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Resumen

We must believe that we are gifted for something
and that this thing must be attained.

MARIE CURIE

La estructura del modelo de ADN de doble hélice de cadenas complementarias antiparalelas
ha sido ampliamente estudiada en los tltimos afios obteniéndose regularidades de formacion de
ésta para el entendimiento de su funcionamiento. Sin embargo, la mayorfa de estudios realizados
ha sido a conformaciones de las familias canénicas Bl y Al asi como BII y AII; es poco lo que se
conoce sobre otras estructuras espaciales del ADN cuya existencia en procesos biologicos ya se
ha comprobado, las cuales arrojan evidencia de tener distintas conformaciones y regularidades
de formacion.

A lo largo de este proyecto se estudiaron computacionalmente conformaciones de la familia
estructural Z conteniendo no so6lo pares Gua(syn):Cyt(anti), sino también Ade(syn):Thy(anti)
y Gua(syn):Thy(anti), daplex con las bases modificadas 5mC, 5-hmC, 8-0xoG y 2AP, y estruc-
turas con cadenas complementarias de distintas clases conformacionales, incluyendo aquéllas
clases que son intermedias entre las familias canénicas BI, Al, BII y AIIl. En adicién, se ha rea-
lizado un analisis a optimizaciones de geometria realizadas a fragmentos de SPBs extraidos de
dDMPs de distintas clases conformacionales, NtCs, abarcando también clases correspondientes
a dDMPs de ADN-Z.

Este estudio nos ha permitido obtener regularidades de formacién para este tipo de con-
formaciones, las cuales son notablemente diferentes a las reglas que se tienen para daplex de
las familias Bl y Al. Las reglas encontradas estén intrinsecamente relacionadas a los resultados
obtenidos del estudio realizado a SPBs separados de las distintas NtCs consideradas.

En adicién, se propone el uso de una metodologia y ruta de célculos para estudiar este
tipo de conformaciones. Del analisis realizado a distintas metodologias, se ha encontrado cual
describe cuantitativamente la mayoria de datos experimentales de interacciones no-enlazantes
en el ADN, y con ello reproduce la mayoria de caracteristicas geométricas de las estructuras
experimentales, reproduciendo estructuras viables que resultan en las reglas de superposiciéon
propuestas y encontradas en este trabajo.
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XII RESUMEN

Del estudio llevado a cabo durante la realizacién de esta tesis doctoral, se han publicado
y presentado varios de los resultados obtenidos. Estos incluyen regularidades de formacién de
algunas conformaciones de duplex estudiados con cadenas de distintas clases NtCs; asi como la
determinaciéon de cuales clases conformacionales tienen correspondencia con minimos de energia
para SPBs separados, resultado importante ya que el esqueleto aziicar-fosfato juega un papel
crucial en la dependencia que muestra la formacién 3D de la hélice doble de ADN en la secuen-
cia de nucleésidos.

Ademas del analisis realizado a la aplicacién de distintas metologias para el estudio de re-
gularidades de formacion de la estructura espacial del ADN, el cual ha mostrado que no existe
un método que describa cuantitativamente todos los datos experimentales sobre interacciones
no-enlazantes en el ADN, requiriendo un uso combidado de varios métodos.
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Capitulo 1

Introduccion

Somewhere, something incredible is waiting
to be known.

CARL SAGAN

El ADN, una molécula cuya estructura espacial se suele presentar en una hélice doble de
cadenas complementarias, es la biomolécula méas importante en los seres vivos; por ello, durante
las dltimas décadas se han realizado miltiples estudios para poder comprender mejor su funcio-
namiento y sus mecanismos de regulaciéon. En estudios anteriores, por métodos de la Mecanica
Cuantica, se pudieron encontrar regularidades presentes en el modelo de doble hélice de ADN
establecido por Watson y Crick (WC). Sin embargo, la estructura molecular del ADN provee
la formacién de una serie de otras estructuras espaciales necesarias para el funcionamiento de
este, de importancia en los procesos hereditarios.

Durante la realizacién de la tesis de Maestria se pudo constatar la viabilidad de algunas
estructuras diferentes al modelo de Watson-Crick (WC), obteniéndose regularidades en la for-
macién de éstas [7]; como una extension, en este trabajo se han estudiado y analizado diferentes
tipos de subunidades de variadas clases conformacionales NtCs de dobles hélices de ADN con
pares de nucledsidos de WC,; A:T y G:C (todos en conformacion anti), y con bases modificadas
tales como 5- metilcitosina (5mC), 5-hidroximetilcitosina (5-hmC), 8-oxoguanina (8-0xoG) y
2-Aminopurina (2AP), de importancia para entender los mecanismos que se dan durante las
mutaciones en la replicacién del ADN. Ademas, se ha extendido el estudio del ADN-Z conside-
rando fragmentos de daplex con la secuencia d(CACA):d(TGTG), con pares G:C y A:T, y de
duplex con la secuencia d(TGTG)z, con pares G:T, ambos casos teniendo a los nucledsidos de
purinas en conformacién syn y las pirimidinas en conformacién anti.

Esta investigacion ha incluido el estudio de esqueletos azicar-fosfato de dDMPs de diferen-
tes clases conformacionales, NtCs, cuya importancia radica en la posibilidad que otorgan a la
doble hélice de interactuar con otras moléculas durante distintos procesos biologicos, sin perder
estabilidad y por ende deformarse.

Algunas de las conformaciones seleccionadas para este estudio, cuyas bases son candnicas
y forman pares normales de WC, se encuentran en complejos con distintas proteinas, o estan
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implicadas en regiones de doblamiento de la doble hélice de ADN. Estas nos han permitido
comprender las regularidades de formacién de las mismas y su implicacién en dichas interac-
ciones, as{ como las caracteristicas geométricas que permiten a la estructura tridimensional del
ADN doblarse y empaquetarse.

Para la realizacién de este estudio, se llevaron a cabo simulaciones computacionales de las
conformaciones ya mencionadas, empleando los métodos de la Mecénica Cuantica (MC) y la
Mecénica Molecular (MM). Para los calculos con MC se utilizaron los paquetes computaciona-
les GAUSSIAN 09 D.1 y ADF 2018 con el método de la Teoria del Funcional de la Densidad
(DFT), con los diferentes funcionales viables para la molécula del ADN. Los célculos con MM se
realizaron con el programa AMBER 16, empleando varios campos de fuerzas de mismo nombre.

1.1. Importancia biologica de diferentes conformaciones espacia-
les de ADN

El ADN, un biopolimero cuya estructura molecular-quimica fue seleccionada por la evolucion
durante millones de anos, es la molécula més importante para la vida. En esta se encuentran
todas las instrucciones genéticas necesarias para realizar las funciones de cualquier ser vivo; en
las ultimas décadas se han estado estudiando las caracteristicas estructurales de dicha molécula
para comprender su funcionamiento y mecanismos de regulacion.

A pesar de la gran importancia del ADN, su estructura molecular es relativamente sencilla:
consta de una secuencia de mondémeros llamados nuclebtidos -donde cada uno se compone de
una base nitrogenada, un aztcar desoxirribosa y un grupo fosfato- que pueden ser de cuatro
tipos, la diferencia entre ellos es la base nitrogenada que los conforma (purinas: Adenina, A, y
Guanina, G; pirimidinas: Timina, T, y Citosina, C), y con las cuales se puede escribir toda la
informacién genética, véase las Figuras 1.1 y 1.2. Cada secuencia de tres nucledtidos constituye
una palabra del codigo genético o codon, que especifica un aminoacido determinado.

Figura 1.1: Pirimidinas y Purinas, clasificacion de las cuatro bases nitrogenadas del ADN y los
enlaces de hidrogeno que forman en los pares candnicos de Watson-Crick.
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Figura 1.2: Estructura atémica del fragmento de ADN de secuencia dApdTdGpdC [2].

Aunque la estructura del ADN es conservativa la hélice no es regular, puede adoptar diferen-
tes conformaciones espaciales de importancia en los procesos hereditarios y cuya existencia se
ha comprobado en procesos biologicos. En el Nucleic Acid Data Bank [8] existen duplex de ADN
con cadenas que presentan caracteristicas geométricas de distintas familias conformacionales,
las cuales han sido estudiadas y clasificadas como NtCs por Cerny et al. [g].

Anteriormente, Poltev et al. [9, 10, 11, 12] mostraron que el esqueleto azucar-fosfato juega un
papel indispensable en la dependencia de la secuencia de los nucledtidos de la estructura 3D
de los duaplex de WC, WCDs. Especificamente, aquellas conformaciones que tienen minimos de
energia para SPB separado presentan reglas de superposicion parecidas a las que se tienen en
las familias Al y BI, predeterminandose asi las regularidades en la formacién 3D. Dichas reglas
de superposicién establecen que esta es substancial entre las bases apiladas de los dDMPs cuya
secuencia es Pur-Pur o Pur-Pyr (se tiene una purina en el extremo 5’), mientras que es despre-
ciable o casi nula en el caso de tener las secuencias Pyr-Pyr o Pyr-Pur (se tiene una pirimidina
en el extremo 5’), como se puede observar en la Figura 1.3.

Sin embargo, dada la existencia de méas estructuras experimentales, con distintas confor-
maciones en ambas cadenas -y en complejos con variadas moléculas-, no podemos generalizar
dichas reglas y es necesario evaluar si estas son aplicables a estas estructuras o si es necesario
un ajuste en ellas.
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Figura 1.3: Reglas de superposicion para los WCD de las familias Al y Bl, dependientes en la
secuencia de los nucledtidos. En verde se muestra el drea de traslape entre los anillos de las
bases apiladas.

De igual manera, es imprescindible estudiar y evaluar las regularidades de formacion de
estructuras con alguna base modificada, las cuales pueden coincidir con las de aquéllas con-
formaciones de bases canénicas, o pueden resultar en algo muy distinto. En ambos casos, hay
implicaciones biologicas en el reconocimiento de estas por las enzimas.

1.1.1. Conformaciones de duplex de Watson-Crick con angulos de torsion
en regiones de distintas clases conformacionales

Se han estudiado ampliamente estructuras de ADN de las conformaciones Al, AIl, BI y BII.
Sin embargo, existe evidencia de mas tipos de conformaciones con distintos conjuntos de angulos
de torsiéon del esqueleto azucar-fosfato, cuya designacion se puede observar en la Figura 1.4.
Muchas de las cuales se presentan para estabilizar la hélice doble que ha sufrido cambios debido a
la interaccién con proteinas en distintos complejos, evitando asi la deformacion de la estructura
tridimensional del ADN; o en regiones de Holliday junctions, cuando se forman los cromosonas,
por citar algunos ejemplos .

Figura 1.4: Conformacion de dGpdA:dTpdC, con designacion de los dngulos de torsion del
esqueleto azucar-fosfato de la cadena dGpdA, asi como de los dngulos glucosidicos x [2].
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Recientemente, Cerny et al. [6] realizaron un estudio de todos los fragmentos experimentales
de ADN y ARN depositados en el Nucleic Acid Database, NDB, y en el Protein Data Bank,
PDB; su estudio les permitié redefinir las clasificaciones que habian realizado anteriormente,
estableciendo 96 diferentes clases conformacionales de dDMPs, NtCs, cada una con distintos
conjuntos de angulos de torsion del esqueleto aztcar-fosfato y angulos glucosidicos.

Estas clases NtCs se han agrupado a su vez de acorde al empaquetamiento de ambos azu-
cares presentes en el dDMP, y a otros parametros de los mismos, ademés de la consideraciéon
del hecho de ser conformaciones intermedias entre las familias A y B, as{ como la conformacion
de los nucledsidos. Dichas clasificaciones, llamadas CANA, son: AAA, AAw, AAu. A-B, B-A,
BBB, BBw, B12, BB2, miB, ICL, OPN, SYN y ZZZ. Un diagrama de estas clasifiaciones se
muestra en la Figura 1.5.

Figura 1.5: Clasificaciones CANA en las cuales se han agrupado las clases conformacionales
NtCs de los dDMPs.

Dada la ya mencionada importancia de este tipo de clases conformacionales en distintos
procesos biologicos, se han estudiado estructuras de las clasificaciones CANA AAA, AAw, A-
B, B-A, BBB, BBw, B12, BB2, y miB, cuyos nucleésidos se encuentran en conformaciéon anti
y forman pares candnicos de WC. Algunas de las estructuras seleccionadas se encuentran en
complejos con proteinas, como el fragmento NDB ID PDB0192 (ver Figura 1.6), cuya proteina
CENP-B esta implicada en la formaciéon del centrémero, region angosta de un cromosoma que
lo separa en dos brazos.
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Figura 1.6: Estructura general del complejo de un fragmento de ADN y la proteina CENP-B,
NDB ID PDB0192.

1.1.2. Estructuras de la Familia Conformacional Z

Otra de las familias importantes del ADN son las hélices dobles levogiras llamadas ADN-Z,
el cual s6lo se da para la secuencia Pur-Pyr-Pur..., donde los nuclebésidos con purinas se en-
cuentran en conformacién syn y los que tienen pirimidinas se encuentran en conformacién anti,
esto le otorga una forma zigzagueada a la doble hélice, especificamente, al esqueleto.

A pesar de que no se han determinado atin hélices Z dentro de sistemas biologicos a nivel
funcional, es importante considerarlas y estudiarlas pues se sabe de su presencia en procesos
llevados a cabo en distintas enfermedades. Se ha reportado que el ADN-Z suele enlazarse a la
proteina ZBP1, la cual juega un rol en la respuesta a tumores e infecciones microbianas. En la
Figura 1.7 se muestran células de tejido del intestino delgado humano, el cual ha sido tenido
con el anticuerpo-ZBP1, esto nos demuestra la presencia de la proteina ZBP1 en dichas células
y por ende la probable participacién de ADN-Z.

Figura 1.7: Inmunofluorescencia de ZBP1 en el tejido de un intestino delgado humano con el
anticuerpo-ZBP1 a 20 ug/ml.
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Por otro lado, la enzima de edicion de ARN, ADARI1, contiene un dominio de alta afinidad
(Za) que se enlaza especificamente al ADN-Z [13], mientras que otra proteina asociada a tumo-
res, DLM-1, contiene un dominio con similitudes de secuencia con el dominio Za de ADARI1
también unido al ADN-Z zurdo [14].

Se habfa propuesto que las bases nitrogenadas que preferentemente conforman estas men-
cionadas estructuras de la familia Z s6lo eran Guaninas y Citosinas [15], sin embargo, existe
evidencia de otras secuencias diferentes con las mismas caracteristicas [16], con la inclusién de
nucledsidos de Adenina(syn) y Timina(anti) formando pares normales de WC o con formacion
de pares incorrectos de bases, Gua(syn):Thy(anti).

En este trabajo se han considerado y estudiado conformaciones de ADN-Z conteniendo los
pares de bases antes mencionados, en adiciéon se ha realizado un estudio de las clases NtC ZZ1S,
7751 y 7782, donde la primera considera dDMPs de secuencia Pyr-Pur y las dos tltimas con-
sideran dDMPs de secuencia Pur-Pyr, con los nucledsidos de las purinas en conformacion syn
y los de las pirimidinas en conformacién anti. Dicho analisis nos ha permitido encontrar cuéles
clases conformacionales tienen minimos de energia para SPBs separados, lo cual ha dado luz
para entender los resultados obtenidos para los fragmentos de duplex de estas hélices, y con ello
la explicacién a su inherente inestabilidad.

1.1.3. Conformaciones de duplex con las bases modificadas 5-metilCitosina,
5-hidroximetilcitosina, 8-oxoguanina y 2- Aminopurina

Se tiene evidencia de la presencia de bases modificadas en la conformacion de duplex de
ADN presente en distintos procesos genéticos. Un ejemplo de ellos es el estrés oxidativo y la
disfuncién mitocondrial, implicados en los trastornos neurodegenerativos relacionados con el
envejecimiento; dicha oxidacién permite la aparicién de 8-oxoguanina, lesiéon comin de base
oxidada, acumulada a menudo en cerebros de pacientes con trastornos neurodegenerativos an-
tioxidantes, Figura 1.8.

Figura 1.8: La activacion microglial causada por la acumulacion de 8-oxoG nuclear es respon-
sable de la neurodegeneracion en los cerebros.

Existen anédlogos quimicos que pueden reemplazar a las bases nitrogenadas canénicas, un
ejemplo de esto es la base 2-Aminopurina, la cual sustituye a la Adenina y forma par con Timina
-con el mismo conjunto de enlaces de hidrégeno-, sin embargo, esta también tiene la posibilidad
de emparejarse con la Citosina, lo cual presenta efectos mutagénicos.
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Figura 1.9: Par de nucledsidos 5mC:Gua.

La base nitrogenada Citosina puede sufrir metilacién, presentandose asi la 5-metilcitosina,
cuya metilacion no afecta el conjunto de enlaces de hidrégeno que suele presenta la base ca-
noénica con la Guanina, como se observa en la Figura 1.9. La metilaciéon del ADN tiene una
variedad importante de funciones en mamiferos, incluyendo el control de expresién de genes,
diferenciacion celular, marcacion de regiones del ADN a reparar y desarrollo de cromosomas.
Un ejemplo de esto se muestra en la Figura 1.10. En adicién, alteraciones de los patrones de
metilaciéon contribuyen al desarrollo de canceres.

Figura 1.10: Patrdn de tincion anti-5meC en embriones en estadio temprano de preimplanta-
cion. Las imdgenes muestran cromosomas condensados (B1), 2 células (B2), 4 células (B3) y 8
células (B4). El desenmascaramiento antigénico de 5meC' (verde) fue por una breve exposicion
a dcido. El ADN se tind con yoduro de propidio (PI, rojo). Las imdgenes de estos dos canales
se fusionaron para mostrar la co-localizacion (fusion o merge).
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5-hidroximetilcitosina ha sido identificada como una base relativamente frecuente en geno-
mas de eucariontes. Aunado a ello, esta muestra una distribucién tisular desigual, es decir, una
distribucion desigual entre los diferentes tejidos, con ocurrencia preferencial en el cerebro, prin-
cipalmente en regiones asociadas a funciones cerebrales superiores [17, 18]. La funcién fisioldgica
de 5-hmC aiin no es clara, pero se supone sirve como intermediario en la desmetilacion del
ADN, y también se encuentra durante el desarrollo de embriones, ver Figura 1.11.

Figura 1.11: Secciones sagitales de embriones de raton de 10.5, 12.5 y 15.5 dias después del
cotto, tenidos con anti-5-hmC

Debido a la ya mencionada importancia biologica de estas diferentes estructuras espaciales
de ADN, se sometieron a optimizacién fragmentos minimos con estas conformaciones, utili-
zando la Teoria del Funcional de la Densidad (DFT) empleando los funcionales PBE, PW91,
MO05-2X y PW91-ulg, con la base 6-31g*, y con céalculos de Mecanica Molecular con los campos
de fuerzas AMBER BSC1, OL15 y ff99. Con dichos calculos, y el anélisis de los resultados
arrojados por los mismos, se han obtenido regularidades de formacion de las conformaciones
de ADN con gran importancia biol6gica ya mencionadas; ademés, con los diferentes métodos y
rutas de céalculos empleados, se ha logrado hacer una propuesta sobre cuil metodologia y ruta
de célculos emplear dependiendo del sistema molecular a estudiar.






Capitulo 2

Estudio Teérico-Computacional del
ADN

Nothing in life is to be feared,

it is only to be understood.

Now is the time to understand more,
so that we may fear less.

MARIE CURIE

El ADN, al contener toda la informacién genética, es la biomolécula méas importante en los
seres vivos, dando las instrucciones necesarias para el buen funcionamiento de los mismos. A
pesar de la importancia de esta macromolécula, debido a las limitantes con que atn cuenta la
ciencia y la tecnologia, no se sabe aun cuales son todos los factores que permiten su riqueza
estructural; con este proposito, los cientificos estdn empleando distintos métodos, tanto expe-
rimentales como teoricos, que les permitan conocer caracteristicas de los distintos parametros
geométricos que le dan estabilidad al ADN.

Por un lado se tienen técnicas experimentales tales como difraccién de rayos X en cristales
de fragmentos de ADN y Resonancia Nucleo Magnética (NMR), las cuales son ttiles para vi-
sualizar la estructura del ADN en ciertas condiciones pero no permiten conocer detalladamente
las interacciones moleculares que existen entre las subunidades del mismo. Para ello, se realizan
estudios computacionales, mediante los cuales es posible entender y conocer dichas interaccio-
nes, ademés de analizar las conformaciones mas favorables de las moléculas.

Considerando esta tltima metodologia, se han desarrollado dos tipos de modelos molecula-
res que son empleados en los calculos computacionales: los modelos Mecanico Moleculares y los
modelos Mecanico Cuéanticos. El primero de ellos, al estar basado en la Mecanica Molecular,
considerando a los &tomos como puntos a los cuales se les asigna una carga y donde los enlaces
se representan con resortes, permite trabajar con moléculas de gran tamano de una manera
sencilla con costos computacionales accesibles. Mientras que, en el caso del segundo método,
que es basado en la Mecanica Cuéntica, s6lo puede ser empleado en fragmentos pequenos de
moléculas, puesto que su costo computacional (en tiempo y dinero) es mucho mas alto. En
adiciéon, dependiendo de la aproximacion que se emplee en este tltimo método sera la accesibi-
lidad que se tendra para estudiar sistemas moleculares medianos o muy pequenos, siendo méas
alto el costo y el limitante en niimero de 4tomos cuando se utilizan aproximaciones mas exactas.

11
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Es importante mencionar que el empleo de métodos tedricos-computacionales para el es-
tudio de sistemas moleculares va de la mano de las técnicas experimentales, pues es gracias a
la difracciéon de rayos X de cristales de diferentes moléculas, asi como a la NMR, que se han
podido obtener las coordenadas de posicién de todos los dtomos que conforman las moléculas
en cuestion y con ello la estructura de las mismas. Estas coordenadas se depositan por los
investigadores en distintos bancos de datos, como lo son el Nucleic Acid Database (NDB) y
el Protein Data Bank (PDB) que contienen estructuras tridimensionales de acidos nucleicos
y proteinas. De estos bancos se pueden seleccionar los fragmentos moleculares que se quieran
analizar y estudiar con las distintas metodologias, lo cual permite entender la naturaleza fisica
de sus interacciones, véase el diagrama en la Figura 2.1.

Figura 2.1: Diagrama del estudio de la estructura de sistemas moleculares.

Los fragmentos de ADN estudiados en este trabajo (SPBs, dDMPs y cdDMPs), considerados
como unidades minimas de las diferentes estructuras espaciales -y los cuales permiten entender
las interacciones presentes entre las diferentes subunidades del mismo-, al estar formados de
entre 38 a 129 atomos pueden considerarse como sistemas moleculares no tan complejos. La
simplicidad e importancia de dichas moléculas ha permitido utilizar ambos tipos de célculos,
siendo la metodologia basada en la Mecanica Cuéantica la principal en este trabajo de investi-
gacion.
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2.1. Mecanica Cuantica

El Método de Mecéanica Cuantica (MC) se basa principalmente en resolver la ecuacion de
Schrédiger. Sin embargo, debido a que ésta solo puede ser resuelta exactamente para el proble-
ma de dos cuerpos, como en el caso del atomo de hidrégeno donde sé6lo interactiian el niicleo y
un electrén, han surgido algunos métodos para trabajar con problemas més complejos como lo
son los sistemas de moléculas organicas que nosotros estudiamos.

Uno de los conjuntos de métodos mas conocidos y utilizados son los métodos ab initio (de
primeros principios), los cuales se derivan directamente de principios teoricos, sin incluir pa-
rametros empiricos en sus ecuaciones, es decir, sin tomar en cuenta datos experimentales. Las
aproximaciones en este caso son estrictamente matemaéticas, buscan una forma més simple de
las funciones empleadas, para obtener soluciones aproximadas a las ecuaciones diferenciales
complicadas.

En los métodos ab initio se obtiene la estructura electronica de la molécula resolviendo la
ecuacion de Schrodiger independiente del tiempo para cada dtomo o particula:

HYU = EV (2.1)

donde H es el Hamiltoniano del sistema, operador correspondiente a la observable energia (ci-
nética y potencial), esto es, que representa la energia total del sistema (formalmente es definido
como un operador autoadjunto que acttia sobre un dominio denso en el espacio de Hilbert del
sistema); F es el valor propio de H y WU es la funcién de onda que nos habla del comportamiento
del sistema (representa a los orbitales atomicos).

En general, para simplificar los calculos realizados con estos métodos, se utiliza como pri-
mera aproximacion la representacion de Born-Oppenheimer, la cual permite la separacion de
los movimientos de los electrones y los nicleos, y considera la geometria de las moléculas co-
mo un parametro adiabéatico, es decir, que se da mediante cambios infinitamente lentos en el
Hamiltoniano del sistema.

2.1.0.1. Ecuacién de Schrodinger y la aproximacién de Born-Oppenheimer

Para determinar las propiedades de un sistema cuéntico, como lo son los &tomos y moléculas,
es necesario emplear la ecuaciéon de Schrodinger:

ih 0u(r. 1)
2w Ot

h2
[ V24V yY(rt) = (2.2)

8m2m

donde 1 es la funcién de onda para una particula de masa m; h la constante de Planck y
V' el potencial. ¥ no tiene interpretacion fisica pero el producto de ¥ con su complejo conju-
gado (1*) se entiende como la distribuciéon de probabilidad de la particula a la que esta asociada.

Cuando el potencial, V', no es una funciéon del tiempo la ecuacién de Schrédinger puede
simplificarse. Empleando el método de separacién de variables, es decir, escribiendo a la funcién
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de onda como una multiplicacién de dos funciones, una espacial y otra temporal.

P(r,t) = P(r)7(t) (2:3)

Sustituyendo esto en la ecuacion de Schrodinger, con un potencial independiente del tiem-
po y aplicando el método de separacién de variables llegamos a la ecuacién de Schrodinger
independiente del tiempo:

Hy(r) = Ey(r) (2.4)

donde F es la energia de la particula, y H es el operador Hamiltoniano igual a:

h2

8m2m

H=— VitV (2.5)

Las soluciones a la Ec. 2.4 corresponden a diferentes estados estacionarios de la particula
(o molécula). Aquella con la energia méas baja es llamada el estado base.

Para sistemas moleculares o iénicos el calculo de la funcién de onda y de la energia se vuelve
una tarea tediosa. Para facilitar esta tarea comtinmente se emplea la aprorimacion de Born-
Oppenheimer (B-O). En términos bésicos esta aproximacion nos permite dividir el problema
molecular en dos partes: una electrénica y otra nuclear.

wtotal = welewnuc (26)

Esta separacion es valida ya que los electrones son ligeros en comparacién con los ntcleos,
por lo que la velocidad de estos tltimos es correspondientemente pequena. Por eso podemos
considerar que los electrones se mueven alrededor de los ntcleos, mientras estos tiltimos perma-
necen estéticos. De este modo podemos escribir un Hamiltoniano puramente electronico, He' e,
Entonces la ecuacion de Schrodinger independiente del tiempo para describir el movimiento de
electrones en el campo de nicleos fijos queda como:

Helec¢elec(r’ R) = Eeffq/)elec(ﬁ R) (2.7)

donde 1 depende de las coordenadas de los electrones, r, y de las de los nticleos, R. Resolvien-
do esta ecuacion para la funcion electronica producira la funciéon potencial efectiva, E¢/f, que
depende de las coordenas nucleares, R, y que describe la superficie potencial del sistema.

Por otro lado, si estamos interesados en calcular movimientos nucleares: rotaciones, vibra-
ciones y traslaciones; se utiliza la funcion E/7 para determinar el hamiltoniano nuclear que ha
de usarse en la ecuacién de Schrodinger correspondiente.

Hnucl — T’rlucl(R) + Eeff(R) (28)

Sin embargo, a pesar de que estas consideraciones simplifican la Fc. 2.1, no son suficientes
y es necesario hacer algunas otras aproximaciones. Una de ellas es considerar los orbitales mo-
leculares como una combinacién lineal de los orbitales atémicos. Esto es, que el conjunto base
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sea construido como una combinacién lineal de los orbitales atoémicos del sistema (LCAO-Linear
Combination of Atomic Orbitals).

Luego de aplicar estas dos simplificaciones se hace necesario adoptar algin otro método que
permita resolver las ecuaciones necesarias. El método méas comin de los célculos con ab initio
para la estructura electronica es el de Hartree-Fock (HF'), que es un método iterativo. En ellos
la repulsion electron-electron, correspondiente al efecto de correlacion, no se toma en cuenta
directamente, sélo se incluye su efecto como un promedio de todas las interacciones.

)

El primer paso en este método es la eleccién de un conjunto de orbitales iniciales aproximados
que representen el movimiento de los electrones. En general, para los céalculos de un atomo,
estos orbitales o funciones de onda de sus electrones son tipicamente los orbitales del 4tomo de
hidrégeno, pero, para calculos de moléculas las funciones aproximadas iniciales de un electrén
son una combinacion lineal de los orbitales atémicos, que debido a su naturaleza fermiodnica,
deben ser anti-simétricos. Esto se logra con el determinante de Slater [19, 20], el cual se define
para un sistema de N electrones de la siguiente manera:

1
U(p1, P, ..., = — 2.9
(61, P2 éN) Vi : : : (2.9)
p1(zn) ¢2(zn) - on(aN)
donde ¥(¢1, P2, ...,dn) es la funcion de onda molecular; ¢; son las funciones de onda de cada

electréon en la molécula y son conocidas como espin-orbital; z; indica la posicién y el espin del
orbital; 1/ VN es un factor de normalizacion. Esta funcion de onda es asimétrica y no hace
distinciones entre electrones. Ademas, se hace cero si dos funciones o dos electrones son iguales,
lo que equivale a satisfacer el principio de exclusion de Pauli.

Sobre estas bases, se construye entonces un nuevo operador Hamiltoniano, llamado operador
Fock, para el cual, sus primeros términos son la suma de la energia cinética para cada electrén,
la energia de repulsiéon entre niicleos y una suma de los términos coulombianos de atraccion
electron-ntcleo. El tltimo término modela la repulsiéon coulombiana entre cada uno de los elec-
trones de la suma. La suma se compone de una energia de repulsién neta para cada electréon
en el sistema, la cual se calcula tratando a todos los demés electrones de la molécula como una
distribucién suave de la carga negativa.

El operador de Fock, que se construye con la descripcién anterior, se utiliza como el nuevo
Hamiltoniano en la ecuaciéon de Schrodinger independiente del tiempo, Ec. 2.1. Su solucién lleva
a un nuevo conjunto de orbitales aproximados para cada electréon, con los cuales se vuelve a
construir otro operador de Fock y se sigue el ciclo hasta obtener una solucién para la cual el
cambio en la energia sea minimo. En el proceso se calcula un conjunto de orbitales de un electréon
llamados auto-consistentes. La funciéon de onda electréonica de HF es igual al determinante de
Slater de estas funciones de onda de un electrén aproximadas. El operador de Fock para un
electron se muestra en la Ec. 2.10.
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) 1 7z Nz )
F=—ovi-3 203 [20,6) - Ks(0)] (2.10)
2 e HT’LCYH j=1

donde el primer término corresponde a la energia cinética del electrén i; el segundo término
es la energia potencial de la atracciéon entre el electrén ¢ y los nicleos «; J es el operador
Coulombiano que define la energia de repulsion electron-electron que se debe al electréon j-ésimo
y K esel operador de intercambio que define la energia del intercambio electrénico. Estos dos
ultimos términos corresponden a un par de integrales que nos dan el promedio de los dos efectos
mencionados. El factor de 2 que aparece con el término J se debe a que existen 2 electrones en
cada orbital espacial y la sumatoria se hace tomando en cuenta los N/2 orbitales ocupados.

De este modo, las ecuaciones a resolver son de la forma:

F¢; = E'¢; (2.11)

donde ¢; es un conjunto de funciones de onda de un electrén, llamado los Orbitales Moleculares
de Hartree-Fock. Estos orbitales o funciones de onda en un principio tenian la forma de la
Ec. 2.12 (tomada de las funciones para el &tomo de hidrogeno):

s(r) = Arle=ol™=dl (2.12)

Estos orbitales son conocidos como Orbitales de Slater [21]. Sin embargo, con el tiempo
se descubrié que estos orbitales pueden ser escritos como combinaciones lineales de funciones
Gaussianas, que en un espacio cartesiano son de la forma:

g(x,y,2) = Nalymzne—or (2.13)

donde I, m, n son enteros positivos; r? = 244>+ 22 y N, es una constante de normalizaciéon que

puede ser calculada. Estas funciones son llamadas Orbitales Gaussianos y son usadas debido a
que facilitan los célculos de las integrales involucradas en la Ec. 2.10 y por sus propiedades. Una
de ellas, que es la méas importante, viene dada por el Teorema del Producto de Gaussianas, que
garantiza que el producto de dos orbitales del tipo gaussiano (GTO-Gaussian-Type-Orbitals)
centrados en dos diferentes dtomos es una suma infinita de las Gaussianas centradas en un
punto en el eje que los conecta. De esta manera, las integrales de cuatro centros se pueden
reducir a una suma finita de las integrales de dos centros y estas en el siguiente paso se reducen
a una suma finita de las integrales de un centro. Con lo que se logra la aceleracion del calculo
4-5 veces en comparacioén con los orbitales de Slater, aunque se genera una cola extra en los
orbitales generados durante el calculo.

Existen cientos de conjuntos base compuestos de orbitales tipo Gaussiano. Los mas cortos
de estos tienen el nombre de conjunto base minimo y tipicamente se componen del nimero
minimo de funciones base requeridas para representar a todos los electrones en cada dtomo. Sin
embargo, los conjuntos més grandes pueden contener docenas y hasta cientos de funciones base
para cada atomo.
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La adicién més comun a los conjuntos minimos de base son las funciones de polarizacion,
que se denotan por el asterisco (*), o doble asterisco (**) para indicar que las funciones de
polarizacion se agregan también a los atomos ligeros (hidrogeno y helio). Esta adicion en las
funciones provee una flexibilidad adicional necesaria dentro del conjunto base, que permite a los
orbitales moleculares envolver al &tomo de hidrégeno de la manera mas asimétrica alrededor del
nicleo. Este es un resultado importante al considerar la representacion exacta de la formacion
de enlaces entre los &tomos, pues la sola presencia de los cambios de enlace en un d&tomo hace el
entorno energético de los electrones esféricamente asimétrico. Existe también la adicién de fun-
ciones tipo d que se agregan al conjunto de base con los orbitales de valencia p, y las funciones
f que se agregan al conjunto con d-orbitales, etc. Existe una notaciéon para indicar cuéntas y
cuéles de estas funciones son utilizadas como funcién base, pero de estas se hablara méas adelante.

Otra adicién usual al conjunto de funciones base es la adicion de funciones difusas, denota-
das por el signo mas (+), o doble signo més (++) para indicar que estas funciones también se
agregan a los atomos ligeros (hidrogeno y helio). Estas funciones Gaussianas representan con
mayor precisiéon la porcion de la «cola» de los orbitales atémicos que se encuentran distantes a
los niicleos atémicos y pueden ser importantes cuando se consideran aniones y otros sistemas
moleculares «suavesy.

La convencién comiin de nombres para los conjuntos de base minimos es STO-XG, donde X
es un entero y representa el nimero de Gaussianas primitivas que componen una funciéon base.
En estos conjuntos de base el mismo niimero de Gaussianas primitivas compone los orbitales
cerrados de los electrones cubriendo el nicleo y los orbitales de valencia. Algunos ejemplos de
estos conjuntos son: STO-2G, STO-3G, STO-6G y STO-3G* (version polarizada de STO-3G).

Sin embargo, este tipo de conjuntos minimos de base no proveen resultados con un buen
grado de aproximacion, por lo que es necesario hacer uso de los conjuntos base con valencia
divida, de los cuales se hablara a continuacién.

Dado que en la mayoria de los enlaces moleculares principalmente los electrones de valencia
son los que forman parte del enlace, es comiin representar a los orbitales de valencia con mas de
una funcién base. Esto se hace al escribir a cada una de ellas como una combinacién lineal fija
de Gaussianas primitivas. A este tipo de conjuntos se les llama Conjuntos de Valencia Dividida
y se denotan de la siguiente forma: X-YZg. Donde X representa el nimero de las Gaussianas
primitivas que componen cada funcién base del orbital atémico del ntcleo, Y y Z indican que
los orbitales de valencia se componen de dos funciones base cada una, la primera compuesta
de una combinacién lineal de Y-gaussianas primitivas y la otra de Z-gaussianas primitivas. En
este caso, la presencia de dos niimeros después del guién indica que este conjunto base es de
valencia dividida doble-zeta. Los conjuntos base de valencia dividida triple y cuadruple-zeta
se denotan como X-YZWg y X-YZWVg. Algunos ejemplos de bases doble-zeta son: 3 — 21g,
3—21g%,3—-214+9,3—-21+gxy 6 —31g* *.

Como el método HF no es tan exacto, en lo que respecta a los efectos de correlacion, este
puede ser complementado con otros métodos que ayudan a resolver este problema. Uno de ellos
es el método proveniente de la Teoria del Funcional de la Densidad (DFT), del cual hablaremos
a continuacion.
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2.1.1. Teoria del Funcional de la Densidad (DFT)

Los métodos de primeros principios, a diferencia de Mecénica Molecular, no utilizan pa-
rametros experimentales en el calculo, estdn basados tinicamente en las leyes de la Mecanica
Cuéntica (MC), teoria que hasta ahora describe mejor los fen6menos que ocurren a escalas ato-
micas y moleculares, y utiliza los valores de las constantes fisicas fundamentales, por ejemplo,
velocidad de la luz, masas y cargas de electrones y ntcleos, constante de Plank.

Son evidentes las ventajas de estos métodos, ya que emplean una teorfa méas general y por lo
tanto podemos obtener resultados inaccesibles para otros modelos empiricos y semi-empiricos.
Sin embargo, la desventaja mas clara es la gran cantidad de recursos informéticos que son ne-
cesarios para poder utilizar satisfactoriamente este modelo.

Es por ello que, para trabajar con modelos ab initio debemos seleccionar un sistema sim-
ple que nos proporcione la mayor informacién posible. En este trabajo, dicho sistema son los
desoxidinucle6sidos monofosfatos complementarios, cdDMPs, unidad minima de la doble hélice
del ADN.

Para poder realizar todos los calculos que se requieren al hacer uso de este modelo, nos vemos
en la necesidad de utilizar aproximaciones adicionales. La Teoria del Funcional de Densidad
(DFT, por sus siglas en inglés) ha demostrado ser eficiente para algunos sistemas de interés
practico. Esta se basa en los dos teoremas de Hohenberg-Kohn los cuales demuestran que las
propiedades de los sistemas moleculares estan determinadas por la densidad electrénica. Con
la ventaja de que la densidad electrénica es una funcién de sélo tres variables. En particular,
Hohenberg y Kohn mostraron que la energia puede expresarse como un funcional de la densidad
y que ademés la densidad del sistema minimiza este funcional. El problema, es que no se conoce
la forma completa de este funcional, por lo que debe ser aproximado. Es por ello que surgen
distintos funcionales aplicables a distintos sistemas moleculares.

2.1.1.1. Primer Teorema de Hohenberg-Kohn

“Toda observable de un sistema mecdnico cudntico estacionario es determinada por la
densidad electronica del estado base”

En otras palabras, se encuentra la energia del sistema como una funcién de la densidad,
sin referencia a la funciéon de onda. Como caso particular en un sistema de n-electrones, la
energia como observable serd, segin este primer teorema, funcién de la densidad electrénica.
La ecuacion de Schrodinger para tal sistema es:

I;T\P(x_i,w_'g,m_é,...) = EV(11, 25, T3, ...) (2.14)

En el Hamiltoniano se incluyen: la energia cinética y la potencial. En la energia potencial
son considerados dos términos: el correspondiente a la interacciéon niicleo-electrén y el corres-
pondiente a la interaccién electréon-electron:

A~

H=T+Vpe+ Ve (2.15)
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donde el operador de energia cinética es:

. i\f: _Vv2
T=% X (2.16)
=y Vee

La energia potencial de la interaccién nicleo-electrén es:
N N N 7
> — «
P ST 3 9 217
i i=1 a o
donde Z, es el nimero de protones del niicleo o que interactian con el electrén i-ésimo; y 744

es la distancia de separacion entre el niicleo a y el i-ésimo electron.

Por otro lado, la energia potencial de interaccion electréon-electron es:

. N /1
V&::§:<H> (2.18)

i<j Tij

donde r;; es la distancia de separacion entre los electrones i-ésimo y j-ésimo.

Una vez que contamos con la solucién a la ecuacién de Schrodinger es posible hacer el
siguiente mapeo uno a uno con la densidad electrénica p(r):

p(73) = Z /W(aﬁ,x},xg,...)|dx1da:2...d:cN (2.19)
o=1)

donde la sumatoria se realiza tomando en cuenta a los electrones con spin hacia arriba y a los
electrones con spin hacia abajo.

Cuando exponemos al sistema a un potencial externo es posible mostrar la relaciéon que
existe entre la densidad y la funciéon de onda; y también la relacion entre la funcién de onda y
el potencial.

Voo (2.20)

Comprobemos esta relacion, en primer lugar notemos que dado el potencial V es posible,
usando la ecuaciéon de Schrédinger, encontrar la funciéon de onda ; asi, con la funcién de onda
y empleando la Ec. 2.19 podemos encontrar la densidad electrénica. Es decir:

Voo (2.21)

Ahora analicemos si se satisface V <« 1. Como ya hemos probado que V- 1 s6lo resta
verificar que para dos potenciales, V y V' diferentes, se tendran dos funciones de onda, Py
7', respectivamente. "Si 1% Y 1% difieren por mds de una constante C, no podrdn conducir a la
misma funcion de onda’.
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Para comprobar lo anterior supongamos que para un estado base no degenerado dos poten-
ciales conducen a la misma funcién de onda:

(T +V + Vee) [) = Egs [4) (2.22)

(T + V' + Vee) [) = EL, 1) (2.23)

Restando las dos ecuaciones anteriores tenemos que:
(V =V ) = (Egs — Ep) |9) (2.24)

Lo cual implica que V = V' + C, entonces si dos potenciales conducen a la misma funciéon de
onda éstos solo difieren por una constante.

Ya hemos probado que 1 — p. Para probar que ademés ¥ < p usaremos la siguiente afir-
macion: "Si el estado base de v para H y 1’ para H' son diferentes, no podrdn conducir a la
misma densidad electronica”.

Para comprobar esto, apliquemos el principio variacional a los estados base de v y 1/, cuyos
hamiltonianos sélo difieren en la energia potencial. Y también para los cuales, en general, las
densidades electronicas son diferentes:

1'+V =V

= (vl <

)=

Ey+ [ #@0) - ') (225)

By = (o |f1] ) < (0[] 0) = (0| f+ V' = V] 0) = B+ [ o)) = 0] (226)

Asumiendo que p = p’ y combinando estas dos ecuaciones llegamos a la contradiccion:

Egs + E < Egs + Eq (2.27)

Por lo tanto, con esto hemos probado que la densidad electréonica queda univocamente
determinada por la funcién de onda:

W — p(7) (2.28)
Entonces todas las observables del sistema son funcién de la densidad electronica.

Ahora que sabemos que la densidad electronica determina las propiedades del sistema, solo
resta saber como calcularla.
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2.1.1.2. Segundo Teorema de Hohenberg-Kohn

"La densidad exacta para el estado base de un sistema con un potencial particular externo
puede encontrarse por la minimizacion del funcional de energia”

Sin embargo el segundo teorema de Hohenberg-Kohn sélo nos afirma que es posible encon-
trar la densidad exacta pero no es posible aplicarlo directamente de forma practica.

Para calcular la densidad es preferible usar las ecuaciones de Kohn-Sham. La ecuacién de

Schrédinger para un sistema de electrones que no interactiian (Vee = 0) y que se encuentran
bajo un potencial externo (Vs,) es:

v: oo 5
<—2 + Véo(ﬂ) ¢i(T) = €ii(7) (2.29)
donde la densidad del sistema se puede calcular por la sumatoria:

ps(F) = |o(7)] (2.30)
i=1

Y la energia cinética no interactiva del sistema es:

N 2
T, = z<¢z v

=1

¢1> (2.31)

Por otro lado, la energia total de interaccién de un sistema puede escribirse como:

—

+/VO Fdr+2//pﬂpf
/

donde el funcional de energia de intercambio-correlacion, Ex¢(p), se define como:

didr’ + Exc(p) (2.32)

-
/

p(r') dFdr
Exclp) = Furlp] — Tsp — // ‘ 3 drdr’ (2.33)
r—or

Pero recordemos que el primer Teorema de HK asegura que el funcional de energia E[p]
es estacionario para pequenas variaciones, dp(r), alrededor de la densidad base exacta po(r).
Entonces:

dE|p]
0p(7) p=p

Asi, empleando las Ecuaciones 2.32, 2.33 y 2.34 tenemos:

=0 (2.34)

dFnk|p]
0p(7)  pepy

y aplicando este resultado al sistema no interactivo de nuestro interés tenemos:

= —Vo(7) (2.35)
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Furll — _ _y (2.36)

0p() pmpy
Al resolver la derivada parcial indicada obtenemos:

Vso(T) = Vo(7) + V() + Vx c(7) (2.37)

Y combinando esta tltima ecuacién con la ecuacion de Schrodinger, finalmente se concluyen
las ecuaciones de Kohn-Sham:

) + 5o () = o) (239

& p
— @+ [ A7) + s

7
Donde el potencial de intercambio correlacion esta dado por:

dExc
Vxo(r) = — = (2.39)
op(7)
Por lo tanto éste potencial de KS depende de la densidad. En resumen las ecuaciones de KS
son:

Vs,0(7) = Vo(7) + / ’Fp @7 dr' + ‘;fgjg (2.40)
Vy,o(F) = % (2.41)

Y deben de ser resueltas mediante un esquema auto consistente. En la préctica se asigna
un valor aproximado a F'xc para comenzar un proceso iterativo de correcciones hasta que se
logren satisfacer ambas ecuaciones simultdaneamente.

2.1.1.3. Intercambio y Correlacion

Atn cuando el planteamiento de Kohn y Sham es exacto, hasta el momento el funcional de
intercambio y correlacién exacto, Ex¢ , es desconocido y por lo tanto son necesarias aproxima-
ciones a este funcional. La clasificacién a estas aproximaciones se puede encontrar en la escalera
de Jacob definida por John. P. Perdew [22].

La primera aproximacion para este funcional se conoce como Aproximacion de Densidad
Local (LDA) y consiste en suponer que en cada punto, la energia de intercambio y correlacion
depende s6lo de la densidad en ese punto. Este valor se considera como el que tendria un gas
de electrones libres de esa densidad. Si bien es una aproximaciéon bastante fuerte, se obtienen
resultados sorprendentemente precisos para algunas propiedades, y es en parte a eso que se
debe el éxito de esta teoria.

Existen aproximaciones més sofisticadas para el funcional de intercambio y correlacion, es-
tas se conocen como Aproximaciones de Gradiente Generalizado, éstas son semilocales ya que



2.2. Metodologia empleada para estudiar las diferentes estructuras espaciales de ADN 23

consideran en cada punto el valor de la densidad y sus gradientes. Un ejemplo representativo de
esta aproximacion es el funcional reportado por Perdew, Burke y Ernzerhof, el cual ha motivado
a varias revisiones y mejoras. Para algunas propiedades estas aproximaciones dan mejores resul-
tados que LDA, en particular para geometrias moleculares y energias del estado fundamental,
aunque para otras no representan una mejora sustancial.

Aln con esta aproximacion, no se conoce la forma funcional para las energfas de inter-
cambio (también llamado interaccion de canje) y correlacion electronicas. Estas corresponden
a la interaccion cuantica entre electrones, la primera debido a la parte cuantica de la repul-
sién coulombiana y la segunda debido al principio de exclusién de Pauli entre electrones del
mismo espin. Una solucién a este problema es el desarrollo de métodos hibridos como el funcio-
nal B3LYP, pero existen otros métodos dentro de la propia Teoria del Funcional de la Densidad.

Una serie de funcionales mas sofisticados puede obtenerse al suponer que la energia de
intercambio y correlacién depende explicitamente de los orbitales de Kohn-Sham. El més comun
de estos funcionales es el de Intercambio Exacto (EXX), que incluye de manera completa la
energia de intercambio electrénico y que puede derivarse desde primeros principios. El problema
de este tipo de funcionales es que computacionalmente son més costosos de tratar.

