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RESUMEN

El ADN es el biopolimero méas importante para la vida. En él vienen inscritas todas las
instrucciones para el correcto funcionamiento de las células. Se trata de una molécula
quimicamente simple, aunque de gran diversidad estructural y sumamente flexible, esto le
permite, entre otras cosas, los medios para su empaquetamiento dentro del nicleo de la
célula. En los dltimos afios se han hecho estudios para comprender mejor sus caracteristicas

estructurales y sus mecanismos de regulacion.

En concreto la estructura més estudiada es el duplex de ADN con cadenas antiparalelas del
modelo de Watson y Crick (familias A y B). Sin embargo, dada su flexibilidad la molécula
de ADN puede presentarse en una gran cantidad de conformaciones que ayuda en las
diferentes funciones de los acidos nucleicos. Por tanto, en este trabajo de tesis se realizé un
estudio mecanico computacional sobre las regularidades estructurales de clases
conformacionales selectas de estructuras con pares de nucleésidos de Watson-Crick y
diferentes regiones de éngulos de torsion utilizando métodos de mecénica molecular (MM)
con ayuda del software AMBER y sus tres campos de fuerzas (CF) BSC1, OL15 Y FF99,

especializados en acidos nucleicos.

Para ello se buscaron y optimizaron fragmentos de desoxidinucleésido monofosfato
complementario (cdDMP) con secuencias Purina-Purina:Pirimidina-Pirimidina,
neutralizando las cargas con iones Na+. También se trabajé con cadenas tnicas (ADMP) y
fragmentos minimos de esqueletos aztcar-fosfato (SPB). Los resultados son presentados de
forma cuantitativa por medio de Tablas y de forma cualitativa por medio de imégenes que

ilustren las diferencias entre conformaciones.



OBJETIVO GENERAL:

Busqueda de las regularidades estructurales de fragmentos de ADN pertenecientes a
diferentes familias conformacionales con secuencias de bases purina-purina:

pirimidina-pirimidina via calculos con diferentes campos de fuerzas de MM

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Realizar la btisqueda en el banco de datos de fragmentos pertenecientes a las familias
selectas de los duplex de ADN, con secuencia purina-purina: pirimidina-pirimidina.

Preparar archivos de fragmentos seleccionados para el calculo usando diferentes CF.

o Realizar la optimizaciéon de los fragmentos seleccionados aplicando los campos de
fuerza AMBERFF99, AMBER OL15, AMBER BCSI1, calcular y comparar las

caracteristicas de las estructuras iniciales y optimizadas.

e Analizar y comparar los cambios en las caracteristicas conformacionales entres las
estructuras experimentales v las optimizadas por los diferentes campos de fuerza,
ademas comparar las diferencias en las regularidades de las caracteristicas

estructurales entre las diferentes familias conformacionales.



Capitulo 1. Introduccién

El modelo de hélice doble del ADN fue propuesto en 1953 por James Watson y Francis
Crick [1] gracias a los estudios de rayos X de Rosalind Franklin y Maurice Wilkins. Este
modelo lograba explicar muchos de los resultados experimentales ya conocidos. En ella se
guardan todas las instrucciones para la produccién de proteinas y el correcto

funcionamiento de las células.

En el ADN hay segmentos que juegan un papel netamente estructural, es decir, ADN sin
coddigo, y otros segmentos cuyas secuencias contienen informaciéon para organizar y
controlar funciones vitales, a estas secciones con secuencias especificas se les conoce como
genes. El ADN funciona como molde para la sintesis de ARN, y el ARN cumple una
funcién de traductor entre ADN y proteinas. Asi, de forma indirecta, el ADN contiene
instrucciones para la sintesis de proteinas. Mientras el ADN se queda en el nicleo, la

sintesis de proteinas se lleva a cabo en los ribosomas del citoplasma.

Es por esta informacién que la estructura del ADN es tan importante y guarda un lugar
invaluable dentro de las investigaciones actuales. Los primeros estudios de la hélice doble
se realizaron en la década de los 50s con modelos hechos a mano [2,3], después de la
invenciéon de la computadora fueron posibles otras herramientas, como modelos mecanico-
cuanticos 'y modelos mecdnico-moleculares. Ejemplos de estas herramientas
computacionales son el método de la Teoria Funcional de la Densidad, DFT por sus siglas
en inglés (Density Functional Theory) y la parametrizacién de campos de fuerza, como
AMBER o CHARMM, que son ajustados a resultados experimentales y consideraciones de

mecanica cuantica.

En estudios mas recientes [5, 6, 7, 8| el equipo del Dr. Poltev ha logrado demostrar, usando
el método DFT, que el fragmento minimo que aporta informaciéon estructural es el
desoxidinucletsido monofosfato (dDMP). Ademaés, se mostrd la dependencia que existe
entre la conformacién de la cadena con las secuencias de las bases y que las caracteristicas
principales de las familias més conocidas de duplex de Watson-Crick, Al y BI, estén
predefinidas por los minimos locales de energia de los dDMPs. Estos resultados habrian

sido imposibles de determinar solo con las técnicas experimentales disponibles.
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Por otro lado, sabemos que la cadena de ADN posee una gran flexibilidad, en la tltima
década investigadores suecos [9, 10, 11] han realizado estudios para lograr clasificar la
diversidad estructural del ADN en conformaciones especificas que sirvan a un mejor

entendimiento de las caracteristicas y funciones biolégicas del duiplex de ADN.

1.1 Estructura del ADN.

La macromolécula del ADN es la estructura més importante para la vida pues en las
secuencias de sus bases se encuentran las instrucciones para las funciones bioldgicas mas
vitales de los seres vivos. La habilidad de replicarse a si misma hace a esta molécula tnica

entre el resto, y garantiza la perpetuacion de la vida.

El ADN estda conformado por dos hélices que contienen cadenas complementarias de
nucleétidos. La unidad minima de informacién estructural en las hélices dobles del ADN es
el desoxidinucledsido monofosfato complementario (cdDMP). Cada nucleétido esta formado
por tres componentes: (1) una base nitrogenada, (2) un azicar pentosa y (3) un grupo
fosfato. Cada nucleétido del ADN puede tener una de las cuatro diferentes bases
nitrogenadas canénicas: dos purinas (Adenina y Guanina,) y dos pirimidinas (Timina y
Citosina), en el caso del ARN tenemos Uracilo en lugar Timina. La suma de un nucledsido
vy un grupo fosfato da como resultado un nucleétido. Cabe mencionar que los nucledtidos
tienen varias funciones dentro de las actividades celulares, como lo son el transporte de
energia (ATP, ADP) o la respiracion celular (NAD, FAD).

Por convencién internacional los dtomos de las moléculas suelen estar numerados para
identificarlos. La Figura 1 muestra la numeracién de la pirimidina y de la purina. La
Figura 2 muestra las 4 bases nitrogenadas canodnicas de ADN, cada una conservando la

numeracion de la primidina y de la purina.
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Figura 1 Numeracion de datomos de pirimidina y purina.
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Figura 2 Bases nitrogenadas principales de los dcidos nucleicos.

En el modelo més conocido de Watson-Crick cada nucledtido de una cadena establece una

asociacién especifica y tnica con la correspondiente base de la otra cadena, pues las
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Adeninas solo se unen con Timinas mediante dos puentes de hidrégeno y las Guaninas solo

se unen con Citosinas mediante tres puentes de hidrégeno, ver Figura 3.

H H T
/ C \

fﬁN O-+-~H—N f’w N—H---0_  CH;

Ly {
v y - H—N

% N=( )7” N —N
N I \

'G H.-‘ A 0O _r"'rr

Figura 3 Bases nitrogenadas y sus pares complementarios.

Cabe mencionar que no son las tnicas correspondencias entre bases que existen, otra
asociacién conocida son los pares de Hoosteen que tienen una conformacién syn para las
bases purinas, lo que da como resultado otras posiciones para las bases; o como el caso de

Hoogsteen reverso.

