG>.

Aquest resultat mostra que ens trobem altre cop davant d’'una estructura
multimérica, que segurament és un dimer. Tanmateix, aquesta informacié no permet
aventurar I'estructura final, ja que aquest oligonucleotid també pot presentar dues
estructures quadruplex bimoleculars diferents. Aquestes, que es diferencien per
I'orientacié relativa dels cicles, es mostren a la figura 3.28. Ambdds cicles es poden
trobar orientats paral-lelament o antiparal-lela entre si. En aquesta nova denominacié
respecte a 'orientacié dels cicles, cal remarcar que encara que el cicles es disposin de
forma paral-lela o antiparal-lela, el quadruplex format sempre sera antiparal-lel. Convé
no confondre aquests dos termes que son conceptualment molt diferents, d’'una banda
I'orientacié relativa de les cadenes que formen el quadruplex, i de l'altra I'orientacio
relativa dels cicles. Pel que respecte a 'orientacié relativa de les 4 cadenes entre si, o
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sigui pel que fa a I'esquelet, aquestes dues estructures sén equivalents als quadruplex
antiparal-lels tipus cistella (fig. 3.28A) i tipus cadira (fig. 3.28B).

A B

Figura 3.28 — Estructures quadruplex de G que pot formar dSpTTAGGGTTAGGG?> en les quals els
cicles es poden disposar de forma paral-lela (A) o antiparal-lela (B) entre si.

Amb els valors de T,, determinats per a cada concentracié de 12-mer (taula
3.3), és possible extreure certs parametres termodinamics de I'estructura que adopta
el dodecamer mitjangant la representacié de linvers de la temperatura respecte el
logaritme neperia de la concentracié®. La recta obtinguda es mostra a la figura 3.29 i
respon a la seguent equacié: 1/T =AIn(C) + B. Enella, A= R/AH i B = AS/AH on R és
la constant dels gasos.
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Figura 3.29 — Determinaci6 dels parametres termodinamics de l'estructura
que adopta d<pTTAGGGTTAGGG>.

A partir de la recta, s’han obtingut els seglents valors: AH = -35.4 Kcal/mol,
AS = -92 cal/mol°K i AGyes = -7.8 Kcal/mol. Aquests valors s’ha comparat amb els
descrits per al quadruplex unimolecular format per la seqiiéncia telomérica humana®’
(AH = -54 Kcal/mol i AS = -163 cal/mol°K). Com es pot observar, tant I'increment
d’entalpia com d’entropia de l'estructura formada pel 12-mer és superior al del
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quadruplex format per un oligonucledtid lineal de sequéncia telomérica. El fet que
entalpicament la nostra estructura sigui més desfavorable podria respondre al fet que
els oligonucledtids que hi participen siguin ciclics. Aixi, en aquest cas, existeixen unes
restriccions conformacionals en els loops que produeixen un penalitzacié energética a
I'estructura. Per altra banda, el fet que I'increment d’entropia sigui més favorable en la
nostra estructura que en l'altra es podria relacionar amb el fet que en el nostre cas es
tracta d’una estructura bimolecular, mentre que I'altra és unimolecular.

3.3.3.3 Estudi mitjangant RMN

Un cop realitzat I'estudi de DC, s’ha passat a realitzar un estudi mitjangant
'RMN. En aquest sentit, el primer que s’ha fet ha estat enregistrar un espectre
monodimensional, per poder observar els trets generals de I'estructura que presenta
I'oligonucleotid en questio. A la figura 3.30 es mostra I'espectre monodimensional
obtingut a una concentracié 0.6 mM en preséncia de Na* (25 mM), a 10°C i en H,O.

I T T T T T T I T 1
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Figura 3.30 — Fragment de I'espectre d’'RMN de "H monodimensional de d<pTTAGGGTTAGGG>
enregistrat en H>0 a una concentracié de 0.64 mM i en preséncia de Na* 25 mM.

A la figura es mostra la zona de I'espectre que va de 6 a 15 ppm. Entre 7 i 9
ppm apareixen els protons aromatics, i s’observa una gran quantitat de senyals, fet
que indica que l'estructura adoptada per l'oligonucleétid no presenta massa simetria.
Entre 10 i 12 ppm queden molt ben definides les senyals corresponents als protons
dels grups imino que intervenen en la formacié del quadruplex. Finalment, més enlla
de 13 ppm s’intueixen algunes senyals d’intensitat molt feble. Aquesta és la zona on
solen apareixer els protons dels grups imino que formen parells Watson-Crick. En
aquest cas, si que podria tenir lloc algun aparellament d’aquest estil, ja que la
sequéncia oligonucleotidica conté adenines i timines. Aixi doncs, observant aquest
espectre es pot concloure que [loligonucledtid en questio s’estructura molt
probablement formant un quadruplex de G ben definit, de baixa simetria i que podria
contenir algun parell Watson-Crick en algun dels loops.

A continuacio, s’han enregistrat més espectres monodimensionals a diferents
concentracions d’oligonucleotid i també a diferents temperatures. A la figura 3.31 es
mostra un espectre enregistrat en H,O a una concentracioé d’oligonucledtid de 60 uM.
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En aquesta concentracio I'oligonucledtid es troba molt majoritariament desestructurat i
es poden veure tots els protons aromatics que el formen. Entre 7 i 8.3 ppm es poden
observar 5 pics, dels quals un es troba mig desdoblat i un altre és més ample i alt que
els altres. Aixi doncs, aquestes senyals corresponen als 7 protons aromatics esperats
(els Hg de tres guanines, els Hs de dues timines i I'Hg i I'H, d’'una adenina), tenint
present que en aquestes condicions una molécula d’oligonucledtid conté dues
repeticions equivalents de la sequiéncia TTAGGG.

T T T T T T T
14 13 12 11 10 g B Fpm

Figura 3.31— Fragment de I'espectre d’RMN de 'H monodimensional de d<pTTAGGGTTAGGG>
enregistrat en H»O a una concentracié de 0.06 mM i en preséncia de Na* 10 mM.

En els espectres enregistrats a concentracido d’oligonucledtid 0.64 mM a
diferents temperatures (fig. 3.32), es pot observar la preséncia dels protons imino que
participen en I'estructura. Aquestes senyals presenten cert grau de superposicioé entre
elles depenent de la temperatura, perd analitzant el conjunt dels diferents espectres es
poden arribar a identificar 11 senyals diferents, una de les quals conté, a totes les
temperatures, 2 protons superposats. Aquest fet mostra que la molécula no presenta
gens de simetria i per tant, els 12 protons observats corresponen a les 12 G que
formen les tres tétrades.