2.2. Metodologia empleada para estudiar las diferentes estruc-
turas espaciales de ADN

El objetivo de este trabajo de investigacion es estudiar diferentes conformaciones espaciales
de ADN, las cuales presentan caracteristicas de disctintas clases y algunas de ellas presentan en
adicién una base nitrogenada modificada. Para conocer la naturaleza de las interacciones de sus
subunidades, asi como la viabilidad de su estructura y sus regularidades de formacién, se han
analizado los parametros geométricos (y por ende conformacionales) de distintos fragmentos
de ADN cuyas cadenas antiparalelas de nucleétidos presentan angulos de torsién en regiones
de diferentes clases conformaconales NtCs, ademés de estructuras de la familia conformacio-
nal Z que contienen bases nitrogenadas Adeninas y Timinas en su secuencia -con los pares
Gua(syn):Cyt(anti), Ade(syn):Thy(anti) o Gua(syn):Thy(anti)-, asi como de conformaciones
de diplex con las bases modificadas 5-metilcitosina, 5-hidroximetilcitosina, 8-oxoguanina y 2-
Aminopurina.

Dado el inherente costo computacional que presenta el optimizar -con métodos de Mecanica
Cuantica- la geometria de moléculas con un gran niimero de atomos, nuestro estudio se ha cen-
trado en fragmentos minimos de esqueletos azucar-fosfato (SPBs), en los desoxidinucledsidos
monofosfatos (ADMPs) y en los dDMPs complementarios (cdDMPs), como unidades minimas
para estudiar las caracteristicas conformacionales de las diferentes estructuras espaciales de
ADN que nos interesan en este trabajo, ya que el estudio de estos fragmentos nos permitio
entender cuéles interacciones permiten la estabilidad de la doble hélice en cada caso. Las bases
de la seleccion de ese tipo de moléculas pequenas se tiene en estudios realizados anteriormente,
en donde se reporta que los cdDMPs son las unidades minimas de la doble hélice del ADN que
nos pueden aportar informacién estructural de ésta [23], mientras que los dDMPs son los de la
cadena tnica.
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Para cumplir con nuestros propositos, se seleccionaron del Nucleic Acid Database * aquéllos
fragmentos de ADN que contuviesen dDMPs complementarios con las caracteristicas ya mencio-
nadas, realizandose la extraccién de dichos fragmentos minimos de diplex como se muestra en
la Figura 2.2, y posteriormente extrayéndose de los mismos los dDMPs y SPBs para el estudio
complementario. Se realiz6 la optimizacion de la geometria de los mencionados fragmentos, pues
de esta manera se obtienen estructuras de minima energia y fisicamente realizables, para luego
obtener las regularidades de formacion de los mismos al analizar los pardmetros geométricos de
las estructuras experimentales y de las ya optimizadas.

Figura 2.2: Desozidinucledsidos monofosfatos complementarios, unidad minima de la hélice do-
ble del ADN, extraidos de un fragmento experimental depositado en el NDB.

A fin de optimizar la geometria de nuestros fragmentos elegidos, es necesario neutralizarlos
puesto que los dDMPs no son estructuras eléctricamente neutras debido a la carga negativa del
grupo fosfato, los cuales en condiciones naturales son neutralizados por los diferentes iones que
hay en el medio en que se encuentran. En este caso, es necesario estabilizarlos agregando un i6n
de sodio (Na+) equidistantemente a 2.34 de los oxigenos del grupo fosfato que no se encuentran
en la linea consecutiva de atomos que forman el esqueleto aztucar-fosfato. Ademas, se agregaron
los hidrégenos necesarios, ya que la mayoria de fragmentos experimentales reportados en los
bancos de datos no los contienen.

"http://ndbserver.rutgers.edu/
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La estructura de los dDMPs y los cdDMPs puede ser descrita totalmente por los dngulos
de torsion del esqueleto azucar-fosfato (612, €, ¢, a, B, 7, véase la Figura 1.4, el empaqueta-
miento de los dos anillos de aztcar desoxirribosa, los dos dngulos de torsion glucosidicos (x),
uno por base, y el angulo promedio formado entre las bases nitrogenadas apiladas, ademés de
los parametros de posicion mutual de las bases y pares de bases Buckle, Propeller, Til, Roll,
h-Twist y h-Rise, y el area de traslape de los anillos de las bases apiladas debida al Stacking, ver
Figura 2.3. En tanto que los SPBs quedan descritos por estos mismos parametros, exceptuando
aquéllos que involucran una o mas bases nitrogenadas.

Figura 2.3: 1ZQ): Pardmetros de posicion mutual de las bases y pares de bases nitrogenadas.
Figura adaptada de [40]. DER: Area de traslape entre los anillos de las bases apiladas (stacking).

2.2.1. Optimizaciéon de la geometria de los fragmentos estudiados

Como se ha mencionado previamente, la principal metodologia empleada en este estudio
ha sido la basada en la Mecénica Cuéntica, con la aproximaciéon de la Teoria del Funcional
de Densidad (DFT), la cual presenta un procedimiento variacional alternativo para obtener
las propiedades del sistema molecular en cuestion. Esta teoria se basa en los dos teoremas de
Hohenberg-Kohn, los cuales demuestran que las propiedades de los sistemas moleculares estén
determinados por la densidad electronica, asi, DF'T trabaja con esta en lugar de las tres coor-
denadas de posicién de cada electrén.

Sin embargo, no existe una expresion exacta del funcional que relaciona la densidad elec-
tronica con la energia del sistema. En la actualidad existe una amplia variedad de distintos
funcionales aproximados, cada uno con limitaciones y ventajas. Para los céalculos de optimi-
zacion se han empleado en este trabajo principalmente los funcionales GGA (Aproximaciones
de Gradiente Generalizado) PBEPBE [24] y PW91PWO1 [25], empleados anteriormente para es-
tructuras de WC, asi como el funcional meta-hibrido-GGA MO05-2X [26], el cual considera un
porcentaje de HF para el exchange y es recomendado para calculos de moléculas biologicas
donde las interacciones por apilamiento sean de vital importancia [27, 28].

El funcional PBEPBE considera tanto componentes de intercambio como correlaciéon co-
rregida por gradiente, cuyos resultados son semejantes a los obtenidos con PW91PWO91, pero
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da una energia un tanto mas cercana a la exacta, a diferencia del segundo. Estudios realizados
con dichos funcionales demostraron que estos reproducen resultados ab initio razonablemente
buenos para complejos con enlaces de hidrogeno [30, 31] y para complejos con bases de ADN
apiladas [32], interacciones importantes en la estabilidad de la doble hélice del ADN. No obs-
tante, estos funcionales GGA han mostrado una preferencia a las interacciones de enlaces de
hidrégeno, siendo en ciertos casos estas interacciones sobreestimadas, conduciendo a estructuras
fisicamente no realizables.

En adicién, para la evaluacion de los distintos funcionales, en algunos célculos se ha utili-
zado el funcional de Grimme B97-D3 y el funcional hibrido B3LYP-D3, los cuales consideran
dispersion Grimme de tercer grado con la funcion de amortiguacion D3 original (D3BJ), donde
un funcional hibrido es todo aquél que incluye una mezcla de exchange de Hartree-Fock con
exchange-correlation de DFT.

Para los sistemas moleculares mas pequenos considerados, los SPBs, se empled también la
teoria de perturbaciones de Moller-Plesset con célculos MP2, el cual es un método ab initio
post-Hartree-Fock que mejora los cilculos HF anadiendo efectos de correlaciéon de electrones
por medio de la teoria de perturbaciones de segundo orden de Rayleigh-Schrodinger (RS-PT).

La comparaciéon de los resultados obtenidos con las distintas rutas de calculos, y los dis-
tintos funcionales empleados, nos permitié hacer un analisis sobre qué metodologia emplear
dependiendo del sistema molecular a estudiar. Como auxiliar en la ruta de célculos propuesta
para la reproduccion de todas las caracteristicas conformacionales que muestran las estructuras
experimentales, a fin de eliminar las distancias interatémicas cortas que han sido observadas en
estructuras optimizadas con M05-2X, se ha empleado el funcional PW91-ulg [25, 29], el cual tiene
en su forma un término extra para corregir las interacciones London de dispersion (atraccion
de van der Waals, vdW) considerando en este el campo de fuerzas univerzal (UFF).

En los calculos de optimizacion con DFT se utiliz6 el conjunto de funciones base 6 — 31Gx,
donde cada uno de los orbitales internos son expresados con una single-zeta y esta a su vez
es desarrollada por seis Gaussianas, mientras que los orbitales de valencia son expresados con
doble-zeta, una desarrollada con tres Gaussianas y la otra con s6lo una, ademaés, dicho conjunto
base tiene anadido un conjunto tnico de funciones de polarizacién Gaussianas. En cuanto a los
estudios realizados con MP2 se empled el conjunto base 6 — 31G(d', p), el cual agrega ademés
funciones difusas dobles.

Todos los célculos de optimizacién realizados a los sistemas moleculares de interés en es-
te trabajo se llevaron a cabo en el programa Gaussian 9 D.01 [33], considerado como uno de
los mejores paquetes comerciales para realizar célculos post HF. El funcional PW91-ulg no se
encuentra en dicho paquete, por lo que para los calculos con este se utilizo el programa ADF
2018 [34], el cual usa funciones de Slater y un esquema de integracién numeérica ajustable con
suficiente exactitud, en el cual las coordenadas se adaptan automéaticamente a las funciones-
base disponibles, lo que reduce el tiempo de evaluacién de los potenciales de Coulomb. En este
programa se empled el conjunto base TZ P, donde cada uno de los orbitales internos son expre-
sados con una doble-zeta y los orbitales de valencia con triple-zeta, ademas de contar con una
funciéon de polarizacion.
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Al realizar optimizaciones de la geometria de un sistema molecular no se puede tener la
certeza de que se han obtenido minimos reales pues en la superficie de energia potencial, la cual
describe la energia del sistema, es posible obtener tanto méximos, minimos o puntos de silla,
véase la Figura 2.4. Para comprobar que se consiguieron minimos -como se desea-, y no puntos
de silla, se comprob6 mediante célculos de frecuencias vibracionales (segundas derivadas) que
estas fuesen positivas en las estructura optimizadas (NImag=0).

Figura 2.4: Superficie de energia potencial (PES) de un sistema molecular.

Finalmente, como calculos preliminares en las diferentes rutas de optimizacién, y para com-
paracion de las distintas metodologias en la reproduccion de las caracteristicas conformacionales
de las estructuras estudiadas, se llevaron a cabo optimizaciones con el método de la Mecanica
Molecular basada en la mecénica clésica, y en donde las principales aproximaciones empleadas
son la aditividad de los términos de energia responsable de las contribuciones de diferente na-
turaleza fisica y la aditividad de la contribucién de los 4tomos. Para este tipo de metodologia
existen distintos campos de fuerzas, los cuales son un conjunto de parametros empiricos -o pa-
rametros obtenidos de célculos ab initio- asociados a una funcién de energia potencial especifica.

El paquete comercial AMBER 9 [35], que trabaja con el campo de fuerzas de igual nom-
bre, ha sido utilizado en este trabajo. Los diferentes campos de fuerzas AMBER que existen
actualmente son derivados del original campo de fuerzas de Cornell et al. ff94 [36]; el empaque-
tamiento del aztcar y las torsiones glucosidicas de los acidos nucleicos, descritos previamente
en 194, fueron mejorados en los campos de fuerzas ff98 [37] y ff99 [38]. Posteriormente, en 2007,
la correccion ff99bsc0 [39] introdujo una descripcidén mejorada de las torsiones alfa y gamma del
esqueleto azucar-fosfato. De la reparametrizacién de distintos conjuntos de torsiones de este
campo ff99bsc0 surgieron los campos de fuerzas AMBER OL15 y BSCI1, los cuales han sido
empleados en nuestras optimizaciones, junto con ff99.
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2.2.2. Mediciéon de los parametros geométricos

Para obtener las regularidades de formacién de los fragmentos de ADN considerados, asi co-
mo entender las interacciones de sus subunidades y su papel en la conformacién de los mismos,
es necesario analizar la estructura tanto de las estructuras experimentales como de las estructu-
ras obtenidas mediante las distintas optimizaciones. Esto es posible analizando los parametros
geométricos antes mencionados -dngulos de torsion, parametros de posiciéon mutual de las bases
y pares de bases, empaquetamiento de los aztlicares y el area de traslape entre los anillos de las
bases apiladas-, los cuales se han obtenido con el programa en linea 3DNA 2.

En este programa se puede realizar el analisis tanto de las estructuras cristalinas individua-
les, tales como las recopiladas en el NDB o PDB -al introducir el NDB/PDB ID-, o conjuntos
de estructuras generadas en las simulaciones moleculares. Parametros convencionales de torsiéon
y una variedad de distancias virtuales y los dngulos son utilizados para caracterizar la confor-
macion molecular, con las clasificaciones conformacionales autométicas basadas en parametros
derivados conocidos para las diferentes formas helicoidales [40].

La preparaciéon y visualizacién de nuestros sistemas moleculares han tenido lugar en los
softwares Mercury 4.1.3, Avogadro 1.0.3, Chemcraft 1.8 y Oxford.

Para la clasificaciéon y asignacion de la clase conformacional NtC de los dDMPs estudiados
se ha empleado el programa en linea DNATCO v3.2 3, de igual manera, este programa sirve
para buscar aquellos fragmentos de ADN y ARN depositados en el Protein Data Bank que
contienen dDMPs pertenecientes a la clase que se desee. Sin embargo, hay ciertas inexactitudes
en la asignacion de NtC a algunas estructuras optimizadas, por lo que no se puede descartar
en anélisis manual y detallado de los pardmetros de las mismas. En adicién, este programa sélo
sirve para fragmentos que contengan bases nitrogenadas, por lo que no fue posible utilizarlo con
los fragmentos de SPBs, realizandose la clasificaciéon de cada uno de ellos manualmente, misma
situacién en la obtencién de sus parametros geométricos.

*http://web.x3dna.org/
3https://dnatco.datmos.org/
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Capitulo 3

Resultados

My brain is only a receiver, in the Universe there
s a core from which we obtain knowledge, strength
and inspiration. I have not penetrated into the
secrets of this core, but I know that it exists.

NIKOLA TESLA

Dada la variabilidad que posee la estructura tridimensional del ADN, debida a la flexibilidad
del esqueleto azucar-fosfato (SPB), incluyendo la del empaquetamiento del aziicar desoxirribo-
sa, y a la habilidad que poseen las 4 bases nitrogenadas de formar distintos pares de bases,
con distintas interacciones de apilamiento o stacking, en este trabajo de tesis doctoral se han
estudiado diversos fragmentos de ADN para analizar la posiciéon mutual de las subunidades co-
rrespondientes a la formacién de las dobles hélices y con ello analizar su viabilidad y encontrar
regularidades de formacion.

Anteriormente, durante mis estudios de maestria, se consideraron fragmentos de la familia
conformacional levogira de ADN-Z con la secuencia d(CGCGCG)z, conformaciones de dobles
hélices dextrogiras con pares de bases Ade:Thy de Hoogsteen, conformaciones de duplex de
cadenas paralelas con pares diferentes de los de Watson-Crick (WC), y diplex con pares inco-
rrectos surgidos durante procesos como la replicacion del ADN [7].

Como una extension, en este trabajo se han estudiado y analizado diferentes tipos de subuni-
dades de variadas clases conformacionales de dobles hélices de ADN con pares de nucle6sidos
de WC, A:T y G:C (todos en conformacion anti), y con bases modificadas tales como 5-
metilcitosina (5mC), 5-hidroximetilcitosina (5-hmC), 8-oxoguanina (8-0xoG) y 2-Aminopurina
(2AP). Ademés, se ha extendido el estudio del ADN-Z considerando fragmentos de duplex con
la secuencia d(GCAGACC):d(GGTCTGC), con pares G:C y A:T, y de duplex con la secuencia
d(TGTG)2, con pares G:T, ambos casos teniendo a los nucledsidos de purinas en conformacion
syn y los de pirimidinas en conformacién anti.

La investigacion se comenzo6 con el estudio de fragmentos minimos de duplex de ADN
(cdDMP) con la base modificada 5-mC, empleando la misma metodologia de estudios an-
teriores; sin embargo, los calculos de optimizacién realizados a los diferentes cdDMPs, con

29
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PBEPBE/6-31G*, resultaron en conformaciones no reales y con la formacion de enlaces de hi-
drégeno artificiales entre las bases nitrogenadas apiladas, teniendo con ello pares de bases casi
perpendiculares entre si, lo cual imposibilita la formacion de hélices dobles con mas nucledsidos
consecutivos.

Se realizaron diferentes pruebas para descifrar el motivo de tales resultados e interacciones
artificiales, esto nos llevé a dos nuevos panoramas importantes para el camino que tomé la inves-
tigacion. El primero, considerar la importancia de estudiar duplex de ADN con ambas cadenas
en distintas conformaciones y ademés con la posibilidad de que una o ambas cadenas presenten
conformaciones de clases diferentes a las grandes familias BI, BII, Al y AIl, con angulos de
torsion intermedios entre estas. Y el segundo, la implementacién de una nueva metodologia
para el estudio de dichas conformaciones, con la reproducciéon de la mayoria de las interacciones
no-enlazantes en el ADN. Para més detalles sobre la metodologia y rutas de calculos propuestos,
ver el Apéndice A.

Dada la importancia del esqueleto azicar-fosfato, debido a su indispensable papel que con-
tiene la informacién de la estructura del ADN, se presenta primero el anéalisis de los resultados
obtenidos para los mismos. Se sabe de otros estudios que, para aquellas conformaciones que
tienen minimos de energia para SPBs separados se presentan reglas de superposicion parecidas
a las de las familias Al y BI; para corroborar y comprender esto, y tal vez ajustar estas reglas
para cada clase conformacional, se han realizado muchos célculos con distintas metodologias.

De esta manera, en la Seccion 3.1 se presenta el estudio realizado a esqueletos azticar-fosfato
de estructuras en conformaciéon de distintas clases NtCs, de acorde al analisis y clasificacion
realizados por Scheider et al. [6], para la elucidacién de cuéles de estas clases conformacionales
corresponden a minimos de energia de SPB separado.

Para encontrar las regularidades de formacién de los diiplex con ambas cadenas en distintas
conformaciones (NtCs), y entender las interacciones importantes intrinsecas a estas, se expone
un anélisis de los resultados obtenidos de los calculos de optimizacién realizados a los diferentes
fragmentos de cdDMPs, dDMPs y SPBs en la Seccién 3.2.

Finalmente, en las Secciones 3.3 y 3.4 se exhiben los resultados obtenidos del estudio reali-
zado a diplex con bases modificadas y a fragmentos de ADN-Z, respectivamente. Ambos tipos
de conformaciones de importancia en distintos procesos bioldgicos como lo son la activacion /si-
lenciamiento de genes, dano oxidativo del ADN -proceso que da como resultado enfermedades
neurodegenerativas-, o la cancirogénesis, por citar algunos.

En las tablas se han marcado aquellos dngulos de torsiéon de las estructuras optimizadas
que tienen diferencia de >30° con la estructura experimental inicial o con los valores promedio
para la NtC correspondiente. Especificamente, con cursiva se ha marcado cuando la variacion
es respecto a la estructura experimental, con cursiva-+negrita cuando es respecto a los valores
promedio de la clase estudiada, y con cursiva+negrita+subrayado cuando la diferencia es
tanto con la estructura experimental como con los valores promedio de la NtC en cuestion.
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3.1. Estudio de esqueletos aziicar-fosfato de dDMPs con diferen-
tes clases conformacionales

Los angulos de torsiéon de la cadena tnica de polinucledtidos en el ADN pueden tener va-
riaciones a lo largo de esta. Sin embargo, sélo cierto conjunto de variaciones son compatibles
con estructuras de doble hélice. Para la optimizacion de la geometria de diferentes fragmentos
minimos, y el analisis de sus caracteristicas estructurales, se seleccionaron aquellas clases confor-
macionales para los fragmentos de dDMPs (NtCs, [6]) que fuesen compatibles con la formacion
de duaplex de Watson-Crick (WCDs) con pares canoénicos G:C y A:T, y ambos nucleosidos en
conformacién anti.

Este estudio es importante ya que, de investigaciones realizadas por Poltev et al. |9, 12], se
sabe que el esqueleto azticar-fosfato juega un papel indispensable en la dependencia que tiene la
estructura 3D de los WCDs en la secuencia de los nucledtidos. Especificamente, aquellas confor-
maciones que tienen minimos de energia para SPB separado presentan reglas de superposicion
parecidas a las que se tienen en las familias Al y BI, predeterminandose asi las regularidades en
la formaciéon 3D. Para verificar y comprender, y tal vez ajustar estas conclusiones sobre la de-
pendencia de las regularidades de formacion en la correspondencia de regiones conformacionales
de angulos de torsiéon del esqueleto a minimos de energia para SPBs separados, se han llevado
a cabo muchos céalculos con distintas metodologias a los fragmentos de las clases NtCs escogidas.

En la Tabla 3.1 se muestra la lista de NtCs seleccionadas para la elucidacién de los minimos
de energia de SPB separado, se presentan los dngulos de torsion del esqueleto aztucar-fosfato y
los angulos de torsién glucosidicos para cada una de estas.

Tabla 3.1: Angulos de torsion y dngulos glucosidicos de las clases conformacionales de fragmen-
tos minimos de las cadenas de ADN (NtCs, [6]) consideradas en este trabajo.

Descripcion NtC 01 € ¢ @ B8 v 02 X1 X2

Forma canonica A, la mds frecuente AA00 | 82 206 288 293 173 55 82 199 200

A con a/v switch (150°/180°) AAO01 | 81 197 291 149 192 182 85 204 188

A-B: 6y ®04’-endo, € muy pequeiio, x12 B AB02 94 59 56 208 188 66 131 239 250
BI-A, conférmero con 3 de C3' a C4’-exo, x12 B BAO1 | 136 189 255 300 161 53 88 254 225
BI-A, conférmero con 3 de C3' a C4’-exo, x12 B BAO5 | 131 184 269 296 169 52 104 | 251 235
BI-A: 8 = 60°, o/ switch (260°/170°), x2 A BAO8 | 139 208 213 301 141 49 89 263 215
B-A: 8 pequeno BA09 | 134 200 287 256 68 172 90 265 186

BII-A: x2 A BA16 | 146 246 190 61 229 199 85 266 199

Conformero de ADN mds frecuente, forma canénica B: Bl  BB00 [ 138 183 258 304 180 44 138 | 253 258
Variante menos poblada de forma BI BB01 | 131 181 266 301 176 49 120 | 248 244

BI con «/v switch (30°/300°) BB02 | 141 194 246 31 195 297 150 | 252 253
Conférmero entre formas Bl y BII BB0o4 | 140 201 214 315 153 46 140 | 263 253

Forma BII, tipica por €/¢ switch comparado a BI BBO7 | 144 247 169 297 141 46 141 271 260
Forma B con «,8,y muy pequefios y €, pequenios BB10 | 138 196 192 22 106 19 129 | 257 258
BI con «/7 switch (260°/170°), 3 pequeno, x2 A BB12 | 140 196 280 257 76 171 140 | 269 205
BI con «/7 switch (220°/160°), B pequeno, x2 A BB13 | 143 187 293 219 98 161 146 | 253 219
BI con « grande y v cerca de 0° BB15 | 144 189 257 845 189 350 148 | 250 262

Angulos en grados (°).  Se han marcado con letras negritas aquéllas torsiones del SPB que presentan una desviaciéon de

més de 30° comparadas con las que se tienen en la clase BB0O.
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En esta lista de NtCs se incluyen las grandes familias conformacionales BI (BB00), BII
(BB07), AI (AA00) y AIT (AAO1). Si se comparan las deméas NtCs presentes con la familia
BI, se tiene que en general hay una diferencia de més de 30° para uno y hasta seis angulos
de torsion del esqueleto azticar-fosfato. Varias de estas clases conformacionales son encontradas
frecuentemente en complejos ADN-proteinas.

En la Figura 3.1 se muestra un ejemplo de cuatro SPBs de diferentes clases conformacio-
nales, en estos se ha dejado el nitrégeno correspondiente al enlace glucosidico entre esqueleto y
bases s6lo para fines demostrativos, ademas, se han colocado dichos enlaces glucosidicos en una
posicion similar para poder apreciar mejor la comparaciéon entre las diferentes NtCs. En esta
figura se puede observar como la region entre los dos azicares desoxirribosa en cada SPB varia
de acorde a la clase conformacional a la que corresponden, esto debido a las diferencias entre
las torsiones que presentan respectivamente.

Figura 3.1: Conformaciones experimentales de SPBs de diferentes clases NtC' de dDMPs. Los
dngulos de torsion marcados indican aquéllos en donde difieren dichas clases con la familia
BBO00. Las estructuras presentan una misma posicion mutual de los dngulos glucosidicos. Ez-
traccion: BB0O, del fragmento dCpdC NDB ID PDT058; AA00, del fragmento dCpdA NDB ID
PD0426;, BB02, del fragmento dApdA NDB ID PD0311; BB0/, del fragmento dCpdG NDB 1D
SETY. Figura publicada en [1]
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Para un panorama un poco mas completo, se presenta en la Figura 3.2 diferentes SPBs
experimentales con angulos de torsion correspondientes a cada una de las NtCs estudiadas. En
esta figura se han arreglado todas las estructuras con una misma posiciéon mutual de sus enlaces
glucosidicos, sin embargo, es notorio que aunque se han superpuesto los del primer nuclebsido
de todos los SPBs, el segundo enlace glucosidico tiene variadas ubicaciones y distancias -con
respecto al primero- en cada uno de los SPBs de las distintas clases. Esto se debe a las diferen-
cias entre las torsiones y caracteristicas inherentes de cada clase conformacional.

Figura 3.2: FEsqueletos azicar-fosfato experimentales correspondientes a todas las clases confor-
macionales (NtCs) estudiadas, Tabla 3.1, presentando la misma posicion mutual de los enlaces
glucosidicos y superpuestos entre si para mostrar la diferencia entre las NtCs mencionadas.

Es importante mencionar que, de algunos calculos de optimizacién realizados a estructuras
de las clases NtCs seleccionadas para su estudio, se han obtenido minimos correspondientes a
clases conformacionales no consideradas en este trabajo, cuyos valores promedio de las torsiones
de dichas clases se presentan en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2: Angulos de torsion y glucosidicos de las clases NtCs [6] no consideradas en este
trabajo, pero cuyos minimos de energia para SPB separado se han obtenido.

Descripcion NtC 01 € ¢ « B8 5 02 X1 X2
A con a/~ switch (130°/180°) AAO5 | 82 214 291 140 225 182 85 | 209 184
Forma A variante AA09 87 232 272 302 154 52 85 217 233

Esqueleto BII, pueden ser intercaladas bases paralelas 1C05 141 255 174 289 178 50 147 | 273 275
B-A empaquet. y torsiones x, bases paralelas distantes OP10 | 147 218 152 289 175 40 87 248 186

Angulos en grados (°). Las designaciones de fuente son las mismas de la Tabla 3.1.
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En adicién, dados los objetivos de este trabajo de investigaciéon, y de la importancia de es-
tudiar conformaciones de hélices dobles levogiras de ADN-Z, se han considerado y seleccionado
clases conformacionales de dDMPs de este tipo de ADN, el cual se forma sélo en condiciones
especificas y con la secuencia Pur-Pyr-Pur-Pyr-Pur..., en donde los nucledsidos de las Pirimi-
dinas se encuentran en una conformacion anti (como en los WCDs), mientras que las Purinas
presentan una conformaciéon syn. A pesar de tener diferentes conformaciones en sus nucleosidos,
este tipo de estructuras suelen formar pares normales de WC. En la Tabla 3.3 se muestran las
tres clases NtCs estudiadas de este tipo de ADN levdgiro, las cuales presentan distintas regiones
de sus torsiones, asi como dos secuencias diferentes.

Tabla 3.3: Angulos de torsion y dngulos glucosidicos de las clases NtCs [6] de ADN-Z levégiro
consideradas y estudiadas en este trabajo.

Descripcion NtC o1 € ¢ «@ I6; 5 09 X1 X2

Forma Z, secuencia Pyrimidina-Purina (Y-R) 2715 | 147 263 76 66 186 178 96 207 61
Forma ZI, secuencia Purina-Pyrimidina (R-Y)  ZZS1 97 243 293 210 231 56 144 | 63 206
Forma ZII, secuencia Purina-Pyrimidina (R-Y)  ZZS2 95 187 64 169 162 44 143 | 56 213

Angulos en grados (°).  Se han marcado con letras negritas los angulos x correspondientes a una conformacion syn de

los nucleodsidos en cuestion.

El estudio de estas diferentes NtCs sera dividido para fines practicos, y mostrar un mejor
andlisis, en 1) grandes familias conformacionales méas conocidas, 2) clases que tienen minimos
de energia para SPBs separados, 3) secciéon especial para una nueva clase propuesta como
consecuencia de estos estudios, la Subclase X, 4) clases cuyos esqueletos aztcar-fosfato no co-
rresponden a minimos de energia para SPBs separados y 5) SPBs de ADN-Z.
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3.1.1. Grandes familias conformacionales mas conocidas de ADN

Las familias conformacionales clasificadas como BI (BB00), BII (BB07), AI (AA00) y AII
(AAO01) se han estudiado con anterioridad, sin embargo, para redefinir las conclusiones de tra-
bajos anteriores sobre la formacion de la estructura tridimensional de la doble hélice de ADN, se
han realizado una serie de optimizaciones de la geometria de una variada cantidad de esqueletos
azucar-fosfato tomados de dDMPs de estas conocidas familias. Las optimizaciones se llevaron
a cabo con célculos DFT, empleando los funcionales PBEPBE y M05-2X, y calculos de MP2.
En adicién, se realizaron optimizaciones empleando tres campos de fuerzas AMBER, BSCI,
OL15 y 199, con objeto de evaluar la capacidad de esta metodologia en la reproduccion de las
regularidades dependientes en la secuencia presentes en la formacién 3D del ADN.

Como se puede notar en la Tabla 3.1, dos de estas familias muy estudiadas, Bl y BII, difieren
principalmente en los dngulos de torsion e (C4’-C3’-03’-P) y ¢ (C3-03’-P-05’). Una aprecia-
cién visual de estas diferencias se muestra en la Figura 3.3, con ello se demuestra la diferencia
en la posicion mutual de los dtomos en estas dos familias.

Figura 3.3: SPBs seleccionados de dDMPs en las conformaciones BI y BII (NDB ID PD0192 y
S5ETY, respectivamente). La posicion de 5’-desoxirribosa es la misma para ambas conformacio-
nes. Se encuentra marcado con amarillo el hidrdgeno que ha sustituido al nitrogeno de la base
correspondiente. Figura publicada en [2]

Se presentan en la Tabla 3.4 los esqueletos azucar-fosfato experimentales estudiados perte-
necientes a dDMPs de la NtC BB00, asi como los pardmetros conformacionales de los resultados
obtenidos mediante las distintas metodologias empleadas. La optimizacién de la geometria de
estos SPBs separados mediante los tres métodos de MC (PBEPBE, M05-2X y MP2) produjo
tres estructuras de minima energia para cada caso, estos minimos difieren entre si tanto en las
torsiones (1-11°) como en los valores de la energia (1-3 kcal/mol), pero son muy cercanos a los
valores promedio para esta clase conformacional. Los tres campos AMBER empleados también
reproducen dichas caracteristicas estructurales para estos SPBs BB0O.
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Tabla 3.4: Angulos promedio de torsion del esqueleto azicar-fosfato de estructuras experimenta-
les para la conformacion BI (BBO00, [6]) y estructuras tedricas de fragmentos separados de SPB
optimizados por varios métodos.

Meétodo dDMP No. (51 € C « ﬁ Y 52 PLQ Vmaxl,2

dApdA - 5F91 1 138 182 245 309 174 51 136 | 154 153 34 34
dGpdG - PDT058 2 140 191 250 305 179 44 139 | 161 159 35 36
dGpdG - PD0230 3 139 187 264 296 176 47 138 | 164 146 33 41

dGpdA - 3MXB 4 140 195 249 308 181 31 148 | 151 160 41 44
dApdT - 2MAV 5 146 191 278 287 171 44 143 | 188 144 30 47
dApdT - PD0652 6 132 182 267 312 182 34 134 | 149 146 34 38
dGpdT - IMOW 7 134 180 251 318 184 39 141 | 151 159 37 38
dTpdT - PD0192 8 137 191 263 300 174 45 143 | 156 151 37 42
dTpdT - PDO0311 9 129 175 265 297 190 49 131 | 138 146 36 35
NDB dTpdC - PD0292 10 136 203 2564 301 171 43 137 | 156 151 33 37
dTpdC - BD0037 11 135 195 272 287 177 46 143 | 149 149 36 44

dTpdC - 5KEO 12 159 183 262 304 177 40 140 | 205 155 38 38
dCpdC - PDT058 13 132 193 277 308 173 54 142 | 203 161 11 36

dCpdC - 1IGN 14 110 169 275 291 192 49 135 | 115 150 42 43
dCpdC - BDJB49 15 121 222 251 311 168 26 148 | 140 143 36 40
dTpdG - BD0105 16 129 193 250 309 171 48 140 | 145 162 32 34
dCpdG - DD0003 17 149 186 270 288 177 46 136 | 186 147 33 40
d2PRpdA - 2KV0 18 144 175 251 312 183 40 142 | 164 160 36 35

dTpdT - 2KVO 19 136 176 257 309 183 42 134 | 149 146 35 35

dApdA 1 137 207 283 291 172 49 136 | 147 154 38 38
dGpdG 2 137 207 283 291 17249 136 | 147 154 38 38
dGpdG! 3 136 208 283 291 171 48 137 | 147 147 38 40
dGpdG! 3 137 208 283 290 171 48 136 | 147 147 38 40
dGpdA 4 136 208 283 290 171 48 136 | 146 147 38 40
dApdT 5 136 208 283 290 171 48 136 | 146 147 38 40
dApdT! 6 137 208 283 290 171 48 136 | 147 147 38 40
dGpdT 7 137 208 283 290 171 48 137 | 147 147 38 40
dTpdT 8 137 206 283 291 171 48 136 | 148 147 38 40
dTpdT 9 137 207 283 291 172 49 136 | 147 154 38 38
PBE dTpdC 10 117 207 281 290 169 48 136 | 120 147 42 40
dTpdC 11 136 208 283 290 171 48 137 | 147 147 38 40
dTpdC* 12 137 207 276 295 169 49 136 | 143 147 39 40
dCpdC* 13 137 207 276 295 169 49 136 | 143 147 39 40
dCpdC 14 116 281 304 294 148 52 856 | 308 348 39 36
dCpdC 15 137 208 283 291 171 48 137 | 147 148 38 40
dTpdG 16 137 207 283 291 171 48 136 | 147 147 38 40
dCpdG* 17 137 207 276 295 169 49 136 | 144 147 38 40
d2PRpdA 18 137 208 283 291 171 48 137 | 147 147 39 40
dTpdT 19 137 208 283 290 171 48 137 | 147 147 38 40
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Continuacion de Tabla 3.4.

Meétodo dDMP No. &1 € ¢ o 3 y 09 Pio Vmaz1,2

dApdA 1 140 190 276 293 164 48 139 150 156 39 38

dGpdG 2 141 190 276 293 164 48 139 151 156 39 38

dGpdG! 3 140 191 276 293 163 48 140 150 150 39 40

dGpdA 4 140 191 276 293 163 48 140 150 150 39 40

dApdT 5 140 191 276 293 163 48 140 150 150 39 40

dApdT! 6 140 191 276 293 163 48 140 150 150 39 40

dGpdT 7 140 191 276 293 163 48 140 150 150 39 40

dTpdT 8 140 191 276 293 163 48 141 151 150 39 40

dTpdT 9 140 190 276 293 164 48 139 150 156 39 38

MO05 dTpdC 10 136 193 276 294 164 49 140 142 149 41 40
- 2X dTpdC 11 140 191 276 293 163 48 140 150 150 39 40
dTpdC* 12 145 193 274 295 163 49 140 153 149 39 40

dCpdC* 13 145 193 274 295 163 49 140 153 149 39 40

dCpdC 14 140 191 276 293 163 48 140 150 150 39 40

dCpdC 15 140 191 276 293 163 48 140 150 150 39 40

dTpdG 16 140 191 276 293 163 48 140 150 150 39 40

dCpdG* 17 145 193 274 295 163 49 140 153 149 39 40

d2PRpdA 18 139 191 276 293 164 48 140 148 149 39 40

dTpdT 19 140 191 276 293 163 48 140 150 150 39 40

dApdA? 1 140 208 286 288 173 56 100 | 147 320 40 41

dGpdGH 3 140 204 284 289 170 47 141 147 150 40 41

dGpdA 4 139 194 278 293 165 47 140 147 149 40 41

dGpdT 7 139 194 278 293 165 48 140 147 149 40 41

dTpdC 11 139 194 278 293 165 48 140 147 148 40 41

dTpdC* 12 143 197 276 293 164 48 140 148 146 40 42

MP2 dCpdC 14 139 194 278 293 165 48 140 147 149 40 41
dCpdC 15 139 194 278 293 165 48 140 148 149 40 41

dTpdG 16 140 205 285 289 170 47 141 147 151 40 41

dCpdG* 17 143 197 276 293 164 48 140 149 148 40 41

d2PRpdA 18 138 193 277 293 164 48 140 147 148 40 41

dTpdT 19 139 194 278 293 165 47 140 148 149 40 41

BSC1 dGpdG 3 132 185 279 291 162 50 135 144 141 44 43
OL15 dGpdG 3 118 181 274 291 152 51 122 126 125 42 42
ff99 dApdT 6 123 187 278 291 162 46 125 129 129 44 41

Angulos en grados (°). !Resultado obtenido de SPB previamente optimizado con algtin campo de fuerzas AMBER.
2Va a minimo para la clase conformacional BA05. *Minimo maés favorable obtenido con dicho método.  Se ha indicado

en la 3er columna el nimero de la estructura experimental empleada para los cdlculos de optimizacion.

En estas optimizaciones el empaquetamiento de ambos anillos de aztcar continua en la re-
gion C2’-endo para todas las estructuras optimizadas con MC y con el campo de fuerzas BSC1;
por otro lado, los campos de fuerzas OL15 y ff99 producen anillos de aztcares y dngulos § algo
distorsionados, aun asi permanecen cerca de las regiones de las estructuras experimentales.

Estos resultados han permitido constatar las conclusiones previas sobre la correspondencia
de los angulos de torsion del esqueleto azucar-fosfato a el minimo local de energia de fragmentos
de SPBs separados BB0O [1].
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Noétese que en la Tabla 3.4 se muestra un resultado obtenido con PBE en el que se tiene
una distinta conformacioén, sin embargo, no podemos hacer conclusiones con esto pues solo se
obtuvo un resultado como este y podria ser un caso excepcional.

Por otro lado, para los calculos realizados con M05-2X se tiene un resultado que correspon-
de a la NtC BAO5. Para los calculos realizados a SPBs en dicha conformaciéon se han obtenido
resultados correspondientes a la clase BB0O (ver Tabla 3.10), esto nos indica que hay una ba-
rrera de energia no muy grande entre ambas clases conformacionales y se puede tener el cambio
conformacional entre una y otra (la diferencia mayor entre ambas solo es en J3).

Del analisis realizado a las estructuras experimentales y teéricas, obtenidas de las distintas
optimizaciones, para los SPBs de dDMPs de la NtC AAO00, la cual representa la clase més
abundante de la familia de ADN-A, se tiene la presencia de distintos minimos de energia con
las distintas metodologias. Los minimos correspondientes a esta clase conformacional no difieren
en méas de 1 kcal/mol entre si, o 5° entre sus respectivas torsiones; ver Tabla 3.5.

Tabla 3.5: Angulos promedio de torsion del esqueleto azicar-fosfato de estructuras experimenta-
les para la conformacion AI (AA00, [6]) y estructuras tedricas de fragmentos separados de SPB
optimizados por varios métodos.

Método dDMP | No. | & € ¢ a ] ~ 5o P Vinaz1 2
dGpdG - ADH0103 1 79 196 284 299 176 47 79 9 30 43 46

dGpdA - 6L75 2 86 207 290 293 183 46 87 | 14 11 38 37

dApdC - 5IYG 3 93 203 293 203 162 64 82 | 12 43 34 43

dGpdT - ADJ0102 4 85 208 287 206 177 55 86 | 14 17 38 37

dGpdC - ADH033 5 83 203 280 309 166 44 83 | 26 21 35 34

NDB dCpdC - ADH0103 6 83 204 297 203 188 48 82 | 11 14 42 39
dTpdC - NA0453 7 8 206 283 203 168 60 8 | 15 16 39 39

dCpdT - 1I1P 8 82 189 280 307 184 42 92 | 21 40 19 33

dTpdA - PD0248 9 88 184 280 291 163 66 94 | 51 37 38 32

dTpdG - 6ROR 10 82 215 283 310 163 55 84 | 12 37 42 40

dCpdA - PD0426 11 80 214 277 299 162 51 81 | 20 40 21 39

dGpdG 1 106 190 277 290 165 52 93 | 318 336 39 38

dGpdA! 2 94 245 295 296 160 56 100 | 342 324 37 39

dApdC 3 116 280 304 295 147 50 88 | 307 351 39 36

dGpdT! 4 93 244 295 205 162 56 97 | 343 324 37 39

dGpdC 5 101 187 275 295 166 54 95 | 323 332 38 39

PBE dCpdC! 6 78 249 292 300 156 56 99 | 31 326 40 34
dTpdC? 7 115 209 282 290 169 55 97 | 118 330 42 38

dCpdT 8 | 116 282 304 294 148 51 8 | 308 349 39 36

dTpdA? 9 | 187 208 283 291 172 56 93 | 147 330 38 38

dTpdG 10 106 190 277 290 165 52 93 | 318 336 38 38

dCpdA* 11 102 187 276 293 168 55 92 | 323 331 38 38

dGpdG 1 101 182 276 295 169 57 103 | 327 323 39 39

dGpdG 1 103 183 277 292 168 56 101 | 324 326 40 39

MO5 dGpdA! 2 84 243 299 293 162 57 103 | 13 323 38 40
- 2X dApdC 3 117 277 301 297 148 55 95 | 309 336 39 39
dGpdT! 4 84 241 299 293 164 57 101 | 15 321 38 40

dGpdC 5 103 183 277 292 167 56 101 | 324 326 40 39
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Continuacion de Tabla 3.5.

Método dDMP | No. | 4, € ¢ a 8 y 5s P Vmaz1.2
dCpdC 6 117 277 301 297 148 55 95 | 309 336 39 39
dTpdC 7 103 183 277 292 167 56 101 | 324 326 40 39
Mo5 dCpdT* 8 102 182 277 293 170 57 101 | 324 321 40 40
- 2X dTpdA* 9 103 182 277 293 170 57 101 | 324 322 40 40
dTpdG 10 103 183 277 292 167 56 101 | 324 326 40 40
dCpdA* 11 102 182 277 294 170 57 101 | 324 322 40 40
dGpdG 1 115 276 303 296 145 52 88 | 310 348 40 39
dGpdA 2 115 268 296 301 147 57 98 | 310 330 42 40
dApdC 3 115 276 303 296 145 51 88 | 310 348 40 39
dGpdT? 4 93 243 298 204 162 56 101 | 342 319 39 41
MP2 dGpdC 5 101 182 276 295 167 56 102 | 323 322 41 41
dCpdC 6 115 276 303 295 145 51 88 | 311 348 40 39
dTpdC? 7 127 210 285 289 171 56 104 | 130 320 43 41
dCpdT* 8 102 182 277 295 168 56 99 | 322 321 41 41
dTpdA* 9 102 182 277 295 168 56 99 | 323 321 41 41
dCpdA* 11 102 182 277 295 168 57 99 | 322 321 41 41
BSC1 dTpdC 7 98 185 284 200 172 53 111 | 329 315 42 43
dCpdA 8 98 185 284 200 172 53 111 | 329 315 42 43

Angulos en grados (°). 1Va a minimo para la clase conformacional AA09. 2Va a minimo para la clase conformacional
BAO05. *Minimo mas favorable obtenido con dicho método. Se ha indicado en la 3er columna el nimero de la estructura

experimental empleada para los cdlculos de optimizacion.

Es importante notar que para esta NtC, AAO0O, se han obtenido con las tres distintas me-
todologias de MC dos minimos de energia extra que no corresponden a dicha conformacion.
Uno de ellos presenta cambios en los d4ngulos 1 y €, mientras que el otro minimo presenta sélo
cambios en el dngulo €. El primer minimo mencionado no va a la posiciéon de ninguna clasifi-
cacion existente realizada por Schneider et al. [6]. Mientras que el segundo corresponde a un
minimo de energia para la clase conformacional AAQ9, la cual difiere de AA0O s6lo en el d&ngulo e.

Ademas, con PBE y MP2 se obtuvo un tercer minimo no correspondiente a esta clase.
Presenta cambios de regiéon tinicamente en el angulo 61, con lo cual va a una posicién corres-
pondiente a un minimo de energia obtenido para la NtC BAO05, veanse las Tablas 3.5 y 3.10.

Estos resultados nos muestran la flexibilidad presente en aquellas conformaciones de la clase
AA00, por lo cual se puede tener facilmente el cambio de esta conformacion a AA09 (este se
ha presentado también al realizar optimizaciones empleando agua como solvente con la meto-
dologia de PCM) y BAO05 (cambiando el empaquetamiento del aztcar en la posicion 5). Es
necesario considerar dicho analisis en futuras publicaciones.

Por otro lado, del analisis realizado a la clase AAO1 se tienen cambios a las conclusiones
anteriores. De las optimizaciones de geometria realizadas a fragmentos separados de SPB de
esta NtC se produjeron dos tipos de minimos de energia, ver Tabla 3.6, aquéllos con angulos
de torsion cercanos a los valores promedio para dicha clase y minimos con diferencia de mas de
30° comparando con las regiones promedio para AA01 [1].
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Tabla 3.6: Angulos promedio de torsion del esqueleto azicar-fosfato de estructuras experimen-
tales para la conformacion AIl (AA01, [6]) y estructuras tedricas de fragmentos separados de
SPB optimizados por varios métodos.

Método dDMP | No. | 4 € ¢ a 8 y 5o P, Vinazl 2
dApdG - 5MVP 1 93 191 282 124 198 199 93 48 14 29 30

dGpdG - ADH0103 2 78 192 289 154 199 175 87 16 6 42 39

NDB dTpdC - NA2224 3 8 190 273 161 221 169 91 22 35 34 30
dCpdG - 5MVL 4 84 206 297 136 184 188 80 20 10 37 45

dCpdG - ADH0103 5 82 187 291 151 193 177 87 14 7 39 39

dApdG 1 106 208 293 147 195 189 80 | 319 2 38 37

dGpdG 2 106 207 293 147 195 189 78 | 319 10 39 37

PBE dGpdG 2 106 208 293 148 195 189 77 | 319 12 38 37
dTpdC* 3 106 207 293 148 195 190 74 | 318 53 39 40

dCpdG 4 106 208 293 147 195 189 78 | 319 7 39 37

dCpdG 5 106 208 293 147 195 189 78 | 319 8 38 37

MOB dApdGT 1 86 232 302 126 221 189 82 [ 359 359 39 38
ox dTpdC* 3 109 205 299 147 187 189 76 | 318 20 38 38
dCpdG! 4 86 232 302 127 221 188 82 | 359 358 39 38

dApdGT 1 94 235 299 132 227 188 92 91 330 44 41

dGpdG* 2 105 210 301 143 192 189 73 | 320 52 40 43

MP2 dTpdC* 3 105 210 300 143 192 189 73 | 320 52 40 43
dCpdG! 4 88 233 301 130 224 188 91 | 351 333 39 40

dCpdG* 5 105 210 300 143 192 189 73 | 320 52 40 43

dApdG 1 106 214 297 90 188 185 103 | 321 326 42 43

BSCL dApdG? 1 107 213 297 90 188 185 103 | 321 326 42 43
dTpdC 3 106 214 297 90 188 185 104 | 321 326 42 43

dCpdG? 4 107 213 297 90 188 185 103 | 321 326 42 43

OL15 dApdG? 1 116 215 297 89 190 187 110 | 308 316 39 40
dCpdG? 4 116 215 297 89 190 187 110 | 307 316 39 40

99 dApdG? 1 119 204 303 94 185 194 117 | 306 308 38 41
dCpdG? 4 119 204 303 94 18 194 117 | 303 308 38 41

Angulos en grados (°). 'Va a minimo para la clase conformacional AA05. 2Resultado obtenido de SPB previamente
optimizado con el funcional PBEPBE. *Minimo mas favorable obtenido con dicho método. Se ha indicado en la 3er

columna el nimero de la estructura experimental empleada para los cdlculos de optimizacion.