El aztcar en el ADN es una pentosa ciclica que contiene un anillo con cuatro carbonos y
un oxigeno (C1’, C2’, C3’, C4’, O4’), y un quinto carbono (C5’) unido al carbono C4’. Esta
azlcar recibe el nombre de desoxirribosa por prescindir de un grupo hidroxilo en el carbono
C2’, ver Figura 4. Los carbonos C5 y C3’ son los que estdn unidos al grupo fosfato
mediante enlaces covalentes. El carbono C1’ se une con en nitrégeno N9 de las purinas, o

con el N1 de las pirimidinas.

2-desoxiribosa

Figura 4 Azucar desoxirribosa, presente en el ADN
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Las moléculas del azticar desoxirribosa y la base nitrogenada unidas, a través del carbono
C1’ con el nitrégeno N9 de las purinas o con el N1 de las pirimidinas, forman una molécula
nucledsido. El nucledtido resulta de la unién de un nucleésido con un grupo fosfato
mediante un enlace covalente desde el carbono C5’; ver Figura 5. Cada nucledsido tiene su
nombre y una designacién dependiendo de la base; desoxiadenosina (dA), desoxiguanosina
(dG), desoxitimidina, desoxitimidina (dT) y desoxicitidina (dC); el grupo fosfato se designa

con la letra p.

o
o
CHy ;1| _H
%
s, 3l
.

—0—P —0—CHy O
I .

-0 | H  H
HHH
- N
H H

Figura 5 Desozirribonucledtido pdT.

Q
Il

Desoxidinucleésido monofosfato (dDMP). Se trata del fragmento minimo que aporta
informacién estructural sobre la cadena de ADN. Como su nombre lo indica se trata de dos
nuclebsidos unidos cada uno por un enlace covalente con el grupo fosfato, a través del

carbono C5’ y carbono C3’ respectivamente, ver Figura

Figura 6 Desozidinucledsido monofosfato, dApdA.
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Desoxidinucleésido monofosfato complementario (cdDMP). Se trata de dos dDMP, los

cuales son complementarios, A-T y G-C, unidos por medio de enlaces de hidrogeno.

Figura 7 Desoxidinucledsido monofosfato, dApdA:dTpdT.

Esqueleto azicar-fosfato (Sugar Phosphate Bone SPB). Esta molécula es el resultado de
remover las bases nitrogenadas de una molécula de dDMP, es decir que se trata de dos

azucares desoxirribosas unidas a un grupo fosfato.

hjn.-l
Qs

Figura 8 Esqueleto azicar fosfato SPB.

1.2 Niveles de organizacion del ADN.

El primer nivel de organizacién del ADN consta de secuencias de nucleétidos unidos

mediante un enlace fosfodiéster entre el grupo hidroxilo de C3’ del primer nucleétido y el

16



grupo fosfato C5’, esto da como resultado una cadena polinucleétida con un grupo fosfato

en el extremo C5’ y un hidroxilo en el extremo C3’, lo que le da la direccién a la cadena de
5" fin a 3’ fin.

Figura 9 Cadena unica de ADN, primer nivel de organizacion.

La hélice doble es la estructura representativa del segundo nivel de organizaciéon del ADN.
En el ADN estas cadenas son complementarias, antiparalelas y continuas. El ARN también
presenta este nivel de organizacion, con la diferencia de que solo cuenta con una cadena,
teniendo un inicio (5’ fin) y un final (3’ fin) en una regién cercana. Fueron Watson y Crick

quienes postularon la hélice doble para describir la estructura tridimensional del ADN.

El tercer y cuarto nivel en la organizacion estan relacionados con la forma en que la hélice
doble del ADN se enrolla sobre si misma para dar lugar a lo que se conoce como

superenrollamiento que da como resultado la cromatina y después los cromosomas.
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Figura 10 Niveles de organizacion del ADN comenzando por la hélice doble (sequndo nivel) en la izquierda.

1.3 Estructuras secundarias del ADN.

La estructura de la hélice doble del ADN presenta algunas diferencias notorias que nos
permite catalogarla en familias conformacionales del ADN, se conocen tres tipos
principales: A-ADN, B-ADN, Z-ADN. El B-ADN tiene mayor interés biolégico pues es,
esta forma la que tiene mayor interaccién con las proteinas. E1 A-ADN se presenta cuando
se deshidrata levemente el B-ADN. El Z-ADN se diferencia por enrollarse hacia la

izquierda en lugar de a la derecha y solo se logra en soluciones salinas.

A-ADN: Se encuentra en condiciones de deshidratacion. Es una hélice dextrogira (se
enrolla hacia la derecha. Le elevaciéon de la hélice es de aproximadamente 2.5 nm. Tiene un
surco mayor mucho mas estrecho y profundo que la forma B-ADN. Durante la

transcripcion la forma A resulta més estable que la forma B.

B-ADN: En esta estructura podemos observar un surco mayor apenas mas grande que el
surco menor, las bases son en general coplanarias y tenemos un eje helicoidal

practicamente perpendicular a las bases y que pasa por el centro de ellas.
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Z-ADN: Esta familia presenta més restricciones para obtenerla, se presenta en secuencias
especificas como G-C-G-C-G. Esta hélice es en general mas delgada y alargada para el
mismo numero de bases con respecto a las otras dos familias. Una diferencia notoria es su

disposicién a enrollarse hacia la izquierda (levégira).

A-DNA B-DNA Z-DNA

Figura 11 Moléculas de ADN con conformaciones (a) B-ADN, (B) A-ADN y (c) Z-ADN.
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1.4 Pardmetros estructurales del ADN.

Podemos valernos de distintos pardmetros para el estudio estructural del ADN. La
informaciéon estructural se encuentra presente en los &angulos de torsion y en el
empaquetamiento del anillo de azicar. También podemos usar los parametros como
“Helical Twist”, “Helical Rise”, “Buckle”, “Propeller” y la superposicién de las bases,

“Stacking”.

El angulo de torsiéon se define como el angulo 6 que se forma en los planos que contiene a
los atomos A, B, Cy B, C, D, siendo A, B C y D 4tomos consecutivos unidos por enlaces,
ver Figura 12. Se definen seis dngulos de torsién principales para describir la configuracién
del esqueleto azicar fosfato: &, ¢, {, o, B y y como se describen en la Figura 13a. En
particular el angulo & contiene informacién sobre el empaquetamiento del anillo

desoxirribosa.

Figura 12 Angulo de torsion formado por el plano de los atomos A, B y C con el plano de atomos B, C y D.

En el anillo de desoxirribosa uno o varios de sus atomos pueden estar fuera del plano, a
estas desviaciones de los dtomos del anillo de azicar se les designa como Xn’-endo si el
atomo no es coplanar y sale en la direccion de C5’ o Xn’-exo si el dtomo sale en sentido
contrario (Figura 13b). La conformacién C3’-endo y C2’-exo es caracteristica de la familia
A-ADN, mientras que las conformaciones C2-endo y C3’-exo lo son para la familia B-
ADN.

Otro angulo de torsién importante es el angulo glucosidico x, alrededor del enlace entre el

adtomo C1’ del anillo de aziicar y el nitrégeno de su base adjunta.
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Figura 13 a) Designacion de los dngulos de torsion de un dDMP (dCpdC). b) Diferentes empaquetamientos del

azicar.