T=50°C
U MWIU f

T=30°C

T=10°C
|
14 13 Y Y I1lo 5 8 7 ppm

Figura 3.32 — Fragments dels espectres de d<pTTAGGGTTAGGG?> a diferents temperatures
enregistrats en H20 a una concentracié de 0.64 mM i en preséncia de Na* 108 mM.
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Un cop analitzats els espectres monodimensionals, s’han enregistrat espectres
bidimensionals COSY i NOESY tant en H,O com en D,0, a diferents temperatures i a
diferents temps de mescla. Un cop processats, s’ha comencat per identificar els
diferents sistemes d’spin. En aquest sentit, s’ha observat que I'estructura esta formada
per 24 sistemes d’spin diferents, 8 dels quals corresponen a timines. Aixi doncs, s’ha
confirmat que I'estructura formada per d<pTTAGGGTTAGGG> en preséncia de Na*
eés dimérica i totalment assimétrica, de manera que cada nucleotid apareix com un
sistema d’spin completament independent. Posteriorment, s’ha analitzat la zona de
I'espectre on apareixen els NOEs entre els protons aromatics i els protons H;. En
aquesta zona s’observen 6 senyals d’intensitat forca més elevada que la resta (fig.
3.33), de manera que es pot concloure que en I'estructura hi participen 6 guanines
amb una conformacio syn (sG). Aixi, i per diferéncia, les altres 6 guanines es troben en
conformacio anti (aG). Aquesta observacié ajuda a refinar I'analisi realitzada fins ara, i
a més a més, és coherent amb els quadruplex antiparal-lels resolts fins el moment, en
els quals les diferents guanines que el formen apareixen sempre alternades, pel que fa
a la conformacié dels nucleodsids, al llarg d’'una mateixa cadena.
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Figura 3.33 — Zona de I'espectre NOESY de d<pTTAGGGTTAGGG?> enregistrat en D,0 a una concentracio
de 0.64 mM en preséncia de Na* 64 mM, a 5°C, i amb un =, de 200 ms, on apareixen els pics de correlacié
Har-H1. En ella s’hi indiquen els pics corresponents a les 6 guanines en conformaci6 syn.

Un cop identificats els sistemes d’spin i localitzades 6 T i 6 sG, s’ha comengat a
realitzar I'assignacié sequencial de I'espectre NOESY. A través d’aquesta ha estat
possible assignar certs fragments de I'estructura. S’han pogut identificar 4 passos sG-
aG, dos passos TTA, i alguns altres fragments curts. El fet d’'observar 4 passos sG-aG,
fa que quedin “aillades” 2 sG i 2 aG. En aquest cas doncs, les 2 sG es trobarien
darrera de dos dels passos sG-aG observats, i les 2 aG davant dels altres dos. Convé
recordar que en els passos sG-aG no s’acostuma a observar cap pic de correlacié en
'espectre NOESY. Al tractar-se d'un oligonucleotid ciclic, és evident que els dos
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fragments rics en G del mateix cicle es troben en disposicié antiparal-lela. D’aquesta
manera la distribucié de G al llarg de cadascun dels oligonucleotids és: aG-sG-aG-T-T-
A-sG-aG-sG-T-T-A. A la figura 3.34 es mostra una ampliacid de l'espectre on
s’observen alguns dels NOEs sequencials identificats.

}?}?TTP'G_ . 8[4 . 8[2 . 8;0 . '?ia . '?;6 . '?]4 . '?]2
1.2+ 1.2
1.4 1.4
1.6 1.6
1.8+ 1.8
2.0 2.0
2.2 2.2
2.4+ 2.4
2.6 2.6
2.8 2.8
3.0+ 0—3 o]
3.2 3.2
3.4 o n 3.4
" T " T " T " T " T " T ’ T "
8.6 8.4 8.2 8.0 7.8 7.6 7.4 7.2 ppm

Figura 3.34 — Zona de I'espectre NOESY de d<pTTAGGGTTAGGG> enregistrat en D,0 a una concentraci6 de
0.64 mM en presencia de Na® 64 mM a 5°C, i amb un z,, de 200 ms, on apareixen els pics de correlacié Ha-Hz o
i Ha-Hume. En ella s’indica el cami seguit per a 'assignacié seqlencial, aixi com també els sistemes d’spin
corresponents a les T.

Després d’'analitzar tots els espectres enregistrats (en H,O i en D,O a diferents
temps de mescla) I'assignacio sequencial completa de I'espectre no ha estat possible,
degut a I'alt grau de complexitat d’aquest. El fet que apareguin 24 sistemes d’spin ja
dificulta considerablement I'assignacio, perd el que ha resultat definitiu és la manca
d’observacio d’alguns NOEs, no només en els passos aG-sG, sind també en dos dels
loops. Aquestes dificultats, conjuntament amb les caracteristiques intrinseques de
I'oligonucleotid (el fet de ser ciclic i estar format per dues repeticions idéntiques de la
mateixa seqliéncia) han fet impossible l'assignacidé completa de l'espectre. Un
espectre d’aquestes caracteristiques presenta un problema addicional no gens trivial,
com és el de no saber si els fragments identificats pertanyen o no al mateix
oligonucledtid. Aquest problema no es pot resoldre fins que no és possible assignar-ne
completament les senyals d'un dels dos. Llavors, I'assignacioé de l'altre resulta forca
més facil. En el nostre cas, al no observar-se cap pic inequivoc de correlacioé en els
passos aG-sG, ja queda practicament impossibilitada I'assignacié completa. Cal afegir
que, a més a més, tampoc s’observa cap tipus de NOE en dos dels quatre loops que
formen I'estructura.
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3.3.3.4 Conclusio de I'estudi estructural

Malgrat no haver estat possible assignar els espectres de RMN obtinguts, i per
tant, resoldre I'estructura adoptada per d<pTTAGGGTTAGGG> en preséncia de Na’,
si que s’han pogut determinar varies de les caracteristiques que aquesta presenta.

. estructura assimétrca

. 3 tetrades de G.

. 4 passos sG-aG.

° 0 passos aG-aG.

° 2sGi2 aG aillades.