Para algunos calculos realizados con M05-2X y MP2 a los SPBs-AAO01, se tiene una desvia-
cion en el angulo € y 5, s6lo un caso no tiene desviacion en esta segunda torsion, teniéndose
un minimo de energia correspondiente a la clase conformacional AAO5. Esto nos da pie a creer
que hay una pequena barrera entre las NtCs AA01 y AA05, permitiendo el paso de una a otra
dependiendo de las condiciones. Notese que ambas clases tienen torsiones muy cercanas y soélo
difieren entre si en méas de 30° en el angulo 8 (33°), en € solo varian en 17°, para mas detalles
de las regiones promedio de ambas clases ver Tablas 3.1 y 3.2.

Es importante mencionar que los tres campos de fuerzas AMBER no reproducen las carac-
teristicas conformacionales que MC si hace, pues se tiene una desviaciéon en el &ngulo o de ~60°.
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La conformacién que ha tomado nuestra especial atencién es BB07 pues se han obtenido
resultados muy distintos a las conclusiones que se tenfan anteriormente. Se ha hecho un estudio
de variados SPBs de dDMPs experimentales en esta conformacion, sin embargo, después de las
optimizaciones realizadas mediante las diferentes metodologias de MC (PBE, M05-2X, MP2 e
incluso PW91) no se han obtenido minimos de energia correspondientes a esta NtC, a excepcion
de una tnica estructura obtenida con M05-2X, véase Tabla 3.7.

La mayoria de resultados obtenidos con MC presentan una desviaciéon en el angulo € con
un valor de =280°, lo cual representa una desviaciéon de més de 30° de los valores promedio
para BB07. Es importante mencionar que esta desviaciéon se tiene también en las optimizaciones
realizadas a aquellos duplex considerados en este estudio que presentan una de sus cadenas en
conformacién de esta clase. Pero esto se discutird mas adelante.

Tabla 3.7: Angulos promedio de torsion del esqueleto azicar-fosfato de estructuras experimenta-
les para la conformacion BII (BBO07, [6]) y estructuras tedricas de fragmentos separados de SPB
optimizados por varios métodos.

Método dDMP No. &1 € ¢ « I3 ¥ 0o P> Vinaa1,2

dApdA - PD0192 1 151 224 189 303 155 47 149 | 164 176 41 38

dGpdG - PD1271 2 135 244 185 297 155 36 139 | 133 168 43 35

dGpdA - BD0037 3 137 224 179 298 147 52 144 | 143 175 46 35

dGpdT - BD0080 4 146 254 157 303 130 47 126 | 153 142 44 32

dGpdC - 5ET9 5 141 266 163 308 143 15 144 | 146 159 48 41

NDB dGpdC - BDL084 6 143 260 146 287 144 51 144 | 146 164 44 37
dGpdC - 5EZF 7 141 255 155 299 152 36 145 | 141 171 47 36

dGpdC - BD0014 8 146 230 195 291 160 45 143 | 164 166 50 41

dGpdC - DD0076 9 139 223 186 306 147 37 114 | 145 104 47 18

dCpdG - 5EZF 10 145 239 175 306 138 43 126 | 148 133 48 32

dCpdG - BD0090 11 147 241 174 302 138 45 135 | 139 146 54 41

dCpdA - BD0105 12 143 247 161 303 140 41 141 | 148 167 44 33

dApdA 1 136 198 169 291 186 48 137 | 144 148 39 40

dGpdG* 2 129 278 157 292 126 43 138 | 129 151 43 39

dGpdA 3 136 198 169 291 186 48 137 | 144 147 39 40

dGpdT 4 109 253 157 277 116 42 136 | 108 148 43 39

dGpdC* 5 129 278 157 292 125 43 138 | 129 152 43 39

dGpdC 6 113 196 165 292 179 46 154 | 115 234 43 41

PBE dGpdC 7 109 252 149 283 119 42 138 | 108 151 43 39
dGpdC 7 101 242 156 294 180 48 136 | 100 147 43 40

dGpdC 8 136 198 169 291 185 48 137 | 144 148 39 40

dGpdC 9 136 199 169 290 186 48 137 | 144 148 39 40

dCpdG 10 109 253 156 277 116 42 136 | 108 148 43 39

dCpdG 11 109 253 157 277 115 42 136 | 108 148 43 39

dCpdA 12 110 251 149 283 119 42 138 | 109 151 43 39

dApdA 1 141 195 166 295 188 48 142 | 149 152 39 40

dGpdG* 2 127 278 150 291 117 43 144 | 126 159 44 37

Mo5 dGpdA 3 141 196 167 294 189 48 142 | 148 152 39 40
- 2X dGpdT* 4 127 278 150 291 116 43 144 | 126 159 44 37
dGpdC* ) 128 278 150 291 116 43 144 | 126 160 44 37

dGpdC 6 108 263 123 289 127 51 156 | 107 221 45 38
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Continuacion de Tabla 3.7.

Meétodo dDMP No. 51 € (: « 5 Y 52 Pl,g Vmax1,2

dGpdC! 7 134 274 147 296 183 48 142 136 152 42 40
dGpdC* 7 127 278 150 291 116 43 144 126 159 44 37
dGpdC 8 141 195 166 295 189 48 142 149 152 39 40
Mo5 dGpdC 9 141 195 166 295 189 48 142 149 152 39 40
- 2X dCpdG** 10 123 274 146 289 116 45 144 122 159 44 37

dCpdG?* 10 127 278 150 291 116 43 144 125 159 44 37
dCpdG* 11 127 277 150 291 116 44 144 126 160 44 37
dCpdA* 12 127 278 150 291 116 43 144 125 159 44 37

dGpdG* 2 130 280 155 292 119 40 144 129 157 46 39
dGpdA 3 143 269 152 254 107 45 135 150 142 39 43
dGpdT* 4 130 280 155 292 119 40 144 129 157 46 39
dGpdC* 7 130 280 155 292 119 40 144 129 157 46 39
MP2 dGpdC 8 139 195 166 294 181 47 141 145 150 41 41
dGpdC 9 139 195 166 295 181 47 141 145 150 41 41
dCpdG?* 10 130 280 156 292 119 40 144 129 157 46 39
dCpdG* 11 130 280 156 292 119 40 144 129 157 46 39
dCpdA* 12 130 280 155 292 119 40 144 129 157 46 39

PW91l-ulg  dCpdG** 7 136 242 178 301 137 48 128 140 137 41 40
PWwol dCpdG?* 7 129 278 157 292 126 43 138 129 151 43 39

Angulos en grados (°). 'Va a minimo para la clase conformacional IC05. 2Resultado obtenido de SPB previamente
optimizado con el funcional PW91l-ulg. *Minimo con mismo cambio que presentan cdDMPs y dDMPs optimizados.
**Minimo que no presenta cambios en conformacién BB07. Se ha indicado en la 3er columna el nimero de la estructura

experimental empleada para los cdlculos de optimizacion.

Finalmente, de algunas optimizaciones con PBE se tiene cambio en la torsion d;, mientras
que con M05-2X se ha obtenido un minimo correspondiente a la NtC IC05, cuya diferencia
con BBO7 es en la torsion 8 (~=190° en IC05). Ademaés, se tiene otros minimos con este mismo
cambio méas uno extra en el angulo € (~200°).

Este resultado resulta ser muy interesante, pues de pruebas realizadas con célculos de PBEP-
BE a SPBs-BB07, empleando agua como solvente en la metodologia de PCM, se han obtenido
s6lo minimos de energia para SPB separado correspondientes a esta clase IC05. Por ello, son
necesarios mas estudios a este tipo de conformaciones de la NtC BB07, ya que estos resultados
sugieren que dependen mucho de las condiciones e interacciones con su entorno, més de lo que
se habfia considerado anteriormente.

En cuanto a los campos de fuerzas AMBER, no fue posible reproducir estructuras viables
con ninguno de ellos, pues en todos los casos se tuvo una interacciéon artificial entre el i6n de
sodio (Na+) -empleado para neutralizar el grupo fosfato durante los calculos de optimizacion-
y el oxigeno O5’.
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3.1.2. Clases conformacionales con esqueletos aziicar-fosfato correspondien-
tes a minimos de energia para SPBs separados

Dada la importancia de conocer la dependencia en las caracteristicas intrinsecas a la for-
macion de la doble hélice de ADN, elucidar cuéles NtCs tienen esqueletos aziicar-fosfato que
correspondan a minimos de energia para SPBs separados es uno de los grandes objetivos de este
trabajo de investigacion. Esto nos permitiré entender y poder extender nuestros estudios a siste-
mas mas grandes como lo son los desoxidinucle6sidos monofosfatos complementarios (cdDMPs),
y con ello descifrar las regularidades dependientes en estas clases conformacionales y en el em-
parejamiento entre ellas, como cuando se tienen duplex de cadenas con distinta NtC.

Entre el conjunto seleccionado de NtCs para estudiar en este trabajo, existen varias clases
conformacionales que tienen minimos de energia para SPBs separados. Una de ellas es la clase
BBO01, la cual tiene caracteristicas conformacionales muy cercanas a las de BB00. La mayor di-
ferencia entre ambas clases es en el angulo d2, siendo méas pequeiio en BB01. Ademas, esta NtC
es atin més probable de encontrarse en cuadruplex o en cruces de uniones de Holliday, que BB0O.

Los resultados obtenidos de las optimizaciones realizadas a SPBs de dDMPs en esta con-
formacion se encuentran en la Tabla 3.8. Como se puede observar, con todas las metodologias
empleadas se han obtenido minimos de energia correspondientes a la clase BB0O (los mismos
mostrados en la seccion anterior). Lo cual es coherente dadas las minimas diferencias entre
ambas clases.

Tabla 3.8: Angulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato para la clase conformacional BBO1,
correspondiente a minimo de energia de fragmentos de SPB separados.

Meétodo dDMP | No. | 4 € ¢ a B T P Vinazl,2
BBO1! 131 181 266 301 176 49 120

dGpdA - PD0736 1 139 181 260 308 165 53 111 | 148 114 36 36

NDB dApdT - NA2554 2 142 185 261 304 172 49 120 | 165 124 35 40

dTpdT - BDJ031 3 116 192 253 320 172 41 116 | 124 116 40 41

dGpdA 1 137 207 283 291 17249 136 | 147 154 38 38

PBE dApdT 2 137 207 283 291 172 49 136 | 147 154 38 38

dTpdT 3 137 207 283 291 17249 136 | 147 154 38 38

dTpdT? 3 137 208 283 291 171 48 137 | 147 147 38 40

dGpdA 1 140 190 276 293 164 48 139 | 150 156 39 38

Mo5 dApdT 2 140 190 276 293 164 48 139 | 150 156 38 38

-2X dTpdT 3 140 190 276 293 164 48 139 | 150 156 39 38

dTpdT? 3 140 191 276 293 163 48 140 | 150 150 39 40

dGpdA 1 140 205 285 289 171 47 140 | 147 157 40 38

MP2 dApdT 2 140 205 285 289 171 47 140 | 147 157 40 38

dTpdT? 3 139 194 278 293 165 47 140 | 147 149 40 41
BSC1 dApdT 2 134 192 283 290 169 47 138
OL15 dApdT 2 116 181 276 291 156 49 127
99 dApdT 2 120 189 282 291 168 44 129

Angulos en grados (°).  !Angulos de torsién promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6].  ?Resultado

obtenido de SPB tomado de cadena tnica previamente optimizada con el campo de fuerzas OL15.  Se ha indicado en la

Ser columna el nimero de la estructura experimental empleada para los cdlculos de optimizacion.
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Otras dos NtCs estudiadas, BAO1l y BAO05, corresponden a dDMPs del tipo B-A; es decir,
con el azicar en la posicién 5’-fin con un empaquetamiento tipo-B, mientras que en 3’-fin se
tiene al azticar como tipo-A. Ambas clases difieren de BB0O s6lo en el angulo d2. Las regiones
de las torsiones de BAO1 y BA05 son muy cercanas, la diferencia notoria es en do, siendo més
pequeno su valor en la primera. Se podria decir que BA05 es un intermedio entre BB0OO y BAO1,
y BBO1 intermedio entre BB00 y BA05. Ademas, BAO5 puede encontrarse en estructuras pre-
sentes en cruces de uniones de Holliday (igual que BB01), mientras que BAO1 no.

Ambas NtCs tienen las torsiones de sus SPBs cercanas a minimos de energia correspondien-
tes a SPBs separados, ver Tablas 3.9 y 3.10. Sin embargo, es interesante que se ha obtenido
para algunas estructuras optimizadas de estas clases una correspondencia a minimos para BB0O0.
Esto nos comprueba la conclusiéon de la seccidén anterior, en la que se menciona la existencia
de una pequena barrera energética entre las conformaciones BA05 y BB00, incluyendo ahora a
BAO1, y permitiendo el paso entre una y otra dependiendo de las condiciones existentes.

Es importante mencionar que los minimos correspondientes a las clases BAO1 y BA05 ob-
tenidos con las distintas metodologias son muy cercanos entre si, con una diferencia minima en
las torsiones y en las energias de los mismos, con lo que se puede decir que tenemos los mismos
minimos de energia para ambas clases; particularmente, se tienen resultados semejantes en las
pruebas realizadas empleando la metodologia de PCM con agua como solvente. Esto se puede
observar mejor en la Figura 3.4, en donde se muestran esqueletos optimizados con PBE para
cada clase conformacional, ubicando los enlaces glucosidicos en una misma posicién mutual.

Figura 3.4: Minimos obtenidos para SPBs optimizados de dDMPs de las clases conformacionales
BAO1 y BA05. Se muestra una misma posicidn mutual de los enlaces glucosidicos. En verde:
minimo obtenido con PBEPBE para SPB-BAO0S5. En azul: minimo obtenido con PBEPBE para
SPB-BAO1.
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Tabla 3.9: Angulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato para la clase conformacional BAO1,
correspondiente a minimo de energia de fragmentos de SPB separados.

Método dDMP | No. | 4 € ¢ a s v 5a Pio Vinaz1 2
BAO1! 136 189 255 300 161 53 88

dGpdC - 5EZF 1 123 176 259 311 156 53 87 133 61 31 40

NDB dGpdC - 5ET9 2 121 185 261 305 162 50 92 125 76 38 41

dCpdG - 5EZF 3 141 200 241 288 156 53 90 153 40 38 35

dGpdC 1 137 208 282 292 171 56 97 146 330 38 38

PBE dGpdC? 2 137 208 283 291 171 48 136 | 147 147 38 40

dCpdG 3 137 208 283 292 171 56 97 147 331 38 38

MO5 dGpdC 1 140 189 275 295 166 58 98 151 331 38 39

_2x dGpdC 2 140 189 275 294 165 57 94 1561 337 38 39

dCpdG 3 140 189 27 296 166 58 98 151 331 38 39

dGpdC 1 140 209 286 289 172 56 104 147 320 41 41

MP2 dGpdC 2 139 208 286 289 172 56 104 146 320 41 41

dCpdG 3 140 209 286 289 172 56 104 147 319 41 41

PWO9l-ulg dCpdG 3 123 186 265 283 170 50 83 132 359 39 37

BSC1 dGpdC 1 134 198 286 289 174 52 112 145 313 43 43

Angulos en grados (°).  !Angulos de torsién promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6]. 2Va a minimo

para la conformacion BB00. Se ha indicado en la 3er columna el nimero de la estructura experimental empleada para

los cdlculos de optimizacion.

Tabla 3.10: Angulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato para la clase conformacional BAO5,
correspondiente a minimo de energia de fragmentos de SPB separados.

Método dDMP | No. | 4 € ¢ a s v 5a P Vimazl 2
BAO05! 131 184 269 296 169 52 104

dGpdC - BDL084 1 115 178 266 303 160 57 82 130 42 33 38

dGpdC - BDL078 2 108 191 276 317 151 49 88 64 48 13 31

NDB dTpdT - NA2122 3 119 192 274 295 169 54 102 124 98 40 38

dTpdC - BDJ025 4 110 185 256 305 170 55 106 117 108 37 35

dCpdG - 5ET9 ) 154 188 265 294 167 59 121 188 125 36 38

dGpdC 1 137 208 283 291 172 56 93 147 329 38 38

dGpdC 2 137 208 283 291 173 56 93 147 329 38 38

PBE dTpdT? 3 136 208 283 291 171 48 187 | 147 147 38 40

dTpdC? 4 137 207 283 291 171 48 187 | 147 147 38 40

dCpdG? 5 137 208 276 295 168 49 136 | 143 147 39 40

dGpdC 1 141 189 274 295 167 59 95 151 330 38 39

MO5 dGpdC 2 140 189 274 295 167 58 95 151 330 38 39

_2x dTpdT? 3 140 191 276 293 163 48 140 | 150 150 39 40

dTpdC? 4 140 191 276 293 163 48 140 | 150 150 39 40

dCpdG? ) 145 193 274 295 163 49 140 | 157 149 38 40

dGpdC 1 140 208 286 288 173 56 100 147 319 40 41

dGpdC 2 140 208 286 288 173 56 100 147 320 40 41

MP2 dTpdT? 3 140 204 284 289 170 47 141 147 150 40 41

dTpdC? 4 139 194 278 293 165 48 140 | 147 149 40 41

dCpdG?2 5 143 197 276 294 164 48 140 | 149 148 40 41

BSC1 dGpdC 1 134 198 286 289 174 52 112 145 313 43 43
Angulos en grados (°).  'Angulos de torsion promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6]. 2Va a minimo

para la conformacién BB00.  Se ha indicado en la 3er columna el nimero de la estructura experimental empleada para

los cdlculos de optimizacion.
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En la lista de NtCs elegidas para este estudio existen dos de ellas que presentan cambios
respecto a la clase BB0O en los angulos de torsion «, 8 y 7, éstas son BB12 y BA09. En adicién,
BAOQ9 difiere también en el &ngulo do, pues es del tipo B-A. Como nota importante, se tiene que
la NtC BB12 puede presentarse en regiones en donde se necesite acomodar las deformaciones
de la doble hélice que han sido inducidas por interacciones del ADN con una proteina.

De las optimizaciones realizadas a los SPBs de estas conformaciones podemos decir que
en ambos casos se tiene que corresponden a minimos de energia para SPBs separados, lo cual
se ha corroborado con calculos realizados incluyendo la metodologia PCM considerando agua
como solvente. Pero es necesario mencionar que se han obtenido dos resultados, uno con PBE
y uno con MP2, para SPBs de la clase BB12 que corresponden a minimos de energia para
la NtC BA09, como se puede ver en la Tabla 3.11. Ademas, varias optimizaciones realizadas
a SPBs-BA09 con las tres metodologias de MC corresponden a estructuras BB12 de energia
minimizada, véase Tabla 3.12.

Estos resultados nos muestran la posibilidad de cambiar de una conformaciéon BB12 a una
conformacién de la clase BA09, y viceversa, dependiendo de las condiciones en las que se en-
cuentren las estructuras.

Los campos de fuerza empleados reprodujeron bien las caracteristicas conformacionales para
los esqueletos de dichas clases; sin embargo, es importante notar que para BA09 los campos
OL15 y ff99 dieron una desviaciéon de poco més de 30° para el angulo «, la cual no es reprodu-
cida por MC.

Tabla 3.11: Angulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato para la clase conformacional BB12,
correspondiente a minimo de energia de fragmentos de SPB separados.

Meétodo dDMP | No. | & € ¢ a 3 7y 52 P, Vinaz1.2
BB12! 140 196 280 257 76 171 140

dApdG - 3AFA 1 150 185 312 226 66 177 151 | 179 181 35 35

dGpdA - NA0318 | 2 149 185 272 264 75 179 142 | 164 175 42 34

dApdT - 4Z5D 3 133 202 279 258 76 175 144 | 140 160 41 39

dApdT - 4EF)] 4 152 185 286 228 94 157 155 | 193 168 37 42

dApdC - 5GUN 5 131 196 276 259 84 163 144 | 143 162 37 38

NDB dApdC - 4UNB 6 150 204 274 266 79 170 141 | 171 152 42 43

dApdC - PD0514 | 7 141 199 306 233 70 173 139 | 165 161 33 34

dGpdT - UDJ060 | 8 158 217 251 247 72 164 148 | 170 177 49 38

dGpdT - 3MXB 9 123 187 271 266 71 172 155 | 125 186 39 38

dGpdC - 3AZH 10 | 156 179 284 238 86 163 154 | 189 188 34 35

dGpdC - PDO170 | 11 | 147 196 308 240 69 175 142 | 162 175 40 34

dTpdC - NA0318 | 12 | 119 192 267 272 72 165 151 | 126 170 41 39

dApdG 1 137 275 298 281 78 174 130 | 144 135 39 42

dGpdA 2 134 200 276 275 83 179 127 | 145 132 38 42

dApdT 3 134 201 276 275 83 179 127 | 145 132 38 42

PBE dApdT 4 134 201 276 275 83 179 127 | 145 132 38 42

dApdC? 5 138 207 285 269 73 189 78 | 149 47 37 40

dApdC 6 134 200 276 275 83 179 127 | 144 132 38 42

dApdC3 7 134 201 276 275 83 179 127 | 145 132 38 42
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Continuacién de Tabla 3.11.

Meétodo dDMP | No. | 4 € ¢ a 8 5 by P Vinazl 2
BB12' 140 196 280 257 76 171 140

dGpdT 8 115 199 276 276 83 175 162 119 231 41 45

dGpdT 9 134 201 276 275 83 179 126 145 131 38 42

PBE dGpdC* 10 138 205 274 276 83 177 132 145 138 38 41

dGpdC3* 11 138 204 274 276 83 177 131 145 137 38 41

dTpdC 12 135 201 276 275 83 179 126 145 131 38 42

dApdG 1 139 199 277 276 84 178 138 148 143 39 42

dGpdA 2 139 199 276 276 84 177 139 148 145 39 42

dApdT 3 140 199 276 276 84 177 138 148 143 38 42

dApdT 4 139 199 276 276 84 178 137 148 142 39 42

dApdC* 5 141 203 279 271 79 178 165 150 229 38 44

Mo5 dApdC [§ 139 199 276 276 84 178 138 148 143 38 42

- 2X dApdC? 7 140 199 276 276 84 178 137 149 143 38 42

dGpdT 8 133 201 278 273 79 177 165 138 228 41 44

dGpdT 9 139 199 276 276 84 178 138 152 143 43 42

dGpdC 10 143 201 274 276 81 177 137 150 142 39 42

dGpdC? 11 145 201 276 274 81 177 137 152 142 39 42

dTpdC 12 139 199 276 276 84 178 137 148 143 38 42

dApdG 1 138 199 277 276 82 179 131 145 135 40 44

dGpdA 2 138 198 278 276 82 179 131 145 135 40 44

dApdT 3 138 199 278 276 82 179 131 145 134 40 44

dApdT 4 138 199 277 276 82 179 131 145 134 40 44

MP2 dApdC? ) 140 201 281 272 7 183 107 147 113 40 45

dApdC 6 138 199 278 276 82 179 131 145 134 40 44

dApdC? 7 138 199 277 276 82 179 131 145 134 40 44

dGpdT 9 138 199 277 276 82 179 131 145 134 40 44

dGpdC* 10 141 201 275 277 81 178 133 145 137 41 44

dGpdC?* 11 141 201 275 277 81 178 133 145 137 41 44

PW91-ulg dApdC 5 131 200 278 267 79 173 129 142 140 37 41
dApdT 3 140 198 276 281 73 186 138
BSC1 dApdC 7 131 194 276 282 74 186 137
dGpdC 11 140 197 276 281 73 185 138
OL15 dApdT 3 127 184 269 281 80 182 134
199 dApdT 3 128 195 277 282 72 191 111

Angulos en grados (°). I Angulos de torsiéon promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6]. 2Va a

minimo para la conformacién BAQ9.

BSC1.

*Minimo mas favorable obtenido con dicho método.

3Resultado obtenido de SPB previamente optimizado con el campo de fuerzas

Se ha indicado en la 3er columna el nimero de la

estructura experimental empleada para los cdlculos de optimizacion.
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Tabla 3.12: Angulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato para la clase conformacional BA0Y,
correspondiente a minimo de energia de fragmentos de SPB separados.

Método dDMP | No. | 4 € ¢ a 3 7y 5y Pio Vimaal.2
BA09! 134 200 287 256 68 172 90

dApdG - 1I1P 1 133 206 282 269 65 188 94 134 79 45 38

dGpdG - 1IGN 2 137 190 281 251 89 168 83 133 27 54 48

dApdC - IMOW 3 132 192 293 246 66 168 105 143 52 39 17

NDB dTpdC - 3MXB 4 129 195 284 253 78 157 78 139 20 41 39

dCpdC - PD1271 5 134 195 296 233 88 158 100 149 38 42 21

dTpdA - NA0646 6 123 208 282 253 76 173 106 130 103 47 36

dTpdG - 1P51 7 131 201 316 230 88 169 94 144 89 38 42

dApdG? 1 134 201 276 275 83 179 127 | 144 132 38 42

dGpdG* 2 138 206 285 269 73 189 73 150 40 37 39

dGpdG? 2 134 200 276 275 83 179 127 | 144 132 38 42

dApdC* 3 137 207 284 269 73 188 73 148 51 37 41

dApdC? 3 134 201 276 275 83 179 126 | 145 131 38 42

PBE dTpdC? 4 135 202 276 275 84 179 126 | 146 131 38 42

dCpdC* ) 137 207 285 269 73 189 73 149 48 37 40

dCpdC? 5 135 201 216 275 8 179 126 | 145 131 38 42

dTpdA? 6 134 200 276 275 83 179 126 | 144 132 38 42

dTpdG 7 138 207 286 208 71 190 73 149 50 37 41

dTpdG? 7 134 201 2716 275 83 179 127 | 145 132 38 42

dApdG* 1 140 199 279 274 81 180 79 150 25 38 39

dGpdG* 2 140 199 278 275 81 180 79 149 26 38 40

MO5 dApdC* 3 140 199 279 274 81 180 79 150 25 38 40

- 2X dTpdC* 4 140 199 279 274 81 180 79 150 25 38 40

dCpdC* 5 140 199 279 274 81 180 79 150 25 38 40

dTpdA? 6 139 199 276 276 84 178 137 | 148 143 39 42

dTpdG? 7 140 199 277 275 84 178 138 | 149 143 38 42

dApdG* 1 139 199 280 275 79 181 78 146 30 40 42

dGpdG* 2 139 199 280 275 80 181 78 146 32 40 41

dApdC* 3 139 199 280 275 79 181 78 146 31 40 41

MP2 dTpdC* 4 139 199 280 275 80 181 78 146 32 40 41

dCpdC* ) 139 199 280 275 80 181 78 146 31 40 41

dTpdA? 6 138 199 278 276 82 179 131 | 145 135 40 44

dTpdG? 7 138 199 278 276 82 179 131 | 145 134 40 44
BSC1 dTpdA 6 132 196 277 282 74 183 78
OL15 dTpdA 6 105 179 270 292 90 182 109
199 dTpdA 6 112 188 275 287 75 191 111

Angulos en grados (°).  'Angulos de torsién promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6]. 2Va a minimo

para la conformacion BB12.  *Minimo mas favorable obtenido con dicho método.  Se ha indicado en la 3er columna el

numero de la estructura experimental empleada para los cdlculos de optimizacion.
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Para una representacion visual sobre las clases que tienen esqueletos azicar-fosfato con
correspondencia a minimos de energia para SPBs separados, en la Figura 3.6 se muestran los
minimos cambios que existen en la conformacion de los SPBs debida a la optimizacion realizada
con PBE a estructuras de las clases BBOO y BB12.

Figura 3.5: Conformaciones de SPB experimental (izquierda) y optimizado con PBEPBE (de-
recha) de las clases NtCs BB00 y BB12, las cuales tienen dngulos de torsion correspondientes a
minimos de energia para SPBs separados. La optimizacion de las respectivas geometrias produce
un cambio minimo en la posicion mutual de los enlaces glucosidicos entre estructuras optimi-
zadas y experimentales. Los nitrdgenos de las bases han sido sustituidos por hidrégenos en los
cdlculos de optimizacion. Figura publicada en [1].

Del estudio realizado a estructuras en conformacién de la clase AB02, la cual es un hibrido
entre ADN-A y ADN-B, podemos decir que esta presenta una correspondencia a minimos de
energia para dichos fragmentos de SPBs separados, pues se han reproducido estos con la meto-
dologia empleada de MC. Sin embargo, es indispensable extender estos estudios en un futuro,
pues el tamano de la muestra es muy pequenio y en los resultados obtenidos se tiene que una
estructura experimental va a otra conformacién después de las optimizaciones realizadas a su
geometria, como se puede ver en la Tabla 3.13.
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Tabla 3.13: Angulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato para la clase conformacional AB02,
correspondiente a minimo de energia de fragmentos de SPB separados.

Método dDMP | No. | 4 ¢ ¢ a ] 5 da P Vimazl 2
ABO02! 94 59 56 208 188 66 131

dGpdA - NA0318 1 86 60 82 199 172 56 144 53 154 42 46
NDB dTpdG - PD1117 2 103 59 58 227 189 47 140 71 158 20 36
dCpdA - PD0956 3 70 65 60 223 174 64 104 45 104 47 23
dGpdA 1 87 4 90 205 161 51 136 94 146 43 40
PBE dTpdG* 2 89 34 53 200 193 52 130 92 139 44 41
dCpdA 3 88 34 53 205 195 53 131 91 147 44 39
MO5 dGpdA 1 87 8 90 203 154 48 141 91 149 44 40
_2X dTpdG* 2 88 36 47 204 205 52 139 89 147 45 39
dCpdA 3 87 36 48 207 203 53 140 88 160 45 35
dGpdA 1 87 89 204 155 48 140 94 147 45 41
MP2 dTpdG* 2 88 34 48 202 199 o1 136 90 143 46 42
dCpdA 3 74 38 56 222 180 53 136 64 150 45 39
BSC1 dTpdG 2 80 45 53 2583 176 48 137 T 147 41 42
dCpdA 3 101 44 49 263 177 48 137 | 317 147 40 42

Angulos en grados (°). 'Angulos de torsién promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6].  *Minimo

mas favorable obtenido con dicho método.  Se ha indicado en la 3er columna el numero de la estructura erperimental

empleada para los cdlculos de optimizacion.

Tal como ha sucedido en otros casos, para esta NtC ABO02 el campo de fuerzas BSC1 no
reproduce los minimos de MC. Los resultados obtenidos con este campo de fuerzas presentan
una desviacién de més de 40° con respecto al valor promedio para el angulo o de dicha clase
conformacional. En todas las optimizaciones realizadas con las distintas metodologias emplea-
das el empaquetamiento de ambos azicares permanece en las regiones para ADN-A y ADN-B,
respectivamente.

3.1.3. NtC BB10 y Subclase X

Otra de las clases conformacionales estudiadas es BB10; sin embargo, hemos encontrado y
agregado una subclase X a las estructuras “cercanamente correspondientes” a BB10, las cuales
difieren de esta ultima en el dngulo ~, siendo en la subclase X su valor més cercano al que
se tiene para la NtC BBO00, véase Tabla 3.14. Las estructuras BB10 presentan angulos (, «
y B diferentes de los que tienen las conformaciones de la familia BI, y pueden encontrarse en
regiones cercanas a las interacciones del ADN con proteinas.

Antes de continuar con los resultados obtenidos para las estructuras correspondientes a esta
clase y subclase es importante brindar informacién sobre el origen de la subclase X y sus estu-
dios.
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El estudio a las estructuras correspondientes a esta subclase comenz6 antes de la publica-
cion realizada por Schneider et al. (2018) [41]. Cuando comenzamos estos analisis no existia la
version moderna y extendida de la clasificacion de NtCs que incluye a BB10.

Nuestro primer acercamiento a la subclase X fue con el estudio realizado al diplex con la
secuencia dTpdT:dApdA, NDB ID 5F9I, en donde la cadena dTpdT presentaba caracteristicas
conformacionales que no correspondieron a ninguna clase antes reportada. Posteriormente se
procedié al estudio del fragmento de SPB separado extraido de dicho dDMP, dTpdT. Aunado
a ello, del estudio realizado al diplex dApdA(BB04):dTpdT(BA05), NDB ID NA2122, se ob-
tuvieron estructuras con cambios de conformacion en la cadena dApdA, correspondiendo a la
subclase que habiamos encontrado. Esto nos llevé a la biisqueda de més estructuras con dicha
conformacion.

Después de la publicacién moderna del articulo que contiene las 96 clases conformacionales
de dDMPs propuestas por éerny et al. [6] se han incluido a este anéalisis mas estructuras selec-
cionadas de la lista de NtCs BB10. A pesar de que la clase BB10 puede encontrarse a veces
en las regiones cercanas en donde interaccionan las dobles hélices con proteinas, las estructuras
experimentales que hemos elegido para nuestros estudios no se encuentran en complejos con
proteinas u otras moléculas. Los valores promedio para los angulos de torsién de la subclase X
han sido obtenidos considerando estos dDMPs experimentales estudiados.

De las optimizaciones realizadas a las estructuras elegidas BB10, se han reproducido con las
tres metodologias empleadas de MC minimos de energia correspondientes a SPBs separados para
la subclase X, véase Tabla 3.14. Este resultado se ha obtenido también al realizar calculos con
PBE empleando agua como solvente con el método PCM. Noétese que en los minimos obenidos
se tienen cambios de regién para el angulo v, yendo de BB10 a la subclase X. Los campos de
fuerza AMBER no reproducen este minimo para los fragmentos de SPB, pues presentan una
diferencia de ~40° para la torsién .

Tabla 3.14: Angulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato para la Subclase X, correspondiente
a minimo de energia de fragmentos de SPB separados.

Método dDMP | No. | 4 € ¢ « 8 5 5y P Vinazl 2
BB10! 138 196 192 22 106 19 129
Subclase X> 141 192 197 30 104 55 118

dGpdA - 516Q 1 163 176 170 48 79 38 112 | 176 118 45 42

dGpdA - BDL032 2 139 167 187 31 103 31 136 | 148 151 49 44

dGpdA - 5KEO 3 135 186 202 23 116 14 122 | 147 130 40 35

dApdT - 5W6W 4 143 199 199 34 91 8 93 | 164 92 39 43

NDB dApdT - BD0093 5 143 195 208 11 120 16 127 | 157 135 41 44

dGpdC - 5KEO 6 144 187 187 41 92 11 98 | 164 88 38 33

dTpdT - 5F9I 7 129 194 217 28 122 352 147 | 138 160 43 43

dTpdT - 5F9I 8 132 201 206 18 118 6 96 | 137 87 46 23

dCpdG - BDL032 9 155 194 204 35 88 31 139 | 199 148 37 49

dCpdG - BDLO014 10 | 124 221 194 850 114 42 111 | 139 151 42 29

dApdA - NA21223 | 11 136 195 199 318 143 56 144 | 143 164 46 36

duplex-PBE 11" | 148 194 188 25 94 45 124 | 173 133 36 43
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Continuacién de Tabla 3.14.

Método  dDMP | No. | 4 € ¢ a B v 52 P, Vinaw1,2
BB10! 138 196 192 22 106 19 129
Subclase X? 141 192 197 30 104 55 118

dGpdA 1 138 194 187 26 90 47 134 149 155 39 37

dGpdA 2 138 195 189 26 89 47 135 148 146 39 39

dGpdA 3 137 194 188 26 89 46 133 147 144 39 39

dApdT 4 138 194 187 26 90 47 135 149 154 39 37

PBE dApdT 5 136 198 198 28 89 46 134 146 145 39 39

dGpdC 6 137 194 189 26 89 46 138 148 145 39 39

dTpdT 7 138 194 187 26 90 47 134 149 154 39 37

dTpdT 8 137 194 189 26 89 46 133 148 145 39 39

dCpdG* 10 131 217 217 31 94 43 138 137 152 39 38

dApdA4 1 136 194 189 26 89 46 133 147 144 39 39

dGpdA 1 142 200 198 23 90 52 141 151 160 39 36

dGpdA* 2 141 200 199 23 90 51 140 150 150 39 38

dGpdA* 3 141 199 199 23 90 51 140 150 150 39 38

dApdT 4 141 200 199 23 90 52 140 150 159 39 36

MO5 dApdT* 5 141 199 199 23 90 51 140 150 150 39 38

e dGpdC* 6 141 199 199 23 90 51 140 150 150 39 38

dTpdT 7 141 200 200 23 90 52 140 151 159 39 36

dTpdT* 8 141 200 199 23 90 51 140 150 150 39 38

dCpdG* 9 152 200 207 23 92 50 141 165 152 38 38

dCpdG* 10 141 200 199 23 90 51 140 150 150 39 38

dApdA4 11’ 141 200 199 22 90 51 140 150 151 39 38

dGpdA 1 139 198 200 24 90 51 137 147 154 40 37

dGpdA* 2 138 197 199 23 89 50 138 145 147 41 40

dGpdA* 3 139 198 200 23 89 50 138 146 148 41 40

dApdT 4 139 198 200 24 90 51 137 147 157 40 42

dApdT* 5 139 198 200 23 89 50 138 146 148 41 40

MP2 dGpdC* 6 139 198 200 23 89 50 138 146 148 41 40

dTpdT 7 139 198 200 24 90 51 137 147 154 41 37

dTpdT* 8 139 198 200 23 89 50 138 146 148 41 40

dCpdG 9 150 200 206 24 92 49 140 161 149 39 39

dCpdG* 10 139 198 200 23 89 50 138 146 148 41 40

dApdA** 1 138 197 200 23 89 50 138 146 147 41 40

BSC1 dGpdA 1 131 205 179 31 68 46 110 138 117 44 42

dApdT 4 131 205 179 31 68 46 110 138 117 44 42

Angulos en grados (©). 1 Angulos de torsion promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6]. 2Angulos de

torsién promedio obtenidos para estructuras correspondientes a la clase BB10, los cuales difieren de esta clasificacion en
el angulo 4.  3Cadena en conformacién correspondiente a la clase BB04, después de someter a optimizacién su daplex
correspondiente, va a una conformacién cercaca a la Subclase X. *Resultado obtenido de SPB cortado de duplex con
una cadena BB04, optimizado con PBEPBE. *Minimo més favorable obtenido con dicho método.  Se ha indicado en

la 3er columna el numero de la estructura experimental empleada para los cdlculos de optimizacion.
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3.1.4. Clases conformacionales con esqueletos azucar-fosfato desviados de
los minimos de energia para SPBs separados

En esta secciéon se consideran NtCs del tipo BB y BA, es decir, dDMPs con ambos nu-
cledsidos teniendo azticares del tipo-B (tipo BB) y dDMPs con el primer nucledsido con azticar
tipo-B y el segundo con azucar tipo-A (tipo BA). Las clases aqui presentadas difieren de las con-
formaciones Bl en dos (BB02, BB04, BB15), tres (BA08), cuatro (BB13) o seis (BA16) torsiones.

La mayoria de minimos de energia de SPBs separados obtenidos para las NtCs estudiadas
en esta seccion estan caracterizados por un cambio considerable en la distancia C1’-C1’ (hasta
2.5A) y en la orientaciéon mutual de los enlaces glucosidicos, comparados con sus valores y posi-
ciones en las estructuras experimentales. Sin embargo, algunos minimos de energia tienen una
distancia C1’-C1’ que es muy cercana al valor en las estructuras experimentales, a pesar de la
gran variaciéon ocurrida en uno o dos angulos de torsion.

En la Figura 3.7 se muestran dos ejemplos de los cambios conformacionales ocurridos durante
la optimizacion de SPBs separados de las clases BB04 y BB16. Se han marcado los angulos de
torsién en los que se presentan respectivamente dichos cambios.

Figura 3.6: Cambios en las conformaciones de esqueletos azicar-fosfato después de optimizacio-
nes realizadas con PBEPBE a estructuras de NtCs que no tienen correspondencia con minimos
de energia para SPBs separados. Izquierda: SPB experimental, derecha: SPB optimizado con
PBEPBE. Se muestra un cambio drdstico en la posicion mutual de los enlaces glucosidicos de-
bido a las optimizaciones. Los dngulos de torsion marcados indican aquéllos en los que se han
obtenido cambios de mds de 3(°. Figura publicada en [1].
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Tres clases importantes para el estudio de interacciones entre ADN y proteinas son BB02,
BB04 y BB15, pues estas NtCs suelen estar presentes para corregir deformaciones de la doble
hélice, las cuales han sido inducidas por interacciones con proteinas o ligandos.

Los éangulos de torsién para los SPBs optimizados mediante las distintas metodologias
computacionales, asi como las estructuras experimentales empleadas en conformacién de la cla-
se BB02 se muestran en la Tabla 3.15. Todos los calculos realizados con las tres metodologias
de MC presentan cambios de region para los angulos ¢, a y [, mientras que las optimizaciones
realizadas con los tres campos de fuerzas AMBER, s6lo reproducen el cambio en el éngulo a. Es
interesante la alteracién obtenida en esta torsién «, pues se obtuvo también en calculos realiza-
dos a fragmentos minimos de diplex, cdDMPs, lo cual se discutiré en secciones mas adelante.
De igual manera, esta desviaciéon en dicha torsiéon ha sido reproducida en calculos realizados
con DFT empleando la metodologia de PCM con agua como solvente.

Tabla 3.15: Angulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato para la clase conformacional BB02,
la cual se desvia del minimo de energia de fragmentos de SPB separados.

Método dDMP | No. | 4 € ¢ « B 7y 5y P Vinazl 2
BBO02! 141 194 246 31 195 297 150

dApdA - PD0311 1 134 193 241 31 179 304 155 | 159 182 33 31

dApdA - PD0190 2 149 193 256 31 211 287 138 | 174 171 36 28

dGpdG - PDT058 | 3 139 192 236 36 176 302 153 | 159 189 36 32

dGpdA - PD0292 4 142 189 238 44 172 302 149 | 160 189 35 29

NDB dApdT - 5W6W 5 | 171 184 206 23 158 344 146 | 185 177 50 35

dGpdT - 5GUN 6 152 194 232 39 168 307 159 | 177 196 38 38

dTpdT - PD0190 7 136 201 248 25 216 293 153 | 1561 188 38 34

dTpdT - PD0329 8 142 193 251 34 204 293 146 | 161 191 37 28

dCpdC - PD0230 9 142 200 247 32 177 304 155 | 167 184 32 34

dCpdC - PDT058 | 10 | 142 203 265 18 211 293 146 | 161 179 36 28

dApdA 1 134 197 169 74 117 288 161 | 143 227 39 42

dGpdG 3 136 196 168 66 117 281 142 | 145 149 39 40

dGpdA 4 136 196 168 66 116 281 141 | 145 149 39 40

dApdT 5 145 196 180 69 116 287 161 | 155 226 38 42

PBE dGpdT 6 | 110 196 167 76 116 288 161 | 112 226 43 42

dTpdT 7 134 198 169 73 117 288 161 | 143 227 39 42

dTpdT 8 136 196 168 67 116 281 142 | 145 149 39 40

dCpdC 9 136 198 171 78 117 288 161 | 145 227 39 42

dCpd(C? 9 | 109 194 163 68 118 282 140 | 112 148 43 40

dApdA 1 140 198 174 68 119 293 165 | 148 224 39 42

dApdA 2 | 121 194 164 61 125 286 147 | 123 155 43 40

dGpdG 3 140 200 176 62 125 287 148 | 147 156 39 40

dGpdA 4 141 199 174 62 125 287 148 | 149 156 39 40

MO5 dApdT 5 151 205 204 64 118 293 165 | 160 224 39 42

9% dGpdT 6 119 194 163 61 128 286 147 | 120 155 43 40

dTpdT 7 140 198 174 67 119 293 165 | 148 225 39 42

dTpdT 8 140 197 169 61 125 287 148 | 148 156 39 40

dCpdC 9 140 198 174 68 119 293 165 | 148 225 39 42

dCpdC? 9 140 200 176 62 125 287 148 | 147 156 39 40

dCpdC 10 | 120 194 163 60 125 286 147 | 122 155 43 40
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Continuaciéon de Tabla 3.15.

Método dDMP | No. | 4, € ¢ a 8 y 89 Pio Vimazl,2
BB02! 141 194 246 31 195 297 150
dApdA 1 139 200 180 68 118 292 164 145 228 41 44
MP2 dCpdC 9 138 200 179 69 128 290 142 145 145 41 41
dCpdC? 9 139 200 178 62 123 286 145 | 145 152 41 41
PW91-ulg dedT3 6 105 198 171 72 119 286 158 109 225 43 39
dApdA 1 131 189 239 62 179 301 147
BSC1 dGpdC 3 131 189 239 62 179 301 147
dTpdT 7 131 194 236 62 178 303 145
dCpdC 9 129 198 233 63 178 304 144
OL15 dTpdT 7 115 205 177 65 188 304 133
99 dTpdT 7 98 200 224 65 179 307 134
Angulos en grados (©). LAngulos de torsién promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6]. 2Resultado
obtenido de SPB previamente optimizado con el campo de fuerzas BSC1.  3Resultado obtenido de SPB previamente
optimizado con el funcional PBEPBE. Se ha indicado en la 3er columna el nimero de la estructura experimental

empleada para los cdlculos de optimizacion.

Para la optimizaciéon de la geometria de SPBs tomados de dDMPs de la NtC BB04 hemos
obtenido tres tipos de minimos diferentes con MC, ninguno de los cuales corresponde a un
minimo de energia para SPB separado de esta clase. Por el contrario, se tiene que un mini-
mo coincide con resultados obtenidos para BB00, otro coincide con resultados de BB0O7 y el
tercero no se parece a ninguna clase NtC reportada, ver Tabla 3.16. Los minimos parecidos
a resultados de BBOO y BB0O7 pueden tener su explicaciéon en que esta conformacién BB04 es
un hibrido entre BI y BII. Es interesante e importante que al emplear calculos de optimiza-
cion con PCM con agua como solvente se ha tenido el cambio de conformacion de BB04 a BB0O.

Tabla 3.16: Angulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato para la clase conformacional BB04,
la cual se desvia del minimo de energia de fragmentos de SPB separados.

Meétodo dDMP | No. | 01 € C « [7) Y 0o PLQ Vmaz1,2
BB04! 140 201 214 315 153 46 140

dApdA - PD0329 1 143 191 214 325 156 38 143 159 160 39 35

dApdA - NA2122 2 136 195 199 318 143 56 144 143 164 46 36

NDB dApdT - PDT043 3 145 201 235 317 151 43 127 167 138 37 43

dTpdT - PD0638 4 128 210 200 323 136 48 133 138 147 41 38

dCpdG - 5ET9 5 144 192 213 335 169 27 156 159 191 41 38

dCpdG - BDJ036 6 138 217 223 316 156 38 138 167 169 33 35

dApdA2 1 136 208 283 291 171 48 136 146 147 38 40

dApdA 2 142 267 150 258 108 43 132 154 142 37 40

PBE dApdT? 3 137 208 283 291 171 48 137 147 147 38 40

dTpdT 4 136 198 168 291 185 48 137 144 148 39 40

dCpdG 5 136 198 169 291 186 48 137 144 148 39 40

dedG2 6 136 208 283 290 171 48 137 147 147 38 40
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Continuaciéon de Tabla 3.16.

Método dDMP | No. | 4, € ¢ a 8 5 5y Py Vinaz1.2
BB04! 140 201 214 315 153 46 140

dApdA? 1 140 191 276 293 163 48 140 150 150 39 40

dApdA 2 143 268 156 254 104 47 134 153 141 37 41

Mo5 dApdT? | 3 140 191 276 293 164 48 140 | 151 150 38 40
- 2X dTpdT 4 141 199 199 23 90 51 140 150 150 39 38
dCpdG 5 141 196 166 295 189 48 142 149 152 39 40

dCpdG? 6 140 191 276 293 163 48 140 150 150 39 40

dApdA? 1 139 194 278 293 165 48 140 147 149 40 41

dApdA 2 143 269 152 254 107 44 135 151 142 39 43

MP2 dApdT? 3 139 194 278 293 165 47 140 148 149 40 41
dTpdT 4 139 198 200 23 89 50 138 146 148 41 40

dCpdG 5 139 195 166 294 180 47 141 145 150 41 41

dCpdG? 6 139 194 278 293 165 47 140 147 148 40 41

BSC1 dApdA 2 132 202 164 288 175 47 137 140 148 43 42
dCpdG 5 134 191 282 290 169 47 138 145 148 43 42

Angulos en grados (°).  'Angulos de torsién promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6]. 2Va a minimo

para la conformacion BB00. Se ha indicado en la 3er columna el nimero de la estructura experimental empleada para

los cdlculos de optimizacion.