Hay otros parametros que definen caracteristicas sobre la organizacién de las bases:
“Propeller” define el angulo que hay entre los planos de las bases complementarias, cuando
una gira respecto de la otra alrededor del eje y (Fig. 10). “Buckle” define el angulo que se
produce por la doblez de los planos de las bases (alrededor del eje x). El “Stacking”
cuantifica el drea de traslape entre bases apiladas, este parametro se mide en [Az]. “Helical
Twist” es el angulo de rotacion de pares de bases sucesivos alrededor del eje helicoidal.
“Helical Rise” es la longitud que separa a pares de bases sucesivas, el promedio de estas
separaciones es de 3.4 A Estos pardmetros permiten una clasificacién rapida de las

estructuras.
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Figura 14 Descripcion grafica de los pardmetros utilizados para describir la geometria en los pares de bases
complementarios y secuencias de pares de bases.
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Capitulo 2. Metodologia

En biofisica molecular hay dos formas de estudiar las interacciones que existen entre
moléculas. El método mecanico molecular y el modelo mecénico cuantico. El primero
permite trabajar con moléculas grandes de una manera bastante sencilla y a bajo costo
computacional pues se puede trabajar en cualquier ordenador. El segundo método, el
mecanico cuéntico, se basa en resolver la ecuacién de Schrodinger independiente del
tiempo, es decir, encontrar una funcién de onda que describa las interacciones de la
molécula, sin embargo, esto resulta imposible para cualquier molécula que no sea el atomo
de hidrégeno, por lo tanto, las soluciones a sistemas mas complejos son soluciones
numeéricas. Este método es més correcto desde un punto de vista tedrico, sin embargo, el

coste computacional es alto, por lo que solo se utiliza para moléculas de pocos atomos.

2.1 Mecanica Molecular

Los métodos Mecanica molecular (MM) permiten el cilculo de energia de sistemas muy
grandes mediante la aplicacién de funciones de energia potencial atomo-atomo clasicas para
la descripcion de enlaces, angulos, torsiones e interacciones no covalentes. Basado en la
aproximacién de Born-Oppenheimer es posible separar la parte electrénica de la nuclear y
permite crear una superficie de energia potencial que depende sélo de la contribucién

nuclear. De esta forma la energia de la molécula depende sélo de la posicion de los niicleos.

Este método permite considerar a los atomos de una molécula como puntos enlazados a los
cuales se les asocia una carga dependiendo del tipo de atomo. Los enlaces entre dtomos son
tratados como resortes cuya posicién de equilibrio depende de los atomos que se enlazan.

Asi, debido a las cargas de los 4tomos, se crea una superficie de energia potencial.

En los calculos se considera que los atomos estan dentro de un potencial generados por

ellos mismos, y por medio del método del gradiente conjugado se generan ligeras
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variaciones en las posiciones de los atomos de forma que se pueda llegar a un minimo de

energia.

La funcién de energia potencial es un conjunto de ecuaciones basadas en la mecéanica
clasica y con parametros ajustados para que pueda reproducir mejor las conformaciones de
los resultados experimentales. A este conjunto de funciones de energia potencial es lo que
conocemos como Campo de Fuerzas (CF). La principal aproximacién de esta funcién de
energia potencial es la aditividad de varios términos de energia que tienen diferente

naturaleza fisica como se muestra en la Ec. 2.1

U= ZUenlace + ZUangulo + Zutorsién + ZUno—enlazante ( 1)

2.1.1 Términos enlazantes

Término de estiramiento de enlaces. Considera los enlaces como resortes que unen dos
atomos, la expresion de energia a menudo se describe mediante una ecuaciéon de oscilador

armonico, ver Figura 15 a).

Ueniace = XKi(l; — l?)z ( 2)

Donde [ es la longitud de enlace de equilibrio, [; es longitud del enlace de los 4tomos y K;

es la constante de fuerza.

Término de flexion angular. Es la energia relacionada con el angulo que conecta tres
atomos unidos, también se describe mediante una ecuacién de oscilador arménico, ver

Figura 15 b).

Uangulo = ZKG (ei - 91'0)2 ( 3)
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Donde 6! es el angulo de equilibrio, 6; es el dngulo de los 4dtomos considerados y Ky es
constante de fuerza.

s 1"@'-:‘.13
) f"-\‘:;&‘:' — "'.‘h-"""‘x
@@ D

. 5 —
- ' I t & |

Figura 15 Representacidn grdfica de los términos armdnicos. a) Término de enlace. b) Termino de flexion
angular.

Término de torsién. Describe la periodicidad de la energia potencial para rotaciones
intramoleculares La expresion de energia generalmente se define como una funcién seno o

coseno o una combinacién de ambas. En la Figura 16 se observa que si A® = 360° se

llegaria a la misma posicion.

Utorsien = i 23: Kg, (1 — cos ng;) ( 4)

i n=1

X

Donde Kgi es una constante de fuerza, ¢; es el angulo de torsién de los atomos

considerados y n es la multiplicidad, si se trata de enlaces simples es comiin que n = 3, con
enlaces dobles n = 2.
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Figura 16 Representacion grdfica del término de dngulos de torsion.

2.1.2 Términos no enlazantes

Contribucién electrostatica. Este término representa la atraccién o repulsiéon entre dos
adtomos no unidos debido a su carga atémica generalmente representada como dos cargas

puntuales.

n n
no-enlazante —

— L 4TCEQ T

1 1<1

Donde q;y qj son las cargas de los atomos, €pes la permitividad del vacio y r;; es la

separaciéon entre los dtomos 1y j

Contribucion de Van der Waals. Este término incluye interacciones de dispersion-repulsion
entre atomos no enlazados, de modo que cuando dos adtomos se acercan demasiado la
energfa aumenta considerablemente, mientras que para distancias grandes la energia
converge a cero. La relacién matematica de esta contribucién se expresa tipicamente como

un potencial de Lennard-Jones 12-6:

n-1 n

12 6
Toij Toij
Uno-entazante = g E €ij <:U> _2<:.L.J) (6)
ij 3]

i j>i

Aqui €;; representa la energfa minima de interacciéon entre los dtomos i yj, 75 la

distancia a la que se da el minimo de energia y 7;; es la separacion entre dtomos.
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2.2 Campo de fuerzas AMBER (Assisted Model Building with Energy

Refinement)

El campo de fuerzas AMBER (Assisted Model Building with Energy Refinement) se ha
utilizado ampliamente para écidos nucleicos desde la década de 1990 [12,13]. Este Campo
de Fuerzas ha pasado por varias modificaciones desde su creaciéon y diferentes grupos de
investigacién han descubierto, corregido y reevaluado miltiples aspectos y pardmetros [14].
Asi, para los fines de este trabajo se utilizaron los campos OL15, BSC1 Y FF99, pues el
conjunto de parametros que tiene cada uno estan ajustados para el modelado preciso de la
hélice doble de ADN.

Amber necesita un archivo de extension *.pdb para poder realizar los célculos de
optimizacién. Esta extensién es ampliamente usada dentro de la quimica molecular para
describir y visualizar la estructura 3D tanto de &cidos nucleicos como de proteinas. La

estructura de un archivo *.pdb seria:

Tabla 1 Formato de un archivo *.pdb.

COLUMNAS TIPO DE CAMPO DEFINICION
VALOR
1-6 Record "ATOM "
name

7-11 Integer serial Numero serial del atomo
13 — 16 Atom name Nombre del atomo.

Indicador de localizacién

17 Character altLoc
alternativo.
Residue
18 — 20 resName Nombre del residuo.
name
22 Character chainID Identificador de cadena.

Numero de secuencia de

23 - 26 Integer resSeq )
residuos.
Coordenada ortogonal para
31-38 Real X
xen A

39 - 46 Real y Coordenada ortogonal para
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y en A

Coordenada ortogonal para

47 - 54 Real z

zen A
55 - 60 Real occupancy Ocupacién
61 - 66 Real tempFactor Factor de temperatura
73 - 76 LString(4) seglD Identificador de segmento
7 - 78 LString(2)  element Simbolo del elemento
79 - 80 LString(2) charge Carga del 4tomo.

A continuacién, se presenta una serie de pasos para el uso de este software.

Se crea un archivo con extension *.pdb que contenga los atomos de las moléculas a
estudiar y sus coordenadas, para que el programa pueda idéntificar de qué atomos
se trata, estos también deben estar etiquetados con un nimero, que en este caso
corresponden a la convencién internacional.

Se visualizan las moléculas con ayuda de la aplicacion zleap, se anaden sodios Na+
e hidrégenos de ser necesarios y se crean por separado dos archivos con extensiones
*tipo y *.coor, que contienen los tipos y coordenadas de los atomos
respectivamente.