. almenys 2 parells A-T en els loops.

En primer lloc, en els espectres obtinguts s’han pogut identificar 24 sistemes
d’spin independents. Aixd permet concloure que l'estructura adoptada pel 12-mer és
dimérica i totalment assimétrica. També ha estat possible determinar el nombre de
tétrades de G mitjancant I'analisi dels espectres realitzats en H,O. L’analisi dels NOEs
seqlencials ha permés observar la preséncia de 4 passos sG-aG i cap pas aG-aG ni
sG-sG. Com que els passos aG-sG no s’observen, s’ha pogut concloure que per a
cadascuna de les dues cadenes oligonucleotidiques que formen ['estructura, la
distribucid de guanines al llarg de la seqliiéncia és: aG-sG-aG-T-T-A-sG-aG-sG-T-T-A.
Finalment, s’ha observat també la preséncia d’almenys 2 parells A-T, els quals estarien
col-locats en els loops del quadruplex.

Tota aquesta informacid, malgrat no ser suficient per a resoldre I'estructura, ha
permeés determinar la disposicié que presenten els dos cicles entre si: paral-lela o
antiparal-lela (fig. 3.28). En aquest cas es tracta d’'una questié de simetria, perd degut
a la complexitat de I'estructura, es fa dificil fer una analisi visual directe. Aixi, s’han
construit dues estructures model amb el programa de modelat molecular DYANA, en
les quals s’hi ha introduit totes les restriccions estructurals comentades anteriorment.
Una estructura ha correspost al quadruplex en que ambdds cicles es troben paral-lels
entre si, mentre que en l'altra aquests es troben orientats de forma antiparal-lela.

Un cop construits ambdds models, s’ha dut a terme una minimitzacié d’energia
per tal d’'obtenir conformacions estables d’ambdues i posteriorment, se n’ha analitzat la
simetria global. Aixo s’ha dut a terme intentant superposar, per a cada model, un dels
fragments oligonucleotidics que contenen 3 guanines consecutives amb qualsevol dels
altres tres que formen el quadruplex. A la figura 3.35 s’observa com en el cas dels
cicles antiparal-lels (B) la superposicid6 de les diferents guanines dels diferents
fragments és gairebé perfecta. Contrariament, en el cas del quadruplex que presenta
els cicles orientats de forma paral-lela entre si (A) la superposicié dels fragments és
completament impossible. Aquest fet, permet concloure que el quadruplex que
presenta els dos oligonucleotids ciclics orientats de forma antiparal-lela entre si, conté
un eix de simetria, mentre que I'altre és completament asimeétric.
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Figura 3.35 — Superposicié de dues de les cadenes dels diferents cicles de les estructures model
calculades i obtingudes mitjancant el programa DYANA, en el qual ambdos cicles es troben orientats
de forma paral-lela (A) i antiparal-lela (B).

Aixi, l'estructura quadruplex adoptada per d<pTTAGGGTTAGGG> en Na*
presenta ambdos cicles orientats de forma paral-lela, i es pot assimilar a un quadruplex
tipus cistella. A la figura 3.36 es mostra una superposicié de les 10 estructures finals
del model construit en el qual l'oligonucledtid d<TTAGGGTTAGGG> forma un
quadruplex bimolecular antiparal-lel amb una disposicié paral-lela d’ambdés cicles,
estructura que presenta un distribucié de les cadenes tipica dels quadruplex tipus
cistella. Convé remarcar que aquesta figura no és una estructura resolta d’'RMN, sin6
simplement un model construit a partir de les caracteristiques estructurals basiques
que s’han deduit a través dels espectres d’RMN obtinguts.

Figura 3.36 — Superposicié de les 10 estructures finals de I'estructura model de d<pTTAGGGTTAGGG>
calculada mitjangant el programa DYANA, en el qual ambdds cicles es troben orientats de forma
paral-lela.
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3.3.4 Discussi6 dels resultats obtinguts

Tot i que per cap dels dos oligonucleotids ciclics estudiats s’ha pogut resoldre
la seva estructura, si que s’ha pogut extreure for¢a informacié estructural d’ambdés.
Analitzant en global tots els experiments realitzats es pot concloure que els problemes
més greus que s’han hagut de fer front han estat el gran nombre de senyals que
apareixen als espectres d’'RMN, I'elevat grau de solapament d’aquestes i la manca de
NOEs sequencials en llocs clau. Tots aquests problemes sén forga freqlients en la
determinacio estructural d’acids nucléics per RMN i es poden intentar solventar
mitjancant dues estratégies:

. L’estudi estructural d’oligonucleotids marcats isotopicament.
. L'estudi estructural d’analegs dels oligonucledtids estudiats amb
substitucions puntuals d’algunes de les bases.

El marcatge isotdpic presenta l'inconvenient de ser molt car, perd permet
realitzar experiments de correlacié heteronuclear, amb els quals normalment s’elimina
forca el solapament i es poden observar més pics de correlacid que faciliten
I'assignacio seqlencial.

Per altra banda, el que se sol fer sovint en el cas de quadruplex, és sintetitzar
analegs en els quals se substitueixen certes bases, cosa que disminueix el solapament
i permet assignar inequivocament cada nucleoétid. Les substitucions més tipiques son
les de guanina per inosina o les de timina per uracil. Un problema que presenta
aquesta aproximacié és que pot ser que amb la substitucié s’estigui modificant
I'estructura de I'oligonucleotid.

En el nostre cas, I'aproximacio de les substitucions puntuals és extremadament
laboriosa, ja que suposa I'obtencié d’un oligonucledtid diferent per a cada substitucio, o
sigui, 'obtencié de 12 analegs, en el cas del dodecamer. Aixo es pot dur a terme més
facilment en el cas d'oligonucledtids lineals que en ciclics, que sén molt més dificils
d’obtenir. Pel que fa al marcatge isotopic, s’ha tingut en consideracio, pero al final s’ha
desestimat per manca de temps i perqué tampoc s’ha vist clar la forma de realitzar-lo
per tal de poder arribar a assignar completament els espectres.