Del estudio realizado a conformaciones de la clase BB15 se tiene que esta no corresponde a
minimos de energia para SPBs separados. En la Tabla 3.17 se observan tres minimos de energia
diferentes con todas las metodologias de MC empleadas, de los cuales uno es igual a los minimos
obtenidos para BB00, otro corresponde con las optimizaciones realizadas a SPBs-BB02 (en este
caso cambiaron de regiéon cuatro torsiones para ir a dicha posicion) y el tercero no corresponde
a ninguna NtC. En cuanto a calculos empleando agua como solvente, con PCM, se obtuvo una
transicion hacia la clase BB0O.

Tabla 3.17: Angulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato para la clase conformacional BB15,
la cual se desvia del minimo de energia de fragmentos de SPB separados.

Meétodo dDMP | No. | 4 € ¢ a 8 v 5 P> Vinaz1,2
BB15' 144 189 257 345 189 350 = 148

dApdA - BDLB56 | 1 149 180 257 346 187 356 152 | 182 188 42 40

dGpdG - BD0017 2 151 191 238 11 162 336 161 | 182 178 37 37

NDB  4ApdC - UDJ0G0 3 132 195 254 344 166 3 148 | 156 167 36 44

dTpdC - BDJO36 4 139 181 267 329 201 4 150 | 162 197 35 36

dTpdA - PD0645 5 134 186 244 343 193 2 148 | 143 196 40 29

dCpdA - PD1235 6 141 200 226 343 155 14 163 | 159 168 38 50

dApdAZ 1 137 208 283 291 171 48 137 | 147 147 38 40

dGpdG?3 2 136 196 168 66 116 281 141 | 145 149 39 40

PBE dApd(? 3 137 207 283 291 172 49 136 | 147 154 38 38

dTpdC 4 138 195 278 293 281 53 137 | 149 147 39 40

dTpdA2 5 137 208 285 291 171 48 137 | 147 147 38 40

dCpdA? 6 136 208 283 291 171 48 137 | 147 147 38 40
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Continuaciéon de Tabla 3.17.

Método dDMP | No. | 4 ¢ ¢ a B 5 bo P Vinazl,2
BB15! 144 189 257 345 189 350 148

dApdA2 1 140 191 276 293 163 48 140 150 150 39 40

dGpdG3 2 140 200 176 62 124 287 148 147 156 39 40

MO05 dApdC? 3 141 205 284 289 172 47 142 150 162 39 37

- 2X dTpdC? 4 140 191 276 293 163 48 140 150 150 39 40

dTpdA 5 141 193 277 298 231 53 141 150 150 39 39

dedA2 6 140 191 276 293 163 48 140 150 150 39 40

dApdA2 1 139 194 278 293 165 48 140 147 148 40 41

dGpdG3 2 138 200 179 62 123 286 145 145 152 41 41

MP2 dApdC? 3 140 207 287 288 171 46 140 148 157 40 38

dTpdC? 4 139 194 278 293 165 48 140 147 149 40 41

dTpdA? 5 139 204 284 289 170 47 141 147 150 40 41

dedA2 6 139 194 278 293 165 47 140 147 149 40 41

BSC1 dApdC 3 134 191 282 290 169 47 138 145 148 43 42
Angulos en grados (°).  !Angulos de torsién promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6]. 2Va a minimo
para la conformacion BBO0O. 3Estructura parecida a todas las obtenidas en las optimizaciones realizadas a SPBs en

conformacion de la clase BB02.  Se ha indicado en la 3er columna el nimero de la estructura experimental empleada.

La clase BB13, la cual difiere de BB0OO en més de 30° en los angulos (, «, 8y v, s6lo presenta
una diferencia grande con las torsiones promedio para la NtC BB12 en « (diferencia de 38°).
Esta estd presente en fragmentos cercanos a terminaciones de la doble hélice de ADN.

En todos los célculos realizados con MC a las distintas estructuras experimentales de esque-
letos de la NtC BB13 se ha obtenido un cambio de regién en el angulo de torsién «, teniendo
asi minimos de energia que se han obtenido previamente para la clase BB12, lo cual se puede
observar en la Figura 3.7. Dicho cambio de conformaciéon de BB13 a BB12 se ha observado
también en los calculos realizados incluyendo agua como solvente empleando la metodologia de
PCM. Sélo existe un caso tinico para una optimizaciéon realizada con MP2 que es diferente de
estos minimos, tal como se puede ver en la Tabla 3.18.

Figura 3.7: Minimos obtenidos para SPBs optimizados con PBEPBE de dDMPs de las clases
conformacionales BB13 y BB12. Se muestra una misma posicion mutual de los enlaces glucosi-
dicos. En verde: minimo obtenido para SPB-BB12. En azul: minimo obtenido para SPB-BB13.
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Con los tres campos de fuerzas AMBER se tiene este mismo cambio en la torsiéon «, en
adicion, con OL15 y ff99 también cambiaron los angulos d1 2, por lo que s6lo BSC1 reproduce
los mismos minimos que MC, los cuales no cambiaron el empaquetamiento de los azicares de
region.

Tabla 3.18: Angulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato para la clase conformacional BB13,
la cual se desvia del minimo de energia de fragmentos de SPB separados.

Meétodo dDMP | No. | 01 € ¢ « 154 ¥ 0o PLQ Vmaz1,2
BB13! 143 187 293 219 98 161 146

dGpdG - BDJB49 1 155 193 272 243 119 132 156 173 174 43 49

dGpdA - PD0428 2 140 181 289 217 113 166 146 | 154 165 38 36

NDB dApdC - PDE0142 3 135 190 287 224 109 149 117 | 147 118 38 30

dTpdA - PD0092 4 150 176 299 202 110 163 147 | 189 189 32 31

dTpdA - NA0246 5 141 190 298 210 94 169 142 | 158 159 36 37

dTpdG - NA1140 6 154 200 284 232 83 154 153 | 182 183 35 35

dGpdG? 1 134 200 276 275 8% 179 127 145 131 38 42

dGpdA? 2 134 200 214 274 82 178 129 144 134 38 42

PBE dApdC? 3 134 200 276 275 83 179 127 | 145 132 38 42

dTpdA? 4 134 200 276 275 83 179 127 | 144 132 38 42

dTpdA? 5 134 201 276 275 83 179 136 145 131 38 42

dTpdG? 6 138 205 274 276 83 177 131 | 145 137 38 41

dGpdG? 1 139 199 276 276 84 178 137 | 148 143 39 42

dGpdA? 2 140 199 277 275 83 178 138 | 149 143 39 42

Mo5 dApdC? 3 139 199 276 276 84 178 137 | 148 143 38 42

-2X dTpdA? 4 139 199 276 276 84 178 137 148 142 39 42

dTpdA? 5 139 199 276 276 84 178 138 | 148 143 39 42

dTpdG? 6 144 201 275 275 81 177 137 | 150 142 39 42

dGpdA? 2 137 198 276 278 83 178 136 | 144 140 40 43

dApdC? 3 138 199 277 276 82 179 131 | 145 135 40 44

MP2 dTpdA 4 139 273 297 284 4 171 134 | 143 138 41 44

dTpdA? 5 138 199 217 276 82 179 131 145 134 40 44

dTpdG? 6 141 201 275 277 81 178 133 145 137 41 44
BSC1 dTpdA 4 140 198 276 281 73 186 138
OL15 dTpdA 4 105 179 270 292 90 182 109
ff99 dTpdA 4 112 188 275 287 75 191 111

Angulos en grados (°).  'Angulos de torsién promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6]. 2Va a minimo

para la conformacion BB12.  Se ha indicado en la Ser columna el nimero de la estructura experimental empleada para

los cdlculos de optimizacion.

Por otro lado, los resultados de las optimizaciones realizadas a SPBs de dDMPs de la clase
conformacional BA08 con los tres métodos de MC coinciden con los minimos de energia obte-
nidos para BB00 y BA05, ademés de un minimo de energia extra que corresponde a la NtC
OP10. Es necesario mencionar que se han reproducido estos tres minimos en célculos en los que
se ha considerado agua como solvente empleando la metodologia PCM. En cuanto al campo
de fuerzas BSC1, este reprodujo también minimos de energia para BB00 y BA05, ver Tabla 3.19.
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Tabla 3.19: Angulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato para la clase conformacional BAOS,
la cual se desvia del minimo de energia de fragmentos de SPB separados.

Método dDMP | No. | 4 € ¢ @ B 5 52 Pio Vinaz1 2
BAOS8! 139 208 213 301 141 49 89
dGpdC - INJW 1 143 214 221 288 147 46 81 158 34 37 37
NDB dTpdC - 3F27 2 141 205 219 291 153 62 108 149 102 45 36
dTpdG - 2AC0 3 134 201 198 296 147 49 98 132 14 51 31
dTpdG - 6MHT 4 134 213 219 286 157 47 97 135 55 51 37
dGpdC? 1 137 208 283 291 173 56 94 147 329 38 38
PBE dTpdC3 2 137 208 283 291 172 49 136 | 147 154 38 38
dTpdG* 3 136 197 168 287 189 53 102 144 316 39 39
dTpdG? 4 136 207 283 290 173 56 93 146 331 39 38
dGpdC? 1 140 189 274 295 167 59 95 151 330 38 39
Mo5 dTpdC? 2 140 190 276 293 164 48 139 | 150 156 39 38
- 2X dTpdG* 3 141 194 166 288 184 55 103 149 318 39 40
dTpdG? 4 140 189 274 295 167 59 95 151 330 38 39
dGpdC? 1 140 208 286 289 173 56 100 147 320 40 41
MP2 dTpdC3 2 139 194 278 293 166 48 138 | 148 153 40 39
dTpdG 3 139 195 166 293 185 55 130 | 145 317 41 40
dTpdG? 4 140 208 286 288 173 56 100 147 320 40 41
BSC1 dGpdC 1 134 198 285 289 174 52 112 145 313 43 43
dTpdC 2 134 191 282 290 169 47 138 | 145 148 43 42
Angulos en grados (°).  !Angulos de torsiéon promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6]. 2Va a minimo
para la conformacién BA0O5.  3Va a minimo para la conformacién BB00. “4Va a minimo para la conformaciéon OP10.

Se ha indicado en la 3er columna el numero de la estructura experimental empleada para los cdlculos de optimizacion.

Es importante mencionar que para algunos SPBs-BA16, NtC del tipo BII con variaciones en
4 torsiones, se tuvieron problemas al realizar célculos de optimizacion con las tres metodologias
de MC ya que se presentaba una interaccion artificial entre el ion de sodio (Na+) -empleado
para neutralizar la molécula durante las optimizaciones- y el 4tomo O5" del nucledsido en 5’-fin.
Esta interaccién se obtuvo a pesar de las rotaciones realizadas alrededor del enlace C4’-C5’, por
ello, se procedié a eliminar el grupo -O5’-H y colocar un hidrogeno en su posiciéon. Como se
puede notar en la Tabla 3.20, se tienen diferentes minimos de energia, ninguno correspondiente
a la clase BA16 o alguna NtC reportada, con todas las metodologias y rutas de optimizacién
empleadas.

Tabla 3.20: Angulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato para la clase conformacional BA16,
la cual se desvia del minimo de energia de fragmentos de SPB separados.

Meétodo dDMP | No. | 61 € C « 8 Y (52 PLQ Vmaz1,2
BA16' 146 246 190 61 229 199 85

dApdA - BDJO031 143 240 196 73 233 196 90 | 161 19 43 29

dApdG - PD0368 139 238 207 61 223 206 87 | 143 40 48 37

NDB dApdT - 2MAV 143 279 180 66 234 192 104 | 148 102 43 38
dGpdC - PDT039 135 236 189 73 235 195 83 139 20 45 37

dTpdC - PD0576 151 244 209 70 217 196 96 163 40 44 34

Tt W N~
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Continuaciéon de Tabla 3.20.

Meétodo dDMP | No. | 0 ¢ 5 o 8 ¥ do P Vinaz1.2
BA16' 146 246 190 61 229 199 85

dApdA - BDJ031 1 143 240 196 73 233 196 90 161 19 43 29

dApdG - PD0368 2 139 238 207 61 223 206 87 143 40 48 37

NDB dApdT - 2MAV 3 143 279 180 66 234 192 104 | 148 102 43 38

dGpdC - PDT039 4 135 236 189 73 235 195 83 139 20 45 37

dTpdC - PD0576 5 151 244 209 70 217 196 96 163 40 44 34

dApdA? 1 136 198 180 95 264 199 83 144 349 40 37

PBE dApdA3 1 139 196 175 94 261 201 4 148 57 40 41

dApdT? 3 134 280 244 88 260 198 5 136 19 41 37

dApdA 1 138 205 189 87 279 202 80 145 358 40 39

Mo5 dApdG 2 127 271 169 72 179 191 81 124 1 43 37

- 2X dApdT? 3 137 284 240 81 265 199 74 138 32 41 39

dTpdC 5 143 235 221 70 239 193 78 149 55 40 42

dApdA 1 146 184 169 7 286 214 70 162 58 39 46

MP2 dApdG 2 138 289 98 59 224 185 75 141 57 42 43

dGpdC 4 136 204 188 86 282 205 79 142 357 41 39

BSC1 dApdA 1 132 206 173 7 294 200 7 140 42 43 45

Angulos en grados (°). 'Angulos de torsién promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6].  ?Resultado

obtenido de SPB previamente optimizado con el funcional M05-2X. 3Resultado obtenido de SPB previamente optimizado
con MP2. “4Resultado obtenido de SPB sin el grupo OH ubicado inicialmente en 5-fin, para evitar su interaccién con
el i6n de sodio (Na+).  Se ha indicado en la 3er columna el nimero de la estructura experimental empleada para los

cdlculos de optimizacion.

3.1.5. Clases conformacionales estudiadas de ADN-Z

Dada la importancia del estudio y entendimiento de los mecanismos de formacion del ADN-
7, para elucidar su rol en procesos celulares como la cancerogénesis o en diversas enfermedades,
se ha realizado un analisis a distintas clases conformacionales correspondientes a esta familia.
Anteriormente se estudiaron fragmentos de cdDMPs y dDMPs [3, 7], como una continuacién y
extension de esto, se analizaron en esta ocasion fragmentos minimos del esqueleto azicar-fosfato
de dichas conformaciones para ver si hay o no correspondencia con minimos de energia para
SPBs separados de cada NtC considerada.

El ADN-Z de dobles hélices levogiras se forma sélo con la alternacion de secuencias purinas
y pirimidinas, Pur-Pyr-Pur-Pyr..., en donde los nuclebsidos de pirimidinas se encuentran en
conformacion anti (como en los WCDs), mientras que los de purinas presentan una conforma-
cion syn. Pese a los dos tipos de conformacién de los nucleésidos, estos forman pares de bases
nitrogenadas de Watson-Crick.

Este estudio incluye las clases ZZ1S, ZZS1 y Z7S2, de las cuales existen 139, 100 y 22
dDMPs de ADN clasificados de las estructuras del Nucleic Data Bank (NDB), respectivamente.
La primera, ZZ1S, corresponde a dDMPs cuya secuencia de nucleosidos es Pyr(anti)-Pur(syn);
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este tipo de estructuras ocurren en una forma especifica de GNRA /UNCG tetraloop (principal-
mente dCpdG en UNCG tetraloops: OP09-OP20-ZZ1S). Por otro lado, las clases ZZS1 y Z7S2
pertenecen a dDMPs de secuencia Pur(syn)-Pyr(anti), estas dos NtCs difieren entre si en las
torsiones €, {, a 'y f.

La Figura 3.8 presenta fragmentos de SPBs de estas clases conformacionales para su com-
paracion. Aunque visualmente parece ser que hay una mayor distancia C1’-C1’ en ZZS2 que la
que hay en ZZS1, la diferencia entre ambas clases es de s6lo 0.1A.

Figura 3.8: FEsqueletos azicar-fosfato de dDMPs de diferentes clases conformacionales de
ADN-Z. 7ZZ1S: NtC de dDMPs con la secuencia Pyr(anti)-Pur(syn). ZZS1 y ZZS2: NtCs
de dDMPs de secuencia Pur(syn)-Pyr(anti). ZZ1S NDB ID 641§, ZZS1 NDB ID NA0804, ZZS2
NDB ID NA0804.

Del estudio realizado a SPBs de dDMPs en conformacion ZZ1S se han obtenido mediante las
tres metodologia de MC correspondencia con minimos de energia para SPBs separados de esta
clase. S6lo se ha tenido un resultado para cada método que tiene desviaciéon en 1-2 torsiones,
como se puede ver en la Tabla 3.21. Pero esto podria ser un caso aislado, dado que la mayoria
de resultados son buenos. Notese ademas que para la primer estructura experimental (NA1493),
a pesar de tener los angulos de torsion « y « fuera de region, se obtuvieron minimos con todas
sus torsiones en regiones para esta clase ZZ1S.

Tabla 3.21: Angulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato para la clase conformacional ZZ18,
Pyr(anti)-Pur(syn), correspondiente a minimo de energia de fragmentos de SPB separados.

Método dDMP No. 61 € C (67 B Y 62 P1,2 Vmaxl,2

dTpdG - NA1493

dTpdG - 6A1Q

NDB dCpdA - 6A1Q
dCpdG - NA0804
dCpdG - NA0804

147 287 54 157 187 123 77 | 152 48 54 48
142 254 95 76 200 156 8 | 151 40 38 33
145 245 93 63 198 174 91 | 163 39 48 31
147 268 74 65 181 180 98 | 163 35 18 25
148 262 72 69 190 181 92 | 159 39 27 28

Tt W N~
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Continuacién de Tabla 3.21.

Método dDMP No. 01 € ¢ « 153 ol 0o Pio Vmaz1,2

dTpdG* 1 134 256 72 191 184 119 | 140 129 40 41
dTpdG 2 135 259 72 74 190 189 85 141 347 39 37
PBE dCpdA 3 110 273 76 75 188 189 88 111 340 43 38
dCpdG 4 135 259 7274 190 189 85 141 347 39 37
dCpdG 5 135 259 72 74 190 189 85 141 347 39 37
dTpdG 1 137 263 67 75 189 184 103 142 317 40 40
MO5 dTpdG 2 137 263 68 75 189 184 103 142 317 40 40
_2X dCpdA 3 146 202 68 68 228 187 103 155 318 39 41
dCpdG* 4 155 281 81 56 188 181 108 176 312 36 41
dCpdG 5 137 263 67 75 188 184 103 141 317 40 40
dTpdG* 1 138 260 67 76 189 186 98 142 322 41 41
dTpdG* 2 139 260 67 76 189 186 98 143 322 41 41
MP2 dCpdA 3 150 209 71 62 222 185 T 159 60 40 42
dCpdG* 4 138 260 67 76 189 186 98 143 322 41 41
dCpdG* 5 138 260 67 76 189 186 98 142 321 41 41
Angulos en grados (°). L Angulos de torsion promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6]. *Minimo

mas favorable obtenido con dicho método.  Se ha indicado en la 3er columna el nimero de la estructura erperimental

empleada para los cdlculos de optimizacion.

Por otro lado, para la NtC ZZS1 se han obtenido resultados variados, PBE y M05-2X repro-
ducen minimos de energia para SPBs separados en esta conformacion, sin embargo, en todos los
resultados obtenidos con MP2 se tienen desviaciones, véase Tabla 3.22. Dado que no tenemos
una reproduccién con los tres métodos, no podemos asegurar que esta familia corresponde a un
minimo de energia, pero tampoco podemos decir que no lo hace. Aunado a ello, hubo estructu-
ras que después de las optimizaciones realizadas con un método, o mas, presentaron interacciéon
entre el atomo O5' del nucledsido en 5'-fin y el ion Na+, esto no ha sido incluido en la tabla.

Tales resultados nos dan pauta para creer que la clase ZZS1 puede tener o no minimos de
energia para SPBs separados dependiendo de las condiciones que se tengan, como las condiciones
geométricas iniciales de las conformaciones, el entorno, y, si las interacciones de dispersiéon juegan
un papel crucial de estabilidad, o por el contrario, afectan esta si no hay otras interacciones que
las estabilicen. Es necesario extender este estudio con més estructuras experimentales.

Tabla 3.22: Angulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato para estructuras experimentales de la
clase conformacional ZZS1, de dDMPs de secuencia Pur(syn)-Pyr(anti), y estructuras tedricas
de fragmentos separados de SPB optimizados.

Meétodo dDMP No. 01 € C « B Y 52 PLQ Vmaz1,2

dApdC - 6A1Q 1 91 235 324 208 207 54 137 48 31 148 37

NDB dGpdC - NA0804 2 98 243 291 211 237 55 141 18 25 155 35
dGpdC - NA0804 3 91 240 291 212 239 55 148 31 31 159 39

dGpdC - NA0804 4 93 249 283 217 228 56 147 34 30 162 35

PBE dGpdC 2 95 244 291 205 243 49 130 | 339 137 37 41
dGpdC* 4 91 215 289 203 244 48 127 83 134 42 42
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Continuacién de Tabla 3.22.

Método dDMP | No. 0 € ¢ o B ol 02 Py Vmazl,2

MO5 dGpdC* 2 84 214 304 192 237 53 136 70 143 43 40
- 92X dGpdC 3 80 211 305 191 236 54 136 48 142 40 40
dGpdC* 4 84 214 304 192 237 53 136 69 143 42 40
dApdC 1 128 212 295 184 234 53 135 130 141 44 42
MP2 dGpdC 2 78 209 308 167 239 61 115 47 119 42 44
dGpdC 3 78 209 308 168 239 61 116 45 119 42 44

Angulos en grados (°).  'Angulos de torsién promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6].  *Minimo

mas favorable obtenido con dicho método.  Se ha indicado en la 3er columna el numero de la estructura erperimental

empleada para los cdlculos de optimizacidn.

Finalmente, en la Tabla 3.23 se presentan los parametros conformacionales obtenidos para
los SPBs-Z7ZS2 optimizados. Ninguno de los tres métodos de MC empleados pudo reproducir
estructuras sin desviacion en ninguna torsion. Con esto podemos concluir que para la NtC ZZS2
no hay correspondencia con minimos de energia para SPBs separados. Aunque son pocas las
estructuras experimentales estudiadas podemos asegurar esto dada la experiencia adquirida en
los estudios realizados a SPBs de otras NtCs, pues al obtener en esos estudios resultados como
estos, con las tres metodologias de MC, nos permitié ser mas certeros y al aumentar las mues-
tras se tuvieron resultados semejantes, sin obtener minimos que si correspondiesen.

Tabla 3.23: Angulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato para la clase conformacional ZZS2,
Pur(syn)-Pyr(anti), la cual se desvia del minimo de energia de fragmentos de SPB separados.

Método dDMP No. o1 € ¢ «@ 153 0% b Pis Vinaz1,2

NDB dGpdT - NA1493 1 90 212 13 164 174 66 147 66 37 152 48
dGpdC - NA0804 2 92 182 66 168 167 44 143 27 28 157 33

PBE dGpdT 1 117 193 57 235 155 51 134 120 143 42 40
dGpdC 2 78 194 60 228 150 51 131 40 140 41 40

Mo05 dGpdT 1 74 185 47 237 144 50 137 32 146 42 39
- 2X dGpdC 2 76 188 50 285 143 50 137 o1 146 43 39
MP2 dGpdT 1 73 190 49 285 143 30 138 50 147 45 40
dGpdC 2 73 190 49 2835 143 49 138 50 147 45 40

Angulos en grados (°). 'Angulos de torsién promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6].  Se ha indicado

en la Ser columna el nimero de la estructura experimental empleada para los cdlculos de optimizacion.
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3.2. Fragmentos minimos de duplex de ADN con cadenas de
distintas clases NtCs

De acuerdo a estudios realizados anteriormente por Poltev et al. [9, 10, 11, 12, 42, 43|, la direc-
cionalidad de la cadena aztcar-fosfato y los rangos caracteristicos para los angulos dihedros de
minimos de energia de SPB separado, combinados con las diferencias entre bases nitrogenadas
purinas (Pur) y pirimidinas (Pyr), determinan la dependencia de la estructura tridimensional
de los duplex de Watson-Crick (WCDs) en la secuencia de las bases.

Gracias a esa serie de trabajos se pudieron establecer regularidades de formacién para los
WCDs. Se comprobé que aquéllos dDMPs de secuencias Pur-Pur y Pur-Pyr presentan una
notable superposicion entre dichas bases apiladas, mientras que en los de secuencias Pyr-Pyr
y Pyr-Pur el traslape entre los anillos de las bases es insignificante. A estas regularidades le
llamaremos reglas normales de superposicién de los anillos de las bases apiladas.

Para tener un panorama mas completo sobre los diiplex de ADN es necesario establecer si las
regularidades de formacién encontradas para estructuras con ambas cadenas en conformacion
de una de las grandes familias (BI, Al), i.e. reglas normales, siguen siendo validas para otras
clases NtCs con formacion de pares de nucledsidos normales de WC, y también para aquéllos
casos en los que tenemos diplex con cadenas de diferentes NtCs, por ejemplo, BB00:BB07,
AA00:AA01, BB00:BA01, BB07:BA05, BB00:BB02, por nombrar algunos.

Por otro lado, la presencia de proteinas haciendo complejos con duplex de ADN pueden
afectar, y por ende cambiar, algunos de los parametros conformacionales [5, 44]. No obstante, la
existencia de variadas conformaciones en las estructuras experimentales puede deberse a fuerzas
de empaquetamiento inherentes en el cristal. Asi pues, es de interés en este trabajo estudiar la
optimizaciéon de cdDMPs experimentales mediante distintas metodologias, ya que podrian al-
gunas conformaciones regresar a minimos ya estudiados, o podrian resultar en nuevos minimos
con nuevas regularidades para las distintas NtCs y el emparejamiento entre estas.

En adicion, dado el analisis de los resultados obtenidos para los SPBs de las distintas clases
estudiadas en la Seccidon 3.1, es importante ajustar las reglas de superposiciéon, las cuales es-
tan intrinsecamente relacionadas a cuales NtCs tienen minimos de energia para SPBs separados.

En las siguientes secciones se muestran los resultados obtenidos del estudio de diversos du-
plex experimentales con ambas cadenas en conformacién de diferentes NtCs, con lo cual se
muestran regularidades de formacién de los mismos y las posibles causas de estas.

Para una mejor comprension de los estudios realizados y, por ende, de las conclusiones en
las regularidades de formacién a la que estos conllevan, se presentan los cdDMPs estudiados
agrupados en subsecciones de acuerdo a la clase NtC que presentan una o ambas cadenas del
mismo, y asi poder relacionar las regularidades con los resultados obtenidos previamente sobre
cuéles clases conformacionales tienen minimos de energia para SPB separado y cuéles no.
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3.2.1. Estudio de fragmento de diplex con cadenas complementarias en con-
formacion AI:AII

Dada la ya mencionada importancia de estudiar estructuras con ambas cadenas en con-
formacion de distintas clases NtCs, con objeto de comprender y tal vez ajustar las reglas de
superposicion, comenzamos este analisis con un duplex de cadenas complementarias correspon-

dientes a dos de las grandes familias de ADN: AA00 y AAO1.

En la Tabla 3.24 se muestran los angulos de torsion del esqueleto azucar-fosfato, los angulos
glucosidicos y la superposiciéon entre las bases apiladas para las cadenas del cdDMP experi-
mental, y optimizado con distintas metodologias, de secuencia dGpdG:dCpdC, el cual ha sido
tomado del duplex experimental d(GGTATACC)q, NDB ID ADO0067 [45].

En este fragmento minimo de diplex, de la estructura experimental se tiene a la cadena de
secuencia dGpdG en conformacion de la clase AA0OO, mejor conocida como Al. Mientras que
la cadena dCpdC tiene sus torsiones en regiones casi como las de la clase AAO1, AII, pero con
el angulo o con una desviaciéon de 34° y el azticar en la posiciéon 3’-fin en conformaciéon del
tipo-B, i.e. d9 con una variacion de >50°. Ademas, ambas cadenas experimentales presentan
reglas normales de superposicion.

La cadena AA00 de los fragmentos de duplex optimizado, empleando tanto el programa
Gaussian como el paquete ADF, retiene los angulos de torsiéon, asi como el empaquetamiento
del azucar, en regiones cercanas a la estructura experimental y a dicha clase.

Por otro lado, después de las optimizaciones realizadas con las distintas metodologias, se
tiene que el angulo de torsién « de la cadena dCpdC va a regiones cerca del valor promedio
de este para la clase AAO1. Sin embargo, se tienen cambios de region para la torsion [ en las
optimizaciones realizadas con el funcional PBEPBE, tanto en vacio como en los dos célculos
considerando agua como solvente con distintas metodologias. Notese que este cambio de re-
gién para (B se ha obtenido también en algunas optimizaciones realizadas con M05-2X y con
MP2 a SPBs-AAOQ1, ver Tabla 3.6, teniéndose minimos cercanos a la clase conformacional AA05.

Es interesante coémo se tiene este cambio de conformacién de AAQ1 a AAO05, las cuales di-
fieren en sus torsiones promedio en mas de 30° sblo en el angulo 8, tanto en optimizaciones
realizadas a SPBs como a cdDMP, ver Tabla 3.24. Esto nos indica que este cambio de una clase
a otra es posible tanto en diplex como en fragmentos més pequenos, ain teniendo presentes
mas interacciones estabilizadoras en los cdDMPs.

A pesar de no existir reportada alguna clase conformacional que presente las torsiones de la
cadena experimental dCpdC, con el aziicar en 3’-fin en conformacién tipo-B, después de las op-
timizaciones realizadas con las distintas metodologias se mantiene una conformaciéon C2’-endo
para el aztucar de 3’-fin. Lo cual nos muestra la viabilidad de esta combinacién de torsiones con
un empaquetamiento del tipo-B.
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Tabla 3.24: Angulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato, dngulos glucosidicos y drea de su-
perposicion entre los anillos de las bases apiladas, S(£2), para las cadenas de la estructura
experimental y las optimizaciones del diplex dGpdG:dCpdC con la cadena dGpdG en conforma-
cion AA00 y la cadena dCpdC cercana a AAOI.

NDB Método 0 € ¢ o B8 5 0o X1.2 S(A?)

INI (experimental)? 86 212 297 291 179 54 81 183 196 1.51

cdDMP 85 209 290 294 180 57 81 195 210 2.04

dGpdG PBE cdDMP? 84 211 289 292 181 56 83 198 211 1.95
AA00 cdDMP%* 85 207 290 294 178 57 81 196 209 2.28
AD0067 PWI1(ADF) cdDMP 83 208 289 296 178 61 81 192 203 2.18
PBE-D cdDMP% 83 204 293 292 184 54 82 194 207 2.10

99 cdDMP 84 194 294 293 175 59 86 194 198 2.21

INI (experimental)? 79 190 287 183 186 170 147 | 202 202 0.00

cdDMP 80 192 269 167 223 182 146 | 195 197 0.00

dCpdC PBE cdDMP3* 82 196 268 166 222 181 147 | 198 204 0.14
AA01 cdDMP* 80 192 269 168 224 181 145 | 194 197 0.00
AD0067 PW91(ADF) cdDMP 79 190 276 176 207 180 145 | 196 199 0.00
PBE-D cdDMP®* 77 185 278 172 214 179 150 | 196 199 0.00

ff99 cdDMP 79 178 282 170 197 180 155 | 197 205 0.00

Angulos en grados (©). 1 Angulos de torsion promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6]. 2Estructura,
inicial extraida del duplex AD0067. 3Estructura optimizada con Gaussian empleando el Modelo del Continuo Polarizable
(PCM) con agua como solvente. *Estructura optimizada con el programa Gaussian empleando el Modelo de Onsager con
agua como solvente (SCRF=dipolo). ®Estructura optimizada con el programa ADF utilizando correccién de dispersion

(funcional PBE-D). *Resultado obtenido de duplex previamente optimizado con el funcional PBEPBE.

Tabla 3.25: Pardmetros de posicion mutual de las bases, y pares de bases, en el diplex dCpdG
(BA05):dCpdG(BB04) optimizado por distintos métodos.

Meétodo h-Twist h-Rise Buckle; 5 Propeller; 5 Tilt Roll

INI (empem'mental)2 33.39 2.27 -5.61 -10.34 -2.99 -14.05 0.82 8.60
cdDMP 29.91 3.59 2.02 6.75 4.51 -12.42 3.51 2.66

PBE cdDMP3* 31.78 3.23 -0.89 4.62 -2.52 -9.84 1.38 7.44
cdDMP** 28.96 3.47 1.81 8.15 5.85 -11.12 3.59 3.36

PW91(ADF) cdDMP 30.41 4.30 2.31 -1.89 2.78 -14.06 3.88 0.01
PBE-D cdDMP5* 30.69 3.33 -0.39 4.81 3.33 -14.72 4.45 1.56
99 cdDMP 30.38 2.94 -5.04 2.30 4.61 -11.00 -0.03 3.83

h-Twist, Buckle, Propeller, Tilt y Roll en grados (°), h-Rise en A, Mismas designaciones que en Tabla 3.24.
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Los resultados obtenidos de todas las optimizaciones realizadas muestran una disposicién
casi paralela de los pares de bases con pequenos angulos de Propeller y Buckle, véase Tabla 3.25,
y exhiben substancial superposicién entre las bases purinas y nula entre los anillos de las piri-
midinas. Estas caracteristicas no cambiaron a pesar de considerar correcciones de dispersién o
de solvente al modelo. Por lo tanto, se tienen reglas normales de superposicién para este diplex
con cadenas en conformacion de clases que tienen minimos de energia para SPB separado.

En la Figura 3.9 se muestran dos vistas del daplex optimizado con el funcional PBE, en
esta se puede observar la superposicion entre los anillos de las bases apiladas, teniéndose re-
glas normales; ademaés, se aprecia una buena disposicién mutual de los pares de bases apilados,
comprobandose la viabilidad de esta estructura.

Figura 3.9: Diferentes vistas de diplex de ADN-A (NDB ID AD0067), con una cadena en
conformacion AA00 y la otra cercana a AAO01L, optimizado con DFT empleando el funcional
PBEPBE. Arriba: se muestra la superposicion entre los anillos de las bases apiladas. Abajo: se
puede observar la posicion mutual de los pares de bases apilados. Figura publicada en [3]
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3.2.2. Fragmentos minimos de diplex con una cadena tipo-BI y su comple-
mentaria del tipo-BII

En esta seccién se presentan los resultados obtenidos del estudio realizado a diplex con
una cadena del tipo-BI (BA01, BA05, BB00) y la cadena complementaria del tipo-BII (BB07,
BB04). Las secuencias de los cdDMPs considerados son (dCpdG)a, (dGpdC)y y dTpdT:dApdA.

Del estudio presentado en la Seccion 3.1 sabemos que las clases BAO1, BA05 y BBOO tienen
minimos de energia para SPBs separados, mientras que BB04 no tiene correspondencia con
ninguno y BB07 presenta resultados variados, con conclusiones ajustadas a estos. Por ende, es
necesario hacer un anélisis de las regularidades en la superposicién de las bases dependiente en
su secuencia y en la clase conformacional, tomando en cuenta si esta tiene o no minimos de
energia para SPB separado.

Es importante mencionar que la NtC BB07 es un tipo de conformacién crucial para doblar el
ADN, mientras que la clase BB04 suele acomodar deformaciones de la doble hélice de ADN, las
cuales han sido inducidas por interacciones con proteinas o ligandos. A continuacién se discuten
los resultados obtenidos para cada estructura experimental, separadas por secuencia; asi como
la importancia biologica de las mismas.

3.2.2.1. Estructuras (dCpdG); con las conformaciones BA01:BB07 y BA05:BB04

Se han extraido de las terminales de los fragmentos experimentales NDB ID 5EZF y 5ET9,
de secuencia d(CGCTATAATGCG):d(CGCATTATAGCG), dos conformaciones de (dCpdG)a,
uno en cada fragmento. El objetivo de estos diplex experimentales es presentar estructuras
con la Caja de Pribnow, zona rica en adeninas y timinas con la secuencia TATAAT, la cual
juega un rol vital en la regulacién de la transcripcion bacteriana [46]. Las terminales tomadas en
cuenta en nuestro estudio son funcionalmente irrelevantes, pero necesarias para la estabilidad
del duplex.

El primer cdDMP considerado es el extraido del fragmento experimental NDB ID 5EZF. De
la estructura experimental se tiene a uno de los dDMPs estudiados en conformacion de la NtC
BAO1, mientras que el complementario presenta dngulos de torsién en regiones para la clase
BBO07. Como se puede notar en la Tabla 3.26, ambas cadenas tinicas presentan reglas normales
de superposicién para la secuencia dCpdG.

Sin embargo, después de las primeras optimizaciones realizadas se tuvo un cambio en las
reglas de superposicion, por lo que se realizé una serie de calculos empleando distintas metodo-
logias y distintas rutas de estos (es decir, diversa combinacion de optimizaciones, una seguida
después de la otra, para obtener un minimo). Todo esto con objeto de descifrar los motivos
del cambio de superposiciéon de las bases y asi descartar que fuese debido a la metodologia
empleada, al no considerar ciertas interacciones importantes.
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Tabla 3.26: Comparacion de dngulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato, dngulos glucosidicos
y drea de superposicion entre los anillos de las bases apiladas, S(£2), para la cadena BAOI y

BBO07 de los cdDMP, dDMP y SPB optimizados del diplex dCpdG(BAO01):dCpdG(BB07).

NDB Método 5 € ¢ a 8 y 5o X1.2 S(A?)

BAO1! 136 189 255 300 161 53 88 254 225

INI (experimental)? 141 200 241 288 156 53 90 257 222 0.00

cdDMP 138 215 287 280 163 47 80 238 254 2.90

cdDMP? 138 216 286 281 163 47 80 238 294 2.90

dDMP 132 222 277 286 172 55 103 | 224 308 1.58

PBE dDMP* 138 230 283 282 161 49 79 225 275 1.99
dDMP5 136 225 278 282 166 49 80 227 278 1.34

SPB 137 208 283 292 171 56 97

SPBS 138 216 287 283 168 51 91

dCpdG MO5 cdDMP* 142 201 281 284 162 48 80 246 244 2.35
BAO1 _ox dDMP 138 194 276 289 162 53 78 239 235 2.37
SEZF SPB 140 189 274 296 166 58 98
cdDMP 132 188 268 285 175 49 82 243 234 0.00
PWoI1 cdDMP* 136 217 286 284 161 45 82 238 253 2.85
- ulg dDMP 127 191 264 283 173 52 83 242 234 0.02
SPB 123 186 265 283 170 50 83
PWI1 dDMP 127 191 265 284 173 52 82 240 235 0.08
(ADF) dDMP? 129 195 270 286 174 51 81 236 236 1.05
99 cdDMP 135 183 256 281 177 45 90 246 224 0.00
MP2 SPB 140 209 286 289 172 56 104
BBo7! 144 247 169 297 141 46 141 271 260

INI (experimental)? 145 239 175 306 138 43 126 | 256 236 0.00

cdDMP 142 279 192 269 155 49 142 | 230 269 0.00
cdDMP? 136 277 184 277 151 48 142 | 232 270 0.00

PBE dDMP? 104 253 150 319 117 51 142 | 238 285 0.00
SPB 109 253 156 277 116 42 136
cdDMP* 147 270 180 279 155 45 145 | 238 265 0.00
dB]Cgl(D)iG }\/IQOE SPB 123 274 146 289 116 45 144
SEZF SPBY 127 278 150 291 116 43 144
PWOI1 cdDMP 137 234 185 301 143 48 139 255 243 0.00
- ulg cdDMP* 145 276 191 275 153 46 141 | 235 269 0.00
SPB 136 242 178 301 137 48 128
PW91(ADF) dDMP? 124 232 186 313 137 53 142 | 241 260 0.00
f£99 cdDMP 125 280 129 292 115 51 129 289 239 0.00
MP2 SPB” 130 280 156 292 119 40 144
Angulos en grados (°). 'Angulos de torsion promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6].  2Estructura

inicial extraida del duplex 5EZF. 3Resultado obtenido de diplex previamente optimizado con el campo de fuerzas f99.
4Resultado obtenido de duplex previamente optimizado con el funcional PBEPBE. SResultado obtenido de duplex
previamente optimizado con el funcional PW91(ADF). 6Resultado obtenido de dDMP previamente optimizado con el

funcional M05-2X.  "Resultado obtenido de SPB previamente optimizado con el funcional PW91-ulg.
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Este analisis fue complementario al realizado para la elecciéon de la metodologia a emplear
en esta tesis, ver Apéndice A.3. En esta seccién s6lo se muestran los resultados més repre-
sentativos, para revisar todos los resultados obtenidos con las distintas metodologias y rutas
empleadas con esta estructura véase el Apéndice A.2.

De las optimizaciones realizadas a la estructura experimental con los funcionales PBEPBE,
PW91PW91 y B97-D3, empleando la base 6-31g*, se obtuvo un cambio de region en el angulo
€ de la cadena dCpdG-BB07, este cambio de regiéon se ha presentado también en algunos de
los resultados obtenidos en la Seccién 3.1.1. Por otro lado, en la cadena dCpdG-BAO1 se tiene
un cambio en la torsién (, la cual va a un valor mayor, esta variaciéon se tiene de igual manera
en los calculos de optimizacion realizados a los SPBs separados, teniéndose un cambio hacia la
NtC BAO5, la cual es muy cercana.

En este punto es importante mencionar que ademas del cambio de regién de la torsién ¢ en
el dCpdG-BAO1, después de las optimizaciones realizadas a la geometria del cdDMP se tiene
una superposiciéon grande entre los anillos de las bases apiladas de dicha cadena, cambiando
asi las reglas de superposicion. Es interesante que estos mismos cambios se han presentado en
los célculos realizados con el funcional PW91PW91 empleando las bases TZVP y cc-pVTZ, las
cuales son un conjunto de base triple zeta y un conjunto de tiple base de valencia polarizada
consistente de correlaciéon de Dunning, respectivamente, con lo cual, comprobamos que célculos
maés exactos reproducen las mismas caracteristicas para esta estructura.

Aunado a ello, considerando diferentes rutas de calculos, por un lado se tiene de las optimi-
zaciones realizadas con los funcionales M05-2X y B3LYP-D3 a la estructura obtenida con PBE,
que estas metodologias no regresan el cdDMP a su posiciéon inicial con reglas normales, si no
que se sigue teniendo un stacking notable en la cadena BAO1; ademas, presentan una mejor
posicion mutual de los pares de bases, comparado con la estructura resultado de los céalculos

con PBE, ver Tabla 3.27.

Tabla 3.27: Pardmetros de posicion mutual de las bases, y pares de bases, en el diplex dCpdG
(BA01):dCpdG(BB07) optimizado por distintos métodos.

Método h-Twist h-Rise Buckle; » Propeller; » Tilt Roll

INI (experimental) 39.42 3.58 8.91 -2.07 -13.09 -0.92 0.91 -1.39
PBE CdDMB 39.15 3.60 3.53 10.60 -18.37 2.23 3.84 2.20
cdDMP3 38.61 3.48 1.92 11.12 -18.79 3.13 3.57 -0.10

MO05-2X cdDMP* 39.82 3.08 -1.94 0.18 -19.86 1.38 4.09 -3.71
PWI1 cdDMP 41.14 3.38 -1.75 -1.90 -3.14 -2.29 4.53 -5.22

- ulg cdDMP* 38.87 3.63 4.07 8.06 -18.60 0.97 4.36 2.86
199 cdDMP 40.82 3.62 -4.55 -22.82 -10.55  -14.67 245 1.53

h-Twist, Buckle, Propeller, Tilt y Roll en grados (°), h-Rise en A. Mismas designaciones que en Tabla 3.26.
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Por otra parte, de las dos rutas de optimizacién empleadas con PBE, un calculo realizado
a la estructura experimental y otro realizado a la conformacién previamente optimizada con el
campo de fuerzas ff99, se ha llegado a un mismo minimo con mismas reglas de superposicion,
a pesar de que ff99 cambia de region a los angulos € y  de la cadena BB07, tal como se puede
notar en la Tabla 3.26.

Finalizando con estas distintas rutas de optimizacion, se tienen resultados diferentes para
el caso de los célculos realizados con el programa ADF empleando los funcionales PW91PW91
y PWO9l-ulg, con la base TZVP. De los célculos realizados a la estructura experimental no se
obtuvo cambio de regién para ningin dngulo ni cambio en las reglas de superposicién; sin em-
bargo, para el caso de la optimizacién realizada a la conformacién previamente calculada con
PBE se obtuvieron cdDMPs con los mismos cambios en las torsiones que mostraron los célculos
realizados con otros funcionales y el cambio de superposicién en la cadena BAO1. Este minimo
con cambios es &2.87kcal /mol méas favorable que aquel igual a la estructura experimental de
reglas normales.

El empaquetamiento para los azucares, tanto de la estructura experimental como para las
estructuras optimizadas mediante las distintas rutas y metodologias, se mantiene sin cambio,
del tipo-B para ambos aziicares de la cadena BB07 y el azicar en posicién 5’-fin de la cadena
BAO1, mientras que es tipo-A para el azticar en posicién 3’-fin de la cadena BAOL.

Figura 3.10: Estructura experimental y optimizada de (dCpdG)s con una cadena de la clase
NtC BAO1 (derecha) y la otra de la clase BBO7 (izquierda). Proyeccion para mostrar el drea de
superposicion entre las bases apiladas de ambas cadenas. (a) Estructura experimental, NDB ID
SEZF. (b) Estructura optimizada empleando el funcional M05-2X.



72 CAPITULO 3. Resultados

Notese que de las optimizaciones realizadas a los SPBs tomados de las dos cadenas del
diplex estudiado, se tiene con M05-2X y MP2 el mismo cambio de regiéon en la torsion e de la
cadena en conformacion BB07 que el que se obtuvo en las optimizaciones realizadas al duplex.
Mientras que para el SPB-BAO1 se tiene correspondencia con los minimos de energfa para SPB
separado obtenidos en la Seccion 3.1.2.

En la Figura 3.10 se puede observar el cambio de superposicion entre las bases apiladas del
dCpdG en conformaciéon de la clase BAO1 después de las optimizaciones realizadas, teniendo
una regla no normal de superposiciéon para este diplex.

Para analizar si estos cambios de superposicién son validos en las cadenas tinicas se llevaron
a cabo calculos a dDMPs separados. De las optimizaciones realizadas al fragmento dCpdG en
conformaciéon de la NtC BB07, el funcional PBE mantuvo casi todas las torsiones en sus respec-
tivas regiones, a excepcion de d1, sin embargo, se obtuvo una inclinacién grande entre los pares
de bases apilados con la formaciéon de un enlace de hidrégeno; con el programa ADF empleando
el funcional PW91 se obtuvo una estructura viable sin cambios en su conformacion.

Por otro lado, para la cadena en conformaciéon BAO1 se realizaron distintas rutas de op-
timizacién. De los calculos realizados a la estructura experimental con ADF empleando los
funcionales PW91PW91 y PW91-ulg no se tienen cambios notorios en esta, mientras que de la
optimizacion realizada a la cadena tomada del duplex previamente optimizado con la misma
metodologia se tiene un cambio notorio en la superposicién de las bases, ver Figura 3.11; ambos
minimos sélo difieren en 0.31kcal/mol, siendo més favorable el que presenta mas stacking. Con
el funcional M05-2X también se obtuvo este cambio de superposicion entre las bases apiladas,
teniendo estas una buena posicién mutual.

Figura 3.11: FEstructura optimizada de dCpdG correspondiente a la NtC' BAOI1, empleando el
funcional PW91PW91 en el programa ADF. Las dos proyecciones muestran la posicion mutual
casi paralela de las bases apiladas y la notable superposicion entre los anillos de estas.

El funcional PBE no reprodujo ningtn buen resultado, ni tomando como inicial la estructura
experimental de reglas normales, ni partiendo del dDMP con cambio de superposiciéon debida
a la optimizacién realizada al daplex. En ambos casos se tienen cambios de region para los
angulos de torsion €, ¢ y x1,2, yendo a regiones cercanas para la clase NtC IC06, ademas de que
se tiene la formacion de enlaces artificiales de H, como se puede observar en la Figura 3.12.
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Figura 3.12: Estructuras de dCpdG correspondiente a la NtC' BAO1 optimizadas con PBEPBE.
Derecha: resultado de cdlculos realizados a la estructura experimental. Izquierda: resultado de
cdlculos realizados al dDMP con stacking grande extraido del diplex optimizado con PBE. Se
encuentran indicados los enlaces de hidrogeno formados.