Con ayuda de la aplicaciéon sander, se le indica al programa que realice los calculos
de las energias en varias posiciones hasta que encuentre la posicién de energia
optima. Los valores de las energias calculadas en cada paso se muestran en un
archivo de salida de extension *.out y las coordenadas finales, correspondientes al
minimo, quedan contenidas en un archivo de extensién *.outcoor.

Se crea un archivo *.pdb con las coordenadas finales para poder visualizar la

molécula y ver sus caracteristicas geométricas.

2.3 Nucleic Acid Database (NDB) y Protein Data Bank (PDB)

Nucleic Acid Datebase y Protein Data Bank [16] son las bases de datos de 4cidos nucleicos

y proteinas, en las que se archivan las coordenadas atémicas de las estructuras
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experimentales obtenidas por métodos como difraccién de rayos X en cristales de ADN o
Resonancia Magnética Nuclear, NMR por sus siglas en inglés, “Nuclear Magnetic
Resonance”. PDB es como un almacén de datos mientras que NDB funciona como un
catalogo y muestra algunas propiedades de las estructuras, en ese sentido la organizacién
de NDB es més eficiente pues solo contiene estructuras de ADN y ARN, y los algoritmos
de busqueda permiten localizar estructuras con secuencias y conformaciones especificas, y
no solo por el nombre del cristal como en PDB. Sin embargo, para poder descargar un
archivo en formato PDB hay que seguir un link que nos lleva a PDB para poder
descargarlo. Los archivos descargados se designan por cuatro caracteres alfanuméricos
iniciando siempre con un nuimero, por ejemplo, 2VBO. En adelante haremos uso de los

nombres de los cristales NDB.

En los dltimos anos un equipo del laboratorio de informéatica y quimica de la Universidad
de Quimica y Tecnologia en Praga ha creado un alfabeto estructural del ADN, CANA
(Conformational Alphabet of Nucleic Acids) analizando casi 120000 dinucleétidos en més
de 2000 estructuras cristalinas de acidos nucleicos; definiendo 96+1 clases conformacionales
NtC de CANA, que son usadas como descriptores cualitativos de las diferencias en las

caracteristicas estructurales de los 4cidos nucleicos.

2.4 Software en linea 3DNA

3DNA es un software en linea [17], versatil e integrado para el anélisis, la reconstruccién y
la visualizacion de estructuras tridimensionales que contienen acidos nucleicos a partir de
un archivo PDB, 3DNA maneja todos los pares de bases no canénicos y hélices apiladas
coaxialmente. Dentro del andlisis que realiza 3DNA identifica y clasifica las interacciones
que hay en las bases y el esqueleto azicar-fosfato. El software arroja un archivo de salida

descargable con los valores que describen la geometria del sistema.

2.5 Software en linea DNATCO

DNATCO es un software en linea que proporciona una interfaz para algoritmos basados en
geometria que asignan clases de conformacién a dinucleétidos [18]. Estas conformaciones

locales permiten ir més alld de las conformaciones tradicionales en forma de A-ADN, B-
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ADN Y Z-ADN. Hoy en dia DNATCO asigna 44 clases conformacionales diferentes esto,
permite una mejor comprensiéon de la estructura del ADN. El sitio web es gratuito y

requiere de la estructura de ADN cargada en un formato PDB.

30



Capitulo 3. Resultados

Como se ha mencionado antes, la estructura del ADN del modelo de WC puede existir en
diferentes conformaciones dada su flexibilidad. Para este trabajo de tesis se utilizd la
nomenclatura NtC de Svozil [10] para designar las conformaciones de dinucledtidos; asi,

conformaciones como Bl o Al se designa por BBOO y AAQO respectivamente.

Para nuestros estudios fueron seleccionados fragmentos minimos cdDMP del banco de
datos NDB, con conformaciones BB02, BB12, BA09 y BA13 para cédlculos via MM. Estas
conformaciones tienen cambios considerables en las regiones de los angulos de torsion a los
de la conformaciéon B1 (BB00), la cual, se ha demostrado, corresponde a un minimo de
energia. Estos fragmentos minimos fueron escogidos de cristales experimentales tales, que

su secuencia fuera Purina-Purina o Pirimidina-Pirimidina.

Estudios recientes [8] han mostrado que el esqueleto SPB en conformacién BB12
corresponde a un minimo local de energia diferente del de B1. Caso contrario sucede con la
conformacién BB02, la cual tiene angulos de torsion en regiones muy diferentes a cualquier
minimo de energia conocido, aun asi, es una conformacién bastante frecuente en los
cristales de NDB.

En la Tabla 1 se puede observar las diferencias cuantitativas en los distintos angulos de
torsién del esqueleto azucar-fosfato para las 4 conformaciones estudiadas y para las
conformaciones BB0O0 y BB07, comenzando por el dngulo 81 del primer nucledsido y
terminando en el dngulo delta del segundo nucledsido; ademas de agregar los dos angulos

glicosidicos de las bases x1 y x2, uno por cada base nitrogenada.
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Tabla 2 Valores promedios de los dngulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato para seis conformaciones.

ol € C a i} v 02 yal %2
Bl 138 183 259 303 180 44 138 252 258
(BB0O)
BII

144 245 171 297 1411 4 141 270 2
(BBO7) 5 9 6 0 259
BB12 140 196 287 248 73 172 144 263 212
BB02 140 194 246 32 194 297 150 252 253
BA09 135 199 287 254 71 168 86 265 187
BA13 142 231 196 74 232 196 89 266 199

3.1 Bisqueda de fragmentos minimos de hélice doble en NADB y

analisis de sus caracteristicas estructurales.

Se hizo una busqueda en el banco de datos NDB de fragmentos minimos de diferentes
cristales, obtenidos por difraccién de rayos X, que pertenecieran a diferentes familias, como
lo son las familias BB12, BB02, BA09 y BA13. En particular basdndonos en el trabajo de
Poltev [8] y Svozil [9] sabemos que la familia BB02 es la que més estructuras
experimentales tiene y que la familia BB12 es una buena candidata para ser un minimo
local de energia. Basados en este hecho se buscaron y analizaron aproximadamente 130
cristales que contenian fragmentos en conformacion BB0O2 y se encontraron 160 fragmentos
de ¢cdDMP con diferentes secuencias. Estos fragmentos tienen una cadena con secuencia

purina-purina y la otra cadena con secuencia pirimidina-pirimidina.

La mayoria de estas estructuras se encontraban en complejo con proteinas como “zinc
fingers” o protefnas de nucleosomas. Sin embargo, también se encontraron estructuras que
eran puramente ADN con algunas moléculas de anti-iones y agua; de estas ultimas
encontramos 12 cristales y en ellos 27 fragmentos de cdDMP. A continuacién, en la Tabla
3.1 se presenta la secuencia y el nimero de cdDMP encontrados para las diferentes
conformaciones estudias. Podemos observar que, de las secuencias consideradas, la familia

BB02 pareciera tener cierta preferencia por la secuencia dApdA pues es la que presenta
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mayor nimero de fragmentos, con un total 35 fragmentos. Y con solo 10 fragmentos, la
secuencia dCpdT es la que menor preferencia tiene por esta conformacién. Para el resto de
las familias no se estudiaron suficientes estructuras para poder concluir que secuencia

prefiere cada una.

Tabla 3 Secuencia y nimero de los fragmentos encontrados en las conformaciones consideradas.

Secuencia*® BB12 BB02 BA09 BA13
dApdA 6 35 1
dApdG 4 18
dGpdG 3 11 1
dGpdA 5 11 1 4
dCpdC 6 17
dCpdT 1 10
dTpdT 4 31 1
dTpdC 4 2
Total 159

*Se usa la designacién abreviada de las secuencias de la seccién 1.1.