3.4 Sintesi i estudi estructural mitjancant DC de
d<pTTGGTTGGTTGGTTGG>

S’ha anat comentant al llarg del capitol que tant d<TTGGTTGG> com
d<pTTAGGGTTAGGG> poden presentar dues estructures quadruplex bimoleculars
diferents en funcié de l'orientacié relativa dels cicles. Aquestes dues estructures es
corresponen, tenint en compte I'orientacio relativa de les diferents cadenes, amb els
quadruplex antiparal-lels tipus cistella (cicles parallels) i tipus cadira (cicles
antiparal-lels).
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En el cas de l'octamer, s’han obtingut espectres de DC forga dificils
d’interpretar, i segurament corresponents a una mescla d’estructures poc estables.
Tanmateix, en el cas del dodecamer la situacié ha estat forga diferent, ja que s’han
obtingut espectres ben definits perd de diferent perfil en funcié de la naturalesa del
catio utilitzat. A més a més, en ambdues condicions salines, les estructures formades
han presentat una estabilitat similar, amb una T, al voltant de 43°C. Una possibilitat
que explicaria aquests resultats €és que el dodecamer presenti una estructura tipus
cistella en preséncia de Na® i una de tipus cadira en preséncia de K'. D’aquesta
manera, seria la naturalesa del catio el fet que dirigiria la disposicio relativa d’ambdés
cicles en la formacio del quadruplex. Si la hipotesi plantejada fos correcta, el perfil de
DC obtingut en preséncia de K* correspondria al d’una estructura quadruplex tipus
cadira, i seria la primera vegada que es descriu un espectre de DC diferent per a
cadascun d’aquests dos tipus de quadruplex.

Per tal d’aprofundir en aquesta questid, s’ha dissenyat un nou oligonucleotid
ciclic que es pugui estructurar en forma de quadruplex antiparal-lel tipus cadira, pero
no en forma de quadruplex antiparal-lel tipus cistella. Aquest oligonucledtid és
d<pTTGGTTGGTTGGTTGG>, el qual pot donar lloc a una estructura quadruplex
unimolecular tipus cadira formada per dues tétrades en la qual tots els loops soén
laterals (fig. 3.37).

Figura 3.37 — Esquema de ['estructura quadruplex unimolecular
tipus cadira que pot formar d<pTTGGTTGGTTGGTTGG>.

3.4.1 Obtenci6 de d<pTTGGTTGGTTGGTTGG>

S’ha dut a terme la sintesi del 16-mer a escala 2 umol i s’ha obtingut un
rendiment del 15%. En aquest cas, preveient que el cru de sintesi seria forca complicat
degut a la mida de l'oligonucleotid i a l'alt contingut de guanines present en la
sequéncia, l'analisi del producte s’ha dut a terme mitjangant una electroforesi
desnaturalitzant en gel de poliacrilamida (fig. 3.38). El cru de sintesi (carril A) es troba
forga impur, i s’ha realitzat la purificacié del 16-mer mitjangant electroforesi en les
mateixes condicions. El rendiment de purificacid ha estat del 6%, obtenint-se un total
de 3 OD de producte pur (carrils B i C).
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Figura 3.38 — Electroforesi desnaturalitzant en gel de poliacrilamida a escala analitica
on s’observa el cru de desancoratge (carril A), aixi com també dues fraccions de les
purificacions realitzades (carrils B i C) de d<pTTGGTTGGTTGGTTGG>.

16-MEr s

3.4.2 Estudi per DC de d<pTTGGTTGGTTGGTTGG>

Un cop obtingut I'oligonucleodtid desitjat amb la puresa adequada, en primer lloc
s’ha volgut avaluar I'estabilitat térmica de I'estructura que adopta. Aixi, s’han realitzat
experiments de desnaturalitzacié térmica de d<pTTGGTTGGTTGGTTGG> a una
concentracio 25 uM d’oligonucleotid en preséncia tant de Na* 100 mM com de K* 100
mM (fig. 3.39). En aquests, s’ha constatat que I'estructura que adopta I'oligonucledtid
en preséncia de K' és forga més estable que la que adopta en preséncia de Na”,
determinant-se unes T, de 26.0°C i de 19.5°C respectivament.
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Figura 3.39 — Corbes de fusié obtingudes per DC de d<pTTGGTTGGTTGGTTGG>.
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Posteriorment, s’han enregistrat espectres de DC en les mateixes condicions
que s’han dut a terme els estudis d’estabilitat térmica. Els espectres de DC dels altres
oligonucleodtids (8-mer i 12-mer) s’havien enregistrat a una concentracié de 50 uM,
perd cal tenir en compte que al tractar-se d’estructures bimoleculars, la concentracio
real de quadruplex era 25 uM. A la figura 3.40 es mostren els espectres obtinguts per
d<pTTGGTTGGTTGGTTGG> en cadascuna de les diferents condicions.
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Figura 3.40 — Espectres de DC de d<pTTGGTTGGTTGGTTGG> en preséncia de Na* (A) i de K* (B).

El resultat obtingut és certament sorprenent, ja que els perfils d’ambdés
espectres son diferents. Per una banda I'espectre en preséncia de potassi presenta el
perfil tipic de quadruplex antiparal-lel. Per I‘altra, el perfil de I'espectre enregistrat en
preséncia de sodi no correspon a cap dels espectres tipics de quadruplex de G.
D’entrada, aquest fet significa que l'oligonucledtid en questié adopta estructures
diferents en cadascuna de les condicions assajades. Tanmateix, s’havia dissenyat
aquest oligonucleotid perqué s’intuia que només podia presentar un sol tipus de
quadruplex, en cas d’estructurar-se de forma monomeérica. Com que no es pot
descartar que a aquesta concentracio, d<pTTGGTTGGTTGGTTGG> es trobi formant
estructures dimériques, s’ha decidit enregistrar espectres de DC a concentracions
menors d’oligonucledtid. A la figura 3.41 es mostren els espectres obtinguts en
preséncia de K" a concentracions d’oligonucleotid 20, 10, 5 i 3 uM. En ells s’observa
una disminucid progressiva en I'el-lipticitat a mesura que es va diluint la mostra, perd
no s’observa cap diferéncia en el perfil de l'espectre. S’han enregistrat també
espectres en preséncia de Na*, a concentracions 20, 10 i 5 uM d’oligonucleotid. El que
s’ha observat és que en aquestes condicions el nivell d’estructuracié disminueix
drasticament, pero els espectres presenten el mateix perfil que I'espectre enregistrat a
25 uM. Aquests resultats semblen indicar que el perfil que s’observa a 25 uM
correspon segurament al d’una estructura monomérica adoptada pel 16-mer.
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d<pTTGGTTGGTTGGTTGG>
10 mM Na_Pipes, 100 mM KCl, 5°C

20 uM
AN A

10 uM
5 uM
3uM

€ (mdeg)

T T T T T T T T T
220 240 260 280 300 320
A (nm)

Figura 3.41 — Espectres de DC de d<pTTGGTTGGTTGGTTGG> a diferents concentracions.