Como se mencion6 antes, se realizo el estudio y anélisis de otra conformacién con la se-
cuencia (dCpdQG)a, extraida del fragmento experimental NDB ID 5ET9, con ambas cadenas en
conformaciéon BA05:BB04. Esta estructura presenta reglas normales de superposicion.

A pesar de tener ambas cadenas con édngulos de torsién en regiones para distintas clases
conformacionales comparado con las que se encuentran las torsiones de la estructura antes
analizada, en este caso también se tiene un cambio de superposiciéon en la cadena del tipo
BA (BAO05) después de las optimizaciones realizadas tanto con PBEPBE/6-31g*, como con
PW91PW91/TZVP; ver la Tabla 3.28.

Los angulos de torsion para esta cadena BAO5 son muy cercanos a los del dDMP-BAO1
del anterior duplex que tuvo también cambio en el stacking, la tnica diferencia es que en esta
estructura se tuvo una variaciéon de region para la torsion Jo, teniendo de esta manera una
conformacién para la clase BB00. Notese que todas las torsiones del dCpdG-BB04 permanecen
en sus respectivas regiones después de las optimizaciones realizadas a dicho diaplex.

Para este cdDMP el campo de fuerzas ff99 no reprodujo una buena estructura, pues se tiene
una mala posicion mutual de los pares de bases apilados, con valores grandes del pardmetro
Roll, y Buckle de un par de bases, véase Tabla 3.29.

De las optimizaciones realizadas con PBE, M05-2X y MP2 al SPB tomado del dCpdG-BA05
se tiene cambio en la torsion o teniéndose asi correspondencia con minimos obtenidos para la
clase BB0O, mismo cambio que se obtuvo en el diplex optimizado. Por otro lado, de las opti-
mizaciones realizadas al SPB de la cadena en conformaciéon BB04 se obtuvieron cambios en los
angulos de torsion ¢ y 5.
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Tabla 3.28: Comparacion de dngulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato, dngulos glucosidicos
y drea de superposicion entre los anillos de las bases apiladas, S(£2), para la cadena BAO1 y

BB0/ de los cdDMP, dDMP y SPB optimizados del diplex dCpdG(BA05):dCpdG(BB04).

NDB Método 5 € ¢ a B v 5y X1.2 S(A?)
BAO5' 131 184 269 296 169 52 104 251 235
INI (experimental)® 154 188 265 294 167 59 121 | 262 251 0.59
PBE cdDMP 131 213 277 293 164 51 134 234 272 2.58
dCpdG SPB 137 208 276 295 168 49 136
BAOS MO5 dDMP 147 234 275 295 157 50 143 | 210 294 1.27
5ET9 - 2X SPB 145 193 274 295 163 49 140
PW91/TZP  ¢dDMP 139 208 284 291 168 50 132 235 270 2.19
f99 cdDMP 133 193 279 289 172 46 128 227 235 0.05*
MP2 SPB 143 197 276 294 164 48 140
BB04! 140 201 214 | 315 153 46 140 263 256
INI (e$pe7’imental)2 144 192 213 335 169 27 156 265 258 0.00
cdDMP 146 219 215 302 167 51 146 237 269 0.00
PBE dDMP 138 268 159 310 125 51 143 231 287 0.00
dCpdG SPB 136 198 169 291 186 48 137
BB04 MO5 dDMP 133 194 271 296 170 51 131 224 263 0.23
5ET9 -2X SPB 141 196 166 295 189 48 142
PWO91/TZP  ¢cdDMP 146 216 219 303 169 51 146 238 267 0.00
f99 cdDMP 131 188 245 291 190 44 145 247 227 0.00
MP2 SPB 139 195 166 29 180 47 141
Angulos en grados (©). 1 Angulos de torsién promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6]. 2Estructura,

inicial extraida del duplex 5ET9. *Presenta también superposicion entre las bases purinas de diferente cadena (0.39A2).

Tabla 3.29: Parametros de posicion mutual de las bases, y pares de bases, en el duplex dCpdG
(BA05):dCpdG(BB04) optimizado por distintos métodos.

Meétodo h-Twist h-Rise Buckle » Propeller; o Tilt Roll

INT (experimental)’ 36.27 3.63 5.47 -3.77 -10.73 -14.56 4.63 4.64

PBE cdDMP 38.84 3.69 5.66 8.14 -21.99 2.26 1.86 5.27
PWI1/TZP  c¢cdDMP 39.14 3.91 7.35 4.84 -22.33 -0.97 2.96 5.63
ft99 cdDMP 47.77 3.57 25.38 -833.94 -22.42 -25.58 1046  22.05

h-Twist, Buckle, Propeller, Tilt y Roll en grados (°), h-Rise en A.  lEstructura inicial extraida del daplex 5ET9.

Finalmente, de los célculos realizados a las cadenas tnicas tomadas del diplex en cuestién,
se tiene de la optimizacion realizada con M05-2X a dCpdG-BAO05 cambio en la superposicion
entre las bases apiladas, pero también en algunas de sus torsiones, y, en adicién, la formaciéon
de un enlace de hidrogeno al tener bases apiladas con un éngulo grande entre estas. De las
optimizaciones realizadas con PBE y M05-2X a la cadena dCpdG-BB04 se tiene cambio de
conformaciéon, yendo a BB07 y BB0O0, respectivamente, y mala posiciéon de las bases apiladas
con la formacion de enlaces de hidrogeno entre estas.
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3.2.2.2. Estructuras (dGpdC); con las conformaciones BA01:BB07 y BA05:BB07

El fragmento minimo de daplex (dGpdC); con la conformacion BA01:BB07 ha sido tomado
de una de las terminaciones de la estructura experimental NDB ID 5ET9 [46], de la cual se
extrajo también el (dCpdG)2 mencionado y estudiado en la subseccion previa.

De la estructura experimental, este fragmento (dGpdC)sy presenta una superposicion normal
entre los anillos de las bases de la cadena de NtC BAO1, mientras que la cadena dGpdC-BB07
muestra una superposicién muy pequena entre sus bases apiladas. En los calculos de optimiza-
cion realizados a este cdDMP con el funcional PBE no se pudo reproducir una buena estructura,
pues, a pesar de reproducir las regiones de casi todos los &ngulos de torsion y la superposiciéon de
ambas cadenas, la posicién mutual de los pares de bases no es buena, con una gran inclinaciéon
entre estos y la formacion de un enlace artificial de hidrégeno entre bases apiladas, como se
puede observar en la Figura 3.13.

Figura 3.13:  Estructura optimizada con el funcional PBEPBE del fragmento (dGpdC)y con
cadenas complementarias de las clases BAO1:BB07. Se encuentra indicado con verde el enlace

de hidrégeno artificial formado. Se pueden observar los pares de bases apilados en una posicion
con un Roll de -44°.

Sin embargo, de la optimizacién realizada con el funcional M05-2X se tiene una estructura
con las mismas clases conformacionales para ambas cadenas que las que se tienen en la estructura
experimental, y sin cambio cualitativo en los valores de superposicién de las bases apiladas, ver
Tabla 3.31. Dicho cdDMP presenta una posicion mutual de los pares de bases casi paralelos
entre si, siendo de esta manera una estructura viable, contrario al caso del resultado obtenido
con PBE, ver Tabla 3.30.

Tabla 3.30: Pardmetros de posicion mutual de las bases, y pares de bases, en el diplex dGpdC
(BA01):dGpdC(BB07) optimizado por distintos métodos.

Método h-Twist h-Rise Buckle; Propeller > Tilt Roll

INI (experimental)’ 37.56 3.28 -3.77 -4.21 -14.56 -6.55 0.73 -1.54
PBE cdDMP 57.81 3.20 5.41 -4.86 -4.56 12.91 4.1 -44.39
MO05-2X cdDMP 32.29 3.20 -5.93 -0.54 -6.44 12.76 1.69 -3.32

h-Twist, Buckle, Propeller, Tilt y Roll en grados (°), h-Rise en A. IEstructura inicial extraida del diaplex 5ET9.
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Tabla 3.31: Comparacion de dngulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato, dngulos glucosidicos
y drea de superposicion entre los anillos de las bases apiladas, S(£2), para la cadena BAOI y

BBO07 de los cdDMP, dDMP y SPB optimizados del diplex dGpdC(BAO01):dGpdC(BB07).

NDB Método o € ¢ a 8 y 85 X1.2 S(A?)
BAO1! 136 189 255 300 161 53 88 254 225
INI (experimental)> 121 185 261 305 162 50 92 251 226 2.91
cdDMP 141 193 267 298 166 58 86 247 232 1.62
dGpdC PBE dDMP 141 202 282 280 174 49 82 223 251 3.03
BAOL SPB 137 208 283 291 171 48 136
SET9 MO5 cdDMP 145 190 277 292 164 55 87 250 226 3.78
Cox dDMP? 148 175 265 289 201 52 145 | 235 254 | 3.09
SPB 140 189 275 294 165 57 94
MP2 SPB 139 208 286 289 172 56 104

BBo7! 144 247 169 297 141 46 141 271 260

INI (ewperimental)2 141 266 163 308 143 15 144 266 265 0.20
cdDMP 154 284 148 294 138 48 133 243 239 0.00
PBE dDMP 153 283 144 296 134 50 134 237 246 0.00
dDMP* 143 276 166 283 151 42 136 248 253 2.23
dGpdC SPB 129 278 157 292 125 43 138
BBOT cdDMP 141 270 159 287 135 44 132 255 239 0.49
5ETY9 MO05 dDMP 144 276 156 284 145 41 137 259 244 2.63
-2X dDMP* 144 276 157 285 143 41 137 259 243 2.62
SPB 128 278 150 291 116 43 144
B97 dDMP? 142 281 154 282 150 38 138 258 246 2.89
-D3 dDMP® 153 281 142 296 133 49 135 237 244 0.00
199 dDMP 130 283 142 286 128 47 129 264 233 1.96
Angulos en grados (°). 'Angulos de torsién promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6].  2Estructura

inicial extraida del daplex 5ET9. 3Estructura obtenida calculando las frecuencias vibracionales en cada paso de opti-
mizacion. 4Resultado obtenido de dDMP previamente optimizado con el campo de fuerzas f99. ®Resultado obtenido

de dDMP previamente optimizado con el funcional PBEPBE.

De los célculos realizados a los SPBs separados se tienen minimos de energia para el de la
clase BAO1, en tanto que de los resultados obtenidos para el SPB-BB07 se tiene un cambio de
region para la torsion €, cambio obtenido también en las optimizaciones hechas a la cadena tnica.

Al realizar céalculos de optimizacién a los dDMPs separados, se obtuvo una estructura viable
con M05-2X para el dGpdC-BAOQ1, con una superposiciéon normal entre las bases apiladas, pero
con cambio para el angulo do, teniendo ahora una conformacion de la clase BB00. Con PBE se
tiene una inclinaciéon entre las bases y la formacion de dos enlaces de hidrogeno entre las mismas.

Para la cadena dGpdC-BB07, la cual inicialmente muestra un stacking casi nulo entre las
bases apiladas, se realizaron diferentes pruebas y célculos de optimizacién para descifrar si dicha
regularidad es posible también en las cadenas tnicas.

Tal como en el caso de la cadena en conformacién BAO1, PBE dio pauta a la formacién de un
enlace de hidrégeno entre las bases apiladas y una mala posicién mutual de estas. Sin embargo,
el funcional M05-2X cambi6 la superposicién entre las bases apiladas, siendo esta ahora normal
para una secuencia Pur-Pyr (ver Tabla 3.31), con una posicion casi paralela entre las mismas.
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Aunque el funcional B97-D3 considera interacciones de dispersion, este no pudo regresar a una
buena posicion las bases inclinadas entre si del dDMP previamente optimizado con PBE.

El campo de fuerzas AMBER ff99 reprodujo una buena estructura con una regla normal,
tomando como inicial esta conformacién se realizaron célculos con los funcionales PBE, M05-2X
y B97-D3, obteniéndose cadenas tnicas dGpdC-BB07 viables con superposicién notable entre
las bases apiladas. En adicién, nétese que en todas las optimizaciones realizadas a la cadena
dnica en conformaciéon BBO7 se tiene cambio de regién para el angulo e.

En la Figura 3.14 se muestra una comparaciéon entre los resultados obtenidos con PBE de la
estructura experimental con regla no normal y de la estructura previamente optimizada con el
campo de fuerzas ff99 -la cual se desplaz6 a una posicion de regla normal para dicho dGpdC-.

Figura 3.14: Cadena tunica dGpdC-BBO07 inicial (izquierda) y optimizada con el funcional
PBEPBE (derecha). Se muestra la superposicion de los anillos de las bases del dDMP inicial y la
posicion mutual de las bases del dDMP optimizado con PBE para cada caso respectivamente. Se
encuentra indicado el enlace de hidrégeno artificial formado entre bases apiladas. (a) Resultado
obtenido para conformacion experimental. (b) Resultado obtenido para conformacion obtenida
de previa optimizacidn con el campo de fuerzas ff99.

Por otro lado, se ha tomado del fragmento experimental NDB ID BDL078 [47], de secuencia
d(CGCGATATCGCG)32, la estructura (dGpdC)s con la conformacion BA05:BB07. Dicho du-
plex experimental ha sido sintetizado con objeto de entender las caracteristicas e interacciones
presentes en ADN conteniendo pequenas regiones peridédicas de residuos de adenina, conocidas
como A-tracks, el cual presenta una pronunciada curvatura macroscopica. En este fragmento
se han sustituido algunas secuencias de adeninas por timinas para evaluar su efecto en la flexion.
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Dado que los A-tracks muestran poca variacién conformacional entre varias estructuras cris-
talinas, se ha propuesto que la flexién debe ocurrir fuera de dichas regiones [48]. De acuerdo al
analisis realizado por Shatzky-Schwartz et al. [47], el fragmento BDLO78 presenta dos curvatu-
ras, una de las cuales esta entre los pares de bases 10mo y 11vo, en la secuencia dGpdC. El
fragmento estudiado aqui, (dGpdC)a, corresponde a dicha secuencia con curvatura.

Esta estructura experimental presenta una notable superposiciéon entre las bases apiladas de
la cadena en conformacion de la NtC BAOS5, i.e. regla normal, y una superposiciéon nula entre
los anillos de las bases de la cadena BB07. Tal como en el cdDMP anterior, de misma secuencia
y stacking de las bases, el funcional PBE no pudo reproducir una estructura con una buena
posicién mutual de las bases, teniéndose la formacién de dos enlaces de hidrégeno entre las
bases apiladas.

Figura 3.15: Conformacion experimental y optimizada de (dGpdC)a, con cadenas de las clases
NtCs BA05 (cadena izquierda) y BBO7 (cadena derecha). Las dos proyecciones muestran la
posicion mutual casi paralela de los pares de bases y la superposicion de las bases apiladas. (a)
Estructura experimental, NDB ID BDL078. (b) Estructura optimizada con el funcional M05-2X.

En cuanto al funcional M05-2X, y los funcionales M06-2X y PBE-D3BJ (funcional PBE
con correccion de dispersion de Grimme D3 y damping Becke-Johnson), estos reproducen las
mismas caracteristicas conformacionales de la estructura experimental, correspondiendo a las
familias iniciales y con superposiciones cualitativas semejantes. Para la cadena BBO7 se tiene
un cambio de regién en el angulo de torsién €, como se observa en la Tabla 3.32.
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Dichos resultados presentan una buena posiciéon mutual de los pares de bases apilados, ver
Tabla 3.33, con lo cual se muestra la importancia de considerar dispersion e interacciones de
stacking en este tipo de conformaciones. En la Figura 3.15 se muestra la posiciéon mutual de
los pares de bases apilados y la superposicién entre los anillos de las bases de la estructura
experimental y de la obtenida de la optimizacién realizada con el funcional M05-2X.

Tabla 3.32: Comparacion de dngulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato, dngulos glucosidicos
y drea de superposicion entre los anillos de las bases apiladas, S(£2), para la cadena BAO5 y
BBO07 de los cdDMP, dDMP y SPB optimizados del diplex dGpdC(BA05):dGpdC(BB07).

NDB Método 01 € ¢ ! 6] 5 02 X1,2 S(A?)
BAO5! 131 184 269 296 169 52 104 [ 251 235
INI (experimental)? 108 191 276 317 151 49 88 | 228 224 2.11
cdDMP 146 198 2183 323 127 65 ) 240 200 0.00
PBE cdDMP? 141 204 288 277 185 48 122 233 246 3.45
dDMP 85 213 285 295 174 57 83 197 235 3.01
SPB 137 208 283 291 173 56 93
dGpdC PBE D3-BJ cdDMP 144 176 267 290 173 52 7 259 224 1.36
BAOS MO5 cdDMP 145 190 2717 292 165 56 89 248 227 3.81
BDLO78 _ox dDMP* 144 196 279 285 169 51 82 234 239 3.46
SPB 140 189 274 295 167 58 95
MO06-2X cdDMP 145 186 277 296 163 58 81 248 217 3.92
PW91-ulg cdDMP3 142 191 280 293 168 52 96 250 232 3.88
PW91(ADF)  cdDMP 119 193 274 293 169 57 7 231 221 1.61
PWI1 cdDMP® 141 206 288 277 184 48 122 230 246 3.24
MP2 SPB 140 208 286 288 173 56 100
BBOT7! 144 247 169 297 141 46 141 271 260
INTI (experimental)? 145 261 142 291 151 41 157 | 282 257 0.00
cdDMP 157 292 137 297 139 51 132 | 240 240 0.00
PBE cdDMP? 136 267 179 278 148 42 127 | 272 233 1.48
dDMP 154 285 143 297 186 49 131 236 248 0.00
SPB 137 276 162 293 134 45 154
dGpdC PBE D3-BJ cdDMP 150 275 153 289 141 44 133 255 246 0.03
BBOT MO5 cdDMP 137 272 156 285 134 45 126 258 238 0.52
BDLO78 _o9X dDMP 153 281 143 294 133 50 136 | 236 240 0.00
SPB 141 278 153 301 128 47 155
MO06-2X cdDMP 136 274 156 285 131 46 123 256 234 0.61
PW91-ulg cdDMP? 134 269 160 288 138 43 126 260 236 0.55
PW91(ADF)  c¢dDMP 135 260 158 286 155 46 139 263 254 0.00
PW91 cdDMP® 137 269 176 281 145 42 125 271 231 1.69
MP2 SPB 143 279 152 299 131 46 156
Angulos en grados (°). 'Angulos de torsiéon promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6].  2Estructura

inicial extraida del duplex BDL078. 3Resultado obtenido de diplex previamente optimizado con el funcional M05-2X.
5Resultado obtenido de

4Estructura obtenida calculando las frecuencias vibracionales en cada paso de optimizacion.

duaplex previamente optimizado con el funcional M05-2X y luego con el funcional PW91-ulg.
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Tabla 3.33: Pardmetros de posicion mutual de las bases, y pares de bases, en el dipler dGpdC
(BA05):dGpdC(BB07) optimizado por distintos métodos.

Meétodo h-Twist  h-Rise Buckle; Propeller; > Tilt Roll
INI (empe'r’imental)2 43.60 3.54 8.14 1.06 -14.00 -14.42 -8.69 -7.89
PBE cdDMP 82.84 3.02 23.80 -16.30 7.75 5.64 -0.03 -71.82
cdDMP? 55.13 2.56 16.10  -18.39 6.20 2.58 -3.37 41.92
PBE D3-BJ cdDMP 44.22 3.29 6.59 0.33 7.49 -16.37 -0.68 -16.19
MO5 - 2X cdDMP 32.08 3.19 1.42 7.24 14.17 -4.93 -1.63 -1.53
MO06-2X cdDMP 32.45 3.12 2.15 6.93 10.92 -4.05 -1.88 -2.48
PW91-ulg cdDMP? 31.88 3.56 4.45 2.41 14.04 -4.00 -1.77 1.53
PW91(ADF) cdDMP 46.40 4.12 7.76 -2.06 1.58 -10.12 -3.84 -15.16
PWOI1 cdDMP? 54.09 4.66 14.66  -18.40 6.41 0.02 -3.4 40.24

h-Twist, Buckle, Propeller, Tilt y Roll en grados (°), h-Rise en A.  Mismas designaciones que en Tabla 3.32.

De los calculos realizados con ADF, empleando los funcionales PW91 y PW91-ulg, se tie-
ne una reproducciéon de todos los parametros geométricos de la estructura experimental. Es
importante mencionar que la optimizacion realizada con PW9l-ulg a la estructura obtenida
con M05-2X mejora la distancia entre las bases apiladas, eliminando la existencia de contactos
cortos entre los d&tomos de los anillos de estas, lo cual se puede ver en los valores para el h-Rise
en la Tabla 3.33. Para mas detalles sobre la mejora de las estructuras obtenidas con esta ruta
de optimizacion ver el Apéndice A.3.

Para analizar si el funcional PBE, y en adicién el funcional PW91, pueden reproducir las ca-
racteristicas estructurales de este diplex, se realizaron célculos de optimizacién tomando como
inicial la estructura obtenida con M05-2X, sin embargo, los calculos resultaron en estructuras
no viables con un angulo grande entre los pares de bases apilados.

Se tiene de las optimizaciones realizadas a las cadenas Unicas separadas, resultados seme-
jantes con PBE para la cadena dGpdC-BB07 a los obtenidos para la cadena tnica del duplex
anterior (ambas teniendo inicialmente una superposicion nula). En cuanto a la cadena dGpdC-
BAO05, con el funcional PBE se tuvo cambio hacia la conformaciéon AA0O0O y una mala posicion
mutual de las bases apiladas, mientras que con el funcional M05-2X no se tienen cambios en
las regiones de las torsiones y es una estructura viable con regla normal de superposicién, con
los grupos aminos no planos debido a la optimizacion.

En adicion, se ha estudiado otra estructura de secuencia (dGpdC)s con la conformacion
BA05:BB07. Esta ha sido extraida del fragmento experimental d(CGCGAATTCGCG)z, NDB
ID BDLO084 [49], cuyo objetivo fue estudiar un dodecidmero de Dickerson con mayor resolucion.
Este cristal contiene espermina para estabilizar el duplex de ADN, la cual se ubica cerca del
cdDMP considerado en esta investigacion.

Notese que, a pesar de que las dos estructuras analizadas de secuencia (dGpdC)s y confor-
maciéon BA05:BB07 vienen de fragmentos experimentales con distintos objetivos en su estudio,
pero con adeninas y timinas en su centro (tnica diferencia en su secuencia es en los nucleotidos
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6 y 7), ambas presentan las mismas caracteristicas conformacionales, tal como se puede ver en
las Tablas 3.32 y 3.34.

De acuerdo con estudios a modelos para la interaccion de espermina y ADN realizados por
Feuerstein et al. [50], la espermina estabiliza el complejo maximizando las interacciones entre
los aceptores de protones en el oligbmero y los donantes de protones en la espermina. Esto se
logra doblando el surco mayor del ADN sobre la espermina y alterando el empaquetamiento
del azucar del oligbmero y las distancias de fosfato entre cadenas. Ademas la espermina exhibe
una unién preferencial con ciertos sitios en el ADN, lo cual proporciona una fuerza poderosa
para la modificacién de la conformacién del mismo.

En la Figura 3.16 se muestran superpuestos los dos fragmentos de (dGpdC)s experimentales,
NDB ID BDL078 y BDLO084, estudiados. Se puede observar una posicién mutual de los pares de
bases semejante, lo cual muestra que se presenta una curvatura en dichas estructuras, tal como
era de esperarse en el fragmento BDL084, debido a la presencia de la molécula de espermina en
esa region.

Figura 3.16: FEstructura experimental de (dGpdC)y tomados de los fragmentos NDB ID BDL08/,
(fig. nitida) y BDLO78 (fig. blanca). Se muestra una posicion mutual de los pares de bases
semejante en ambos diplex.

A pesar de la ya mencionada necesidad de la espermina para estabilizar el diplex experimen-
tal, en los calculos de optimizacion realizados a la estructura de (dGpdC)a, sin la presencia de
esta molécula, con el funcional M06-2X que considera interacciones de stacking, se obtuvieron
conformaciones viables con las mismas caracteristicas de la estructura experimental. Esto nos
indica que se pueden mantener dichos parametros geométricos sin la necesidad de la presencia
de la espermina para estabilizarlos.

En las Tablas 3.34 y 3.35 se puede observar que pese a las diferentes rutas de optimizacion
realizadas, el funcional PBE no reprodujo estructuras viables, mientras que el campo de fuerzas
ff99 si lo hizo. Estos resultados obtenidos, y los de los calculos realizados con el funcional M06-
2X, son parecidos a los obtenidos para los dos duplex mencionados anteriormente en esta misma
seccion de igual secuencia de nucleésidos.
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Tabla 3.34: Comparacion de dngulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato, dngulos glucosidicos
y drea de superposicion entre los anillos de las bases apiladas, S(£2), para la cadena BAO5 y

BBO07 de los cdDMP, dDMP y SPB optimizados del diplex dGpdC(BA05):dGpdC(BB07).

NDB Método o1 € ¢ o 3 Y & X1.2 S(A?)
BAO5' 131 184 269 296 169 52 104 | 251 235

INT (experimental)> 115 178 266 303 160 57 82 250 223 2.35
cdDMP3 146 198 211 326 125 64 75 241 200 0.00
cdDMP 146 198 212 325 126 65 75 241 200 0.00

PBE cdDMP* 146 197 211 326 126 64 79 240 199 0.00
dGpdC dDMP 141 201 282 279 177 50 78 222 252 3.01
BAO5 SPB 137 208 283 291 172 56 93
BDL084 MO5 dDMP 144 196 279 285 169 51 81 234 239 3.46
-2X SPB 141 189 274 295 167 59 95
MO06-2X cdDMP 145 186 277 296 163 58 81 248 217 3.92
ff99 cdDMP 141 178 265 283 177 48 87 248 219 1.84
MP2 SPB 140 208 286 288 173 56 100
BBO7! 144 247 169 297 141 46 141 271 260

INI (experimental)® 143 260 146 287 144 51 144 | 276 247 0.00
cdDMP3 156 292 138 297 139 50 131 | 240 240 0.00
cdDMP 156 292 138 297 137 50 134 | 240 237 0.00

4GpdC PBE cdDMP* 156 291 139 297 137 50 134 | 240 237 0.00
BBI())7 dDMP 154 284 143 296 136 49 131 236 248 0.00
BDLO084 SPB? 113 196 165 292 179 46 154
MO05 dDMP 154 281 142 294 134 50 132 235 241 0.00
- 2X SPB 108 263 1238 289 127 o1 156
MO06-2X cdDMP 135 274 156 285 131 46 122 256 234 0.64
ff99 cdDMP 130 283 139 287 123 50 126 266 229 1.97
Angulos en grados (°). 'Angulos de torsién promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6].  2Estructura
inicial extraida del duplex BDL084. 3Estructura obtenida calculando las frecuencias vibracionales en cada paso de

optimizaciéon.  *Resultado obtenido de duplex previamente optimizado con el campo de fuerzas ff99.

Tabla 3.35: Pardmetros de posicion mutual de las bases, y pares de bases, en el diplex dGpdC
(BA05):dGpdC(BB07) optimizado por distintos métodos.

Meétodo h-Twist h-Rise Buckle; » Propeller » Tilt Roll

INI (emperimental)2 42.69 3.30 4.21 0.28 -9.60 -17.42 -2.85 -9.37
PBE cdDMP? 81.13 3.03 22.89 -15.32 7.74 6.10 -0.24 -70.09
cdDMP 81.22 3.03 22.70  -16.28 7.32 6.21 -0.47  -70.32
cdDMP* 80.22 3.04 22.45 -15.36 7.66 6.68 -0.28  -69.48

MO06-2X cdDMP 32.34 3.11 1.53 6.69 10.89 -3.59 -1.8 -2.35

199 cdDMP 38.05 3.47 8.81 8.69 9.01 -2.50 0.55 -3.65

h-Twist, Buckle, Propeller, Tilt y Roll en grados (°), h-Rise en A. Mismas designaciones que en Tabla 3.34.
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De igual manera, los célculos realizados a los fragmentos de cadena tnica separados, dDMPs,
de esta estructura, coinciden con los que se llevaron a cabo para el fragmento NDB ID BDLO7S.

Para una mejor comparaciéon de los resultados que se tienen para los tres diplex aqui es-
tudiados con la secuencia (dGpdC)s, con una cadena en conformacion del tipo Bl-to-A (BAO1
o BAO05) y la otra cadena del tipo-BII (BB07), en la Figura 3.17 se muestran las estructuras
obtenidas de las optimizaciones realizadas con el funcional M05-2X y M06-2X a estos.

Figura 3.17: Conformaciones de (dGpdC)2, con una cadena del tipo Bl-to-A y la otra cadena de
la clase BBO7, optimizados con los funcionales M05-2X y M06-2X. Las estructuras iniciales han
sido tomadas de los fragmentos experimentales NDB ID 5ET9, BDL078 y BDL08/. Se muestra
una proyeccion con las bases apiladas superpuestas, todos los diuplex presentan una posicion y
parametros geométricos semejantes.

En las optimizaciones realizadas a las tres conformaciones de (dGpdC), se mantiene el mis-
mo empaquetamiento de todos los azicares que el que se tenia en las estructuras experimentales.
Siendo del tipo-B para los azticares de las cadenas BB07 y el ubicado en 5’-fin de las cadenas
Bl-to-A, mientras que azucar en la posicién 3’-fin de estas dltimas es del tipo-A.

3.2.2.3. Estructuras dTpdT:dApdA con las conformaciones BA05:BB04 y BB00:BB07

Se sabe que las bases Adenina-Timina (AT) predominan en intrones y, en general, en se-
cuencias no codificantes de ADN. Se desconoce el papel de tales secuencias, sin embargo, dada
su abundante presencia en variadas regiones del ADN es importante su estudio. Esto es lo que
ha llevado a Acosta-Reyes et al. a sintetizar y estudiar distintos fragmentos de dodecdmeros
con todas las posibles secuencias de AT [51]. Siguiendo este criterio, se ha extraido la estruc-
tura dTpdT:dApdA con conformacion BA05:BB04 del duplex sintetizado por ellos, NDB ID
NA2122, con secuencia d(AATAAATTTATT)s.

La cadena dTpdT-BAO5 presenta una notable superposicion entre los anillos de las bases
apiladas, mientras que en la cadena dApdA-BB04 esta es casi nula, con lo cual este duplex



84 CAPITULO 3. Resultados

experimental no presenta reglas normales de superposiciéon para ninguno de sus dDMPs.

En la Figura 3.18 se observan las reglas no normales de superposicién en ambas cadenas
de esta estructura experimental, teniendo un stacking notable en la cadena dTpdT-BAO5 e
insignificante en el dApdA-BB04 (esta cadena presenta torsiones de la subclase X después de
las optimizaciones realizadas al cdDMP). También se muestra una comparacion con el duplex
optimizado con el funcional M05-2X.

Figura 3.18: Conformacion experimental y optimizada de dTpdT:dApdA, con la cadena dTpdT
de la NtC BAO5 y la cadena dApdA de la NtC BB0J. Las dos proyecciones muestran la posicion
mutual casi paralela de los pares de bases y la superposicion de las bases apiladas. (a) Estructura
experimental, NDB ID NA2122. (b) Estructura optimizada con el funcional M05-2X, la cual
presenta cambio de conformacion en la cadena dApdA (va a la subclase X).

De todos los célculos de optimizacién realizados a este duaplex con los funcionales PBE,
PW91, M05-2X y PW91-ulg se tienen estructuras que van a una posicién con aiin mas superpo-
sicion entre las bases Timinas apiladas, la cual es mayor a la que se tiene en la cadena dApdA.
En el caso de la estructura obtenida con PBE, la superposicién entre los anillos de las bases
Adeninas se puede considerar casi normal, pero en las demas optimizaciones realizadas esta es
muy pequena, véase Tabla 3.36.

En las estructuras optimizadas se han reproducido las regiones para las torsiones de la ca-
dena dTpdT de la clase BA05; sin embargo, para la cadena dApdA-BB04 se tienen cambios
en los angulos de torsion ¢, a y 8, teniendo asi una conformacion de la subclase X. En el caso
de los dos resultados del funcional PW91-ulg se tiene una energia un poco mas favorable en el
cdDMP que se presenta el cambio de la clase BB04 a la subclase X.
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Tabla 3.36: Comparacion de dngulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato, dngulos glucosidicos
y drea de superposicion entre los anillos de las bases apiladas, S(£2), para la cadena BAOS y

BB0/ de los cdDMP, dDMP y SPB optimizados del diplex dTpdT(BA05):dApdA(BB0Y).

NDB Método 51 € ¢ o 8 5 5y X1.2 S(A?)
BAO5! 131 184 269 296 169 52 104 | 251 235
INI (experimental)® 119 192 274 295 169 54 102 | 222 222 0.90
cdDMP 139 194 274 291 168 53 82 237 230 1.22
PBE dDMP 141 196 282 289 169 53 80 227 249 3.54
SPB 136 208 283 291 171 48 137
dTpdT MO5 cdDMP 141 193 277 291 163 54 82 240 227 2.00
BAO05 _9x dDMP 141 189 274 293 164 57 81 235 234 3.47
NA2122 SPB 140 191 276 293 163 48 140
PW91 cdDMP 139 192 280 294 170 54 101 238 234 1.51
- ulg cdDMP3 136 199 280 288 170 53 83 237 233 1.43
PWoI1 cdDMP* 139 197 278 289 167 52 82 236 235 1.55
MP2 SPB 140 204 284 289 170 47 141
BBo04! 140 201 214 315 153 46 140 | 263 256
INI (experimental)® 136 195 199 318 143 56 144 | 253 233 0.12
cdDMP 148 194 188 25 94 45 124 239 244 0.93
PBE dDMP 145 202 168 16 94 45 128 239 247 0.00
SPB 142 267 150 258 108 43 132
SPB? 136 194 189 26 89 46 133
dApdA cdDMP 150 196 180 11 100 44 131 252 247 0.21
BBO4 MO05 dDMP 144 195 177 6 98 47 131 274 249 2.95
NA2122 2X SPB 143 268 156 254 104 47 134
SPB? 141 200 199 22 90 o1 140
PWOI1 cdDMP 142 204 195 821 142 53 141 252 242 0.19
- ulg cdDMP? 144 201 185 25 92 44 120 244 246 0.65
PWI1 cdDMP* 148 196 184 24 94 45 125 244 247 0.53
MP2 SPB 143 269 152 254 107 44 135
SPB? 138 197 200 23 89 50 138
Angulos en grados (°). !Angulos de torsién promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6]. 2Estructura

inicial extraida del duplex NA2122. 3Resultado obtenido de duplex previamente optimizado con el funcional PW91-ulg
y posteriormente con el funcional PW91PW91. “4Resultado obtenido de duplex previamente optimizado con el funcional

PW9l-ulg. °Resultado obtenido de diplex previamente optimizado con el funcional PBEPBE.

Para evaluar la viabilidad de las regiones de las torsiones de la cadena dApdA de los diplex
optimizados, se sometio a céalculos el esqueleto azicar-fosfato tomado del duplex-PBE, con lo
cual se obtuvieron minimos de energia para SPB separado de esta subclase X. Sin embargo,
de los calculos realizados al SPB experimental no corresponde ningiin minimo a la clase BB04.
Por otro lado, de las optimizaciones realizadas al SPB-BA05 se tuvo cambio de regioén para el
angulo &2, correspondiendo a minimo para la NtC BB00.

En cuanto a los dDMPs tomados del duplex experimental para su optimizacién, no se obtu-
vieron estructuras viables con la mayoria de las metodologias empleadas para estas estructuras
de superposiciones no normales. Para la cadena dTpdT-BAO05 no se tienen cambios de regién en
ninguna de las torsiones, pero hay una mala posicién de las bases, con una inclinacién grande
entre estas.
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Del célculo realizado a la cadena dApdA-BBO7 con el funcional PBE se tienen los mismos
cambios en las torsiones que en las optimizaciones realizadas al duplex, ademas de un gran
angulo entre las bases. Sin embargo, con el funcional M05-2X se ha obtenido un dDMP con
buena posicién mutual de las bases apiladas, las cuales van a una conformacién con mucha
superposicién entre sus anillos, i.e. regla normal, y con un cambio de torsiones correspondientes
a la subclase X.

Figura 3.19: FEstructura general del complejo de ADN y la proteina CENP-B, NDB ID
PDB0192.

Para el estudio de complejos entre ADN-proteinas, y los posibles cambios en la conformacion
del ADN debido a la interaccion entre ambos, se ha considerado el fragmento dTpdT:dApdA
con conformaciéon BB00:BB07, extraido de la estructura experimental NDB ID PD0192 [4] de se-
cuencia d(GCCTTCGTTGGAAACGGGATT):d(AATCCCGTTTCCAACGAAGGC), la cual
se encuentra en complejo con la proteina centromérica B, CENP-B. Dicha proteina es una de las
principales implicadas en la formacién del centréomero, regiéon angosta de un cromosoma que lo
separa en dos brazos, enlazandose al ADN centromérico repetitivo mediante el reconocimiento
de la secuencia de 17 pares de bases conocida como CENP-B boz.

En la Figura 3.20 se tiene un diagrama de la secuencia de nucledtidos de las dos cadenas
del fragmento experimental considerado, en este se han marcado con letras azules las bases que
conforman el cdDMP estudiado en esta seccion. Como se puede observar, no forman parte de
las bases esenciales para el enlace entre la proteina y el ADN; sin embargo, de acuerdo con Ta-
naka et al. [4], el grupo fosfato del dTpdT interacciona con R5 (aminoécido arginina en posicion
5) mediante un puente de sal, mientras que el grupo fosfato de dApdA interacciona con N48
(aminoacido asparagina en posicion 48) a través de una molécula de agua.

En un puente de sal entre una proteina y el ADN, el grupo guanidino del aminoacido argi-
nina se enlaza al grupo fosfato del esqueleto azicar-fosfato del ADN. Analisis bioinforméaticos
de contactos entre aminoédcidos-ADN en estructuras cristalinas de alta resoluciéon han mostrado
que los enlaces arginina-fosfato, ademés de ser los modos de interaccién més comunes entre
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Figura 3.20: Secuencia de los 21 nucledtidos de ADN del fragmento PD0192, con la CENP-B
boz. Los tres cuadros, marcados como sitio 1, 2 y 3, indican aquéllas bases escenciales para el en-
lace de la proteina CENP-B a la CENP-B box del ADN. Se han resaltado las bases nitrogenadas
que conforman el cdDMP estudiado en este trabajo. Figura adaptada de [4].

histonas y ADN, son también una de las clases mas comunes de interaccion proteina-ADN en
general [52, 53]. Son asi una unién comun que controla la funcionalidad y estabilidad de muchos
diferentes complejos proteina-ADN.

Calculos de DFT han demostrado que la combinacién de secuencia, denticidad y la posicion
del puente de sal permiten a las histonas aplicar una tensién mecanoquimica sintonizable al
ADN mediante la activacién precisa y especifica de las deformaciones del esqueleto [54].

Para estudiar las regularidades de formacién de este fragmento minimo de duplex impli-
cado en dichos procesos, se sometié a céalculos de optimizacién la estructura ya mencionada,
dTpdT:dApdA, cuya cadena dTpdT en conformacion de la NtC BB0O presenta una superpo-
sicion grande entre los anillos de sus bases apiladas, por el contrario, la cadena dApdA cuya
conformacion es de la clase BBO7 presenta una nula superposicion.

De las optimizaciones realizadas con los funcionales PBE y M05-2X se han obtenido es-
tructuras con reglas no normales de superposiciéon para ambas cadenas, ademas de una buena
posicién mutual de sus pares de bases. Sin embargo, se tiene un cambio de conformacién de
los esqueletos azticar-fosfato en dichas estructuras, pues, en la cadena dTpdT se presentd una
variacion en el angulo ds y en la cadena dApdA se presentan cambios en las torsiones €, ( y 3,
noétese que estas regiones para € y 8 se tienen también en los calculos efectuados al SPB-BB07.
Asi, las estructuras dTpdT:dApdA optimizadas muestran angulos de torsién que van de las
clases BB00:BBO07 a las conformaciones BA05:BB00, véase Tabla 3.37.

Con el funcional M05-2X se han obtenido dos minimos muy cercanos en energia, cuya di-
ferencia radica en la superposicién mostrada entre los anillos de las bases apiladas, siendo un
poco diferente a la de la estructura experimental en el caso de la optimizacién realizada a la
misma, mientras que, cualitativamente, los valores de superposicién son muy parecidos a los de
la estructura experimental cuando se emplea una ruta de calculos distinta.
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Tabla 3.37: Comparacion de dngulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato, dngulos glucosidicos
y drea de superposicion entre los anillos de las bases apiladas, S(42), para la cadena BB0O y

BBO07 de los cdDMP, dDMP y SPB optimizados del diplex dTpdT(BB00):dApdA(BB07).

NDB Método o1 € ¢ a 8 v 6y X1.2 S(A?)
BB00' 138 183 258 304 180 44 138 253 258

INI (experimental)? 137 191 263 300 174 45 143 | 258 277 2.84
cdDMP 141 197 280 290 167 55 90 237 239 2.39
dDMP 141 196 282 288 169 53 80 | 227 249 3.55

PBE dDMP3 141 196 282 289 169 53 80 | 227 249 3.56
dTpdT SPB 137 206 283 291 171 48 136
BB00 cdDMP 141 193 275 290 166 56 83 236 231 0.92
PD0192 MO05 cdDMP* 142 192 276 291 164 56 82 240 227 1.85
- 2X dDMP 141 189 275 293 164 57 81 234 234 3.46

SPB 140 191 276 293 163 48 141

PBE D3-BJ dDMP 144 191 282 299 169 57 130 | 225 260 3.96
PWI1 dDMP 141 195 282 288 169 54 80 226 249 3.58
BBo7! 144 247 169 297 141 46 141 271 260 ‘
INI (experimental)® 151 224 189 303 155 47 149 | 266 261 0.00
cdDMP 145 192 239 301 184 53 145 241 260 0.02

PBE dDMP 146 218 182 313 147 51 144 241 259 0.00

dB/];[(;(;A SPB 136 198 169 291 186 48 137
PD0192 cdDMP 147 175 255 298 198 53 146 244 256 0.45
MO05 cdDMP* 148 184 242 300 187 52 147 | 242 256 0.05
- 2X dDMP 148 204 207 306 166 50 147 | 248 259 0.00
SPB 141 195 166 295 188 48 142
Angulos en grados (°). 'Angulos de torsiéon promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6].  2Estructura

inicial extraida del duplex PD0192. 3Resultado obtenido de dDMP previamente optimizado con el funcional M05-2X.

4Resultado obtenido de duplex previamente optimizado con el funcional PBEPBE.

Para los dos fragmentos de cadenas tnicas, dDMPs, tomados de este duplex no se obtu-
vieron estructuras viables con ninguna de las metodologias empleadas, excepto un tinico caso,
pues se tienen adngulos grandes entre las bases apiladas. La consideracién de las interacciones
de stacking en el funcional M05-2X y la dispersion en el funcional PBE-D3BJ ayudé un poco,
pero no lo suficiente. En cuanto al tnico caso viable corresponde a la cadena dApdA-BBO07
optimizada con el funcional M05-2X, esta presenta una regla no normal con cero stacking, pero
tiene cambios en sus torsiones yendo a regiones para la NtC BB04.
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3.2.3. Fragmentos minimos de daplex con una o ambas cadenas en confor-
maciéon de la NtC BB12

Dada la importancia de las estructuras de la clase conformacional BB12, la cual se ha defi-
nido como una conformacién que corrige las deformaciones de la doble hélice del ADN que son
inducidas por interacciones con una protefna [41], y ya que se ha comprobado que esta tiene
minimos de energia para SPBs separados, se han sometido a calculos de optimizacion distintas
estructuras para evaluar y elucidar las regularidades de formacion de los diplex con una o am-
bas cadenas de esta clase.

A pesar de la mencionada existencia de esta NtC como correctora de las deformaciones del
ADN inducidas por proteinas, sélo uno de los diplex que se han considerado en este estudio se
encuentra en un complejo ADN-proteina, NDB ID NAO0318. Los otros dos fragmentos de ADN
experimentales se hallan solos.

3.2.3.1. Estructuras de dGpdT:dApdC con una de sus cadenas de la clase BB12

Del fragmento experimental NDB ID 5GUN [55], de secuencia d(GTGGAATGGAAC),, se
ha extraido el duplex dApdC:dGpdT con la cadena dApdC de la NtC BB12 y la cadena dGpdT
como BB02. Ambos dDMPs presentan una superposiciéon normal de las bases apiladas en la
estructura experimental, siendo un poco mas pequeiia en la cadena dGpdT-BB02.

Se han realizado calculos a este duplex con distintas metodologias y rutas de optimizacion.
En el caso de los funcionales PBE y PW91, empleados en el programa Gaussian, no han repro-
ducido buenas estructuras que sean viables pues se tiene un angulo grande entre los pares de
bases apilados, ademas de la formacion de enlaces de hidrogeno artificiales. En la Figura 3.21
se muestra un ejemplo de estos resultados.

Figura 3.21: Estructura optimizada con el funcional PBEPBE del fragmento dApdC:dGpdT con
la cadena dApdC de la NtC' BB12 y la cadena dGpdT BB02. Se encuentran indicados con verde
los enlaces de hidrdgeno artificiales formados. Se puede observar los pares de bases apilados en
una posicion con un Roll de -54.8°.

Por otro lado, de las optimizaciones realizadas con diferentes rutas de calculos empleando
los funcionales M05-2X, PW91-ulg, PW91 (en el programa ADF) y con el campo de fuerzas
AMBER OL15 se tienen conformaciones viables con parametros aceptables de posicién mutual
de las bases y de los pares de bases. En la mayoria de estas estructuras optimizadas no se tienen
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cambios de conformacién en la cadena dApdC, siendo esta de la clase BB12; mientras que se
tienen cambios de region de los angulos de torsion ¢, a y 8 en dGpdT-BB02, estos dos tltimos
se presentan también en los SPBs optimizados, en varios casos se tiene también cambio en el
angulo glucosidico del primer nucleosido (x1) de esta cadena, vease Tabla 3.38.

En adiciéon, se tiene cambio en la superposiciéon de los anillos de las bases apiladas en la
cadena de secuencia dGpdT, siendo menor que la que se tiene en la estructura experimental, e
incluso yendo a una regla no normal. En el dApdC-BB12 se observa una superposicién normal
para dicha secuencia.

En la Figura 3.22 se puede ver la superposicion de las bases en la estructura experimental y
el ligero cambio en la cadena dGpdT como resultado de la optimizacion realizada con el funcio-
nal M05-2X. Cabe mencionar que al hacer una optimizacién a este resultado con el funcional
PW91-ulg se obtuvo una conformacién semejante con un h-Rise mas grande, el cual asegura la
eliminacién de cualquier contacto corto entre los atomos de las bases apiladas.

Figura 3.22: Conformacion experimental y optimizada de dApdC:dGpdT, con dApdC (cadena
izquierda) de la NtC' BB12 y dGpdT (cadena derecha) de la NtC BB02. Las dos proyecciones
muestran la posicion mutual cast paralela de los pares de bases y la superposicion de las ba-
ses apiladas. (a) Estructura experimental, NDB ID 5GUN. (b) Estructura optimizada con el
funcional M05-2X.

Para las cadenas tnicas de este duplex, en el caso de dApdC-BB12 sélo se ha obtenido un
buen resultado con los funcionales M05-2X y PW91-ulg, correspondiendo a la misma clase y
mostrando reglas normales de superposicién. En cuanto a la cadena dGpdT-BB02 se tienen
cambios en las torsiones a y 8 como en las optimizaciones realizadas al diplex, mostrando
reglas normales de superposicién; en este caso ha sido M05-2X quien ha reproducido una mejor
posicion de las bases, siendo aceptables los resultados de PBE y PW91-ulg.
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Tabla 3.38: Comparacion de dngulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato, dngulos glucosidicos
y drea de superposicion entre los anillos de las bases apiladas, S(42), para la cadena BB12 y
BB02 de los cdDMP, dDMP y SPB optimizados del diplex dApdC(BB12):dGpdT(BB02).