Otro resultado que obtuvimos del anélisis de los fragmentos fue la preferencia que tiene la
cadena complementaria a la cadena BBO02. En la mayoria de los casos la cadena
complementaria presenta una conformaciéon BI, aunque también se encontraron familias
BB02, AA02, ATl, BB07, BB04.

También se buscaron fragmentos para otras familias, prestando mayor atencién en aquellos
cristales que no tuvieran complejo ni alguna otra proteina. Para la familia BB12 se
encontraron 40 estructuras de cdDMP. En el caso de la familia BA13 se hallaron tres
cristales que no contenian complejo, estos son 1D49, 1IKK, 1SK5. Para la conformacién
BAO9 los resultados experimentales son muy pocos y nos fue imposible encontrar cristales
que no estuvieran en complejo con proteinas, sin embargo, aun asi, encontramos 4 cristales,

los cuales serian 1LMB, 1IWTE, 2VBL.
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3.2 Minimos locales de energia para fragmentos del esqueleto azucar-
fosfato y  anillos  desoxirribosa  pertenecientes a  diferentes

conformaciones.

Después de la busqueda y seleccién de fragmentos, y la preparacion de los archivos de
coordenadas. Se seleccionaron fragmentos representativos de cada familia para optimizar y
estudiar su esqueleto azucar-fosfato y su anillo desoxirribosa; esto se hizo para conocer el
aporte energético que estas puedan tener a la estructura final. La Figura 17 muestra de

forma cualitativa las diferencias entre las cuatro conformaciones de fragmentos SPB.

a) . b)

Figura 17 Diferencias entre los esqueletos azicar fosfato en diferentes conformaciones o) BA09 b) BB12 ¢)
BA13y d) BBO2.

Para los esqueletos azicar-fosfato se hicieron optimizaciones para las 4 familias antes

mencionadas, es decir, las familias BB12, BB02, BA09 y BA13.

Para la familia BB0O2 se hicieron optimizacién de 4 esqueletos aziicar-fosfato cuyos cristales
no contaban con complejos. Los resultados mostraron una gran similitud con el esqueleto

de la estructura inicial para los campos BSC1 y FF99, sin embargo, el campo de fuerzas
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OL15 generaba una interacciéon entre el sodio y el oxigeno O5’. Esta interaccién con el

sodio se repitié para los SPB de las estructuras con familia BA13.

Al igual que con la familia BB02, para los SPB de familia BA13 solo se hicieron
optimizaciones con fragmentos de cristales en los cuales no habia interacciones con otras
moléculas. Sin embargo, los SPB optimizados se alejan bastante de la conformacién de la

estructura inicial, esto sucede con cada campo de fuerzas utilizado.

En cuanto a las familias BAO9 y BB12 (que solo cambian en el dngulo de torsién 62) las
optimizaciones del esqueleto azucar-fosfato no se alejan mucho de la conformaciéon de la
estructura inicial. Sin embargo, los campos de fuerza OL15 y FF99 cambian la regién del
angulo 82 para la familia BA09, de forma que el minimo local para ambas familias es el
mismo; esto no pasé con el campo BSC1 que si respetd la conformacién inicial. La tabla 4
muestra valores de los dngulos de torsiéon de estructuras SPB iniciales y optimizadas, con

diferente conformacién.

Tabla 4 Valores de los angulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato, para las cuatro estructuras optimizadas,
cada una en una conformacion diferente para las familias.

s E ¢ o B I o2*
BB12  dCpdT 1399 199 2821 240 734 164.4 1495
OL15 108.7 1815 269.3 2915 883 1815 110.8
1LMB | BSC1 1295 1934 275 283 73.9 185.3 137.8
FF99 110.8 187.3 273.7 286.4 73.6 190 111.8
BAQO9 | dApdG 139.2 202.8 306.4 2509 68.2 168 78.6
OL15 108.7 1815 269.3 2915 883 1816 110.8
IWTE | BSC1 131.4 1954 2753 2815 73 182.7 78.3
FF99 110.7 187.3 273.8 286.3 735 190 111.8
BA13 | dApdA 141 2251 1896 75.8 237.2 1948 875
OL15 1079 1979 226 721 251.7 185.1 102.8
1IKK | BSC1 1326 211.7 179.7 753 2947 1999 77.6
FF99 116.2 2026 1928 72.7 290 210.7 98.3
BB02 | dTpdC 1357 1954 2493 31.2 1974 2952 147.1
OL15 81.1 266.8 201.1 681 189.4 300.8 136.3
428F | BSC1 130.2 1923 236.7 622 179.1 300.9 147.2
FF99 110.1 196.1 2294 63.1 1789 298 136.5

*Todos los 4ngulos estan expresados en sistema hexadecimal.
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Una falla comiin en las optimizaciones del esqueleto azicar-fosfato fue la interaccién tipo

enlace de hidrogeno entre el atomo de hidrogeno HO5' y el oxigeno O4’, ver Figura 18.

Figura 18 Fragmento SPB 1wet que presenta interaccion H5---04’ después de ser optimizado con CF OL15.

Ademas, se hicieron optimizaciones del anillo de aziicar con los tres campos de fuerza.
Tomando solo el anillo de la familia BB02, y obteniendo como resultado la conformacién
yva conocida del azicar para la familia BI, ver Figura 19, en donde C2’ se encuentra en
conformacién endo, ver Figura 13. Aqui hay que seflalar que, aunque los tres campos de
fuerza dieron el mismo resultado, los campos de fuerza OL15 y FF99 también daban esa
conformacién para el carbono C3’, lo cual es poco frecuente en los resultados

experimentales.
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INICIAL BSC1

FFOD

Figura 19 Estructura del anillo de azicar de un fragmento en conformacion BB02. Anillo inicial y anillos
optimizados con los campos de fuerza BSCI, FF99 y OL15.

3.3 Fragmentos minimos de hélice doble optimizados con los tres

campos de fuerza AMBER

3.3.1 Fragmentos en conformacion BB12

Se continuo con la busqueda de fragmentos en configuraciéon BB12 ya que en un trabajo
més reciente de Svozil [10] sobre la clasificacion de diferentes conformaciones de ADN se
reporta la existencia de méas fragmentos en conformacion BB12 en comparacion con su
trabajo anterior. Logrando encontrar 40 estructuras de dinucledtido con esa conformacion
en todas las secuencias Purina-Purina y Pirimidina-Pirimidina, la mayoria de estas
estructuras se encontraban en complejos con proteinas. De las estructuras encontradas se
optimizaron solo de algunos cristales seleccionados: 2VBJ, 2VBN, 2VBL, 2VBO, 3BAM.
Encontramos que estos fragmentos tenian en su mayoria cadenas complementarias en
conformacién BB12 a excepcién de la secuencia dGpdG cuya cadena complementaria es
BBO00 (BI). A continuacion, se presenta la Tabla 5 de resultados, después de optimizar con
tres campos de fuerzas (BSC1, OL15 y FF99) del software Amber. En la Tabla 5 se
presentan los dngulos de torsion, la superposiciéon de bases apiladas, el empaquetamiento

de aztcar desoxirribosa y dos pardmetros extra, YA que representa la suma de valores
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absolutos de las diferencias entre el valor de angulos y el valor promedio de todas
estructuras en el banco de datos. SD, es la raiz cuadrada de la suma de los cuadrados de

las diferencias en XA.

Tabla 5 Caracteristicas conformacionales iniciales y calculados con tres campos de fuerzas de AMBER para la
familia BB12 de los cdDMPs en varias secuencias de nucledsidos.