En els espectres obtinguts en preséncia de K*, s'observa que el perfil és el tipic
dels quadruplex antiparal-lels, com I'obtingut anteriorment per dA<pTTAGGGTTAGGG>
en preséncia de Na’. El 12-mer, en aquelles condicions, forma una estructura tipus
cistella que aquest oligonucleodtid no pot adoptar. Aixi, en preséncia de K*, segurament
el 16-mer es troba estructurat formant un quadruplex tipus cadira com el que es mostra
a la figura 3.36. Tanmateix, queda per resoldre quina és l'estructura que presenta
d<pTTGGTTGGTTGGTTGG> en preséncia de Na'. En aquest sentit, cal comentar
que el 16-mer podria adoptar també una estructura de quadruplex paral-lel amb tots
els loops externs (fig. 3.42).

Figura 3.42 — Esquema de l’'estructura quadruplex paral-lel unimolecular que pot formar
d<pTTGGTTGGTTGGTTGG>.

Si bé el perfil de I'espectre tampoc no és el de quadruplex paral-lel (fig. 3.12A),
cal tenir en compte que tots els espectres de DC descrits com a paral-lels fan
referéncia a estructures tetramoleculars, en les quals no hi ha loops, de manera que es
podria pensar en la possibilitat que el fet de presentar quatre loops externs (fig. 3.42)
fes variar substancialment el perfil de l'espectre de DC. Tanmateix, sén també
possibles altres estructures en les quals es combinin loops externs amb /oops laterals.
En aquest sentit, I'espectre obtingut en Na® podria respondre a alguna estructura
d’'aquest estil o a alguna mescla de diferents conformacions. En tot cas, caldria
realitzar un estudi estructural més detallat d’aquest oligonucleotid en preséncia de K*.
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3.5 Estudi de la interaccié dels oligonucleétids ciclics
obtinguts amb derivats acridinics

3.5.1 Interaccié6 dels quadruplex de G amb diferents
molécules

En els ultims anys s’han descrit un gran nombre de molécules que
interaccionen molt favorablement amb els quadruplex de G. Donada la gran
importancia que sembla que poden tenir aquestes estructures en molts processos
bioldgics, s’han centrat molts esforgos en realitzar estudis sobre quina és la naturalesa
d’aquesta interaccié. Aixi doncs, s’han dut a terme multiples estudis amb varies
sequéncies oligonucleotidiques i diverses molécules estabilitzadores de quadruplex
per tal d’aprofundir en el coneixement d’aquest tipus d’interaccié. En general, la
majoria dels lligands descrits produeixen una estabilitzacié de I'estructura, perd també
se n’han descrit alguns que no només estabilitzen, sin6 que també indueixen la
formacié de I'estructura quadruplex®.

Fins fa poc no s’havia aconseguit resoldre I'estructura de cap complex
quadruplex-lligand amb una resolucié atomica, i durant cert temps va haver-hi certes
discrepancies sobre si les molécules de lligand que interaccionaven amb els
quadruplex s’intercalaven entre dues tétrades o simplement s’apilaven en un dels
extrems. Posteriorment, es van realitzar estudis amb oligonucleotids de sequéncia
telomérica humana en preséncia de N,N-Bis[2-(1-piperidino)etil]-3,4,9,10-
perilentetracarboxilic diimida (PIPER)****, els quals, tot i no permetre resoldre
I'estructura, si van permetre proposar alguns models estructurals dels complexos. En
aquests semblava clar que la interaccié tenia lloc per apilament, col-locant-se els
ligands en un dels extrems del quadruplex, entre una tétrada i el loop. Aquests
models, a més a més, coincidien amb estudis de modelat molecular realitzats per
altres grups de recerca. Finalment, no ha estat fins el 2003 quan s’han pogut resoldre
les primeres estructures de complexos quadruplex-lligand tant per raigs X*°, com per
RMN?,

L’estructura resolta cristal-lograficament esta formada per I'oligonucledtid
d(TGGGGT) i la daunomicina com a lligand. En ella, 3 molécules de daunomicina es
disposen planarment en un dels extrems del quadruplex tetramolecular paral-lel format
per l'oligonucledtid. Mentrestant, la part glucidica de la daunomicina es troba
interaccionant amb els solcs del quadruplex. Pel que fa a I'estructura resolta per RMN,
la sequéncia nucleotidica és d(GGGGTTTTGGGG) i el lligand és un derivat acridinic.
En aquest cas el complex presenta una estequiometria d’1:1 i I'acridina es troba
situada en un dels loops, apilada sobre una de les tétrades de G de I'extrem del
quadruplex bimolecular, no observant-se cap interacci6 amb els solcs (fig. 3.43). En
general, en l'estructura d’'ambdds complexos s’observa que el quadruplex no es troba
practicament gens distorsionat respecte I'estructura que presenta la mateixa sequéncia
nucleotidica en abséncia de lligand. Tot i que encara farien falta més dades
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estructurals abans d’establir una norma general, si que sembla ser que realment en
tots els casos la interaccié de cromofors amb quadruplex de G és per apilament, ja que
desapilar dues de les tétrades que formen un quadruplex per tal d’intercalar-hi una
molécula de lligand té un cost energétic realment extraordinari.

Figura 3.43— Imatge tridimensional del complex de d(GGGGTTTTGGGG) amb un derivat acridinic,
el qual es mostra en color violeta (A). Mapa de densitat electronica en el pla on se situa el cromofor
acridinic (B). Vista vertical de part del complex on s’observa com el cromofor acridinic (violeta)
S’apila sobre la tétrada exterior de G (blau), i com s’ordenen les timines del loop (C).