NDB Método ) € ¢ a J5 5 5y X1.2 S(A?)

BB12! 140 196 280 257 76 171 140 | 269 205

INT (experimental)? 131 196 276 259 84 163 144 258 198 3.62

cdDMP 146 203 276 284 93 176 149 231 199 1.13
cdDMP3 146 204 273 289 92 173 150 228 192 0.00

PBE dDMP 142 199 268 280 84 170 148 231 196 0.00

SPB 138 207 285 269 73 189 73
cdDMP 149 200 287 258 76 171 141 253 201 4.05
MO05 cdDMP* 143 200 278 264 73 171 147 259 198 4.35
-2X dDMP 148 201 285 259 73 170 144 253 205 3.11

SPB 141 203 279 271 79 178 165
dApdC cdDMP 135 195 279 266 74 171 142 262 207 3.57
BB12 cdDMP® 146 201 287 261 78 171 137 254 201 4.15
5GUN PWoI1 cdDMP* 133 196 276 273 85 177 136 261 184 1.95
- ulg cdDMPS 138 201 278 267 81 171 139 258 197 4.45

dDMP 133 197 278 265 T 171 140 257 202 3.54
SPB 131 200 278 267 79 173 129

PWII(ADF) cdDMP®> 144 203 286 260 82 170 133 253 200 4.16

cdDMP 146 204 272 289 92 173 151 228 191 0.00
PWoI1 cdDMP7 146 201 279 267 82 172 143 243 201 4.12
cdDMP3 148 203 280 270 84 171 145 241 201 3.79

OL15 cdDMP 134 193 273 276 75 179 141 264 182 1.99
MP2 SPB 140 201 281 272 T 183 107
BB02! 141 194 246 31 195 297 150 | 252 253

INT (exzperimental)? 152 194 232 39 168 307 159 243 267 2.17

cdDMP 144 189 213 66 138 843 156 | 203 256 | 0.00
cdDMP? 136 186 223 41 148 39 139 | 194 239 | 0.00

PBE dDMP 140 197 227 66 166 289 155 | 218 259 1.49
dDMP? 142 193 218 60 143 331 161 | 204 272 1.41

SPB 110 196 167 76 116 288 161

cdDMP 147 189 216 67 135 317 166 213 276 0.71

MO5 cdDMP* 154 193 217 64 133 307 159 | 221 269 | 1.06
- 2X ADMP 149 188 217 69 128 308 159 | 218 271 | 2.3
dGpdT SPB 119 194 168 61 128 286 147
BB02 cdDMP 150 191 221 59 154 208 159 | 248 273 | 1.37
5GUN cdDMP® 146 187 217 67 184 316 161 | 221 270 | 0.71
PWI1 cdDMP* 149 199 226 67 156 290 152 | 217 240 | 0.27
- ulg cdDMP® 150 197 222 64 147 298 155 | 225 259 | 0.65

dDMP 143 199 218 65 158 294 152 226 267 2.15
SPB 137 205 209 62 146 289 160

PW9I(ADF) cdDMP®> 144 191 216 65 136 317 158 221 267 0.57

cdDMP 136 185 222 44 145 39 139 192 238 0.00
PWOI1 cdDMP7 142 185 207 62 140 3836 160 220 268 0.74
cdDMP? 144 188 214 64 138 339 159 206 265 0.09

OL15 cdDMP 145 194 231 57 161 300 156 211 240 0.37

Angulos en grados (°). 'Angulos de torsién promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6].  2Estructura
inicial extraida del daplex 5GUN. 3Previamente optimizado con M05-2X y PW9l-ulg.  4Previamente optimizado
con OL15. 5Previamente optimizado con M05-2X.  SPreviamente optimizado con OL15 y M05-2X.  “Previamente
optimizado con PW91-ulg.
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Tabla 3.39: Comparacion de dngulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato, dngulos glucosidicos
y drea de superposicion entre los anillos de las bases apiladas, S(42), para la cadena BB12 y

BB15 de los cdDMP, dDMP y SPB optimizados del diplex dGpdT(BB12):dApdC(BB15).

NDB MétOdO 51 € C (6% B ol (52 XLQ S(AQ)
BB12! 140 196 280 257 76 171 140 269 205
INI (experimental)? 158 217 251 247 72 164 148 276 210 1.72
cdDMP 143 202 268 271 73 167 151 245 207 1.15
dDMP? 147 213 277 274 102 174 131 219 201 0.00
PBE dDMP3#* 140 216 279 275 101 174 130 | 210 200 0.00
dDMP? 147 207 279 274 106 174 131 223 200 0.00
SPB? 115 199 276 276 83 175 162
dGpdT cdDMP. 144 191 269 264 70 168 157 257 206 0.94
BB12 MO05 cdDMPS 139 196 265 268 69 167 154 262 204 1.47
UDJ060 - 2X dDMP3 143 198 280 263 6] 173 147 258 201 4.03
SPB 133 201 278 273 79 177 165
PW91-ulg cdDMP? 140 191 273 266 71 170 152 261 209 1.10
PW91(ADF) cdDMP* 139 194 271 265 73 169 150 260 210 1.00
PWoI1 cdDMP” 143 201 268 270 74 166 151 247 210 1.00
OL15 cdDMP 128 186 265 272 61 171 155 267 202 2.43
ff99 dDMP 129 192 278 277 67 181 147 270 203 2.18
MP2 dDMP 130 183 270 266 70 171 158 266 202 4.20
BB15! 144 189 257 345 189 350 148 250 262
INI (experimental)? 132 195 254 344 166 3 148 | 245 276 2.42
cdDMP 143 193 274 297 167 58 96 245 236 2.74
PBE dDMP 142 206 286 282 177 51 118 236 249 2.58
dDMP* 142 206 286 282 177 51 118 236 249 2.56
SPB 137 207 283 291 172 49 136
dApdC cdDMP 145 188 276 295 163 57 85 249 223 3.68
BB15 MO5 cdDMPS 143 188 275 297 166 55 119 247 242 3.42
UDJ060 -2X dDMP 143 188 274 296 167 56 111 244 258 3.20
SPB 141 205 284 289 172 47 142
PW91-ulg cdDMP* 143 188 279 296 166 56 89 251 226 3.51
PW91 (ADF) cdDMP? 143 189 278 295 167 57 87 250 226 3.51
PWI1 cdDMP7 143 193 276 294 166 56 84 247 232 2.78
OL15 cdDMP 139 176 2714 298 163 57 123 256 259 3.14
MP2 SPB 140 207 287 288 171 46 140
Angulos en grados (°). 'Angulos de torsién promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6].  2Estructura

inicial extraida del daplex UDJ060. SEstructura obtenida calculando las frecuencias vibracionales en cada paso de
optimizaciéon. “4Resultado obtenido de estructura previamente optimizada con el funcional M05-2X.  5Resultado ob-
tenido de dDMP previamente optimizado con el campo de fuerzas ff99.  SResultado obtenido de diiplex previamente
optimizado con el campo de fuerzas OL15. "Resultado obtenido de duplex previamente optimizado con el funcional

MO05-2X y posteriormente con PW91-ulg.
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Continuando con este estudio, se extrajo del fragmento experimental NDB ID UDJO060 [56],
de secuencia d(CGACGATCGT)3, la estructura dGpdT:dApdC con la cadena dGpdT de la
clase NtC BB12 y la cadena dApdC BB15. Ambas cadenas de este duplex presentan reglas
normales de superposicién de las bases apiladas, siendo un poco menor en la cadena de secuen-
cia dGpdT, tal como en la estructura anterior (aunque son de distintas NtCs). Los resultados
obtenidos de las optimizaciones realizadas se encuentran en la Tabla 3.39.

Al igual que en el caso anterior, los funcionales PBE y PW91, en Gaussian, no han repro-
ducido una buena posicion de los pares de bases apilados (y muestran enlaces artificiales entre
las bases Guanina-Timina) a pesar de las diferentes rutas de célculos empleadas; solo en el caso
de emplear como inicial el resultado de M05-2X se ha tenido menos distorsion, pero aun asi es
una estructura no viable.

Con el funcional M05-2X se han obtenido dos minimos diferentes para este duplex, siendo
2.29 kcal/mol mas favorable el que se tiene directamente de la estructura experimental. En
ambos casos se tiene una superposicién normal en la cadena dApdC, la mayor diferencia entre

ambos minimos es en la conformacién de este dDMP y en la superposicién cuantitativa entre
las bases apiladas del dApdC.

Figura 3.23: Conformaciones de dApdC:dGpdT optimizadas por distintas rutas con el funcional
M05-2X , con dApdC' (cadena izquierda) de la NtC BB15 y dGpdT (cadena derecha) de la NtC
BB12. La proyeccion muestra la superposicion de las bases apiladas. (a) Resultado obtenido
de la estructura experimental, presenta cambio de conformacion: dApdC-BAO1. (b) Resultado
obtenido de la estructura optimizada con el campo de fuerzas AMBER OL15, presenta cambio
de conformacion: dApdC-BBO1.
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En la optimizacion realizada con el funcional M05-2X, a la estructura experimental, hay
cambio de regién en los angulos «, v y d2 de la cadena dApdC, correspondiendo a BAO1, y la
cadena dGpdT presenta una superposicion practicamente no normal para su secuencia. Por otra
parte, de la optimizacion realizada al cdDMP -resultado del campo de fuerzas OL15- se tiene
que la cadena dApdC corresponde a la NtC BBO01 y en el dGpdT se observa una superposicion
notable entre los anillos de las bases apiladas.

Esta diferencia de superposiciones en los dos minimos obtenidos con M05-2X pueden apre-
ciarse un poco en la Figura 3.23. Notese que el resultado de la optimizacion realizada a la
estructura experimental es parecido al obtenido para el diplex anterior de igual secuencia pero
con distinta conformacién, teniendo una mayor superposicion en las cadenas dApdC y mu-
cho menor, casi no normal, en las cadenas dGpdT, ambas estructuras con las conformaciones

dApdC(BB12):dGpdT(BB02!) y dApdC(BA01):dGpdT(BB12).

Del estudio realizado a los dDMPs solos, para la cadena dGpdT-BB12 no se tienen bue-
nos resultados con ninguna de las rutas empleadas con el funcional PBE, mientras que de los
calculos realizados con M05-2X, MP2 y el campo de fuerzas ff99 se han reproducido todas las
caracteristicas de la estructura experimental, con superposiciéon de sus bases normal. En cuanto
a la cadena dApdC-BB15 s6lo M05-2X dio una buena estructura, la cual presenta reglas nor-
males de superposicion, pero se tiene cambio de conformacion hacia la NtC BA05, muy cercano
a lo que se observé en las optimizaciones realizadas al duaplex.

3.2.3.2. Estructura de dGpdA:dTpdC con ambas cadenas en conformacién de la
clase BB12

Dada la importancia de la clase conformacional BB12 en los complejos entre ADN-proteinas
al componer las deformaciones en la doble hélice inducidas por las segundas, se extrajo del frag-
mento experimental NDB ID NA0318 [57], de secuencia d(TTAGGATCCTTCAAAAAAGGC
AGA):d(TCTGCCTTTTTTGAAGGATCCTAA), la estructura dGpdA:dTpdC cuyos dDMPs
complementarios son de la NtC BB12 y ambos presentan reglas normales de superposiciéon de
las bases.

Este fragmento experimental se encuentra interaccionando con un derivado de la endonu-
cleasa [-Crel. Las endonucleasas dirigidas constituyen una posible estrategia para reparar las
lesiones del ADN al surgir como bisturies moleculares altamente especificos que reconocen y
escinden, o en otras palabras, eliminan nucleétidos danados junto con un segmento circundan-
te de ADN. Dicha enducleasa, I-Crel, ha sido propuesta por Redondo et al. [57] como terapia
génica para los pacientes con xeroderma pigmentoso, enfermedad hereditaria caracterizada por
hipersensibilidad a la luz ultravioleta, en la cual los pacientes tienen defectos en la reparacion
por escisiéon de nucledtidos presentando una fuerte predisposicion a desarrollar canceres de piel.

De las optimizaciones realizadas con el funcional PBE por tres rutas de calculos distintos,
a pesar de tener todos los angulos de torsién en las regiones iniciales, se ha obtenido la misma

'Después de las optimizaciones realizadas se tiene cambio en algunas de las regiones de las torsiones de esta
cadena, no correspondiendo a la NtC BB02.



3.2. Fragmentos minimos de diplex de ADN con cadenas de distintas clases NtCs 95

conformacién con un angulo Roll de mas de 70° entre los pares de bases apilados, y con la
formacioén de enlace de hidrogeno entre las bases purinas.

Los campos de fuerzas AMBER BSC1 y OL15 han reproducido las caracteristicas de la
estructura experimental, con cambio en la torsién e de la cadena dTpdC, originado s6lo por
OL15, véase Tabla 3.40.

Los célculos de optimizacién realizados con el funcional M05-2X han resultado en el mismo
minimo, cuyas caracteristicas conformacionales son iguales a las del cdDMP experimental. Ade-
més, M05-2X ha regresado el angulo de torsion € a su regién original en la estructura que OL15
provoco una desviacion de este. En la Figura 3.24 se muestran las conformaciones experimental
y optimizada, la cual retiene la substancial superposiciéon entre las bases purinas apiladas y la
superposicién casi nula entre los anillos de las pirimidinas.

Figura 3.24: Conformaciones experimental y optimizada de dGpdA:dTpdC. Ambas cadenas
corresponden a la NtC BB12. Las dos proyecciones muestran la posicion mutual casi paralela
entre los pares de bases apilados y la substancial superposicion entre los anillos de las bases
purinas. (a) Estructura experimental, NDB ID NA0318. (b) Estructura optimizada empleando
el funcional M05-2X. Figura publicada en [1].

Para la cadena dGpdA se han obtenido estructuras viables con todas las rutas de céalculos
empleadas, mostrando reglas normales de superposiciéon para esta secuencia con dDMP BB12,
ver Tabla 3.40. El funcional M05-2X ha reproducido una mejor posicion mutual de las bases
apiladas. Sin embargo, para la cadena dTpdC el funcional PBE no ha dado como resultado
estructuras viables, mientras que el campo de fuerzas BSCI1 si, aunque presenta cambio en
la regla de superposicion. El funcional M05-2X arreglé esta regla no normal, dando resulta-
dos semejantes a los de la estructura experimental mediante las diferentes rutas de céalculos
empleadas.
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Tabla 3.40: Comparacion de dngulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato, dngulos glucosidicos
y drea de superposicion entre los anillos de las bases apiladas, S(4?), para ambas cadenas BB12

de los cdDMP, dDMP y SPB optimizados del diplex dGpdA(BB12):dTpdC(BB12).

NDB Método 51 € ¢ « B v 5o X1,2 S(A?)
BB12! 140 196 280 257 76 171 140 269 205
INI (experimental)® 149 185 272 264 75 179 142 | 283 218 2.89
cdDMP 142 204 264 283 81 169 149 242 203 0.00
cdDMP34 142 203 263 284 81 167 150 | 240 204 0.00
PBE cdDMP? 142 203 263 284 81 168 150 240 204 0.00
dDMP 146 205 288 257 86 174 137 | 235 202 3.89
dDMP* 146 205 288 257 86 174 137 | 235 201 3.89
dGpdA SPB 134 200 276 275 83 179 127
BB12 cdDMP 147 202 287 262 76 174 138 252 193 4.16
NAO31S cdDMP* 147 203 287 263 75 174 138 253 193 4.15
MO05 cdDMP® 148 202 287 263 76 174 138 253 193 4.17
- 2X dDMP 149 202 288 258 76 173 145 247 201 4.20
dDMP* 148 202 288 258 76 173 145 247 201 4.20
SPB 139 199 276 276 84 177 139
BSC1 cdDMP 132 196 275 276 66 183 145 262 191 3.70
OL15 cdDMP 121 187 270 283 79 178 135 268 185 3.51
MP2 SPB 138 198 278 276 82 179 131
INI (experimental)2 119 192 267 272 72 165 151 259 206 0.35
cdDMP 139 203 267 283 84 171 148 235 195 0.00
cdDMP34 139 203 267 283 83 171 148 236 195 0.00
cdDMP® 139 203 267 282 83 170 148 236 195 0.00
PBE dDMP 142 206 285 261 84 173 131 230 212 1.13
dDMPS 142 206 285 261 84 173 132 230 211 1.08
dDMP* 142 206 285 261 84 173 132 230 211 1.09
dTpdC SPB 135 201 276 275 83 179 126
BB12 cdDMP 143 202 283 262 74 173 145 241 197 0.28
NAO3IS cdDMP* 143 202 283 262 74 173 145 241 197 0.30
MO5 cdDMP® 143 202 283 262 74 173 145 241 197 0.28
_9x dDMP. 144 202 285 262 75 174 144 239 200 0.57
dDMP$ 143 201 284 263 75 174 143 241 198 0.51
dDMP* 144 203 286 261 75 174 143 239 200 0.58
SPB3 139 199 276 276 84 178 137
BSC1 cdDMP 143 203 284 268 63 180 145 244 194 0.40
dDMP 143 204 284 267 63 176 147 242 204 1.40
OL15 cdDMP 140 344 281 271 72 180 135 249 186 0.43
Angulos en grados (°). !Angulos de torsion promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6]. 2Estructura
inicial extraida del duplex NA0318. 3Estructura obtenida calculando las frecuencias vibracionales en cada paso de

optimizaciéon.  “Resultado obtenido de duplex previamente optimizado con el campo de fuerzas BSC1.  5Resultado
obtenido de daplex previamente optimizado con el campo de fuerzas OL15. SResultado obtenido de dDMP previamente

optimizado con el campo de fuerzas BSC1.
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3.2.4. Fragmentos minimos de diiplex con sélo una de sus cadenas de la NtC
BAO09

Para evaluar las regularidades de formacién de los diplex con uno de sus dDMPs de la clase
BAO09, la cual presenta minimos de energia para SPB separado, y saber si estos presentan reglas
normales de superposiciéon, se han sometido a optimizacion seis fragmentos minimos de diplex
de distintas estructuras experimentales. Estos presentan sus cadenas complementarias en una
de las siguientes clases conformacionales: AA00, BBOO o BBOT7.

Recordar que, de los resultados obtenidos en la Seccion 3.1.2; se tiene que esta clase NtC
permite el cambio de conformacion hacia la clase BB12, la cual es importante en interacciones
ADN-proteinas. Dichas NtCs difieren entre si so6lo en la torsién do, siendo del tipo-A en BA09
y del tipo-B en BB12.

3.2.4.1. c¢dDMPs con una de sus cadenas de la NtC BAOQ9 y la cadena comple-
mentaria de la clase AA00

El primer ¢cdDMP estudiado con estas conformaciones se ha extraido del fragmento ex-
perimental 1I1P [58], de secuencia d(CCTCG CTCTC):d(GAGAGCGAGG), esta estructura
dApdG:dCpdT presenta para dichas secuencias superposiciones normales de las bases apiladas,
en donde la cadena dApdG es de la NtC BA09 y la cadena dCpdT corresponde a la clase AAQO.

Figura 3.25:  Conformacion de dApdG:dCpdT optimizada con el funcional M05-2X, con la
cadena dApdG de la NtC BB12* y la cadena dCpdT de la clase AA00. Las dos proyecciones
muestran la posicion mutual casi paralela entre los pares de bases apilados y la substancial
superposicion entre los anillos de las bases purinas.

En la Tabla 3.41 se presentan los resultados obtenidos de las distintas optimizaciones rea-
lizadas a los componentes de esta estructura. Aunque el funcional PBE mantiene todas las
regiones de los d4ngulos de torsiéon de ambas cadenas, no reprodujo una buena posicién mutual
de los pares de bases, ya que se tiene un angulo Roll de -58°, ademas de la formaciéon de un
enlace de hidrégeno entre bases cruzadas de distinta cadena.

Por otro lado, el funcional M05-2X ha reproducido la superposicién normal presente en am-
bas cadenas de la estructura experimental, con una posicién mutual de los pares de bases casi
paralelos, como se puede observar en la Figura 3.41, pero se tiene un cambio de conformacion
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en la cadena dApdG, pues se tiene otra region para la torsion s, correspondiendo asi a la clase
BB12. Este cambio se ha obtenido también en la optimizacién realizada con el funcional PBE
al SPB separado.

En cuanto a las cadenas tnicas separadas se tiene para dApdG-BA09 una reproduccion de
las regiones para las torsiones de esta clase, asi como una superposiciéon normal de las bases
purinas apiladas. Por otro lado, aunque de los calculos realizados a la cadena dCpdT-AAQ0 se
tienen los d4ngulos de torsion en las mismas regiones de la estructura experimental ninguna de
las metodologias empleadas ha reproducido una estructura viable con una posiciéon aceptable
de las bases apiladas.

Tabla 3.41: Comparacion de dngulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato, dngulos glucosidicos
y drea de superposicion entre los anillos de las bases apiladas, S(£2), para la cadena BAO09 y
AA00 de los cdDMP, dDMP y SPB optimizados del diplex dApdG(BA09):dCpdT(AA00).

NDB Meétodo 5 € ¢ a I ~ 5o X1.2 S(A?)
BA09' 134 200 287 256 68 172 90 | 265 186
INI (experimental)®> 133 206 282 269 65 188 94 | 273 182 | 3.87
cdDMP 146 210 287 266 73 182 77 | 241 196 3.64
dApdG PBE dDMP 146 211 293 259 85 182 95 | 285 182 3.78
BA9 SPB 134 201 276 275 83 179 127
1P MO5 cdDMP 149 203 288 262 75 175 1833 | 249 194 | 4.43
ox dDMP 150 209 207 257 71 183 81 251 181 413
SPB 140 199 279 274 81 180 79
MP2 SPB 139 199 280 275 79 181 78

INI (experimental)? 82 189 289 307 184 42 92 203 225 0.00

cdDMP 93 192 275 303 164 63 7 200 208 0.00
dCpdT PBE dDMP 82 206 286 296 172 58 79 188 221 0.01
AAOO SPB 116 282 304 294 148 51 85
1T1P MO5 cdDMP 82 199 288 292 173 59 78 195 211 0.04
_oX dDMP 83 201 291 292 171 61 T 187 210 0.00
SPB 102 182 277 293 170 57 101
MP2 SPB 102 182 277 295 168 56 99
Angulos en grados (°). 'Angulos de torsion promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6].  2Estructura

inicial extraida del duplex 111P.

Otra estructura preparada y estudiada es dTpdG:dCpdA, donde la cadena dTpdG es de la
NtC BAO9 y dCpdA de la clase AAOQO, la cual presenta una superposiciéon normal en la cadena
dCpdA, pero tiene una substancial superposicién entre los anillos de las bases apiladas en la
cadena dTpdG. Este diplex ha sido extraido del fragmento experimental PD0426 [59], de se-
cuencia d(GCATATCAATTTGTTGCAT)s,, el cual corresponde a un complejo entre ADN y la
proteina HU, proteina enlazante al ADN.

Esta proteina HU, miembro de una familia de proteinas procarioticas, interactia con el
surco menor del ADN de una manera no especifica de secuencia para inducir y/o estabilizar la
flexion del ADN. HU desempena funciones arquitectonicas en el inicio de la replicacién, la regu-
lacién de la transcripciéon y la recombinaciéon especifica del sitio, y esta asociada con nucleoides
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bacterianos. De acuerdo con Swinger et al. [59) HU estabiliza diferentes dngulos de flexion del
ADN (aproximadamente 105°-140°).

De los célculos de optimizacién realizados a esta estructura dTpdG:dCpdA se han obtenido
dos conformaciones con regularidades diferentes, una con PBE y la otra con M05-2X, ambas
con una posicién mutual casi paralela de los pares de bases apilados y con cambio de confor-
macion en la cadena dTpdG pues va a regiones para la clase BB12 (mismo cambio presente
en las optimizaciones realizadas al SPB separado). En el caso del minimo obtenido con PBE
se tienen reglas de superposicién como en la estructura experimental, siendo no normal en la
cadena dTpdG, mientras que en el minimo que es resultado del funcional M05-2X la estructura
presenta reglas normales para ambas cadenas, ver Tabla 3.42.

Tabla 3.42: Comparacion de dngulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato, dngulos glucosidicos
y drea de superposicion entre los anillos de las bases apiladas, S(£2), para la cadena BA09 y
AA00 de los cdDMP, dDMP y SPB optimizados del diplex dTpdG(BA09):dCpdA(AA00).

NDB Método 5 € ¢ a I 5 5y X1.2 S(A?)
BA09! 134 200 287 256 68 172 90 | 265 186
INI (experimental)> 131 201 316 230 88 169 94 | 244 203 | 2.14
cdDMP3 145 207 287 265 84 177 120 | 241 189 1.12
dDMP 144 198 289 259 107 187 75 | 219 241 | 0.00
%ipo‘;G PBE SPB 138 207 28 268 71 190 73 -
PDO4%6 SPB 134 201 276 275 83 179 127
MO05 cdDMP 147 202 292 258 76 175 134 | 243 189 | 0.77
- 2X SPB 140 199 277 275 84 178 138
MP2 SPB 138 199 278 276 82 179 131

INI (experimental)? 80 214 277 299 162 51 81 210 218 0.34

PBE cdDMP 84 205 284 292 176 56 79 200 216 0.00
dCpdA SPB 102 187 276 293 168 55 92
AAQ00 MO5 cdDMP 81 207 291 285 181 54 78 198 211 0.00
PD0426 _9x dDMP 81 201 290 289 175 LY 78 196 215 0.00
SPB 102 182 277 294 170 57 101
MP2 SPB 102 182 277 295 168 57 99
Angulos en grados (°). 'Angulos de torsién promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6].  2Estructura
inicial extraida del duplex PD0426. 3Estructura obtenida calculando las frecuencias vibracionales en cada paso de

optimizacion.

Para visualizar mejor este cambio de superposicién entre ambos minimos obtenidos con los
funcionales PBE y M05-2X, en la Figura 3.26 se muestra la proyecciéon de ambas estructuras
con sus bases apiladas, respectivamente. Este cambio de regularidades puede deberse a la falta
de la interaccién con la proteina que se encuentra el fragmento experimental, ademéas de que
MO05-2X considera principalmente las interacciones de stacking. Ambos minimos son viables y
muestra la posibilidad de diferentes regularidades para este tipo de conformacion.

A pesar de no presentar cambios grandes en las torsiones del esqueleto azicar-fosfato de los
dDMPs optimizados, no se han reproducido estructuras viables para ninguna de las cadenas
dnicas de este diplex estudiado.
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Figura 3.26: FEstructuras optimizadas de dTpdG:dCpdA, con dTpdG (cadena izquierda) de la
NtC BB12* y dCpdA (cadena derecha) de la clase AA00O. Se muestra la superposicion entre los
anillos de las bases apiladas, siendo diferente en la cadena dTpdG. (a) Estructura optimizada
con el funcional PBEPBE. (b) Estructura optimizada mediante el funcional M05-2X.

3.2.4.2. c¢dDMPs con una de sus cadenas de la NtC BAQ09 y la cadena comple-
mentaria de la clase BB00

Las tres estructuras estudiadas con esta conformacion se encuentran en complejos ADN-
proteinas, la primera de ellas (NDB ID PDTO035 [60]) es ADN telomérico enlazado a RAPI,
proteina multifuncional que también participa en la regulaciéon transcripcional. La segunda
conformacién, NDB ID PD0342 [61], se encuentra en un complejo entre ADN y la proteina en-
donucleasa I-Crel, proteina mencionada en la Seccién 3.2.3.2. Finalmente, el tercer fragmento
(NDB ID NA0547 [62]) es una secuencia de ADN especifica dentro del gen humano RAG1 con la
endonucleasa modificada I-Crel, cuya importancia radica en que mutaciones en este gen RAG1
producen inmunodeficiencia combinada severa (SCID), la cual conduce a una respuesta inmune
defectuosa en los individuos, dejandolos vulnerables a enfermedades infecciosas.

Del fragmento experimental NDB ID PDT035 [60], de secuencia d(CCGCACACCCACACA
CCAG):d(CCTGGTGTGTGGGTGTGCG), se ha extraido la estructura dGpdG:dCpdC, en la
cual se tiene a la cadena dGpdG de la clase NtC BA09 y dCpdC de BB00. Esta conformacion
muestra superposiciones normales en ambas cadenas.
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Al realizar los célculos de optimizaciéon con los funcionales PBE y M05-2X se han repro-
ducido las regiones de las torsiones de la estructura inicial, sin cambio en las conformaciones,
mostrando una superposicién normal entre las bases apiladas de ambas cadenas, véase la Ta-
bla 3.43. Sin embargo, PBE no da una estructura viable ya que los pares de bases tienen un
angulo Roll de 37° entre si.

A pesar de que en las optimizaciones realizadas a los dDMPs separados se tienen estos con
las mismas regiones de las torsiones caracteristicas para las clases BA09 y BB0O0, con ninguno
de los funcionales empleados se ha podido reproducir conformaciones viables con una buena
posicién de las bases.

Tabla 3.43: Comparacion de dngulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato, dngulos glucosidicos
y drea de superposicion entre los anillos de las bases apiladas, S(42), para la cadena BAO9 y
BB00 de los cdDMP, dDMP y SPB optimizados del diplex dGpdG(BA09):dCpdC(BB00).

NDB Método 01 € ¢ «@ Ié; ~ P X1,2 S(A?)
BA09! 134 200 287 256 68 172 90 265 186
INI (ea:perimental)2 137 190 281 251 89 168 83 265 180 3.26
cdDMP 146 208 293 260 71 182 7 248 192 1.58
PBE dDMP 143 207 272 279 78 183 78 244 190 0.00
dGpdG SPB 138 206 285 269 73 189 73
BA09 SPB 134 200 276 275 83 179 127
PDTO035 MO5 cdDMP 147 202 299 252 61 172 82 247 184 3.02
_9x dDMP 149 206 295 255 63 169 81 254 197 5.15
SPB 140 199 278 275 81 180 79
MP2 SPB 139 199 280 275 80 181 78
BB00! 138 183 258 304 180 44 138 253 258
INI (ea:perimental)2 110 169 275 291 192 49 135 238 241 0.00
cdDMP 141 180 269 295 199 53 135 226 237 0.00
dCpdC PBE dDMP 140 193 272 276 208 44 140 217 190 0.00
BB0O SPB 116 281 304 294 148 52 85
PDT035 MO5 cdDMP 146 164 276 275 234 47 147 225 248 0.00
_9X dDMP 145 169 275 268 246 54 151 220 192 0.00
SPB 140 191 276 293 163 48 140
MP2 SPB 139 194 278 293 165 48 140
Angulos en grados (°). !Angulos de torsion promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6].  2Estructura

inicial extraida del duplex PDT035.

En cuanto al fragmento experimental NDB ID PD0342 [61], de secuencia d(CCAAACTGTCT
CAAGTTCCGGCG):d(CGCCGGAACTTGAGACAGTTTGG), se tomo de este la estructura
dApdC:dGpdT con la cadena dApdC de la clase NtC BAQ9 y la cadena dGpdT de BB00, ambas
con superposiciones normales entre sus bases apiladas.

En la Tabla 3.44 se presentan los resultados de los célculos de optimizacion realizados a
los distintos fragmentos de esta estructura. Con el funcional PBE se tiene una distorsion de
este duplex, tal es la distorsiéon que s6lo se han podido medir los dngulos de torsiéon del esque-
leto aztcar-fosfato pero nada de la posicion mutual de los pares de bases o el parametro h-Twist.
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Del resultado obtenido con M05-2X se tiene una estructura con posiciéon mutual de las bases
casi paralela, con reglas normales de superposicion para ambas cadenas (aunque esta es menor
en la cadena dGpdT, tal como en la conformacion experimental y como en los otros diplex
estudiados con esta secuencia). Ademaés, se tiene cambio de region en el angulo de torsion &
de la cadena dApdC, correspondiendo a la clase BB12; como se ha visto en la Seccién 3.1.2,
el cambio de conformacién entre las clases BB12 y BAO9 es posible y esperado. Por otro lado,
también se tiene variacién en la torsiéon 8 de la cadena BB0O0, este cambio se vio en la estructura
anterior, ver Tabla 3.43.

Para la cadena dGpdT-BB00 con ningin funcional se obtuvo una estructura sin enlaces de
hidrégeno artificiales y aceptable posicion mutual de las bases apiladas. Por otro lado, para la
cadena dApdC-BAO09 se tiene con el funcional PBE una conformacién de bases casi perpendi-
culares, mientras que M05-2X reprodujo una estructura de reglas normales de superposicion y
con la misma clase conformacional BA09.

Tabla 3.44: Comparacion de dngulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato, dngulos glucosidicos
y drea de superposicion entre los anillos de las bases apiladas, S(£2), para la cadena BA09 y
BBO00 de los cdDMP, dDMP y SPB optimizados del diplex dApdC(BA09):dGpdT(BB00).

NDB Método 5 € ¢ a I 7y 5y X1.2 S(A?)
BA09! 134 200 287 256 68 172 90 265 186
INI (ear:perimental)‘2 132 192 293 246 66 168 105 270 195 4.22
cdDMP 148 206 283 269 90 177 83 241 188 0.19
PBE dDMP 144 206 277 271 7 181 78 237 192 0.00
dApdC SPB 137 207 284 269 73 188 73
BA09 SPB 134 201 276 275 83 179 126
PD0342 MO5 cdDMP 148 201 287 259 75 172 139 253 199 4.35
_9x dDMP 149 211 295 256 67 179 81 250 186 2.21
SPB 140 199 279 274 81 180 79
MP2 SPB 139 199 280 275 79 181 78
BBo00! 138 183 258 304 180 44 138 ‘ 253 258
INI (experimental)> 134 180 251 318 184 39 141 | 244 247 | 1.76
cdDMP 144 185 280 300 227 54 143 195 246 0.00
dGpdT PBE dDMP 144 194 271 302 192 57 145 197 257 1.96
BB0O SPB 137 208 283 290 171 48 137
PD0342  MO5 cdDMP 147 165 272 285 220 49 146 231 257 1.19
_9x dDMP 148 166 274 283 239 49 148 217 232 0.00
SPB 140 191 276 293 163 48 140
MP2 SPB 139 194 278 293 165 48 140
Angulos en grados (°). 'Angulos de torsién promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6].  2Estructura

inicial extraida del daplex PD0342.
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Finalmente, se extrajo la estructura dTpdC:dGpdA del fragmento experimental NDB ID
NA0547 [62], de secuencia d(TTGTTCTCAGGTACCTCAGCCAGA):d(TCTGGCTGAGGTA
CCTGAGAACAA). Esta tiene la cadena dTpdC de la clase NtC BAO9 y la cadena dGpdA
de BBO00, presenta una superposicién normal entre las bases de dGpdA, mientras que en el
dinucledsido-monofosfato dTpdC se nota una superposiciéon un poco mayor que la normal para
dicha secuencia.

En la Figura 3.27 se puede observar la superposiciéon entre los anillos de las bases apiladas
de la estructura experimental, la cual cambia después de realizar cdlculos de optimizacion con
el funcional M05-2X, siendo completamente normal en la cadena dTpdC-BAQ9 (la cual va a
la clase BB12) y muy pequena, i.e. no normal, en la cadena dGpdA-BB00 (con cambio en la
torsion ).

Figura 3.27:  Conformacion experimental y optimizada de dTpdC:dGpdA con dTpdC (cadena
izquierda) de la clase BA09 y dGpdA de BBO0. La proyeccion muestra la superposicion de los
anillos de las bases apiladas. (a) Estructura experimental NDB ID NA0547. (b) Estructura
optimizada con el funcional M05-2X.

Por otro lado, con el funcional PBE se ha obtenido una estructura de diplex cuyo éngulo
Roll es de -70°, siendo no viable. En cuanto a la cadena dTpdC-BAO09 ningtn funcional repro-
dujo una conformacién de bases casi paralelas, mientras que para dGpdA-BBO0O se tiene tanto
con PBE como con M05-2X una buena posicién mutual de las bases apiladas, con superposicién
normal para esta secuencia. Del célculo con el funcional M05-2X a este dDMP hay cambio de
region de la torsion 3, tal como en algunas estructuras de duplex optimizados, véase Tabla 3.45.
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Tabla 3.45: Comparacion de dngulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato, dngulos glucosidicos
y drea de superposicion entre los anillos de las bases apiladas, S(£2), para la cadena BA0O9 y

BB00 de los cdDMP, dDMP y SPB optimizados del diplex dTpdC(BA09):dGpdA(BB00).

NDB Método 51 € ¢ a 8 v 5 X1.2 S(A?)
BA09! 134 200 287 256 68 172 90 265 186
INI (experimental)® 129 195 284 253 78 157 78 260 189 0.92
cdDMP? 145 205 284 270 94 177 83 234 188 0.00
dTpdC PBE dDMP 144 209 290 256 88 177 109 | 226 211 1.24
BA09 SPB 135 202 276 275 84 179 126
NAO547  MO5 cdDMP 146 200 291 258 80 175 136 243 186 0.25
_9x dDMP 147 211 298 252 73 179 85 235 190 0.55
SPB 140 199 279 274 81 180 79
MP2 SPB 139 199 280 275 80 181 78
BB00' 138 183 258 304 180 44 138 ‘ 253 258
INI (ewpeTimental)Q 140 195 249 308 181 31 148 240 256 1.53
cdDMP3 143 184 280 300 229 53 145 195 255 0.00
dGpdA PBE dDMP 143 186 272 291 206 49 146 210 269 1.53
BB0O SPB 136 208 283 290 171 48 136
NAO547  MO5 cdDMP 147 165 274 280 235 44 150 228 256 0.30
_9x dDMP 147 159 274 276 233 52 151 232 276 2.34
SPB 140 191 276 293 163 48 140
MP2 SPB 139 194 278 293 165 47 140
Angulos en grados (°). 'Angulos de torsién promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6].  2Estructura
inicial extraida del daplex NA0547.  S3Estructura obtenida calculando las frecuencias vibracionales en cada paso de
optimizacion.

3.2.4.3. Estructura de dCpdC:dGpdG, con dCpdC-BA09 y dGpdG-BBO07

Para finalizar con este estudio, se extrajo del fragmento experimental NDB ID PD1271
[63], de secuencia d(TAAGGTAGGGGAGGAT):d(ATCCTCCCCTAOC), la estructura dCpdC:
dGpdG con la cadena dCpdC de la clase NtC BAQ9 y la cadena dGpdG de BBO7; este duplex
experimental presenta superposiciones no normales en ambas cadenas, es decir, es substancial
entre los anillos de las bases Citosinas apiladas y despreciable entre los anillos de las Guaninas.

Dicho fragmento experimental corresponde a una estructura del complejo ternario humano
REV1-ADN-DNTP, donde la proteina REV1 reparadora de ADN forma parte de una de las
cuatro familias-Y de polimerasa en los humanos, las cuales permiten la continuidad de la bifur-
cacion de replicacion al permitir la replicacion a través de las lesiones de ADN que han escapado
de su reparacién [64].

La superposicion no normal de ambas cadenas del diplex aqui estudiado puede deberse a las
interacciones presentes en el complejo ternario; sin embargo, esta estructura es capaz de retener
dichos stacking y las regiones de todas las torsiones después de los célculos de optimizacion
realizados con el funcional M05-2X en vacio, véase Tabla 3.46. Por ello, podemos decir que esta
regularidad para dicha secuencia, y conformaciones de ambas cadenas, puede ser posible sin que
efectos e interacciones externas la provoquen y mantengan.
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Tabla 3.46: Comparacion de dngulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato, dngulos glucosidicos
y drea de superposicion entre los anillos de las bases apiladas, S(£2), para la cadena BA0O9 y

BBO07 de los cdDMP, dDMP y SPB optimizados del diplex dCpdC(BA09):dGpdG(BB07).

NDB Meétodo 1 € ¢ a 8 5 5y X1.2 S(A?)
BA09! 134 200 287 256 68 172 90 265 186
INI (experimental)® 134 195 296 233 88 158 100 | 263 201 2.97
cdDMP 143 217 282 270 76 181 7 233 192 0.00
PBE dDMP 147 199 291 278 117 179 87 226 189 0.00
dCpdC SPB 137 207 285 269 73 189 73
BA09 SPB 135 201 2716 275 83 179 126
PD1271 MO5 cdDMP 147 206 300 247 67 159 83 251 201 2.39
9x dDMP 145 207 300 250 75 181 82 228 189 0.02
SPB 140 199 279 27 81 180 79
MP2 SPB 139 199 280 275 80 181 78
BB07! 144 247 169 297 141 46 141 271 260 ‘
INI (experimental)> 135 244 185 297 155 36 139 | 254 250 0.08
cdDMP 157 291 135 307 129 47 135 | 239 236 0.00
dGpdG PBE dDMP 157 286 139 308 129 47 139 | 237 248 0.00
BBO7 SPB 129 278 157 292 126 43 138
PD1271  MO5 cdDMP 150 271 175 280 153 41 144 244 250 0.00
C9x dDMP 158 282 127 335 108 41 141 | 232 256 0.00
SPB 127 278 150 291 117 43 144
MP2 SPB 130 280 155 292 119 40 144
Angulos en grados (°). 'Angulos de torsiéon promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6].  2Estructura

inicial extraida del daplex PD1271.

En la Figura 3.28 se muestra la superposicién no normal de los anillos de las bases apiladas
en ambos dADMPs de este diplex, la cual se mantiene después de la optimizacién realizada con
el funcional M05-2X.

Es importante mencionar que, es necesario considerar las interacciones de stacking en los
célculos de optimizacién, pues en el caso del funcional PBE, este no fue capaz de reproducir una
buena estructura ya que dio como resultado una conformacién de bases con gran inclinacién
entre ellas, Roll = -79°.

A pesar de que, de la optimizacién realizada con M05-2X a la cadena tinica dCpdC se ob-
tuvo una estructura con todas las torsiones en las regiones para BA09, esta presenta un angulo
grande entre las bases apiladas, lo cual sucede también en el calculo realizado con PBE, aunque
en ese caso hay una distorsién grande de la estructura. En cuanto a la cadena dGpdG-BB07 no
se pudo reproducir un dDMP viable con ninguna metodologia.
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Figura 3.28: Conformacion optimizada con el funcional M05-2X de dCpdC:dGpdG con dCpdC
(cadena izquierda) de la clase BA09 y dGpdG de BBO7. La proyeccion muestra la substancial
superposicion de los anillos de las Citosinas apiladas y la nula superposicion entre los anillos
de las Guaninas.

3.2.5. Fragmentos minimos de diplex con s6lo una de sus cadenas en con-
formacion de la Subclase X

Como se ha mencionado ya en la Seccion 3.1.3, durante la realizaciéon de este trabajo de tesis
se encontraron estructuras con torsiones no correspondientes a alguna clase NtC publicada, mas
tarde Schneider et al. [41] las clasificaron como NtC BB10; sin embargo, hemos propuesto una
subclase X cuya diferencia con BB10 es en el angulo ~, siendo el valor de este en la primera
mas cercano a los valores normales en ADN-BI, y a cuyas regiones corresponden los minimos
de SPBs separados estudiados.

En esta seccion se presentan los resultados obtenidos de los diplex estudiados con una de
sus cadenas en conformacion de esta subclase propuesta, los cuales han sido tomados de estruc-
turas cristalinas que no contienen proteinas u otras moléculas extras.

3.2.5.1. c¢dDMPs con una cadena de la Subclase X y la cadena complementaria
de la NtC BBO00

La primer estructura presentada, con la que comenzé el estudio de esta subclase X, ha si-
do extraida del fragmento experimental NDB ID 5F9I sintetizado por Acosta-Reyes et al., de
secuencia d(CCAATAATCGCGATTATTGG)s. Dicho diplex, dTpdT:dApdA, tiene la cadena
dTpdT de la subclase X con una superposiciéon de las bases apiladas un poco mayor de lo es-
perado para dicha secuencia, y la cadena dApdA de la NtC BB0O0 con un stacking normal.

En la Tabla 3.47 se encuentran los resultados obtenidos de las optimizaciones realizadas a
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esta estructura con las distintas metodologias y rutas de célculos. Con los funcionales PBE y
PW91, a pesar de tener las torsiones en regiones de la estructura inicial -con cambio de BB10
a la subclase X- y de las rutas de calculos empleadas, se obtuvieron estructuras con un valor
absoluto del angulo Roll de mas de 30°, siendo conformaciones no viables.

El campo de fuerzas OL15, igual que en los calculos realizados a los SPBs separados con
otro campo de fuerzas AMBER, no ha reproducido las regiones de las torsiones para la subclase
X; sin embargo, el funcional M05-2X ha sido capaz de regresar las torsiones a sus regiones y dar
dos minimos muy cercanos por distintas rutas, uno de la optimizacién realizada a la estructura
producida por OL15 y otro a la experimental. En ambos casos se tiene una superposiciéon normal
entre las bases apiladas de ambos dDMPs, con conformaciones de la subclase X y la clase BB0O.

Se puede observar en la Figura 3.29 una posicién mutual casi paralela entre los pares de
bases apilados del diplex optimizado con M05-2X, asi como reglas normales de superposiciéon
para esta conformacién.

Figura 3.29: Conformacion optimizada con el funcional M05-2X de dTpdT:dApdA con la cadena
dTpdT de la Subclase X y la cadena dApdA de la NtC' BB00. Las dos proyecciones muestran
la posicion mutual casi paralela de los pares de bases apilados y la superposicion normal entre
estos.

Por otro lado, con el funcional PW91-ulg se han obtenido dos minimos distintos por dos
rutas de calculos, la primera de ellas mejora la distancia h-Rise en la estructura obtenida con
MO05-2X, asegurando la eliminacién de contactos cortos entre los 4tomos de las bases apiladas;
mientras que la segunda ruta no mejora la estructura, pues no corrige las desviaciones de tor-
siones que el campo de fuerzas OL15 originé.

De las optimizaciones realizadas a los dDMPs separados solo se ha obtenido una confor-
macion viable para dApdA-BB0O0 con el funcional M05-2X, la cual presenta una superposicion
normal entre los anillos de las bases apiladas y con torsiones correspondientes a dicha clase,
sblo 8 presenta cambio de regién, pero esto ya se ha visto en otros resultados.
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Tabla 3.47: Comparacion de dngulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato, dngulos glucosidicos
y drea de superposicion entre los anillos de las bases apiladas, S(4?), para la cadena BB10 y

BB00 de los cdDMP, dDMP y SPB optimizados del duplex dTpdT(BB10):dApdA(BB00).

NDB Meétodo 5 € ¢ a 8 y 5o X1.2 S(A?)
BB10! 138 196 192 22 106 19 129 | 257 258
Subclase X? 141 192 197 30 104 55 118 | 243 245
INI (experimental)® 129 194 217 28 122 352 147 | 243 277 | 0.66
cdDMP 146 193 192 20 96 50 107 | 237 233 0.34
PBE dDMP 144 194 171 23 91 46 116 | 233 245 0.00
SPB 138 194 187 26 90 47 134
c¢dDMP 148 192 185 19 93 49 115 | 242 239 0.00
dTpdT MO5 cdDMP4 148 192 185 17 94 48 121 | 242 239 0.00
BB10 - 92X dDMP 145 195 171 20 89 47 116 | 232 243 0.00
5F91 SPB 141 200 200 23 90 52 140
PWOI1 cdDMP? 144 190 189 23 94 46 111 | 246 236 0.00
- ulg cdDMP4 132 200 206 817 146 60 133 | 253 238 0.00
PWO1 cdDMP® 146 194 191 20 93 52 97 | 236 227 | 0.18
OL15 cdDMP 136 202 196 3815 125 65 133 | 249 228 | 0.00
MP2 SPB 139 198 200 24 90 51 137
BBO00" 138 183 258 304 180 44 138 253 258 |
INI (experimental)® 138 182 245 309 174 51 136 | 254 254 1.34
c¢dDMP 144 183 249 306 181 57 145 | 236 258 1.39
PBE dDMP 146 218 182 313 147 51 144 | 241 259 0.00
SPB 137 207 283 291 172 49 136
c¢dDMP 148 169 260 297 192 54 145 | 253 259 2.04
dApdA  MO05 cdDMP* 144 192 275 294 170 51 133 | 246 260 3.64
BB00 - 92X dDMP 148 158 277 273 242 49 151 | 231 282 2.88
5F91 SPB 140 190 276 293 164 48 139
PWO1 cdDMP? 143 168 266 300 194 53 144 | 253 259 1.91
- ulg cdDMP* 141 191 275 295 174 55 126 | 249 256 3.75
PWO1 cdDMP® 145 182 242 313 170 59 145 | 239 254 1.62
OL15 cdDMP 141 178 275 298 163 55 132 | 262 252 3.63
MP2 SPB 140 208 286 288 173 56 100

Angulos en grados (°).