31 e 4 a B v 2 oy 2 P¥Y PY St1 S22 XA SD
[11] 140 196 287 248 73 172 144 263 212
dApdA ini 151 189 268 265 77 176 141 283 210 165 158 284 046 87 36

BB12
ovBN- BSCl 130 196 275 277 65 182 144 269 184 137 152 392 046 103 45

E-A13  OL15 119 185 270 284 79 179 133 260 190 123 137 372 043 134 53
FF99 139 200 286 271 63 185 141 268 186 127 140 36 037 8 39

ggrigG ini 140 200 278 263 65 175 146 275 201 153 157 474 003 65 26
oPlo.F. BSCL 141 201 282 271 64 181 145 250 181 153 154 272 00 97 43
A22 oLi5 121 187 270 282 77 177 136 266 184 125 142 353 0.0 126 53

FFO9 131 194 281 276 66 188 140 260 177 139 146 238 00 108 48

dGpdA i 148 185 272 265 77 172 137 284 210 125 180 298 059 8 35
2012 Bsci 132 196 275 276 66 183 145 262 191 159 152 37 04 89 40
CGI3 OIS 121 187 270 283 79 178 135 268 185 155 139 351 043 133 54

FF99 124 190 275 281 68 187 137 269 188 153 143 337 041 124 49

4GpdG i 148 179 295 243 80 180 145 262 195 171 178 345 00 114 61
ssay  BSCL 141 200 282 273 67 185 147 250 172 154 154 097 012 147 76
CG4 OLI5 123 185 271 282 80 180 139 266 172 128 146 085 00 154 74

FFO9 125 189 276 280 69 191 142 264 173 131 149 074 00 170 76

g%q%c ini 150 194 285 254 73 171 151 273 212 176 172 22 044 40 17
o061. BSCl 143 203 286 267 64 180 147 243 192 155 156 054 12 89 37
F-C2 OL15 138 198 280 272 72 178 138 252 188 150 143 099 186 84 37

FFO9 137 199 286 270 63 184 143 247 192 147 150 076 18 8 37

dCpdT ini 140 199 282 240 73 164 150 260 213 157 181 0.6 264 34 14
B2 BSCL 124 204 284 266 62 178 147 251 192 160 157 035 386 97 37
D-C2  OLIS 139 199 280 271 68 177 140 244 197 158 147 034 373 8 35

FFO9 138 200 285 270 61 182 144 246 187 155 152 02 346 94 4l

dTpdC i 117 195 274 273 65 171 148 262 210 190 126 062 284 78 38
ovgy. BSCL 143 204 284 268 63 180 145 244 194 152 15 04 37 90 3
C-G13 OL15 140 200 281 271 72 180 135 249 186 139 155 043 351 91 40

FF99 139 200 286 270 63 186 139 247 192 143 153 041 337 93 38

aTpdT i 118 197 263 278 67 165 152 262 214 129 188 056 056 101 46
2Vl BSCI 143 203 284 268 63 179 146 244 194 160 155 046 392 89 36
OL15 140 200 281 271 71 178 138 249 188 155 144 043 372 8 38

FFO9 139 200 286 271 63 185 141 248 190 154 147 036 036 92 39

51, €, {, a, B, v, 82. Son los angulos de torsion del esqueleto azticar fosfato SPB.  x1, x2. Son los angulos glucosidicos. P,

P¥ Es el d4ngulo de pseudorrotacién del anillo de azticar. St1, St2. Es el Steacking entre pares de bases, se mide en Angstroms

02
cuadrados [A ].
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Se puede notar que en mayoria de los casos el campo de fuerzas BSC1 tiene el pardmetro
3 A menor que el resto de los campos. Esto nos sugiere que el campo BSC1 reproduce

mejor las caracteristicas conformacionales iniciales de la estructura experimental.

En la Tabla 6 se presentan la comparaciéon de resultados para los fragmentos ¢cdDMP,
dDMP.y SPB calculados con el campo de fuerzas BSC1 con los mismos parametros que en
la Tabla 5.

Tabla 6 Comparacion de las caracteristicas conformacionales de las estructuras cdDMP, dDMP y SPB de la
familia BB12 calculados con el campo BSCI y con estructuras experimentales.

51 € ¢ a B v 2 gy yx2 PSP’  StI S22 A SD

[11] 140 196 287 248 73 172 144 263 212 77 40
sPB 131 194 277 282 74 186 137

dApA i 151 189 268 265 77 176 141 283 210 165 15 284 045 &7 3

VoY «DMP 130 196 275 277 65 182 144 260 184 137 152 392 046 103 45

dOMP 141 202 281 271 63 178 146 252 193 155 156 4.8 84 35

GApdG Imi 138 197 304 224 76 166 162 145 217 183 157 264 016 264 143

PP cDMP 142 201 281 273 64 182 142 253 188 149 158 38 035 93 39

dOMP 141 201 281 272 64 182 142 254 191 156 149 398 87 37

dGpdA i 148 185 272 265 77 172 137 284 210 125 180 298 059 8 35

2Bl cDMP 132 196 275 276 66 183 145 262 191 159 152 37 04 89 40

dOMP 144 202 283 269 62 180 146 255 193 165 153 334 83 34

dGpdG i 148 179 205 243 80 180 145 262 195 171 178 399 00 114 6l

VBN cdDMP 141 200 282 273 67 186 147 250 172 154 154 202 00 147 76

dOMP 142 202 279 271 70 163 158 248 230 151 197 05 118 58

dCpdT i 140 199 282 240 73 164 150 260 213 157 181 016 264 34 14

DO cDMP 124 204 284 266 62 178 147 251 192 160 157 035 386 97 37

dOMP 142 205 283 268 64 180 144 235 198 156 151 030 9 40

dTpdC  Ini 117 195 274 273 65 171 148 262 210 190 126 062 284 78 38

2vBY cDMP 143 204 284 268 63 180 145 244 194 152 150 04 37 90 36

dOMP 143 204 284 267 63 176 147 242 204 158 150 140 79 33

dTpdT i 118 197 263 278 67 165 152 262 214 129 188 056 056 101 46

2VBN- lDMP 143 203 284 268 63 179 146 244 104 10 155 046 392 8 3

dOMP 142 201 284 266 64 171 158 245 220 150 189 392 78 32

51, €, {, a, B, Y, 82. Son los angulos de torsién del esqueleto azicar fosfato SPB.  x1, x2. Son los dngulos glucosidicos. P,

P?. Es el angulo de pseudorrotacion del anillo de azicar — Stl1, St2. Es el Steacking entre pares de bases, se mide en
02
Angstroms cuadrados [A |
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Finalmente presentamos una comparacién de resultados en la Tabla 7 para secuencias
dCpdC para fragmentos de diferentes cristales los cuales tienen una conformacién BB12
para la cadena principal y diferente para la otra cadena. Cabe mencionar que los diplex
cuya cadena complementaria no pertenecen a la conformacién BB0O (Familia B1) ya que

no respetan las reglas generales de los fragmentos minimos del modelo de Watson y Crick

Tabla 7 Comparacion de caracteristicas de fragmentos con secuencia dCpdC de la familia BB12 para la
estructura inicial y optimizaciones de diplex y cadena inica calculados con el campo de fuerzas BSCI.