3.5.2 Estudi de I'estabilitzacié que produeixen alguns dels
derivats acridinics obtinguts a les estructures adoptades
pels oligonucleotids ciclics d<pTTGGTTGG> i
d<pTTAGGGTTAGGG>

Els estudis estructurals realitzats fins el moment amb els oligonucleotids ciclics
sintetitzats (8-mer i 12-mer), han posat de manifest que aquests s’estructuren en forma
de quadruplex de G en determinades condicions salines. En aquest sentit,
d<pTTAGGGTTAGGG> presenta, en preséncia de Na*, una estructura de quadruplex
de G antiparal-lel bimolecular tipus cistella, en la qual els dos cicles es disposen de
forma paral-lela entre ells. Tanmateix en preséncia de K*, sembla presentar una
mescla d’estructures, una de les quals podria ser la mateixa que en Na®. Per la seva
banda, d<pTTGGTTGG> sembla estructurar-se de forma similar tant en preséncia de
Na® com de K, presentant en ambdds casos una mescla d'estructures de baixa
estabilitat.

Tenint en compte que en aquest treball s’han obtingut diverses acridines i s’ha
comprovat que interaccionen favorablement amb estructures quadruplex de G
unimoleculars, s’ha cregut convenient estudiar si aquestes mateixes acridines també
son capaces d’estabilitzar les estructures quadruplex bimoleculars formades tant per
'octamer, com per dodecamer. Aixi doncs, s’ha decidit realitzar aquest estudi
mitjangant la técnica del DC, ja que a part de permetre avaluar I'estabilitat dels
complexos formats mitjangant experiments de desnaturalitzacio térmica, també permet
obtenir informacié sobre quin tipus de quadruplex es forma en cada cas concret.
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Abans de comencar I'estudi, s’ha hagut de decidir quines acridines avaluar i en
quines condicions salines. En aquest sentit, s’ha cregut convenient avaluar-ne alguna
de les que millors resultats han donat en els estudis realitzats mitjancant FRET, i que a
més a meés presentin certa diversitat estructural entre elles. Aixi, s’ha decidit dur a
terme I'estudi amb les acridines A7, A18 i A21.

3.5.2.1 Estudi de I'estabilitzacié que produeixen certes acridines a
I'estructura adoptada per d<pTTGGTTGG>

S’ha comencgat estudiant I'efecte dels derivats acridinics A7, A18 i A21 sobre
I'estructura que adopta d<pTTGGTTGG> a una concentracié 50 uM en preséncia de
KCI 100 mM i en tamp6 NayPipes 10 mM, ja que aquestes son les condicions en les
quals s’ha observat un grau més elevat d’estructuracio per part d’aquest oligonucleotid.

En primer lloc, s’ha realitzat una corba de fusié per DC a 258 nm, que és el
maxim que presenta I'espectre de I'oligonucleotid a 5°C, aixi com també espectres a
varies temperatures per tal de veure quina evolucio presenta I'estructura en escalfar la
mostra (fig. 3.44). La temperatura de fusié obtinguda ha estat de 20°C, practicament
igual a l'obtinguda anteriorment mitjangcant I'espectroscopia UV, i en els diferents
espectres s’observa que a mesura que augmenta la temperatura l'estructuracié
disminueix i el perfil de I'espectre varia molt sensiblement. A partir de 15°C, es pot
considerar que I'esquena a 282 nm que presenta I'espectre a 2°C, deixa de ser una
esquena per convertir-se en un nou pic. Apareix llavors també un minim més
pronunciat cap a 270 nm. Aquestes observacions son dificils de racionalitzar, pero
podrien respondre a una variacié en la proporcié de les diferents estructures presents
en la mescla. De totes maneres aquesta diferéncia ha de ser molt subitil, ja que a la
corba de fusié només apareix una transicié clara (el canvi de pendent que s’observa al
voltant de 58°C s’interpreta com un artefacte).

A 40+ B &
d<pTTGGTTGG> 50 uM
3.5 10 mM Na,Pipes, 100 mM KClI|
— 2°%C ——15°C
3.01 d<pTTGGTTGG> 50 uM 15°C —— 25°%C
a5 10 mM Na,Pipes, 100 mM KCI 4 40°C —— 60°C
) —— =258 nm, T, =20°C = 90°C

= 204 g

g g

g 154 w

w

0.5

0.0 4

-0.5

T T T T
T T T T T 1
0 20 40 50 80 100 220 240 260 280 300 320

Temperatura (°C) A (nm)

Figura 3.44 — Corba de fusio de d<pTTGGTTGG?> realitzada per DC (A) i espectres de DC del
mateix oligonucledtid a diferents temperatures (B).
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A partir d’aqui, s’ha avaluat I'estabilitzaci6 que produeixen, en I'estructura
formada, les 3 acridines anteriorment esmentades a concentracions 100, 250 i 500 puM.
Per a cada concentracié d’acridina diferent s’han enregistrat espectres a diferents
temperatures i una corba de fusio per tal de calcular la T,. A la taula 3.4 es mostren
els increments de temperatura observats en cada assaig respecte a la T, de
I'oligonucledtid sol, sense acridina, i a la figura 3.45 es mostren alguns dels espectres
obtinguts amb cadascuna de les tres acridines avaluades, aixi com també les corbes
de fusio obtingudes amb l'acridina A18.

AT, d<pTTGGTTGG> (T,=20°C)

Acridines
100 uM 250 uM 500 pM
A7 15 18 22
A18 6 18 21
A21 7 18 25

Taula 3.4 — Increments en la T, de d<pTTGGTTGG> produits per
les diferents acridines.

6
d<pTTGGTTGG> 50 uM + A7 100 uM 64 d<PTTGGTTGG> 50 .M+ Al8 100 1M
10 mM Na,Pipes, 100 mM KCI 10 mMNa,Pipes, 100 mVIKCI
44 — 5 —15°%C —5C 45C
25°C ——35°C 44 —15C — 55C
2 65°C 25°C 65C
- 2] —3C — 75C
[«)) A >
3 [ - . / g A
< ~ v S 0'¥ / =
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8 6
d<pTTGGTTGG> 50 uM+ A21 250 ;M
6 10 mM Na,Pipes, 100 MMKCI d<pTTGGTTGG> 50 uM
— 5°C —15°C 10 mM Na,Pipes, 100 MM KCl
44 25°C —35°C —— 100 .M A18
45°C ——75°C 44 — 250 uM A18
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—~ 24 a
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Figura 3.45 — Espectres de DC de d<pTTGGTTGG> a diferents temperatures en presencia de les
acridines A7 (A), A18 (B) i A21 (C), i corbes de fusio de d<pTTGGTTGG> amb diferents
concentracions de l'acridina A18 (D).