1 Angulos de torsion promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6].

2 Angulos de

torsién promedio obtenidos para estructuras correspondientes a la clase BB10, los cuales difieren de esta clasificaciéon en el

angulo v. 3Estructura inicial extraida del daplex 5F9I.

campo de fuerzas OL15. 5Resultado obtenido de dtplex previamente optimizado con el funcional M05-2X.

4Resultado obtenido de diplex previamente optimizado con el

SResultado

obtenido de duplex previamente optimizado con el funcional M05-2X y posteriormente con el funcional PW91-ulg.
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La segunda estructura dGpdA:dTpdC, con la cadena dGpdA de la subclase X y la cadena
dTpdC de la clase BB00, se ha extraido del fragmento experimental NDB ID 5KEO [e3], es-
ta muestra superposiciones normales entre las bases apiladas de ambas cadenas. Sin embargo,
después de realizar célculos de optimizacion con el funcional M05-2X se tiene un cambio en la
superposicién de ambas cadenas, siendo substancial entre las bases del dTpdC y minima entre
los anillos de las bases de dGpdA, ademéas de cambiar la conformacién de la cadena dTpdC,
yendo de BB0O a BAO1, ver Tabla 3.48.

Por otro lado, el funcional PBE ha dado como resultado una conformacion mala con dngulo
Roll de -50°. En cuanto a las optimizaciones realizadas a la cadena dGpdA, se tienen estructuras
viables con conformacion de la subclase X y superposiciéon de las bases casi normal.

Para una mejor visualizaciéon del cambio de superposicién en la estructura experimental
después de la optimizacion realizada con el funcional M05-2X véase la Figura 3.30.

Figura 3.30: Conformaciones experimental y optimizada de dGpdA:dTpdC con la cadena dGpdA
de la Subclase X y la cadena dTpdC de la NtC' BBO00. La proyeccion muestra el cambio de
superposicion entre las bases apiladas después de los cdlculos de optimizacion. (a) Estructura
experimental, NDB ID 5KEO. (b) Estructura optimizada con el funcional M05-2X.
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Tabla 3.48: Comparacion de dngulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato, dngulos glucosidicos
y drea de superposicion entre los anillos de las bases apiladas, S(42), para la cadena BB10 y

BB00 de los cdDMP, dDMP y SPB optimizados del diplex dGpdA(BB10):dTpdC(BB00).

NDB Método 51 ¢ ¢ o 3 v 6 Y12 S(A?)
BB10! 138 196 192 22 106 19 129 | 257 258
Subclase X? 141 192 197 30 104 55 118 | 243 245
INI (e:l:pe7’i7nental)3 135 186 202 23 116 14 122 | 251 247 1.44
cdDMP 149 197 191 20 97 48 125 242 240 1.93
dGpdA PBE dDMP 146 196 186 28 98 38 130 238 255 0.99
BB10 SPB 137 194 188 26 89 46 133
5KEO MO5 cdDMP 149 193 180 16 101 41 132 250 243 0.44
_9x dDMP* 149 195 179 13 102 42 134 253 247 0.98
SPB 141 199 199 23 90 51 140
MP2 SPB 139 198 200 23 89 80 138
BB00! 138 183 258 304 180 44 138 253 258
INI (experimental)® 160 183 262 304 177 40 140 | 267 268 0.29
cdDMP 141 189 227 319 140 60 81 234 203 0.00
%E:E)%c PBE SPB 137 207 276 295 169 49 136
5KEO MO05 cdDMP 140 187 275 296 162 61 78 240 2038 1.74
-2X SPB 145 193 274 295 163 49 140
MP2 SPB 143 197 276 293 164 48 140
Angulos en grados (°).  'Angulos de torsién promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6]. 2Angulos de

torsion promedio obtenidos para estructuras correspondientes a la clase BB10, los cuales difieren de esta clasificacion en el
angulo v. 3Estructura inicial extraida del diplex 5KEO. *Resultado obtenido calculando las frecuencias vibracionales

en cada paso de optimizacién.

3.2.5.2. Estructura de (dApdT); con una cadena de la Subclase X y la cadena
complementaria como BB02

Del fragmento experimental NDB ID 5W6W se ha extraido la estructura (dApdT)s la cual
presenta una superposiciéon normal de sus bases apiladas, pero, a pesar de ambas cadenas te-
ner la misma secuencia, esta es menor en la cadena de conformacién cercana a la clase BB02,
comparado con el stacking presente en la cadena de la subclase X.

Tal como en varias de las optimizaciones realizadas a los diiplex estudiados en este trabajo,
el funcional PBE reprodujo una conformaciéon con la posicién mutual de pares de bases distor-
sionada.

Por otro lado, con el funcional M05-2X se ha obtenido una estructura viable, con una cadena
correspondiendo a la subclase X, mientras que la cadena complementaria, a pesar de inicial-
mente tener cuatro angulos de torsion en regiones lejanas a las de las clase BB02, después de la
optimizacién se tienen sus torsiones en regiones semejantes a las obtenidas en las optimizaciones
realizadas a los SPBs-BB02 separados, con {, a y 3 lejos de BB02. Para la cadena de la subclase
X la superposicion es substancial, en tanto que para el otro dApdT se tiene un stacking mas
pequenio y poco menor de lo esperado para dicha secuencia, véase Tabla 3.49.
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Tabla 3.49: Comparacion de dngulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato, dngulos glucosidicos
y drea de superposicion entre los anillos de las bases apiladas, S (42), para la cadena BB10 y la no

clasificada de los cdDMP, dDMP y SPB optimizados del diplex dApdT(BB10):dApdT(BB02).

NDB Método 5 € ¢ o 8 ~ 8y X1.2 S(A?)
BB10! 138 196 192 22 106 19 129 | 257 258
Subclase X? 141 192 197 30 104 55 118 243 245
INI (ewpem"mental)3 143 199 199 34 91 8 93 242 242 2.31
cdDMP 149 193 198 20 96 53 97 225 239 2.39
dApdT PBE dDMP 149 196 184 19 95 49 113 238 240 0.27
BB10 SPB 138 194 187 26 90 47 135
SWEW MO5 cdDMP 150 191 181 31 82 46 102 250 235 2.72
_9x dDMP 151 192 182 21 91 47 115 246 240 1.02
SPB 141 200 199 23 90 52 140
MP2 SPB 139 198 200 24 90 51 137
BB02! 141 194 246 31 195 297 150 252 253
INI (experimental)® 171 184 206 23 158 344 146 | 267 254 1.24
cdDMP 150 199 214 61 1483 325 163 207 275 0.17
dApdT PBE dDMP 150 203 229 71 165 292 154 208 197 0.00
BB02 SPB 145 196 180 69 116 287 161
5W6W MO5 cdDMP 152 192 208 63 138 315 167 228 283 0.95
_9X dDMP 153 192 224 66 128 302 153 212 259 1.12
SPB 151 205 204 64 118 293 165
Angulos en grados (©). 1 Angulos de torsién promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6]. 2Angulos de

torsién promedio obtenidos para estructuras correspondientes a la clase BB10, los cuales difieren de esta clasificaciéon en

el angulo v.  3Estructura inicial extraida del daplex 5W6W.

Para las cadenas tnicas se tienen resultados aceptables sélo con el funcional M05-2X. La
cadena de la subclase X presenta una buena posiciéon de las bases apiladas, con stacking normal,
aunque menor que el experimental; a la vez que la cadena dApdT-BB02 muestra cambio de
regiéon en las mismas torsiones que el duplex y SPB optimizados, con un stacking parecido al
de su cadena complementaria optimizada.

3.2.5.3. c¢cdDMPs con una cadena de la Subclase X y la cadena complementaria
aun no clasificada

Como ultima parte del estudio realizado a conformaciones con una cadena de la subclase X
que hemos propuesto, se tienen dos duplex cuyas cadenas complementarias no corresponden a
ninguna clase NtC hasta ahora publicada.

La primera de ellas ha sido extraida del fragmento experimental NDB ID 5KEQO [65], del
cual se extrajo otro duplex ya analizado en esta Seccion, esta estructura de (dGpdC)a presenta
una superposiciéon normal en la cadena no clasificada, mientras que es minima en la cadena de
la subclase X.

Después de las optimizaciones realizadas, s6lo se obtuvo una conformacion viable con el
funcional M05-2X, el cual reproduce todas las caracteristicas de la estructura experimental, 11a-
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mese regiones de las torsiones de ambas cadenas y las superposiciones no normal en la cadena
de la subclase X y normal en la de la cadena no clasificada. Unico cambio es en el dngulo de
torsion do de esta dltima.

De los célculos ejecutados al SPB de esta cadena no clasificada, se tienen por las tres meto-
dologias empleadas minimos de energia de SPB separado que corresponden para dichas regiones,
véase Tabla 3.50.

Es de gran interés estos resultados obtenidos para la cadena no clasificada en las optimi-
zaciones llevadas a cabo en el diplex y en el esqueleto azicar-fosfato. Tal parece que se ha
encontrado una nueva subclase, llamada por el momento subclase V, la cual necesita ser estu-
diada y analizada a futuro.

Tabla 3.50: Comparacion de dngulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato, dngulos glucosidicos
y drea de superposicion entre los anillos de las bases apiladas, S(4?), para la cadena BB10 y
ABO02 de los cdDMP y SPB optimizados del diplex dGpdC(BB10):dGpdC(—).

NDB Método 5 € ¢ a g ~ 5o X1.2 S(A?)
BB10! 138 196 192 22 106 19 129 257 258
Subclase X* 141 192 197 30 104 55 118 243 245
INI (experimenifal)3 144 187 187 41 92 11 98 252 244 0.36
cdDMP 147 204 204 331 117 67 77 235 196 0.00
%ﬁ?{ﬁc PBE SPB 137 194 189 26 89 46 133
5KEO MO05 cdDMP 150 193 177 19 92 45 123 252 236 0.75
-2X SPB 141 199 199 23 90 51 140
MP2 SPB 139 198 200 23 89 50 158
INI (experimental)® 88 33 46 89 177 188 130 | 267 233 | 2.52
dGpdC PBE cdDMP 150 294 92 89 257 181 85 244 192 0.00
noCo- SPB 82 28 58 83 188 184 127
nocida MO05 cdDMP 88 35 49 94 188 189 89 255 201 3.98
5KEO -2X SPB 81 27 57 82 188 177 144
MP2 SPB 80 29 55 83 186 180 137
Angulos en grados (°). 'Angulos de torsién promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6]. 2Angulos de

torsion promedio obtenidos para estructuras correspondientes a la clase BB10, los cuales difieren de esta clasificacion en

el angulo v.  3Estructura inicial extraida del diplex 5KEO.

Para finalizar, del fragmento experimental NDB ID 5I6Q) [66] se ha extraido la estructura
dGpdA:dTpdC, con la cadena dGpdA de la subclase X y la cadena dTpdC no clasificada, la
cual tiene superposicién normal entre las bases apiladas de ambos dDMPs.

Al realizar célculos de optimizacién con el funcional M05-2X a esta estructura de cdDMP
se tiene una conformacién viable con posiciéon mutual casi paralela de pares de bases apilados,
reglas normales de superposicién en ambas cadenas, regiones de la subclase X para las torsiones
de la cadena dGpdA, pero para el dTpdC no clasificado hay cambios en los dngulos de torsiéon
¢, oy v, como se puede ver en la Tabla 3.51.
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Este resultado es de futuro interés pues se ha obtenido un minimo de energia para el SPB
separado extraido de la cadena dTpdC, dicho minimo presenta también cambios de regiéon en
algunas de sus torsiones, yendo a las mismas regiones que se tienen en el duplex optimizado,
por tanto, tal vez en un futuro se pueden encontrar y estudiar més conformaciones que tengan
sus angulos de torsién en estas regiones obtenidas de las optimizaciones realizadas. Dado que
este resultado se considera importante y necesario considerar en estudios futuros, llamaremos
a esta combinacién de regiones de torsiones subclase M.

Por otro lado, para la cadena dTpdC separada no se pudo obtener una estructura viable con
las optimizaciones realizadas; mientras que para la cadena dGpdA, tanto PBE como M05-2X
han reproducido las caracteristicas de la estructura experimental, con torsiones para la subclase
X, bases casi paralelas entre si y una superposicion casi normal. Sobre esto tltimo, tal parece
que las cadenas separadas de secuencia dGpdA-subX tienen predisposicion a una superposicion
apenas normal, pues es poco menos de 1 A2 tal como se ha obtenido en este caso y en un
diplex anterior, ver Tabla 3.48.

Tabla 3.51: Comparacion de dngulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato, dngulos glucosidicos
y drea de superposicion entre los anillos de las bases apiladas, S(£2), para la cadena BB10 y la

no clasificada de los cdDMP, dDMP y SPB optimizados del diplex dGpdA(BB10):dTpdC(—).

NDB Método 51 € ¢ a I v 8 X1.2 S(A?)
BB10! 138 196 192 22 106 19 129 | 257 258
Subclase X? 141 192 197 30 104 55 118 | 243 245
INI (experimental)® 163 176 170 48 79 38 112 | 252 228 1.51
PBE dDMP 146 196 185 29 97 37 124 239 256 0.97
dGpdA SPB* 138 194 187 26 90 47 134
BB10 MO5 cdDMP 146 193 187 7 114 37 135 253 251 2.94
516Q _ox dDMP 150 195 179 16 99 41 126 252 248 0.86
SPB 142 200 198 23 90 52 141
MP2 SPB 139 198 200 24 90 51 137
dTpdC INI (experimental)® 156 284 133 352 112 336 153 263 288 0.54
noCo- MO5 cdDMP 161 311 80 53 113 303 163 266 284 0.00
nocida _ox dDMP 150 198 187 18 93 52 115 | 232 235 0.35
516Q SPB* 167 299 83 57 122 294 165
Angulos en grados (°).  'Angulos de torsién promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6]. 2Angulos de

torsion promedio obtenidos para estructuras correspondientes a la clase BB10, los cuales difieren de esta clasificacion en el
angulo y.  3Estructura inicial extraida del diplex 516Q. 4Resultado obtenido calculando las frecuencias vibracionales

en cada paso de optimizacion.
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3.3. Estudio de duplex de ADN conteniendo una base nitroge-
nada modificada

Dada la importancia de las modificaciones que pueden ocurrir en el ADN, a través de la
insercion de grupos funcionales a las bases nitrogenadas en distintos procesos biologicos, se han
elegido para su estudio conformaciones conteniendo una base modificada, llamese 5-metilcitosina
(5mC), 5-hidroximetilcitosina (5-hmC), 8-oxoguanina (8-0xoG) o 2-Aminopurina (2AP).

La principal marca epigenética del ADN en eucariontes superiores, evolutivamente hablan-
do, es 5mC, la cual modula la actividad transcripcional de genes clave principalmente mediante
la alternacién de interacciones ADN-proteinas [67, 68]. Ademas, se sabe que en las células can-
cerosas los patrones de metilacion en la Citosina son corrompidos.

Por otro lado, 5-hmC ha sido identificada como una base relativamente frecuente en genomas
de eucariontes. En adiciéon, muestra una distribucién tisular desigual, es decir, una distribucion
desigual entre los diferentes tejidos, con ocurrencia preferencial en el cerebro, principalmente
en regiones asociadas a funciones cerebrales superiores [17, 18]. La funcion fisiolégica de 5-hmC
aun no es clara, pero se supone que esta sirve como intermediario en la desmetilacién del ADN.

El estrés oxidativo a menudo se define como una situacién en la que se altera el equilibrio
entre los oxidantes y los antioxidantes. Se han identificado méas de 100 tipos diferentes de mo-
dificaciones oxidativas del ADN en el genoma de los mamiferos; sin embargo, debido a su bajo
potencial redox, la guanina es la base mas vulnerable [69], formandose como producto 8-o0xoG.
La disfuncién mitocondrial asociada con el estrés oxidativo se ha relacionado con trastornos
neurodegenerativos relacionados con el envejecimiento, tal como la enfermedad de Alzheimer
(EA) [70], la enfermedad de Parkinson (EP) [71] y la enfermedad de Huntington (EH) [72].

Los analogos de nuclettidos han demostrado ser muy ttiles en el estudio de la reparacién y
mutagénesis del ADN de Escherichia coli [73] -bacteria que forma parte de la microbiota de la
flora intestinal del ser humano-, 2AP es uno de estos analogos mejor entendidos. Como analogo
de la adenina, se empareja facilmente con la timina durante la replicaciéon del ADN. Sin embar-
go, también se empareja frecuentemente con la citosina, causando el par erréneo 2AP:Cyt. Se
cree que estas lesiones son la principal causa de los altos niimeros de transiciones de mutacion
C:GaT:Ay T:A aC:G ocurridas cuando la E. coli se cultiva en presencia de 2AP [74]. Ademas,
se ha demostrado también que 2AP es mutagénico en células animales [75].

A continuacién se presentan los resultados obtenidos del estudio realizado a fragmentos
minimos de hélices dobles de ADN (cdDMPs) conteniendo una de las bases modificadas ya
mencionadas. Cabe mencionar que dichas bases forman pares normales de Watson-Crick, tal
como lo harfan sin las modificaciones que han recibido.
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3.3.1. Conformaciéon de duplex con la base 5-metilcitosina

Para la consideracion de conformaciones con una base metilada, especificamente 5mC, se han
extraido estructuras dGpd5CM:dGpdC y d5CMpdG:dCpdG de los fragmentos experimentales
NDB ID NA2719 [76] y NDB ID NA1970 [77], ambos de secuencia d(CG5CM GAATTCGCG)s.
La mayoria de las estructuras experimentales consideradas exhiben una superposicién normal
entre las bases apiladas de una de sus cadenas, mientras que es no normal para la complemen-
taria, considerando la secuencia de los nucléosidos en cada caso.

3.3.1.1. Estructuras con la secuencia dGpd5CM:dGpdC

La primer estructura, con la cual comenzaron los primeros pasos de esta investigacién, y con
la cual se tuvieron los primeros problemas con la metodologia empleada (ver Apéndice A.1),
presenta la cadena dGpd5CM de la clase conformacional BAO8 con una superposicion normal
entre las bases apiladas, mientras que la cadena dGpdC de la NtC BB07 muestra un nulo stac-
king.

De los céalculos realizados con el funcional PBE, mediante dos rutas distintas, se han obte-
nido estructuras cuya posiciéon mutual entre pares de bases apilados muestra un dngulo Roll de
maés de 40°. Ambas rutas de optimizacion han distorsionado la estructura de diferente manera,
pues en una se tiene la inclinacién de las bases hacia el surco mayor y en la otra hacia el surco
menor, como se puede observar en la Figura 3.31. Dicha distorsién se tiene también en el caso de
la optimizacién realizada a la estructura con previa eliminacién del grupo metil en la base 5mC.

Figura 3.31: Conformaciones optimizadas con el funcional PBEPBE de dGpd5CM:dGpdC. Se
encuentran indicados con verde los enlaces de hidrdgeno artificiales formados, y se han marcado
los grupos metil de la base SmC. Se puede observar la inclinacion de las bases hacia diferente

surco en cada caso. (a) Estructura experimental optimizada. (b) Estructura optimizada iniciando
de resultado del campo de fuerzas AMBER [f99.

Por otro lado, de los calculos realizados con el campo de fuerzas ff99 a la estructura metilada,
y a la desmetilada, se tienen conformaciones con buena posicion mutual de las bases, aunque
hay un cambio en la superposicion de la cadena dGpdC-BBO07 (con € en otra region), la cual va
a un stacking normal, en adicion, la cadena BAO8 muestra cambios en varias de sus torsiones,
correspondiendo a la clase ABO5 en el caso de la estructura con 5mC, véase Tabla 3.52.
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Tabla 3.52: Comparacion de dngulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato, dngulos glucosidicos
y drea de superposicion entre los anillos de las bases apiladas, S(£2), para la cadena BAOS y
BBO07 del duplex dGpd5CM(BA08):dGpdC(BB07) optimizado con distintas metodologias .

NDB Método 51 € ¢ a 8 v 5 X1.2 S(A?)
BAO0S! 139 208 213 301 141 49 89 263 215
INI (experimental)® 126 181 260 294 157 78 63 247 217 1.88
cdDMP 143 192 232 312 144 63 76 241 203 0.00
PBE cdDMP? 86 219 277 310 174 61 139 | 221 242 3.74
dGpd5CM cdDMP** 139 189 260 296 165 57 T 246 224 0.94
BAOS M05-2X cdDMP 145 189 277 293 163 56 88 250 227 3.86
NA2719 B97- cdDMP 143 187 277 292 166 53 7 248 222 3.56
D3 cdDMP? 85 216 288 306 172 60 141 | 191 233 3.34
cdDMP* 144 180 263 292 167 53 79 265 228 0.08
99 cdDMP 79 209 282 299 173 63 137 | 205 239 1.47
cdDMP** 141 178 265 283 177 48 87 248 219 1.84
BBOT7! 144 247 169 | 297 141 46 141 | 271 260
INI (experimental)> 139 256 153 291 139 52 139 272 250 0.00
cdDMP 156 291 139 297 139 50 131 240 239 0.00
PBE cdDMP? 135 267 178 280 145 42 124 275 234 1.21
dGpdC cdDMP** 151 280 153 292 139 48 128 244 241 0.00
BBO7 MO05-2X cdDMP 145 270 160 288 136 46 127 251 239 0.25
NA2719 BYT- CdDMR 138 275 157 284 138 42 127 259 239 0.55
D3 cdDMP3 137 276 160 286 147 36 134 250 236 1.19
cdDMP* 156 281 144 286 150 45 138 256 254 0.00
99 cdDMP 126 281 147 274 123 61 109 | 257 224 2.62
cdDMP** 130 283 139 287 123 50 126 266 230 1.97
Angulos en grados (°). 'Angulos de torsion promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6]. 2Estructura

inicial extraida del duplex NA2719. 3Resultado obtenido de duplex previamente optimizado con el campo de fuerzas
ff99. **Resultado obtenido de duplex con la base 5mC previamente desmetilada. *Estructura optimizada con Gaussian

empleando el Modelo del Continuo Polarizable (PCM) con agua como solvente.

Al optimizar con el funcional M05-2X la estructura con 5mC, se ha obtenido una conforma-
cién viable con pares de bases casi paralelos, con las mismas reglas de superposicién entre las
bases apiladas que las que muestra la estructura experimental. Para la cadena dGpd5CM-BA08
se tiene cambio en el angulo de torsiéon ¢, correspondiendo asi a la NtC BAO1, este cambio se
ha visto ya en los minimos de energia obtenidos para SPBs separados de la clase BAOS.

En cuanto a las optimizaciones realizadas con el funcional B97-D3, para el caso del célculo
realizado a la estructura experimental se tiene un resultado semejante al obtenido con M05-2X,
mientras que para la optimizaciéon llevada a cabo a la conformacién obtenida con el campo de
fuerzas 199 se presentan superposiciones normales en ambas cadenas, con cambio de conforma-
cion en la cadena BAOS, pues va a la NtC ABO05.

En la Figura 3.32 se pueden observar las reglas de superposiciéon obtenidas para este diplex
optimizado con el funcional M05-2X, las cuales son iguales a las de la estructura experimental.
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Figura 3.32: Conformacion optimizada con el funcional M05-2X de dGpd5CM:dGpdC. Las dos
proyecciones muestran la posicion mutual cast paralela de los pares de bases y la superposicion
en cada cadena. Se ha indicado el grupo metil de la base 5mC.

Como célculo extra, se ha realizado una optimizacién con el funcional B97-D3 simulando
agua como solvente, con PCM, en este se tienen los mismos cambios en las torsiones que en el
caso de las optimizaciones realizadas en vacio con el mismo funcional -y con M05-2X-, ademas,
muestra una nula superposiciéon entre las bases apiladas de ambas cadenas. Dicho cambio en el
stacking puede deberse a la presencia del medio, sin embargo, necesita de mas estudios para
poder explicar las interacciones inherentes y la posible explicacién del mismo.

Dados los resultados obtenidos para conformaciones con secuencia (dGpdC)s en la Sec-
cion 3.2.2; cuyas cadenas complementarias son del tipo-BI y tipo-BII, podemos asegurar que
las reglas de superposicion aqui obtenidas (una cadena con regla normal y la complementaria
con regla no normal) no dependen de la metilacion a la Citosina, sino de la combinacion de
conformaciones de las cadenas complementarias. Y que, en el caso de tener reglas normales de
superposicion para ambas cadenas se debié al cambio de conformacién de BA08 a ABO05.

Otro duaplex estudiado con esta secuencia dGpd5CM:dGpdC presenta ambas cadenas de la
clase NtC BAOS8; de la estructura experimental se tiene la cadena con la base 5mC con una
superposiciéon normal entre las bases apiladas, mientras que en la complementaria esta es nula,
véase la Tabla 3.53. Sin embargo, después de optimizar dicho fragmento minimo de duplex con
el funcional B97-D3, se tiene un cambio de conformacién para la cadena dGpd5CM, yendo a la
clase BB0O (como en las optimizaciones realizadas a SPBs separados), este ADMP muestra una
superposicién normal como en la estructura experimental, pero la cadena dGpdC complemen-
taria cambi6é de una superposicién no normal a una normal para dicha secuencia. No podemos
decir las causas de este cambio, ya que es el primero en su tipo que se obtiene.
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Tabla 3.53: Comparacion de dngulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato, dngulos glucosidicos
y drea de superposicion entre los anillos de las bases apiladas, S(£2), para ambas cadenas BAOS

del duplex dGpd5CM(BA08):dGpdC(BA08) optimizado .

NDB Método 51 € ¢ a B ¥ do X1.2 S(A?)
BA08! 139 208 213 301 141 49 89 | 263 215
dGpd5CM INI (ezperimental)’ 137 192 230 326 140 47 105 | 266 237 | 1.02

BAOS B97-D3 cdDMP 145 157 278 278 2483 43 148 | 230 264 1.67
dGpdC  INI (experimental)®> 133 211 192 302 136 49 82 269 208 0.08

BAOS8 B97-D3 cdDMP 139 191 215 304 147 54 75 261 198 3.04

Angulos en grados (°). 'Angulos de torsion promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6].  2Estructura

inicial extraida del daplex NA1970.

3.3.1.2. Estructuras con la secuencia d5CMpdG:dCpdG

Para este caso, se estudiaron dos estructuras con dicha secuencia, en donde la primera tiene
la cadena d5CMpdG de la clase ABO1 y la cadena dCpdG complementaria es de la NtC BB00.
Esta estructura experimental presenta una superposicion normal en la cadena ABO1, mientras
que es algo substancial en la cadena BBO0O.

De los calculos realizados con el funcional PBE a este cdDMP se tiene una conformacion
cuyos pares de bases apilados presentan una inclinacién grande entre si, con la formacion de
un enlace de hidrogeno artificial. En cuanto al funcional M05-2X, no ha podido reproducir una
estructura viable, pues aunque coloco tres de las bases en una buena posicién, la base 5mC
presenta una posicidén con una gran desviacién del plano, como puede verse en la Figura 3.33.
Este mismo resultado con desviacion se ha obtenido para algunas otras conformaciones de bases
modificadas.

Figura 3.33: Conformacion optimizada con el funcional M05-2X de d5CMpdG:dCpdG. Se puede
observar la desviacion en la posicion de la base 5mC, mientras que las otras tres bases tienen
una posicion cast paralela entre si. Se ha indicado el grupo metil de 5mC.

Es interesante que, en el caso de la optimizacion realizada con el campo de fuerzas AMBER
99 se tiene una estructura viable, en la cual se tiene cambio de conformacién en ambas cadenas,
yendo de ABO1 a la clase AB03 y de BB00 a ABO1, ademéas de un cambio en la superposicion



3.3. Estudio de duplex de ADN conteniendo una base nitrogenada modificada 119

de las bases apiladas, siendo normal en ambos dDMPs, véase la Tabla 3.54. Por otro lado, al
quitar el grupo metil y realizar optimizaciéon de dicha estructura con este campo de fuerzas se
tuvo una conformacion semejante al resultado de M05-2X, lo cual nos indicaria que el grupo
metil no es el causante tnico de dichas distorsiones.

Tabla 3.54: Comparacion de dngulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato, dngulos glucosidicos
y drea de superposicion entre los anillos de las bases apiladas, S(42), para la cadena ABO1 y
BBO00 del duplex d5CMpdG(AB01):dCpdG(BB00) optimizado con distintas metodologias.

NDB Método 51 € ¢ o B v 0 X1.2 S(A?)
ABoO1! 86 186 281 301 179 54 142 | 223 256
INI (experimental)? 63 196 288 301 175 65 145 | 217 257 0.00
d5CMpdG PBE cdDMP 87 218 283 303 180 59 142 | 232 250 2.05
ABO1 MO05-2X cdDMP 84 215 284 301 174 57 148 210 253 0.00
NA2719 99 cdDMP 95 186 251 325 162 59 146 224 280 0.00
cdDMP** 82 198 292 296 180 59 143 | 213 229 0.00
BB00! 138 183 258 304 180 44 138 253 258
INI (experimental)> 136 198 271 292 167 44 139 | 248 272 1.27
dCpdG PBE cdDMP 136 219 285 280 178 48 131 235 269 0.00
BB00 MO05-2X cdDMP 139 196 275 292 171 50 129 235 262 0.00
NA2719 99 cdDMP 92 188 262 303 168 60 147 228 246 0.64
cdDMP** 137 190 281 291 170 45 126 233 238 0.01

Angulos en grados (°). 'Angulos de torsion promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6].  2Estructura

inicial extraida del diuplex NA2719. **Resultado obtenido de diplex con la base 5mC previamente desmetilada.

En cuanto a la segunda estructura con esta secuencia, presenta superposiciones normales
en ambas cadenas, en donde d5CMpdG es de la clase NtC ABO03 y la cadena dCpdG es de
ABO1, ver Tabla 3.55. A pesar de presentar otras superposiciones y conformaciones de ambas
cadenas, que las que se tienen en el diplex anterior, no se ha podido obtener una estructura
viable con el funcional B97-D3, pues presenta una posicién mutual de las bases semejante a la
dela estructura anterior optimizaa con M05-2X (ver Figura 3.33).

Tabla 3.55: Comparacion de dngulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato, dngulos glucosidicos
y drea de superposicion entre los anillos de las bases apiladas, S(£2), para la cadena ABO3 y
ABO01 del duplex d5CMpdG(AB03):dCpdG(AB01) optimizado.

NDB Método 01 € ¢ @ Ié; ~ 09 X1,2 S(A?)
ABO03! 103 195 255 321 162 40 136 | 228 256

d5CMpdG INI (ewperimental)2 105 193 265 300 178 45 149 | 237 264 0.00

ABO03 B97-D3 cdDMP 84 211 282 306 167 59 145 222 248 0.94
ABO1! 86 186 281 301 179 54 142 | 223 256

dCpdG INI (emperimental)Q 103 188 277 288 169 54 133 | 237 269 0.53

ABO1 B97-D3 cdDMP 139 195 277 291 174 48 129 236 263 0.00

Angulos en grados (°). 'Angulos de torsién promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6].  2Estructura

inicial extraida del duplex NA1970.
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3.3.2. Conformacién de diaplex con la base 5-hidroximetilcitosina

A fin de estudiar conformaciones con la base 5-hmC, de los fragmentos experimentales
NDB ID NA1984 (771 y NDB ID NA2706 [8], de secuencias d(CGSHCGAATTCGCG)y y
d(CGCGAATTSHHCGCQG)s2, respectivamente, se han extraido las estructuras dTpd5HC:dGpdA
y d5HCpdG:dCpdG.

3.3.2.1. Estructura con la secuencia dTpd5HC:dGpdA

La estructura dTpd5HC:dGpdA presenta una superposiciéon no normal de los anillos de las
bases apiladas en la cadena dTpd5HC de la clase NtC BAO5 y un stacking normal en la cadena
dGpdA-BBO07.

De los calculos de optimizacién realizado a este diplex, se tienen buenas estructuras -viables
con la formacién de hélices dobles- con los dos funcionales empleados. Tanto con el funcional
PBE, como con el funcional M05-2X, se obtuvieron todas las torsiones de la cadena dTpd5HC
en las regiones para la clase BA05, mientras que para la cadena dGpdA-BBO07 se tienen cambios
en los dngulos de torsion €, ( y B, ver Tabla 3.56, no correspondiendo a alguna NtC reportada.

Tabla 3.56: Comparacion de dngulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato, dngulos glucosidicos
y drea de superposicion entre los anillos de las bases apiladas, S(£2), para la cadena BAO5 y

BBO07 de los cdDMP y dDMP optimizados del diplex dTpd5HC(BAO05):dGpdA(BB07).

NDB Método 5 € ¢ a 8 y 89 X1.2 S(A?)
BAO5! 131 184 269 296 169 52 104 251 235
INI (experimental)® 130 188 272 298 168 45 101 | 245 235 0.95
dTpd5HC PBE cdDMP 140 188 272 287 176 53 75 236 222 0.51
BAO5 dDMP 137 194 274 287 172 54 75 221 246 0.78
NA2706 MO05 cdDMP 139 177 257 293 166 61 76 237 212 0.13
- 2X dDMP3 138 178 258 292 167 60 7 234 221 0.39
BBo07! 144 247 169 297 141 46 141 271 260 ‘
INI (ewperimental)2 150 221 178 317 141 44 132 264 242 1.04
dGpdA PBE cdDMP 145 168 277 285 237 45 148 220 274 0.39
BB07 dDMP 143 185 272 291 206 50 146 211 270 1.51
NA2706 MO05 cdDMP 147 156 278 274 245 48 152 229 281 0.97
-2X dDMP 147 159 27, 276 233 52 151 232 276 2.35
Angulos en grados (°). 'Angulos de torsion promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6].  2Estructura
inicial extraida del duplex NA2706. 3Estructura obtenida calculando las frecuencias vibracionales en cada paso de

optimizacion.

A pesar de presentar torsiones en las mismas regiones, ambos minimos -resultado de dife-
rentes funcionales- presentan distintas reglas de superposicion, siendo normales en el caso del
resultado obtenido con M05-2X; mientras que con PBE hay un switch entre las superposiciones
mostradas por la estructura experimental, pues se tiene un stacking muy pequefio en ambas
cadenas, siendo ahora normal en dTpd5HC y no normal en el dGpdA.
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Esta diferencia entre los minimos obtenidos con las dos metodologias se puede observar en
la Figura 3.34. Lo que resulta interesante es que con el funcional PBE se ha obtenido una mejor
posiciéon mutual de las bases que la que se obtuvo con M05-2X.

Figura 3.34: Conformaciones optimizadas de dTpd5HC:dGpdA, donde las cadenas tienen las
conformaciones BA05:BB0O7*. La proyeccion muestra el cambio de superposicion entre los ani-
llos de las bases apiladas obtenida con cada metodologia. Se ha indicado el grupo hidroximetil
de 5-hmC. (a) Estructura optimizada con el funcional PBEPBE. (b) Estructura optimizada con
el funcional M05-2X.

Por otro lado, de las optimizaciones realizadas a los dDMPs separados de este duplex, no se
han obtenido estructuras viables para la cadena dTpd5HC pues se tiene una inclinacién grande
entre las bases apiladas. En cuanto a la cadena dGpdA-BB07, se tienen estructuras con bases
casi paralelas, en donde, con el funcional PBE se tiene un cambio a la NtC BBO00, con regla
normal de superposicién; mientras que con M05-2X se tiene también regla normal, pero con los
mismos cambios en las torsiones que mostré dicha cadena en el daplex optimizado.
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3.3.2.2. Estructuras con la secuencia d5SHCpdG:dCpdG

Se han estudiado dos conformaciones con dicha secuencia de nucleésidos. La primera de
estas estructuras presenta la cadena d5HCpdG de la clase NtC ABO1 y la cadena dCpdG com-
plementaria de BB00. Este cdDMP tiene una superposiciéon nula entre los anillos de las bases
apiladas de la cadena ABO1, mientras que en la cadena BB0O es substancial, i.e. no normal.

De los calculos de optimizacién realizados, no se ha obtenido ninguna conformacién viable,
pues, en el caso de PBE la estructura muestra un angulo Roll = 33°. Y, aunque el funcional
M05-2X no ha cambiado las regiones de las torsiones iniciales, véase Tabla 3.57, el duplex mues-
tra una posiciéon en la que tres de sus bases son casi paralelas entre si, en tanto que la base
5-hmC tiene una inclinacion grande y desviacion del plano (semejante a la estructura obtenida
para el duplex con la base 5mC, ver Figura 3.33).

En cuanto a los dDMPs, no se han obtenido buenos resultados de los céalculos realizados,
pues para ambas cadenas se tiene una desviacion de las bases apiladas, con angulo grande entre
estas y la formaciéon de enlaces de hidrégeno artificiales.

Tabla 3.57: Comparacion de dngulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato, dngulos glucosidicos
y drea de superposicion entre los anillos de las bases apiladas, S(£2), para la cadena ABO1 y

BBO00 de los cdDMP y dDMP optimizados del diplex d5HCpdG(ABO01):dCpdG(BB00).

NDB Meétodo 5 € ¢ a I v 5o X1.2 S(A?)
ABO1! 86 186 281 301 179 54 142 | 223 256
BHCpdG INI (experimental)?* 92 199 271 309 173 55 139 | 215 256 | 0.00
ABO1 PBE cdDMP 86 214 283 294 191 54 144 | 206 250 0.00
NAlggy ~ MO5 cdDMP 84 213 294 291 197 53 144 | 197 238 | 0.00*
- 2X dDMP 89 193 265 308 162 65 152 | 233 278 0.43
BB00! 138 183 258 304 180 44 138 253 258
ACpdG INI (experimental)® 124 199 269 296 166 42 140 | 248 273 | 1.54
BBOO PBE cdDMP 140 204 289 283 172 47 114 | 235 109 | 1.72
NA1984 dDMP 132 222 277 286 172 54 103 | 224 803 | 1.59
M05-2X cdDMP 143 192 282 289 176 47 117 | 231 231 0.10

Angulos en grados (°). ! Angulos de torsién promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6].  2Estructura ini-

cial extraida del duplex NA1984. *Presenta también superposicién entre las bases purinas de diferente cadena (0,68A2).

En adiciéon, para complementar este estudio, se analiz6 otro fragmento minimo de diplex
de misma secuencia de nucledsidos, en donde la cadena d5SHCpdG presenta una conformacion
de la clase NtC ABO1 y la cadena dCpdG de la clase AB0O3, ambas con superposicion minima,
entre los anillos de las bases apiladas, i.e. superposicién normal para dicha secuencia.

De todas las optimizaciones realizadas a dicho cdDMP, s6lo una ha dado como resultado
una conformacion viable. Del céalculo realizado con el funcional PBE se tiene una estructura
con reglas normales de superposicién, tal como la estructura experimental, con posicién mutual
casi paralela de los pares de bases apilados, pero con cambios en algunas de las torsiones de
ambas cadenas: J; en las cadenas AB01 y AB03, y adicionalmente o en AB03, mostrando asi
ambas cadenas una conformaciéon de la clase NtC BB00, como se puede ver en la Tabla 3.58.
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En cuanto al funcional M05-2X, este no ha podido reproducir una estructura viable, pero
este problema ya se ha visto en optimizaciones realizadas a diplex en los que ambas cadenas
presentan una superposicién minima o nula.

Para los calculos de optimizaciéon realizados a los dos dDMPs separados se tiene con ambos
funcionales una posicion de gran inclinacién entre las bases apiladas, y la formacion de enlaces
de hidrégeno entre estas.

Tabla 3.58: Comparacion de dngulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato, dngulos glucosidicos
y drea de superposicion entre los anillos de las bases apiladas, S(£2), para la cadena ABO1 y

ABO03 de los cdDMP y dDMP optimizados del diplex d5HCpdG(ABO1):dCpdG(ABO3).

NDB Método 5 € ¢ a 8 y 8y X1.2 S(A?)
ABO1! 86 186 281 301 179 54 142 223 256
INI (experimental)® 101 188 275 295 175 47 140 | 235 269 0.13
d5HCpdG PBE cdDMP 137 203 278 287 176 49 127 229 260 0.00
ABO1 dDMP 133 223 278 285 171 54 96 223 302 1.72
NA2706 MO05 cdDMP 147 163 278 205 247 38 151 237 263 0.00**
- 2X dDMP 134 191 270 297 170 52 130 | 230 261 | 0.22
ABO03! 103 195 255 321 162 40 136 228 256
INI (ewpem'mental)2 103 190 272 293 169 53 150 235 264 0.44
dCpdG PBE cdDMP 138 204 282 288 172 49 123 232 260 0.57
ABO3 dDMP 132 222 2717 286 172 54 103 | 224 303 1.58
NA2706 MO5 cdDMP 143 193 284 289 176 47 118 229 229 0.06™*
- 2X dDMP 133 194 271 296 170 51 131 | 224 263 | 0.23
Angulos en grados (©). 1 Angulos de torsién promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6]. 2Estructura,
inicial extraida del daplex NA2706. **Presenta también superposicién entre las bases purinas de diferente cadena
(0.81A2).

De acuerdo con Renciuk et al. [77], la posicién 5’ de la citosina modificada, en este caso 5-
hmC, es un lugar ideal para codificar informacion epigenética; de esta manera, ni la estructura
helicoidal ni la termodinamica se modifican, y las polimerasas no pueden distinguir 5-hmC y
5-mC de la citosina no modificada, asi, las primeras no son mutagénicas.

Sin embargo, de acorde a los resultados presentados, si se puede modificar la estructura de
duplex cuando se tiene la base 5-hmC en la posicion 5. Son necesarias ciertas interacciones para
estabilizarlo, llAmense interacciones de apilamiento debido a la demas secuencias de nucleétidos,
o a la conformacion de las cadenas en cuestion (clase NtC de las mismas).



124 CAPITULO 3. Resultados

3.3.3. Conformacién de diplex con la base 8-oxoguanina

Cuando el ADN celular se expone a radiaciones ionizantes, asi como a procesos radica-
lares y reacciones con especies reactivas de oxigeno, pueden ser producidas cientos de lesio-
nes diferentes, una de ellas es oxidando la Guanina, 8-oxoG. Dada la importancia de es-
tas conformaciones, se extrajo del fragmento experimental NDB ID 2M3P [79], de secuencia
d(CGCTCORPCACGC):d(GCGTGGGAS8OGCG), la estructura dApd80OG:dCpdT con am-
bas cadenas de la clase NtC BAO1, y superposiciones normales entre los anillos de las bases
apiladas en los dos dDMPs.

En la Tabla 3.59 se presentan los resultados obtenidos de los céalculos realizados a los frag-
mentos de este diplex. Aunque el funcional PBE ha reproducido la mayoria de las caracteristicas
geométricas de la estructura experimental, al no considerar las interacciones de stacking, las
bases apiladas han ido a una posicién con un angulo Roll de 32°.

En cuanto al funcional M05-2X, se tiene una estructura cuya posicion mutual de las bases
apiladas es casi paralela, con una superposicién normal en ambas cadenas, las cuales presentan
las torsiones en las mismas regiones que el diplex experimental, véase la Figura 3.35. De igual
manera, para la cadena separada dApd8OG se tienen resultados semejantes con este funcional.

Figura 3.35:  Conformacion optimizada con el funcional M05-2X de dApd8OG:dCpdT, con
ambas cadenas de la clase NtC BAO1. Las dos proyecciones muestran la posicion mutual casi
paralela de los pares de bases y la superposicion normal entre los anillos de las bases apiladas
de ambos dDMPs. Se ha marcado el grupo oxo de la base 8-0xoG
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Tabla 3.59: Comparacion de dngulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato, de los dngulos
glucosidicos y del drea de superposicion entre los anillos de las bases apiladas, S(42), para ambas

cadenas BB01 de los cdDMP y dDMP optimizados del diplex dApd8OG(BB01):dCpdT(BB01).

NDB Método 51 € ¢ o By b X1.2 S(A?)
BBoO1! 131 181 266 301 176 49 120 | 248 244
INI (experimental)® 121 187 267 301 177 46 128 | 257 248 3.56
dApd8OG PBE cdDMP 143 209 297 276 173 41 124 243 264 5.04
BB01 dDMP 139 215 305 270 176 40 125 239 266 4.73
2M3P MO5 cdDMP 147 188 278 293 169 47 126 252 249 4.83
-2X dDMP 147 197 281 291 169 48 137 254 275 5.38
INI (experimental)®> 128 187 262 292 175 55 117 | 240 239 0.01
dCpdT PBE cdDMP 137 207 282 284 179 51 115 230 248 0.47
BB01 dDMP 136 194 276 288 173 53 82 216 243 0.00
2M3P MO05 cdDMP 139 178 261 298 183 55 134 235 248 0.00
-2X dDMP 137 194 273 288 171 54 81 216 238 0.03
Angulos en grados (°). 'Angulos de torsion promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6].  2Estructura

inicial extraida del duplex 2M3P.

3.3.4. Conformacién de daplex con la base 2-Aminopurina

Para el estudio de las regularidades de formaciéon de duplex con la base 2AP, se han ex-
traido dos estructuras diferentes del fragmento experimental NDB ID 2KVO0 [80], de secuencia
d(GCTGCA2PRACGTCG):d(CGACGTTTGCAGC), las cuales presentan una conformacion
de la clase BB0O en sus dos cadenas y una superposicién normal para la secuencia de nucled-
sidos que tienen. En la Figura 3.36 se muestra una proyecciéon en donde es visible el stacking
normal en ambos cdDMPs experimentales considerados.

Figura 3.36: Conformaciones experimentales de fragmentos minimos de duplexr con la base
2-Aminopurina. La proyeccion muestra la superposicion normal entre los anillos de las bases

apiladas de ambos dDMPs. (a) Estructura d2PRpdA:dTpdT. (b) Estructura dApd2PR:dTpdT.
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3.3.4.1. Estructura con la secuencia d2PRpdA:dTpdT

De las dos metodologias empleadas se han obtenido minimos con regularidades distintas,
como se puede observar en la Tabla 3.60. Para el caso del céalculo realizado con el funcional
MO05-2X se han reproducido todas las caracteristicas de la estructura experimental, mostran-
do una superposicién normal en ambas cadenas del duplex. Por otro lado, con PBE se tiene
cambio de conformacién en la cadena dTpdT, yendo a BAO5, y, hay un switch entre reglas de
superposicion, pues la cadena dTpdT tiene mucha més que la cadena d2PRpdA, siendo en esta
dltima casi nula. Noétese que con ambos calculos hay un cambio de region para la torsion £ de
la cadena d2PRpdA, cuya variacion se ha visto ya en otros duplex considerados en este trabajo.

De igual manera, de las optimizaciones efectuadas a la cadena d2PRpdA separada, se tie-
nen dos minimos de stacking distinto con los dos funcionales empleados, tal como en el diplex
optimizado. En cambio, para la cadena dTpdT optimizada con ambos funcionales se tiene una
conformaciéon de regla normal de superposicion.

Este cambio de stacking en la cadena d2PRpdA optimizada con PBE puede deberse a la
formacion de enlace de hidrogeno entre el grupo amino de la base 2AP y el 4tomo O4’ del
azucar en la posicion 3’-fin. Aunque esto no explicaria el cambio de superposicion en la cadena
complementaria en el caso de la optimizacién realizada al duplex.

Tabla 3.60: Comparacion de dngulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato, dngulos glucosidicos
y drea de superposicion entre los anillos de las bases apiladas, S(4?), para ambas cadenas BB0O

de los cdDMP, dDMP y SPB optimizados del diplex d2PRpdA(BB00):dTpdT(BB00).