1R7M Familia 61 € g a B Y 62 E St x1 %2
Inicial BB12 150 194 285 254 73 171 151 220 273 212
BBO0O 150 179 252 307 190 40 151 0.44 251 260
BCS1 BB12 143 203 286 266 64 179 147 8597 054 2427 191.7
BB00 143 185 272 290 183 47 138 120 2244 2376
CadUni BB12 140 201 286 268 67 179 146 -4356 1.60 243 192
1ZR4 Familia 81 € ( « B y 8 E S x1 %2
Inicial BB12 139 197 293 231 68 171 118 0.10 260.1 1955
NANT 138 222 253 63 228 237 126 429 2346 2144
BSC1 BAOQ9 142 205 294 256 58 167 81 -848.1 0.66 2432 1885
NANT 148 215 288 89 190 191 139 " 136 189.1 236.2
CadUni BAQ9 141 206 293 256 58 168 81 -431.3 0.56 238 188
2F5N Familia 81 € ¢ B y & E S 71 22
Inicial BB12 146 212 290 248 70 163 156 217 2707 220.7
BBO7 138 264 165 288 137 46 143 035 2629 248
BSC1 BB12 138 203 278 270 62 174 149 8621 277 256 203.9
BBO7 130 269 160 285 130 48 141 "~ 012 2608 2425
CadUni BB12 140 200 281 270 68 178 148 -4349 1.80 248 193
2PI0 Familia 81 ¢ £ o B v 2 E S x1 %2
Inicial BB12 121 197 269 267 62 171 134 230 276.8 200.1
BAO5 131 179 268 307 174 39 105 111 2425 2247
BSC1 BB12 143 203 286 266 64 179 147 8597 053 2427 191.8
BBO0O 143 185 272 290 183 47 138 " 120 2243 237.6
CadUni BB12 140 201 286 268 67 179 146 -4356 1.60 243 192
3AZH Familia 81 ¢ £ o B v 2 E S x1 %2
Inicial BB12 150 174 299 226 81 176 147 055 276.2 2022
BBO03 154 154 272 173 148 181 146 211 2707 230
BSC1 BB12 143 203 286 266 64 179 147 8529 0.48 2428 1918
NANT 156 210 289 92 186 193 141 "~ 078 186.4 2295
CadUni BB12 140 201 286 268 67 179 146 -4356 1.60 243 192
2061 Familia 81 ¢ £ o B v 2 E S x1 %2
Inicial BB12 139 196 290 2431 63 171 141 241 2759 2107
BB02 151 189 244 404 184 296 152 1.13 2479 248.6
BSC1 BB12 142 201 287 266 66.5 180 148 856 0.34 2456 188
NANT 150 195 237 57 166.5 299 160 0.00 2053 246.7

CadUni BB12 140 201 286 268 67 179 146 -435 1.60 243 192

81, €, T, a, B, Y, 82. Son los dngulos de torsién del esqueleto azicar fosfato. x1, x2. Son los angulos glucosidicos. E es la

energia minima se mide en kilocalorias por mol [KCal/Mol] St. Es el Steacking entre secuencia de bases, se mide en

o2
Angstroms cuadrados [A |
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De forma cualitativa en las Figuras 20 y 21 se presentan dos imagenes para los fragmentos
de los cristales IR7M y 2F5N, como ejemplos de estructuras que sufren cambios grandes y
de estructuras que casi no cambian después de la optimizacién. Cabe mencionar que la
estructura que sufre los cambios méas grandes tiene cadena complementaria en
conformacién B1 y que los cambios sufridos son a favor de las reglas generales, en las
cuales las secuencias Pirimidina-Pirimidina tiene una menor superposiciéon que las

secuencias Purina-Purina.

205n-Inicial

2(5n-BSC1

Figura 20 Comparacion entre los cd DMP inicial y optimizado con BSC1 para el cdDMP con conformacion
BB12 de secuencia dGpdG:dCpdC para el cristal 2F5N, el cual no presenta muchos cambios después de ser
optimizado.
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IrTin-Inicial

IrTin-BSC1

Figura 21 Comparacion entre los cdDMP con conformacion BB12 de secuencia dGpdG:dCpdC inicial y
optimizado del cristal 1RTM el cual presenta cambios significativos después de ser optimizado.

3.3.2 Fragmentos en conformacion BB02

Después de optimizar fragmentos en conformacién BB02, con los tres campos de fuerza de
AMBER encontramos dificultades para reproducir la estructura de la doble hélice del
ADN. En la mayoria de los casos, la estructura tenia grandes cambios en su conformacién.
La Figura 22 muestra la optimizacién de un fragmento de cdDMP con los 3 campos de
fuerza. de AMBER. Se puede observar que los tres campos de fuerza tienen problemas al

reproducir la conformacion de este fragmento en particular,
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BAC OL15

Figura 22 Fragmento cdDMP en conformacion BB02 y con secuencia dCpdC:dGpdG del cristal 1A1H.

Otras optimaciones también presentan cambios en la estructura de la hélice, como lo es un
“Buckle” grande después de optimizar. También hay minimos en el cual la base
complementaria presenta un “Propeller” grande llegando a los 90 grados, es decir, se trata
de bases perpendiculares. En la Figura 23 se presentan ejemplos de estructuras que después

de ser optimizadas presentan este tipo de cambios.

1a73-FF99 1hlv-OL135

1a73-OL15

Figura 23 Fragmentos cdDMP optimizados con conformacion BB02 Izquierda) Optimizaciones FF99 y OL15
para el fragmento 1A73 con secuencia dTpdT:dApdA en el cual se presenta un buckle grande. Derecha)
Optimizaciones con OL15 y FF99 para los fragmentos 1HLV y 1M19 respectivamente, en los cuales se
presenta una base perpendicular al resto de bases.
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Sin embargo, no todos los fragmentos tienen este inconveniente, en particular la secuencia
307D-E-A47 puede reproducir de forma general la conformacion de la hélice doble. Esta
estructura, y casi todas, presentan una interaccién entre el hidrégeno HOS' y el oxigeno
04" del anillo del azucar, lo cual no corresponde a estructuras experimentales pues en la
posicién de HObB' se encuentra un grupo fosfato y esta interaccién es imposible. La Figura
24 muestra la estructura inicial 307D-E-A47 y las estructuras que se obtuvieron tras

optimizar con los tres campos de fuerza AMBER.

Inicial

Figura 2/ Fragmentos cdDMP optimizados para el fragmento 307D-E-A47 con los tres campos de fuerza,

todos como hélice doble.

La mayoria de las optimizaciones presentaron fallas como las mostradas en el primer
ejemplo, aun asi, hubo resultados diferentes e interesantes. A continuacién, se presenta la

Tabla 8 con algunos resultados representativos de la familia BB02.
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Tabla 8 Valores de los angulos de torsion del esqueleto azicar fosfato y la superposicion de varios fragmentos
representativos de la conformacion BB0O2

S 4 a B v 2 st s
[BB02] 140 194 246 32 194 297 150

dcpdC ini 142 203 265 18 211 203 146 102 082
BSh° BSCL 140 101 237 58 170 296 158 00 008
c-cse  OL1S 136 189 233 61 173 297 157 00 02

FFO9 134 189 236 61 172 292 156 00 012

dAGPd ini 153 176 253 44 178 301 148 357 00
Boz BSci 147 194 236 53 169 293 160 035 00
1AIK-  oL15 147 191 228 60 146 307 160 125 024

BG8  pog 142 193 237 59 172 286 157 o016 00

dCpdC i 142 201 265 21 203 295 145 111 077
BRb2 BSCL 140 191 237 58 170 296 158 00 008
cCs6 OIS 136 189 233 61 173 297 157 00 002

FFO9 134 190 236 61 172 292 156 00 012

dTpdC ini 135 203 253 24 205 291 146 067 136
BBO2  Bsci 140 189 240 57 171 296 158 00 005
S0 OLI5 136 187 237 60 173 297 156 00 008

FF99 135 188 239 60 172 293 155 00 007

dApdA i 149 103 256 31 211 287 138 313 00
bR’ BSCL 133 188 239 58 176 207 157 00 00
c. OLS5 129 185 236 59 182 297 154 00 00

AS03 FFO9 128 186 238 61 177 295 155 00 00

dApdA ini 120 177 250 55 163 305 141 23 00
BB02 BSCL 138 187 238 52 171 296 159 1% 00
E-A47 OL1S 136 196 197 49 139 319 153 039 016

FF99 136 191 208 37 152 332 159 051 033

dTpdT ini 136 201 248 25 216 293 153 00 313
BPe’ BSCL 141 188 241 60 174 300 160 00 00
c. OL5 137 186 238 63 177 300 158 00 00

AS03  FF99 136 187 240 63 175 299 158 00 00

51, €, g, a, B, v, 82. Son los angulos de torsion del esqueleto azicar fosfato.
St1, St2. Es el Steacking entre secuencia de bases, se mide en Angstroms

o2
cuadrados [A ].
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3.3.3 Fragmentos en conformacion BA09 y BA13

Otra conformacién estudiada fueron las familias BA09. Esta confirmacién tiene angulos de
torsién en las mismas regiones que la familia BB12 a excepcion del angulo 52, la familia

BAQ9 tiene el angulo 82 en una regién cercana a 90° como en la familia A.