173



Capitol 3. Estudi de quadruplex de guanines en oligonucleotids ciclics

El que s’observa d’entrada és, molt sorprenentment, un canvi radical en el perfil
de I'espectre respecte al que presenta I'oligonucledtid sol (fig. 3.44B). Amb cadascuna
de les acridines i a totes les concentracions assajades, el perfil de I'espectre s’ha
convertit en el tipic d’'un quadruplex antiparal-lel, amb un maxim a 290 nm i un altre a
245 nm, separats per un minim a 265 nm. Aquest fet indica que aquestes acridines no
només interaccionen favorablement amb d<pTTGGTTGG> produint una estabilitzacio
de l'estructura que adopta, com es pot observar en els AT,, que apareixen a la taula
3.4, sindé que, a més a més, indueixen la formacié d’'un quadruplex antiparal-lel. Podria
ser que aquesta estructura ja fos present en la mescla observada amb I'oligonucledtid
sol, i que les acridines interaccionessin selectivament amb ella, discriminant aixi les
altres i desplacant I'equilibri.

Pel que fa a l'estabilitzacié que produeixen aquestes acridines, s’observa que
els increments de T, son for¢ca considerables i similars entre les diferents acridines a
partir d’'una concentracié 250 uM. A 100 uM, no obstant, A7 destaca per sobre de les
altres mostrant una estabilitzacié forga superior. Convé remarcar perd, que aquests
increments de T,, observats sén en certa manera enganyosos, ja que responen a la
transici6 d’'una mescla d’estructures de poca estabilitat global a una estructura
probablement Unica i ben definida. Aixi doncs, aquests resultats tenen basicament un
valor orientatiu.

Fins ara, s’ha estudiat I'efecte que produeixen les diferents acridines en
I'estructuracio de d<pTTGGTTGG> en preséncia de K*. S’ha decidit doncs, estudiar si
en preséncia de Na* també té lloc la induccié d’estructuracié en forma de quadruplex.
Aixi, s’han enregistrat espectres de DC de d<pTTGGTTGG> a 50 uM en preséncia de
NaCl 100 mM i a diferents concentracions d’A21 (fig. 3.46).

d<pTTGGTTGG> 50 ;M
124 10 mM Na,Pipes, 100 MM NaCl, 5°C
—— 100 ;M A21
—— 250 ;M A21
84 500 M A21
e 4
2 ]
; /
© o, \/
4
_8 T T T T
220 240 260 280 300 320
A (nm)

Figura 3.46 — Espectres de DC de d<pTTGGTTGG> en preséncia de Na" a diferents
concentracions de l'acridina A21.

Resulta forga interessant analitzar detingudament els espectres obtinguts. En
primer lloc s’observa que I'octamer presenta, a concentracid 100 uM d’acridina, un
perfil molt similar al que presenta en abséncia d’ella. No obstant, en incrementar
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aquesta concentracié a 250 uM, ja s’observa el canvi de perfil de I'espectre, el qual
esdevé el tipic dels quadruplex antiparal-lels i que s'interpreta com un canvi
d’estructura de [I'oligonucledtid. A partir d’aqui, en incrementar encara més la
concentracié d’acridina s’observa un augment en l'el-lipticitat de la mostra que implica
un augment en el grau d’estructuracié d’aquesta. Aixi doncs, es pot concloure que la
transicié observada per I'octamer a l'interaccionar amb les acridines, té lloc tant en
preséncia de Na®, com de K', per bé, que amb Na’, la transici6 és més dificil i
requereix una concentracié major d’acridina perqué tingui lloc.

Finalment, per tal d’acabar d’estudiar aquesta interaccié entre oligonucledtid i
acridina, s’ha decidit enregistrar espectres d’'RMN monodimensional de
d<pTTGGTTGG> sol en preséncia de Na* i de la mateixa mostra després de
successives addicions d'acridina A21, per tal d’observar com es veu afectat I'espectre
de l'octamer sol (fig. 3.47).

Oligonucleotid sol

13 1z 11 10 Q9 ] 7 a 5 4 3 2 1 0 ppm

11

12 12 11 10 Q 8 7 a 5 4 3 2 1 0 ppm

1:2

13 1z 11 10 9 a T & 3 4 3 2 1 0 ppm

Figura 3.47 — Espectres d’RMN de 'H de d<pTTGGTTGG> sol i en preséncia d’A21 en diferents
relacions estequiométriques oligonucleotid:acridina enregistrats en H.O a 5°C a una concentracié
d’oligonucledtid 0.30 mM i en preséncia de Na* 100 mM.

El que s’observa és una desaparicié de les senyals de I'oligonucleodtid a mesura
que augmenta la proporcié d’acridina en la mostra. Aquest fet es pot interpretar com la
formacio d'agregats d'alt pes molecular, ja que les estructures molt grans
desapareixen dels espectres d’'RMN. En aquest sentit, sembla que els possibles
agregats que es formen presenten certa ordenacio, i per tant que no es tracta d’'una
agregacio inespecifica. Aquesta hipotesi sorgeix del fet que en les condicions on hi ha
més oligonucledtid que acridina, s’observen perfectament les senyals del primer.
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Anteriorment, s’ha observat per DC que l'estructura que forma d<pTTGGTTGG> en
preséncia d’A21 és algun tipus de quadruplex antiparal-lel. Aixi, una possible
explicacié dels resultats obtinguts per RMN seria la formacié d’associacions entre
diferents estructures quadruplex, donant lloc a cables de G, tires molt llargues de
quadruplex superposats en un mateix eix. Aquest tipus d’estructura supramolecular es
troba descrita en la literatura, perd majoritariament en quadruplex paral-lels®’.

Convé remarcar, no obstant, que els espectres de DC i d’RMN s’han enregistrat
a concentracions d’oligonucledtid molt diferents, de manera que no és obvi que a 0.3
mM l'estructura que adopti 'octamer sigui la mateixa que a 50 uM. Es per aixd que
s’ha decidit enregistrar un espectre de DC de la mostra emprada en I'enregistrament
dels espectres d’'RMN. Aquest es mostra en la figura 3.48 i presenta el perfil tipic de
quadruplex antiparal-lel. Aixi doncs, la hipdtesi d’agregacié de diferents quadruplex
sembla verosimil.

d<pTTGGTTGG> 0.3 mM
A210.6 mM,100 mM NaCl, 5°C

€ (mdeg)
o

220 240 260 280 300 320
A (nm)

Figura 3.48 — Espectre de DC de d<pTTGGTTGG> en
preséncia de Na* i de I'acridina A21.

3.5.2.2 Estudi de I'estabilitzacié que produeixen certes acridines a
I’estructura quadruplex adoptada per
d<pTTAGGGTTAGGG>

En [l'estudi d’estabilitzaci6 de [I'estructura adoptada pel dodecamer
d<pTTAGGGTTAGGG> s’ha seguit una estratégia similar a I'utilitzada amb I'octamer.
Els canvis principals han estat que tant els espectres de DC com les corbes de fusié
s’han enregistrat majoritariament en preséncia de Na*. El motiu és que en aquestes
condicions, s’ha vist que aquest oligonucleodtid presenta una estructura quadruplex de
G bimolecular antiparal-lela ben definida i que es pot assimilar als quadruplex tipus
cistella. Aixi, 'estudi en aquestes condicions sembla més interessant que en preséncia
de K*, on no se sap exactament quina estructura adopta, perd que una possibilitat és
que presentés una mescla d’estructures.

Per altra banda, s’ha decidit comencar a avaluar les diferents acridines a una
concentracid menor que en els experiments realitzats amb I'octamer per tal de poder
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afinar més en l'estudi comparatiu entre les diferents acridines. A més a més,
I'oligonucledtid d<pTTAGGGTTAGGG> a una concentracié de 50 uM presenta una
estructura molt més estable que la de d<pTTGGTTGG>, de manera que els
increments que s‘observaran segurament seran més subtils. A la taula 3.5 es mostren
els increments observats per cadascuna de les 3 acridines a les diferents
concentracions assajades.

AT, d<pTTAGGGTTAGGG> (T,=43°C)

Acridines
50 uM 100 uM 250 uM 500 uM
A7 11 15 18 18
A18 6 11 14 15
A21 2 7 9 9

Taula 3.5 — Increments en la T, de d<SpTTAGGGTTAGGG> produits per les diferents acridines.

En aquest cas, si que els valors obtinguts per cadascuna de les acridines son
forga diferents. Com es pot observar, la que presenta una capacitat d’estabilitzacié
més elevada continua sent I'acridina A7, amb valors superiors als 10°C en totes les
concentracions assajades. Mitjangant els experiments de FRET, s’havia observat que
d’aquestes 3 acridines, I'A21 era la que menys capacitat d’estabilitzacié posseia, de
manera que els resultats obtinguts amb aquests experiments sén coherents amb els
descrits anteriorment en el capitol 2. Cal recordar que I'acridina A7 conté anells de
piperidina en ambdds extrems, mentre que tant A18 com A21, només contenen un
bra¢ estabilitzador. En aquest cas, el que sembla clar, és que ja a 250 uM s’arriba a
una mena de saturacio, no observant-se ja cap increment de T,.

Pel que fa als perfils dels espectres, en aquest cas no s’observa cap canvi
significatiu respecte a I'espectre obtingut per I'oligonucledtid sol. A la figura 3.49 es
recullen alguns dels espectres obtinguts.

A 10 B 10
d<pTTAGGGITAGGG> 50 .M d<pTTAGGGTTAGGG> 50 ;M
84 10 mMMINa,Pipes, 100 mMNaC), 5°C 8- 10 mM Na,Pipes, 100 mM NaCl, 5°C
64 — 50MA1 64 250 uM A7

— 100uMA21 — 250 yM A18
4] —— 250,MA21 4 —— 250 uM A21
24
2] /
’ \
2
24

¢ (mdeg)
€ (mdeg)

6 8
-8 T T T T v T T T T 10 T T T T
220 240 260 280 300 320 220 240 260 280 300 320
A (nm) A (nm)

Figura 3.49 — Espectres de DC de d<pTTAGGGTTAGGG?> a diferents concentracions de l'acridina
A21 (A), i a concentracié 250 uM de cadascuna de les acridines assajades (B).

177



Capitol 3. Estudi de quadruplex de guanines en oligonucleotids ciclics

En els espectres de la figura 3.49A, és interessant observar que a mesura que
augmenta la concentracioé d’acridina A21 també augmenta I'el-lipticitat de la mostra, fet
que normalment s’associa a una major estructuracié. Aixi doncs, tal i com és d’esperar
un augment en el grau d’estructuracié de la mostra va lligat amb un augment en
I'estabilitat. Sorprenentment, perd, en els espectres de la figura 3.49B, aquests dos
parametres no segueixen el mateix comportament. Si comparem els espectres de DC
obtinguts per a cadascuna de les diferents acridines a la mateixa concentracid, ens
adonem que I'el-lipticitat major s’aconsegueix amb les acridines A18 i A21, que son les
que presenten capacitats d’estabilitzacié6 menors. Aquest comportament és dificil
d’explicar, perd algunes explicacions podrien ser que l'ellipticitat molar de cada
complex oligonucleotid-acridina fos diferent, o que tingués lloc la formacié també
d’estructures supramoleculars.

Finalment, s’ha cregut interessant enregistrar espectres de DC del dodecamer
d<pTTAGGGTTAGGG> amb alguna de les acridines en preséncia de K*, condicions
en les quals l'oligonucledtid sol presenta un espectre de DC que s’ha associat a
I'existéncia d’'una mescla de conformacions. Aquests s’han enregistrat a diferents
concentracions d’A21, i es mostren a la figura 3.50.

d<pTTAGGGTTAGGG> 50 .M
10 mM Na,Pipes, 100 mM KCl, 5°C
—— 50 ;M A21
——100 M A21

250 M A21
—— 500 M A21

S
N\

T T T T T T T T T
220 240 260 280 300 320

€ (mdeg)

o

A (nm)

Figura 3.50 — Espectres de DC de d<pTTAGGGTTAGGG?> en presencia de
K" a diferents concentracions de I'acridina A21.

En aquests, s’observa una transici6 de [I'espectre que presentava
I'oligonucleotid sol cap a un espectre més similar als tipics descrits per quadruplex
antiparal-lels. De totes maneres, les intensitats relatives entre els maxims i minims de
'espectre no acaben de ser les habituals. Aixi, sembla ser que la interaccié amb
I'acridina comporta una evolucié en I'estructura de d<pTTAGGGTTAGGG>, pero es fa
dificil assegurar de que es tracti d’'un quadruplex ben definit, com el que forma en
preséncia de Na".
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