Tras la busqueda de esta conformacién, sélo se encontraron tres diplex de las secuencias

deseadas con una cadena en conformaciéon BAQO9.

Después de optimizar esas estructuras con los tres campos de fuerza de AMBER
encontramos que las estructuras con familia BA09 dan resultados diferentes dependiendo
con que campo de fuerzas se optimice. Para los campos de fuerzas FF99 y OL15 cambian
la regién del angulo 52 a la misma regién que la familia BB12, pero eso no sucede para el
campo de fuerza BSCI1. En la Tabla 9 se presentan los resultados de los tres fragmentos
con sus respectivas optimizaciones. La Figura 25 muestra el fragmento cdDMP 1VBL como

ejemplo de la conformacién BA09.

Tabla 9 Valores de los angulos de torsion del esqueleto azicar fosfato y la superposicion de fragmentos con la
conformacion BAQY.

81 € ¢ o B Y 82 %l %2 Stl St2
[BA09] 135 199 287 254 71 168 86 265 187
depd ini 136 201 277 259 69 169 82 272 18 387 0.6
G BSCl 135 194 282 264 57 175 82 268 175 163 00

BAQ9
v, OLI5 120 104 281 269 63 175 82 273 184 28 00

C-G13  FF99 131 193 282 272 62 183 82 281 18 218 0.0

dApd ini 139 203 306 251 68 168 79 266 192 329 00
oo BSCL 133 198 284 264 56 164 89 268 189 49 00
IWTE  oL15s 123 187 277 267 59 162 100 270 188 497 00

BAY Lrgg 123 101 281 268 55 167 96 268 18 43 00

dApdA i 129 201 283 253 62 169 87 263 193 393 00
20 BSCl 139 203 288 261 55 169 82 255 184 38 004
C-Al6 OL15 122 179 272 268 59 165 104 269 185 292 0.58

FFO9 132 198 286 267 56 177 83 264 184 402 019

51, €, Z, o, B, Y, 82. Son los angulos de torsion del esqueleto azicar fosfato. Stl, St2. Es el

02
Steacking entre secuencia de bases, se mide en Angstroms cuadrados [A ].  x1, x2. Son los
angulos glucosidicos

46



Ivbl dApdA:dTpdT BAOMS-BREOO

Figura 25 Fragmento cdDMP 1VBL en conformacion BA0O9

También se optimizaron estructuras en conformacién BA13, estos resultados conservaron
las caracteristicas estructurales de la hélice doble con los tres campos de fuerzas AMBER,
pero tenian cambios significativos en las regiones de los angulos de torsion comparados con
su estructura inicial, y por tanto cambiaban de conformacién después de la optimizacion.
La Figura 26 muestra el fragmento inicial de ¢cdDMP 1IKK con conformacién BA13. A
continuacién, se presenta la Tabla 10 con algunos resultados representativos de la familia
BA13.

likk dApdA:dTpdT BA13-BBO1

Figura 26 Fragmento cdDMP 1IKK en conformacion BA13.
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Tabla 10 Valores de los dngulos de torsion, energia y superposicion de las bases para la estructura inicial y las
optimizaciones de fragmentos con conformacion BA13

1IKK- 51 E ¢ a B v 52 E st
B-A16
Inicial | BA13  dApdA 141 2251 189.6 758 237.2 1948 875 1.57
BBO1  dTpdT 1297 184.2 263.7 3046 1683 528 108.4 0.28
OL15 dApdA 1259 2734 160 59.1 2321 1743 881 -508 0.25
dTpdT 1363 182.2 2745 296.8 161.8 59.1 119 1.37
BSC1 dApdA 1306 270.6 162 63.7 2281 1725 881 -510.7 0.16
dTpdT 1403 189 277.2 292.6 1664 555 1305 1.26
FF99 dApdA 1313 1986 1755 77.6 2665 1845 93  -517.4 147
dTpdT  134.8 185.8 2753 2956 164.6 56.7 117.6 0.58
1SK5- 51 E ¢ a B v ) E St
A-A6
Inicial | BA13  dApdA 1425 220 1954 79.4 239.1 198.7 80.7 1.89
dTpdT  118.9 180.1 269.9 2985 170.7 56.8 105.3 0.21
OL15 dApdA 1304 208 173.8 795 2554 180.3 93.7 -506.8 0.79
dTpdT 1353 181.8 2737 2969 162.1 59.2 120 1.05
BSC1 dApdA 136.2 205.4 169.6 80.9 266.6 177.7 88 -5105 1.07
dTpdT  139.2 188.7 2755 2925 167 559 131.2 0.72
FF99 dApdA 1313 1986 1755 77.6 2664 1845 93.6 -5175 1.47
dTpdT  134.8 1859 2753 2956 164.6 56.7 117.5 0.58
1D49 31 E ¢ a B ¥ 52 E St
Inicial | BA13  dApdA 1433 2398 1956 727 2334 1955 90 1.62
dTpdT 1156 191.8 253.4 3195 171.9 405 1156 0.07
OL15 dApdA 1259 2734 160 59.2 2321 1742 881 -5081 0.25
dTpdT 1363 1822 2745 296.7 161.8 59.2 119 1.37
BSC1 dApdA 1306 2706 162 63.6 228.1 1725 881 -510.7 0.16
dTpdT  140.2 189.1 277.2 2925 1664 555 130.6 1.26
FF99 dApdA 1242 2968 91.9 725 207.3 1843 89.6 -519.7 0.99
dTpdT 1352 185.8 2757 2957 164.2 56.7 166.5 0.88

81, €, T, o, B, Y, 82. Son los angulos de torsién del esqueleto azicar fosfato. x1, x2. Son los angulos glucosidicos.

E. Es la energia minima se mide en kilocalorfas por mol [KCal/Mol]. St. Es el Steacking entre secuencia de bases, se

o2
mide en Angstroms cuadrados [A ].
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Cabe mencionar que, en todos los calculos obtenidos, sin importar el campo de fuerza, se
generaba una interaccién tipo enlace de hidrégeno entre el hidrogeno HOS™ y el oxigeno
04’ del azucar fosfato, si bien la contribucién energética era muy pequenia este resultado
no corresponde a la estructura del ADN por lo que se buscod la forma de restringir la

posicién del hidréogeno HO5”  con el mismo software AMBER.
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Capitulo 4. Conclusiones

1. Fueron optimizados fragmentos minimos de estructuras seleccionadas pertenecientes a 4
clases conformacionales con pares de nucledsidos de Watson y Crick de cadena ftnica,

hélice doble y esqueleto azticar fosfato utilizando 3 campos de fuerzas AMBER.

2. Entre las diferentes familias conformacionales del ADN hay una familia, denominada
como BBI12, que tiene caracteristicas generales que permiten la formacién de una
estructura espacial dependiente de la secuencia de nucledsidos, como sucede con las

familias canénicas Bl y AL

3. Los fragmentos minimos de cadena tinica de conformacién BB12 tienen regiones de
dngulos de torsion de aziicar-fosfato que corresponden al minimo local del fragmento SPB

separado, que fue obtenido con los tres campos de fuerzas mencionados.

4. La optimizacién de la geometria de los ¢dDMPs, dDMPs y SPB, partiendo de
estructuras experimentales de la familia BB12, con diferentes secuencias de nucledsidos
Purina-Purina:Pirimidina-Pirimidina muestra que el campo de fuerzas BSC1 reproduce

mejor las estructuras del banco de datos que los otros dos campos de AMBER.

5. Los fragmentos minimos de cadena tnica en conformacion BB02 tienen angulos de
torsién en regiones que no corresponden a minimo local de energia del SPB optimizado de
forma separada. Es por esto que los dDMP y ¢dDMP de esta conformacién dan como
resultado de la optimizacién, estructuras que no corresponden a la geometria de hélice
doble.
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