NDB Método 51 ¢ ¢ a By b X12 S(A?)
BB00! 138 183 258 304 180 44 138 253 258
INI (experimental)® 144 175 251 312 183 40 142 250 245 2.12
cdDMP 146 176 273 288 221 49 147 217 266 0.13
PBE dDMP 145 177 273 291 219 50 147 215 264 0.63
EQBPOIZSpdA SPB 137 208 283 291 171 48 137
2KV MO5 cdDMP 148 160 274 275 234 51 150 230 275 1.42
_9X dDMP 149 166 267 284 214 50 149 240 265 3.25
SPB 139 191 276 293 164 48 140
MP2 SPB 138 193 277 293 164 48 140
INI (e:l:peT‘iWLent(JLl)2 128 187 262 292 175 55 117 240 239 0.01
cdDMP 141 193 277 294 173 56 107 232 236 0.88
dTpdT PBE dDMP 140 184 262 297 181 56 130 233 242 0.00
BBOO SPB 137 208 283 290 171 48 137
9KV MO5 cdDMP 141 178 260 299 177 57 132 240 247 0.05
_9X dDMP 140 175 255 304 177 59 139 233 246 0.00
SPB 140 191 276 293 163 48 140
MP2 SPB 139 194 278 293 165 47 140
Angulos en grados (°). 'Angulos de torsiéon promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6].  2Estructura

inicial extraida del duplex 2KVO0.
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3.3.4.2. Estructura con la secuencia dApd2PR:dTpdT

En cuanto al célculo realizado a este diplex con el funcional PBE, no se tiene una estructura
viable, pues los pares de bases apilados se encuentran en una disposicién con un adngulo Roll
= -28°. Mientras que con M05-2X se han reproducido todas las caracteristicas de la estructura
experimental, ver Tabla 3.61.

Para los dDMPs separados se obtuvieron conformaciones viables, cuyas caracteristicas geo-
métricas son semejantes a las de la estructura experimental, con reglas normales de superposi-
cién para dichas secuencias de bases.

Tabla 3.61: Comparacion de dngulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato, de los dngulos
glucosidicos vy del drea de superposicion entre los anillos de las bases apiladas, S(42), para ambas
cadenas BB0O0 de los cdDMP y dDMP optimizados del diplex dApd2PR(BB00):dTpdT(BB00).

NDB Meétodo 5 € ¢ a I 7 5o X1.2 S(A?)
BB00' 138 183 258 304 180 44 138 ‘ 253 258
INI (experimental)2 143 178 255 314 188 31 144 247 250 1.54
dApd2PR PBE cdDMP 141 191 272 300 172 56 137 234 250 4.16
BB00 dDMP 143 198 278 298 170 56 144 230 270 4.26
2KV0 MO05 cdDMP 144 188 275 297 169 51 132 242 245 4.05
-2X dDMP 147 160 278 275 239 52 154 222 282 2.87
INI (emperimental)2 134 173 259 312 183 42 134 245 243 0.43
dTpdT PBE cdDMP 142 185 245 310 175 59 139 229 249 0.00
BB00 dDMP 135 187 252 298 179 56 130 226 253 0.00
2KV0 MO05 cdDMP 142 178 256 300 182 56 137 241 253 0.00
- 2X dDMP 140 175 256 304 176 59 139 234 247 0.00
Angulos en grados (©). 1 Angulos de torsion promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6]. 2Estructura,

inicial extraida del diplex 2KVO.
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3.4. Conformaciones de ADN-Z

Normalmente, se supone que la estructura del ADN es la bien conocida hélice doble dextro-
gira de tipo-B. Sin embargo, existen estructuras que dependen de secuencias especificas y cuya
conformacién no es como se supone usualmente. Un ejemplo de estas es el ADN-Z de hélices
dobles levogiras, la cual se forma sélo para la secuencia especifica Pur-Pyr-Pur-Pyr..., en donde
los nucledsidos de pirimidinas muestran una conformacion anti (como en los WCDs), mientras
que las purinas tienen una conformacion syn. Esta alternacién entre secuencias y conformacio-
nes de los nucledsidos es lo que le da la forma zigzagueada a dicho ADN, de donde toma su
nombre de ADN-Z.

La primer estructura cristalina de una proteina unida al ADN-Z, cuya interaccién ocurre
en el dominio de unién de alta afinidad Za de la enzima ADARI1 (enzima editora de ARN),
permitié encontrar otras proteinas que se enlazasen a este tipo de ADN. Schwartz et al. [14]
descubrieron que la proteina asociada a tumores DLM-1 contiene un dominio con notables si-
militudes de secuencia con Zagop AR; esto les permitié reportar una estructura cristalina de dicho
dominio enlazado a ADN-Z. Ahora se le conoce a esta proteina DLM-1 (o DAI) como proteina
1 enlazante a ADN-Z o ZBP1, y se sabe que esta contiene dos dominios Z«a que enlazan a dicho
tipo de ADN |14, 81].

Resultados de Jiao et al. [82] han proporcionado evidencia de que la deteccién de acidos nu-
cléicos endogenos en forma-Z por la proteina ZBP1 desencadena necroptosis e inflamaciéon de-
pendientes de RIPK3 (proteina quinasa 3), lo que podria ser la base del desarrollo de afecciones
inflamatorias cronicas, particularmente en individuos con mutaciones en RIPK1 y CASP817-20.
Por otro lado, datos de Wang et al. [83] sugieren que las secuencias formadoras de ADN-Z pueden
ser factores causales de las translocaciones de genes que se encuentran en las leucemias y los
linfomas, y que ciertas condiciones celulares -como la transcripcién activa- pueden aumentar el
riesgo de inestabilidad genética relacionada con el ADN-Z.

En general, el ADN-Z esta formado por una secuencia de las bases Gua-Cyt-Gua-Cyt...,
pero se ha encontrado que también pueden estar presentes las bases Adenina-Timina en este
tipo de duplex, respetando la alternacién entre purinas y pirimidinas. A pesar de la diferencia
en la conformacién de los nucleésidos de purinas y pirimidinas, estos forman pares normales
de Watson-Crick (con los mismos enlaces de hidrogeno). En adicion, este tipo de estructuras
pueden formarse con la presencia del par erréneo Gua(syn):Thy(anti).

Teniendo en cuenta la importancia de las conformaciones de ADN-Z, y como una conti-
nuacion de los estudios realizados anteriormente durante mi maestria, en este trabajo se han
considerado fragmentos minimos de diaplex de este tipo de estructuras conteniendo pares de
bases Ade:Thy -no sélo Gua:Cyt-, y pares Gua:Thy. Para evaluar las regularidades de forma-
cion de dichas conformaciones, y comprender las posibles causas de la estabilidad de algunos
fragmentos e inestabilidad de otros, se han considerado los resultados obtenidos sobre cuéles
clases NtCs de este tipo de ADN presentan minimos de energia para SPBs separados y cuéles
no, véase Secciéon 3.1.5.
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3.4.1. Fragmentos minimos de diplex de ADN-Z conteniendo las bases Ade-
nina - Timina

Para el estudio de conformaciones de ADN-Z conteniendo en su secuencia el par de bases
Ade(syn):Thy(anti), se extrajeron dos fragmentos minimos de duplex de secuencias dTpdG:
dCpdA y dApdC:dGpdT de la estructura experimental de hélices dobles levogiras NDB 1D
6A1Q [s4], con la secuencia d(TGTG):d(CACA).

El primer cdDMP experimental, dTpdG:dCpdA, presenta reglas normales de superposicion
para dichas secuencias, aunque existe un poco de stacking entre los anillos de las pirimidinas
de distinta cadena, y ambos dDMPs se encuentran en conformacion de la clase NtC ZZ1S. Es
importante mencionar que las bases nitrogenadas no se encuentran en el mismo plano para
formar los enlaces de hidrogeno de los pares.

A pesar de que las dos metodologias empleadas para optimizar la geometria de este frag-
mento dTpdG:dCpdA han reproducido las regiones de todas las torsiones para la clase ZZ18S,
ver Tabla 3.62, las estructuras han resultado en conformaciones no viables. En cuanto al célculo
con PBE, este muestra una superposiciéon normal entre las bases apiladas y eliminé el stacking
entre las pirimidinas, sin embargo, la posicién de los pares de bases no permite la formacién de
una hélice doble continua, y estos presentan un dngulo Roll de 21°. Por otro lado, el funcional
MO05-2X reprodujo el stacking de la estructura experimental, pero los pares tienen bases incli-
nadas que distorsionan la hélice doble.

Tabla 3.62: Comparacion de dngulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato, dngulos glucosidicos
y drea de superposicion entre los anillos de las bases apiladas, S(42), para ambas cadenas ZZ1S
de los cdDMP, dDMP y SPB optimizados del diplex dTpdG(ZZ1S):dCpdA(ZZ18S).

NDB Método 81 € ¢ «a 3 v 5> X1,2 S(A?)
7Z71S! 147 263 76 66 186 178 96 207 61
INI (experimental)> 142 254 95 76 200 156 85 | 210 66 | 0.00
cdDMP 153 263 76 64 187 180 85 218 70 0.00
dTpdG PBE dDMP 150 267 83 64 184 182 87 247 59 0.00
7718 SPB 135 259 72 74 190 189 85
6ALQ MO5 cdDMP 154 263 74 66 186 179 89 196 61 0.00**
_9x dDMP 152 266 76 67 186 180 91 249 60 0.00
SPB 137 263 68 75 189 184 103
MP2 SPB 139 260 67 76 189 186 98
INI (ea:pe'r’i'mental)2 145 245 93 63 198 174 91 217 54 0.00*
cdDMP 162 278 79 57 181 182 82 195 70 0.00
%g?gA PBE SPB 110 273 76 75 188 189 88
6A1Q MO05 cdDMP 160 272 81 60 176 180 89 189 62 0.00**
-2X SPB 146 202 68 68 228 187 103
MP2 SPB 150 209 71 62 222 185 T
Angulos en grados (°). 'Angulos de torsiéon promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6].  2Estructura
inicial extraida del daplex 6A1Q. *Presenta también superposicion entre las bases pirimidinas de diferente cadena

(0.84A2).  **Presenta también superposicion entre las bases pirimidinas de diferente cadena (0.71A2).
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En la Figura 3.37 se puede observar el cambio en la posicién que inicialmente presentaron
las bases nitrogenadas en el fragmento minimo de duplex, después de realizar la optimizacion
de la geometria con M05-2X se tiene una estructura que no es viable.

Figura 3.37: Conformacion experimental y optimizada del fragmento dCpdA:dTpdG de ADN-
Z, con ambas cadenas de la clase NtC' ZZ1S. Se puede observar la posicion mutual de los
pares de bases, antes y después de ser optimizada la estructura. Después de realizar cdlculos de
optimizacion a la geometria se tiene cambio en el arreglo mutual de las bases, encontrandose
las purinas con inclinacion y fuera de plano. (a) Estructura experimental, NDB ID 6A1Q. (b)
Estructura optimizada con el funcional M05-2X.

En cuanto a los SPBs separados, s6lo el que fue extraido de la cadena dTpdG ha resultado
en minimos de energia para la clase ZZ1S. Los céalculos realizados con las tres metodologias de
MC al esqueleto azucar-fosfato de la cadena dCpdA presentan cambios grandes en algunas de
las torsiones iniciales del mismo. Este resultado podria tal vez explicar uno de los motivos de
por qué no se obtuvieron estructuras viables de las optimizaciones realizadas al cdDMP.

A pesar de que se reprodujeron las regiones de las torsiones en los calculos realizados al SPB
de la cadena dTpdG, de las optimizaciones realizadas a esta no se tuvieron buenos resultados
pues las bases apiladas fueron a una posicién con una gran inclinacion, formandose dos enlaces
de hidrbégeno artificiales entre las mismas.

Por otro lado, el fragmento experimental dApdC:dGpdT presenta una regla normal de su-
perposiciéon en ambos dDMPs, pero s6lo la cadena dApdC presenta una conformacién cuyas
torsiones estan en las regiones para la clase NtC ZZS1, pues en el caso de la cadena dGpdT se
tiene una desviacién en los angulos de torsion a 'y 3.

De las optimizaciones realizadas con los funcionales PBE y M05-2X a este cdDMP se han
obtenido estructuras cuyas torsiones se encuentran en las regiones promedio para la clase ZZS1,
con excepcion de una torsiéon en cada caso, véase la Tabla 3.63. Sin embargo, en ambos calculos
se tiene una gran distorsion en la posicién de las bases, en especial de la base Adenina, resultando
en conformaciones no viables y con la formacién de enlace de hidrégeno entre las bases Ade-Cyt.
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Tabla 3.63: Comparacion de dngulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato, dngulos glucosidicos
y drea de superposicion entre los anillos de las bases apiladas, S(£2), para la cadena ZZS1 y la

no clasificada de los cdDMP, dDMP y SPB optimizados del diplex dApdC(ZZS1):dGpdT(—).

NDB Método o1 P C o 3 N by X1.2 S(A?)

INI (emperimental)2 91 235 324 208 207 54 137 | 54 202 1.57
cdDMP 91 232 290 207 248 52 138 58 223 0.82
%égfc PBE dDMP 92 207 292 218 248 54 140 59 195 3.01
6A1Q MO5 cdDMP 93 238 292 209 242 51 143 58 238 0.61
-2X dDMP 92 236 294 208 241 o1 140 59 218 3.48
MP2 SPB 128 212 295 184 234 53 135
INI (e:cperimental)2 80 257 306 243 198 29 142 | 59 210 1.89
cdDMP 85 247 259 221 249 57 140 69 212 0.00
dGpdT PBE dDMP 82 261 231 223 247 64 149 7 176 0.00
noCo- SPB 87 251 302 300 157 50 136
nocida MO5 cdDMP 84 209 280 234 251 52 145 85 214 0.00
6A1Q _9x dDMP 83 256 254 229 243 57 150 63 179 0.00
SPB 85 245 300 295 159 49 142
MP2 SPB 87 255 308 299 154 48 141
Angulos en grados (°). Angulos de torsion promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6].  2Estructura

inicial extraida del duplex 6A1Q.

Respecto a los calculos de optimizacion realizados a las cadenas separadas, sblo para el caso
de dApdC optimizado con M05-2X se ha obtenido una estructura con buena posicién mutual de
las bases apiladas, mostrando una superposicién normal entre las mismas y cuya conformacion
corresponde a la NtC ZZS1. Dicho resultado resulta interesante, puesto que en los calculos reali-
zados al diplex no se reprodujo una estructura viable, tal vez debido a interacciones originadas
por el dDMP complementario, las cuales originaron la deformacion de la conformacion.

No se han obtenido minimos de energia para SPBs separados correspondientes a la clase
7751 de los calculos realizados a los esqueletos azicar-fosfato de este cdDMP.
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3.4.2. Fragmentos minimos de diuplex de ADN-Z con el par Gua:Thy

Otro de los fragmentos experimentales considerados es NDB ID 3ULN [85], cuya secuencia
d(TGTG)2 solo contiene Guaninas y Timinas formando el par Gua(syn):Thy(anti). De este se
han extraido dos cdDMPs para su estudio.

La primer estructura extraida, (dTpdG)s, presenta una regla normal de superposicién en
ambas cadenas, de las cuales s6lo una de ellas presenta una conformacion de la NtC ZZ1S,
mientras que la complementaria no muestra torsiones correspondientes a alguna clase publica-
da. Después de optimizar este cdDMP con el funcional PBE se tiene correspondencia con la
clase ZZ1S para una de las cadenas, mientras que la otra no, tal como en la estructura experi-
mental, véase la Tabla 3.64.

Tabla 3.64: Comparacion de dngulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato, dngulos glucosidicos
y drea de superposicion entre los anillos de las bases apiladas, S(4?), para la cadena ZZ18S y la
no clasificada de los cdDMP, dDMP y SPB optimizados del diplex dTpdG(ZZ1S):dTpdG(—).

NDB Método 51 € ¢ o B v 52 X1.2 S(A?%)
Z71S! 147 263 76 66 186 178 96 207 61
INI (exper’irnental)2 147 287 54 157 187 123 77 221 52 0.00*
cdDMP 152 254 79 65 187 180 86 228 68 0.00°*
dTpdG PBE dDMP 150 267 83 64 184 182 87 247 59 0.00
7718 SPB 134 256 72 74 191 184 119
NAI493  MO5 cdDMP 156 259 71 70 188 180 89 192 58 | 0.00***
_9x dDMP 152 266 76 67 186 180 91 249 61 0.00
SPB 137 263 67 75 189 184 103
MP2 SPB 138 260 67 76 189 186 98
INI (experimental)> 163 234 161 334 275 189 95 211 47 | 0.00*
dTpdG cdDMP 145 265 147 315 268 199 83 228 70 0.00°*
n0Co- PBE dDMP 145 274 146 319 263 198 83 247 65 0.00
nocida SpB? 139 203 148 315 301 207 74
NA1493 MO05 cdDMP 147 273 145 316 268 201 87 184 60 | 0.00***
-2X dDMP 144 275 145 318 265 199 88 246 62 0.00
MP2 SPB 155 288 124 331 248 191 92
Angulos en grados (°). 'Angulos de torsién promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6].  2Estructura
inicial extraida del duplex NA1493. *Presenta también superposicion entre las bases pirimidinas de diferente cadena
(0.02A2). **Presenta también superposicion entre las bases pirimidinas de diferente cadena (O.56A2). ***Presenta
también superposiciéon entre las bases pirimidinas de diferente cadena (0.32A2). 3Resultado obtenido calculando las

frecuencias vibracionales en cada paso de optimizacién.

Esta estructura obtenida muestra una regla normal de superposicién, pero se desplazaron
las bases un poco de tal manera que se tiene stacking entre las pirimidinas. A pesar de estos
cambios se tiene una conformacion viable, con posicion mutual de las bases aceptable, tal como
se puede observar en la Figura 3.38. Ademas, a diferencia de la estructura experimental que
sblo tiene un enlace de hidrégeno entre los pares de bases, esta estructura optimizada muestra
la formacién de pares con dos enlaces de hidrégeno, lo cual la hace més estable.
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Figura 3.38: Conformacion del fragmento (dTpdG)s de ADN-Z optimizado con el funcional
PBEPBE, con sdlo una de sus cadenas de la clase ZZ1S. La dos proyecciones muestran la
posicion mutual cast paralela entre los pares de bases apilados y la superposicion entre los anillos
de las pirimidinas. Se puede observar que esta estructura presenta dos enlaces de hidrogeno en
cada par de bases Gua(syn): Thy(anti), lo cual le brinda una mayor estabilidad, comparada con
el cdDMP experimental que sdlo tiene un enlace de hidrégeno en dichos pares.

De la optimizacién realizada con M05-2X se tienen los mismos cambios en las torsiones que
los de la estructura obtenida con PBE, sin embargo, en este caso las bases no tienen una buena
posicion mutual, siendo una estructura no viable pues no permite la continuidad de la hélice
doble.

A pesar de que las optimizaciones realizadas a las cadenas separadas resulto en estructuras
cuyas torsiones se encuentran en las mismas regiones que las del diplex optimizado con PBE,
estas no son viables, en ambos casos se tiene una mala posicién de las bases apiladas con la
formacion de enlaces de hidrégeno entre las mismas.

En cuanto a los SPBs separados, se tiene de las optimizaciones realizadas minimos de energia
correspondientes a la clase ZZ1S para uno de ellos, mientras que para el otro se han presentado
cambios de region en las torsiones (, o y 3, tal como en las optimizaciones realizadas al dDMP
del que fue extraido y también en el diplex.

Finalmente, la segunda estructura estudiada, de secuencia (dGpdT)s, presenta reglas nor-
males de superposiciéon entre sus bases apiladas, con una cadena en conformacién de la clase
7752, y la complementaria con varias de sus torsiones en regiones lejanas de la misma, como
puede verse en la Tabla 3.65.

Después de realizar optimizaciéon en la geometria de este cdDMP con el funcional PBE, se
ha obtenido una estructura cuyos desplazamientos en la posiciéon de las bases ha causado una
completa distorsiéon de la hélice doble. De igual manera, de los célculos realizados a los dDMPs
separados, aunque las torsiones de la cadena dGpdT-ZZS2 se encuentran en regiones para esta
clase, se tiene para ambos una mala posicién de sus bases apiladas y con la formacién de enlaces



134

CAPITULO 3. Resultados

de hidrogeno artificiales entre las mismas. En cuanto a los SPBs separados, no se tiene minimos
de energia correspondientes a alguna NtC reportada.

Tabla 3.65: Comparacion de dngulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato, dngulos glucosidicos
y drea de superposicion entre los anillos de las bases apiladas, S(42), para la cadena ZZS2 y la
no clasificada de los cdDMP, dDMP y SPB optimizados del diplex dGpdT(ZZS2):dGpdT(—).

NDB Método 01 € ¢ « J6] ~y 0o X1,2 S(A?)
77.S2" 95 187 64 169 162 44 143 ‘ 56 213 ‘
INI (experimental)> 90 212 13 164 174 66 147 | 45 221 2.42
cdDMP 83 205 74 159 95 40 120 o7 238 0.00
dGpdT  PBE dDMP 90 187 68 159 159 48 146 59 204 1.56
7752 SPB 117 193 57 235 155 51 134
NA1493 MO05 dDMP 88 184 68 163 160 48 148 93 206 2.78
-2X SPB 74 185 47 2837 144 50 137
MP2 SPB 73 190 49 235 143 50 138
INI (experimental)? 95 172 90 5 203 166 161 | 47 218 1.18
dGpdT cdDMP 81 173 84 73 89 157 155 66 199 0.00
1n0Co- PBE dDMP 89 177 63 50 160 151 156 54 185 1.23
nocida SPB3 119 194 57 69 202 187 123
NA1493 MO05 dDMP 88 178 61 53 168 145 158 44 190 2.46
-2X SPB 94 190 61 69 204 183 135
MP2 SPB 7 190 58 66 207 183 128
Angulos en grados (°). 'Angulos de torsion promedio para dicha clase conformacional, tomados de [6].  2Estructura
inicial extraida del duplex NA1493. 3Resultado obtenido calculando las frecuencias vibracionales en cada paso de

optimizacion.



Capitulo 4
Discusion

Research is to see what everybody else has seen,
and to think what nobody else has thought.

ALBERT SZENT-GYORGYI

Tras presentar los resultados obtenidos del estudio realizado para esclarecer la contribucién
de las subunidades del ADN a la formacién de su estructura tridimensional y las regularidades
de la dependencia en la secuencia de la hélice doble de ADN cuyas cadenas complementarias
presentan distintas clases conformacionales (NtCs), o contiene alguna base modificada (5mC,
5-hmC, 8-0x0G, 2AP), se expone en este capitulo un resumen de los mismos y las implicaciones
de estos.

La importancia de las diversas conformaciones analizadas no radica sbélo en las distintas
NtCs que presentan, sino también en el hecho de que muchas de ellas se encuentran en comple-
jos con protefnas indispensables en diferentes procesos biologicos, o son estructuras cuyas bases
modificadas estan implicadas en la activacion o silenciamiento de genes, en procesos oxidativos
relacionados a enfermedades neurodegenerativas, o enfermedades cancerogénicas, por citar al-
gunos ejemplos.

Este estudio ha permitido redefinir las generalizaciones y conclusiones de trabajos publica-
dos anteriormente por Poltev et al. [10, 11, 12, 42, 43], ademas, muestran apoyo a sus conclusiones
acerca de el importante rol del esqueleto aztcar-fosfato (SPB) en la formacion de la dependencia
de la estructura del duplex de Watson-Crick (WCD) en la secuencia de nucleotidos en este.

4.1. Analisis de esqueletos aziicar-fosfato cuyas diferentes clases
conformacionales tienen o no minimos de energia para SPBs
separados

Se ha mencionado en los capitulos anteriores que el esqueleto azticar-fosfato (SPB) juega un
papel muy importante en la formaciéon de la estructura del ADN; en adicién, se sabe de otros
estudios que para aquéllas conformaciones que tienen minimos de energia para SPBs separados

135
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se presentan reglas de superposicion parecidas a las de las familias Al y BI [9, 12], i.e., una nota-
ble superposicion entre las bases apiladas de los fragmentos minimos de cadena tnica (dADMPs)
cuya secuencia de nucleésidos es Pur-Pur o Pur-Pyr, mientras que esta es despreciable en los
casos de las secuencias Pyr-Pyr y Pyr-Pur, las cuales hemos llamado reglas normales.

Por ello, es indispensable saber cuéles clases conformacionales presentan minimos de energia
para SPBs separados, y cuéles no, a fin de poder comprender y establecer las regularidades de
formacion de los duplex de ADN cuyas cadenas presentan alguna de las clases estudiadas. Asi,
se realizaron muchos calculos con distintas metodologias a variados SPBs extraidos de fragmen-
tos de dDMPs experimentales de las clases seleccionadas.

De los resultados obtenidos para las clases NtCs seleccionadas, las cuales son compatibles
con la formaciéon de WCDs donde ambos nucledsidos de los pares de bases complementarios se
encuentran en conformacion anti, se tiene que pueden ser divididas en dos grupos: 1) aquéllas
con torsiones del esqueleto aztcar-fosfato cercanas a de los minimos locales de energia del frag-
mento SPB separado y, 2) aquéllas que tienen torsiones del SPB muy diferentes de los minimos
de energia para un fragmento de SPB separado.

Especificamente, de los resultados presentados en la Seccion 3.1, tenemos en cada grupo a
las siguientes clases conformacionales de dDMPs estudiadas:

1. BB00, AA00, AAO1, BBOT!, BBO1, BAO1, BA05, BB12, BA09, AB02, Subclase X.

2. BB02, BB04, BB13, BB15, BA0OS, BA16.

Para el primer grupo de clases de dDMPs, de las observaciones realizadas a las estructuras
experimentales estudiadas, en muchos casos se tiene que la superposicion de los anillos de las ba-
ses apiladas presentan reglas normales. Mientras que para el segundo grupo estas regularidades
no necesariamente se mantienen, pues en la mayoria de dDMPs de nuestro conjunto experi-
mental se observa una superposicién menor entre los anillos de las bases, incluyendo dDMPs
con secuencias Pur-Pur y Pur-Pyr. Aunado a ello, existen también excepciones para el primer
grupo, en las que se observa una superposicién substancial en secuencias Pyr-Pyr y Pyr-Pur.
Esto ha llevado a un anélisis mas profundo, el cual se discutird méas adelante.

La optimizacion de la geometria de fragmentos de SPB extraidos de dDMPs pertenecientes
al primer grupo de clases NtCs produce conformaciones que tienen todos sus dngulos de torsion
muy cercanos a los valores iniciales en las estructuras experimentales y a los valores promedio
para dichas NtCs. Por otro lado, la optimizacién de la geometria de fragmentos separados de
SPBs extraidos del segundo grupo de dDMPs conduce a una o més torsiones significativamente
desviadas de los valores promedio por méas de 40°. En la Figura 4.1 podemos observar estas
caracteristicas mencionadas para algunas de las clases NtCs estudiadas.

'Esta conformacién incluye muchas estructuras cuyas optimizaciones han dado como resultado fragmentos
con angulos de torsién muy diferentes de las estructuras de minimos de energia para SPBs separados.
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Figura 4.1: Comparacion de cinco dngulos de torsion del esqueleto azicar-fosfato para las clases
NtCs BB00, BB0O7, BA16, BB12, BB0/ y BB02. Las lineas continuas representan los valores
promedios de las torsiones para las clases publicadas por Svozil et al. [5]; las lineas disconti-
nuas ndican las torsiones que presenta la estructura experimental seleccionada del NDB; las

lineas punteadas muestran los valores obtenidos para la estructura optimizada con el funcional
PBEPBE. Figura publicada en [2].
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Gracias a este estudio, hemos encontrado que la clase BB0O7 (familia BII) no siempre resul-
ta en estructuras que correspondan a minimos de energia para SPBs separados de esta NtC.
La precision limitada de conclusiones anteriores para esta familia ha sido debido al conjunto
restringido de estructuras disponibles en aquél tiempo. Con los resultados obtenidos en este
trabajo dichas conclusiones han sido ajustadas.

Un aspecto importante derivado de este trabajo es que de la optimizacion de la geometria,
mediante el uso de cualquier método computacional, de varios fragmentos de SPBs separados
extraidos de dDMPs pertenecientes a la misma NtC, generalmente conduce a dos o mas mini-
mos locales de energia. Esta observacién aplica para todas las NtCs estudiadas, dando un poco
de luz a la existencia de los dos grupos de dDMPs propuestos y mencionados arriba.

Los diferentes minimos obtenidos con cada método empleado para el primer tipo de clases
de dDMPs pueden diferir s6lo en unos pocos grados entre todas las torsiones. Una clase que
representa este particular caso es la familia BI, BB00. Para evaluar si se podrian tener mas
minimos locales de energia para esta clase se realizaron segundas optimizaciones a los minimos
obtenidos con cada metodologia de MC, en adicién, se prepararon estructuras hibridas entre el
minimo maés favorable y el que lo secund6 para cada método y se prosigui6 con la optimizacion
de los mismos. De las optimizaciones realizadas no se obtuvieron nuevos minimos locales de
energia diferentes de los que ya se habian adquirido previamente.

En cuanto al segundo tipo de dDMPs, la diferencia para una o dos torsiones de los minimos
obtenidos pueden exceder los 50°. Un ejemplo de esto se tiene en la clase BB04, la cual es
una clase conformacional intermedia entre las familias Bl y BII. Para esta NtC encontramos
tres minimos diferentes con las tres metodologias de MC empleadas, uno siendo el mismo ob-
tenido para la clase BB07, otro minimo que coincide con uno de BB00, y el tercero tiene un
conjunto de torsiones tnicas no visto antes. Adicionalmente, como otro ejemplo se tiene a la
clase NtC BAOS, para la cual se han obtenido tres minimos muy diferentes, en donde uno de
ellos corresponde a la clase BB00, otro a la clase BAO5 y el tercer minimo corresponde a la
clase conformacional OP10, la cual no se ha estudiado en este trabajo pues sélo se reportan dos
dDMPs de ADN de este tipo [6].

En este punto es importante mencionar que la existencia de minimos de energia obtenidos
para una clase conformacional y vistos en otra diferente no se restringe sélo al segundo grupo.
Se tiene para el primer grupo de dDMPs casos en los que los minimos obtenidos corresponden
a otra NtC. A continuacién se mencionan los minimos obtenidos para cada clase estudiada en
este trabajo, entre paréntesis se menciona la torsién o torsiones que presentaron cambios, en
caso de que el conjunto de angulos obtenidos no sea reportado para alguna NtC:

= Primer Grupo

e BB00 — BB00, BAO5

o AA00 — AA00, AA09, BAO5

AAO1 — AAOL, AAOS

BB07 — BB07, BB07(¢), BBO7(6,), BBO7(¢f), IC05
BB01 — BB00
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BA01/BA05 — BA01/BA05, BB0OO
BB12 — BB12, BA09

BA09 — BA09, BB12

AB02 — AB02, AB02(¢S)
Subclase X — Subclase X

= Segundo Grupo

BB02 — BB02(Ca3)

e BB04 — BB00, BB07(¢3), BB04(eCa )
BB13 — BB12

BB15 — BB00, BB02(CaB)

BA08 — BB00, BA05, OP10

BA16 — BA16(¢B), BA16(caf)

Notese que para BAO1 y BA05 se tienen minimos cercanos y algunos iguales, aunado a ello,
en las primeras clasificaciones realizadas para las clases conformacionales de dDMPs [5] ambas
conformaban una sola, por ello, consideramos sus minimos como un mismo conjunto.

Estos resultados nos muestran que las barreras energéticas entre los minimos de energia de
ciertas clases, en el caso de aquéllas que comparten resultados, permiten el cambio de confor-
maciéon entre una y otra. Por ejemplo, se puede tener el cambio de conformacién en un dDMP
de la clase BBOO a BAO5 y viceversa, o se puede presentar un cambio de conformacion en el
caso de tener un dDMP de la NtC BAOS a la clase BA05, en este ultimo ejemplo no se puede
decir que hay posibilidad de pasar de la NtC BAO5 a BA08, pues de los resultados no se tiene
que la clase BAO5 tenga minimos de energia que correspondan a BAOS.

Del analisis realizado a todas las estructuras experimentales y optimizadas estudiadas en
este trabajo, se puede asegurar que estas afirmaciones son correctas, pues existen ejemplos de
duplex experimentales con un dDMP-BB00 que después de ser optimizados cambiaron la con-
formaciéon de ese dDMP a BAO5. O duplex experimentales cuya cadena con conformacién BA09
al realizarle calculos de optimizacion cambi6 a la NtC BB12. Para una mejor apreciacion de
este comportamiento ver en la siguiente seccion la Tabla 4.3.

En cuanto a los resultados variados obtenidos para la familia BII, BB07, al indagar un
poco mas, se pudo observar en las optimizaciones realizadas a los fragmentos de diplex con
una cadena en esta conformaciéon que la mayoria de estas conducen a un cambio en el angulo
de torsiéon €, mismo cambio presente en varios de los minimos obtenidos para SPBs separados.
Por otro lado, se presenta un caso en el que el dADMP del duplex obtimizado tiene cambio de
la clase BB07 a la NtC BBO00, lo cual es congruente con las optimizaciones realizadas a SPBs
separados, pues uno de los minimos obtenidos con las tres metodologia de MC presenta cambio
en las torsiones € y (8, estando estas en regiones para BB00, el tnico dngulo que es diferente a
esta clase conformacional en dichos minimos y que no cambi6 fue (.
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Dada la importancia de los minimos de energia obtenidos para aquéllas clases conformacio-
nales que tienen correspondencia con estos, y para aquéllas que no estudiamos pero obtuvimos
minimos locales para ellas, en la Tabla 4.1 se presenta una comparacién entre las energias de
cada minimo local méas profundo obtenido para cada NtC con las tres metodologias empleadas
de MC. Ademas, se han ordenado las distintas clases de acorde al lugar que ocupan debido a
la energia de sus minimos, siendo la primera la mas favorable y la tltima la menos favorable.
Aunque la mayoria presentan el mismo lugar en las tres metodologias, no todas lo hacen, pero
esto no ha sido impedimento para poder llegar a conclusiones sobre sus implicaciones.

Tabla 4.1: Valores de energia de los minimos locales mds favorables obtenidos para esqueletos
azucar-fosfato de las clases conformacionales estudiadas que presentan minimos de energia para
SPBs separados.

PBE MO05-2X MP2
NtC E(kcal/mol) Lugar NtC E(kcal/mol) Lugar NtC E(kcal/mol) Lugar

BB00/BB01  -938761.05 1 BB00/BB01 -939582.24 1 BB00/BB01 -937368.65 1
BA05/BAO1  -938759.54 2 Subclase X -939580.62 2 Subclase X -937366.65 2
BB12 -938758.74 3 BA05/BA01  -939579.86 3 BAO05/BA01  -937366.56 3
BA09 -938758.74 4 BB12 -939579.52 4 BB12 -937365.41 4
Subclase X -938758.57 5 AA00 -939578.65 5 AA00 -937364.94 5
AAQ9! -938758.42 6 OP10? -939578.08 6 AA09! -937364.44 6
OP10?2 -938758.41 7 AA09? -939577.99 7 BA09 -937363.73 7
AA00 -938758.20 8 BA09 -939577.38 8 BB07(e) -937363.21 8
AAO1 -938756.72 9 AB02 -939576.94 9 AB02 -937362.97 9
BB07(¢) -938755.91 10 BBO7 -939576.80 10 AAO01 -937361.78 10
AB02 -938755.73 11 BB07(¢) -939576.78 11 AAQ5% -937361.39 11
Subclase V. -938754.44 12 1C053 -939575.90 12 Subclase V. -937360.55 12

AA01 -939575.39 13

AA05* -939575.22 14

Subclase V -939574.72 15

IMinimo obtenido de SPB de la clase AA00. 2Minimo obtenido de SPB de la clase BA0S. 2Minimo obtenido de SPB de
la clase BB07. *Minimo obtenido de SPB de la clase AAO1.

Ademés de llegar a la conclusion de que el primer grupo de clases de dDMPs (en la tabla
anterior) suelen presentar reglas normales de superposicion, y en algunos casos un notable stac-
king en las secuencias Pyr-Pyr y Pyr-Pur, el anélisis realizado a las estructuras experimentales
y a las optimizadas, en conjunto con estos lugares que muestran cuéles NtCs son mas favorables,
ha permitido establecer regularidades de formacién con dependencia no sélo en la secuencia de
nucleoésidos, sino también en las clases conformacionales a la que pertenezca cada dDMP. Esto
se discutira en la siguiente seccién.

En adicién, como ya se ha mencionado en el capitulo de Resultados, Seccion 3.1.3, el estudio
realizado ha permitido establecer la Subclase X, la cual presenta minimos de energia para SPBs
separados; y, del analisis realizado a diplex con una cadena de esta Subclase X y la comple-
mentaria con un conjunto de torsiones no reportada, permitié encontrar otras conformaciones
llamadas por el momento Subclase V' y Subclase M, cuyos resultados corresponden a minimos
de energia para SPBs separados. En la Tabla 4.1 se puede ver que la Subclase V es la menos
favorable de todas las clases estudiadas con las tres metodologias de MC.
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Tabla 4.2: Conjuntos de dngulos de torsidn propuestos para las Subclases X, V y M encontradas
en los estudios realizados, las cuales presentan minimos de energia para SPBs separados.

Clase 01 € ¢ @ Ié; v P
Subclase X 141 192 197 30 104 55 118
Subclase V 84 30 53 86 185 184 125
Subclase M | 164 305 82 55 118 299 164

Para la mayoria de los ejemplos considerados, la optimizaciéon realizada a los SPBs separa-
dos con los campos de fuerzas AMBER reproduce los resultados obtenidos con MC para ambos
grupos de NtCs. Sin embargo, hay clases para las que no lo hacen, o no reproducen todos los
minimos obtenidos, mostrando la falta de precisiéon de esta metodologia y la necesidad de un
ajuste en los parametros de la misma, lo cual no es exclusivo al estudio realizado a SPBs sepa-
rados, sino también a conformaciones de duplex.

4.2. Estudio de fragmentos de ADN-Z de distintas clases confor-
macionales

Una de las importantes familias conformacionales considerada en esta investigaciéon es la
conformacién-izquierda de ADN-Z. Tales duplex de ADN se forman por la alternacién de se-
cuencia entre purinas y pirimidas, Pur-Pyr-Pur-Pyr..., donde los nucledsidos de las pirimidinas
se encuentran en conformaciéon anti y los de las purinas en conformacién syn. Este intercalado
de conformaciones de los nucleésidos, syn-anti-syn-anti..., es lo que le da la forma zigzagueda al
esqueleto de la hélice doble. A pesar de no presentar las mismas conformaciones de nucle6sidos
que los WCDs, estas estructuras forman pares de bases normales de WC.

Aunque no se han determinado ain hélices Z dentro de sistemas biolégicos a nivel funcional,
es importante considerarlas y estudiarlas pues se sabe de su presencia en procesos llevados a
cabo en distintas enfermedades. La enzima de edicion de ARN, ADARI1, contiene un dominio
de alta afinidad (Z«a) que se enlaza especificamente al ADN-Z [13], mientras que otra proteina
asociada a tumores, DLM-1, contiene un dominio con similitudes de secuencia con el dominio
Za de ADARI1 también unido al ADN-Z zurdo [14].

Durante mi estudio de maestria se analizaron fragmentos minimos de cadena tinica, dDMPs,
y de duaplex, cdDMPs, de conformaciones de la familia Z con la secuencia d(CGCGCG)s [3],
encontrandose que estos fragmentos no corresponden a minimos de energia para dicha conforma-
cion y explicando con ello la inherente inestabilidad de la conformacién-Z. Como continuacion
de ese trabajo, se presenta el anélisis realizado a fragmentos de SPBs separados tomados de
dichas estructuras y otras que se explicaran a continuacion.

Anteriormente se propuso que las bases nitrogenadas que preferentemente conforman estas
mencionadas estructuras de la familia Z sblo eran Guaninas y Citosinas [15], sin embargo, existe
evidencia de otras secuencias diferentes con las mismas caracteristicas [16], con la inclusién de
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nucledsidos de Adenina (syn) y Timina (anti) formando pares normales de WC o con formacion
de pares incorrectos de bases, Gua(syn):Thy(anti).

Dicho esto, se ha realizado un estudio a SPBs tomados de estructuras con las secuencias
Pyr-Pur y Pur-Pyr, conteniendo pares normales de WC Ade:Thy o Gua:Cyt, o con el par erré-
neo Gua:Thy, en donde las purinas se encuentran en conformacién syn y las pirimidinas en
conformaciéon anti.

Para ello, se han considerado las clases NtC ZZ1S, ZZS1 y Z7ZS2, en donde ZZ1S es para
aquéllos dDMPs cuya secuencia es Pyr(anti)-Pur(syn), y ZZS1 y ZZS2 consideran a los dDMPs
de secuencia Pur(syn)-Pyr(anti).

Del estudio realizado a SPBs de la clase ZZ1S se tiene que esta NtC tiene minimos de energia
para SPBs separados, mientras que para los SPBs tomados de dADMPs-ZZS1 tenemos casos con
variaciones grandes en dos angulos de torsién y casos en donde si corresponde a minimos de
energia para SPBs separados. Por otro lado, para la NtC ZZS2 los resultados se desvian de los
minimos de energia para dicha conformacién. En la Seccién 3.1.5 se puede ver dicho anélisis y
resultados.

Esta diferencia entre las tres NtCs, de las cuales s6lo una de ellas presenta minimos de ener-
gia para SPBs separados de la misma, explica por qué en el estudio realizado anteriormente [3, 7]
se obtuvieron conformaciones de duplex de ADN-Z viables s6lo para la secuencia (dCpdG)2, la
cual present6 ambos dDMPs de la NtC ZZ18S.

Por otro lado, estos resultados explican la necesidad de especificas condiciones del entorno
en el que se encuentra el ADN-Z para poder existir, y la dificultad de estudiar su rol biolégico,
pues esta forma es inducida brevemente durante la actividad biolégica y desaparece rapidamen-
te cuando el entorno cambia.

4.3. Regularidades de formacién de daplex con dDMPs de dis-
tintas clases NtCs

Dada la importancia de establecer las regularidades de formacién de diplex de hélices dobles
derechas de ADN cuyos nucledsidos se encuentran en conformacion anti, debido a que en aqué-
llas regiones con dDMPs con poca o nula superposiciéon entre los anillos de las bases apiladas es
posible tener una curvatura o bending de la doble hélice -lo que permite el empaquetamiento de
esta en distintos procesos biolégicos, incluyendo la formacién de cromosomas y las interacciones
con distintas proteinas-, se presenta un analisis profundo de los resultados obtenidos para todos
los duplex estudiados en este trabajo. En este analisis se incluyen también aquéllas estructuras
con una base modificada, pues presentan pares normales de WC, ademés de que el analisis lo
permite y require.



4.3. Regularidades de formaciéon de diplex con dDMPs de distintas clases NtCs 143

Tabla 4.3: Comparacion de las clases conformacionales y superposiciones en los dDMPs de los
duplex experimentales estudiados y en las estructuras obtenidas después de las optimizaciones
realizadas con los funcionales PBEPBE y M05-2X, los cuales cumplen con las nuevas regulari-
dades de formacion encontradas.

Experimental PBE MO05-2X
NDBID cdDMP  S(A?) NtC S(A?) NtC S(A?) NtC
5FOI dApdA: 1.34 BBO0O0O* 1.39 / 2.04 BBO0O0*
dTpdT 0.66 Sub. X* 0.34 0.00 Sub. X*
PDO190! dApdA: 3.13 BB02 0.02 / 1.08 BBO02(¢a3)
dTpdT 0.00 BB02 0.00 0.00  BB02(Cap)
111P dApdG: 3.87 BA09* 3.64 / 4.43 BB12*
dCpdT 0.00 AA00* 0.00 0.04 AA00*
1 dGpdA: 2.89 BB12* 0.00 4.16 BB12*
NAO318 dTpdC 0.35 BB12* 0.00 / 0.28 BB12*
516Q) dGpdA: 1.51 Sub. X* 2.94 Sub. X*
dTpdC 0.54 sin NtC 0.00 Sub. M*
dGpdG: 1.51 AA00* 2.04 AAO00*
ADOOGT — yenac 000  AAOL(S)  0.00  AA05(S)
2KV dApd2PR: 1.54 BB00* 4.16 / 4.05 BB00*
dTpdT 0.43 BB0O* 0.00 0.00 BB0O*
9M3P dApd8OG: 3.56 BBO1* 5.04 / 4.83 BB0O1*
dCpdT 0.01 BBO1* 0.47 ! 0.00 BBO1*
PDO652! dApdT: 4.05 BB00* 3.53 BAO5* 3.35 BAO1*
dApdT 1.39 BB02 1.65  BB02(aB) 082  BB02(ap)
SWOEW dApdT: 2.31 Sub. X* 2.39 / 2.72 Sub. X*
dApdT 1.24 naBB02 0.17 0.95 BB02(¢af)
5GUN dApdC: 3.62 BB12* 1.13 / 4.05 BB12*
dGpdT 2.17 BB02 0.00 0.71  BB02(Cap)
dApdC: 2.42 BB15 2.74 3.68 BAO1*
UDJO60 dGpdT 1.72 BB12* 1.15 / 0.94 BB12*
d5HCpdG: 0.13 ABO1 0.00 BB00* 0.00
NA2706 dCpdG 0.44 ABO03 0.57 BB0O* 0.06 /
5KEO dGpdA: 1.44 Sub. X* 1.93 / 0.44 Sub. X*
dTpdC 0.29 BB00* 0.00 1.74 BAOT*
PD02931 dApdT: 2.66 BBO1* 3.42 BAO5* 4.30 BAO1*
dApdT 2.60 BB02 1.61 BB02(af) 1.04 BB02
SEZF dCpdG: 0.00 BAOT* 2.90 BAO5* 2.35 BAO5*
dCpdG 0.00 BBOT* 0.00 BBO7(e) 0.00 BBO7(e)
5ETY9 dCpdG: 0.59 BAO5* 2.58 BB00O* 0.00 /
dCpdG 0.00 BB04 0.00 BB04 0.00
1 dApdA: 0.76 BB04 1.63 1.83 BB0O*
PD0329 dTpdT 2.11 BB02 0.00 / 0.00 BB02(«)
NA2122 dApdA: 0.12 BB04 0.93 Sub. X* 0.21 Sub. X*
dTpdT 0.90 BAO5* 1.22 BA0O5* 2.00 BA0O5*
PD12711 dGpdG: 0.08 BBO7* 0.00 / 0.00 BBO7*
dCpdC 2.97 BA09* 0.00 2.39 BA09*
PDTO53! dGpdG: 0.82 BB0O* 1.38 0.97 BB00(5)

dCpdC 1.02 BB02 0.00 / 0.00 BB02(«f)
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Continuacion de Tabla 4.3.

dGpdA: 0.78 BAO8 0.00 BA08(ex)
NAOISE T gmpac 058 AAOOF 2,92 AAQOF
. * *
Ay GARITT 363 BBOOF 000 | 102 BAOS
dApdT 070 BAI6  0.00 092 BAIG
— dGpdC: 291 BAOIF 162 | 578 BAOIF
dCpdC 020 BBOT*  0.00 049  BBOT*
dGpdC: 211 BAOS*  0.00 581 BAOS
BDLOT8 — japdc 0.00  BBOT*  0.00 / 052 BBOT(e)
dGpdC: 235 BA0*  0.00 502 BAOH
BDLO8  japdc 0.00  BBOT*  0.00 / 0.64  BBO7(c)
dGpd5CM:  1.88  BAOS  0.00 586 BAOLF
NA2TI9 4Gpdc 000 BBOT*  0.00 / 025  BBOT*
oo dTpdG: 214  BAO* 112 BBI2*  0.77  BBIZ
dCpdA 034 AA00*  0.00  AA00* 000  AA0O*

I Fragmentos experimentales que se encuentran en complejos con proteinas. / Diiplex que ha resultado en una confor-
macion no viable.  xClase NtC que tiene minimos de energia para SPB separado.

Se han marcado con color verde aquéllas superposiciones no normales de los dDMPs experimentales. En adicién, se en-
cuentran distinguidos con negrita las superposicidones que cambiaron de regla después de las optimizaciones realizadas al

respectivo duplex.

En la Tabla 4.3 se presentan los resultados obtenidos para cada estructura considerada, en
ella se muestra la conformacion de los dDMPs de las estructuras experimentales y de los diiplex
optimizados con los funcionales PBEPBE y M05-2X, ademéas de la superposicién de las bases
apiladas en cada caso.

Gracias al analisis realizado, estos resultados se han dividido en cinco secciones consideran-
do las caracteristicas de los diplex experimentales:

1) Corresponde a aquéllas estructuras donde la superposicion respeta las reglas normales y
por ende la secuencia de las bases, ademds de la clase de los dDMPs.

2) Estructuras que presentan superposicion acorde a la secuencia, pero no a la clase de sus
dDMPs.

3) Diplex cuya superposicion no respeta las reglas normales, pero si considera la clase
conformacional de sus dDMPs.

4) Conformaciones con superposicion no normal y no considera la clase NtC que presenta.

5) Duiplex que sdlo tienen superposicion normal, de acuerdo a la secuencia, en un sélo
dDMP.



4.3. Regularidades de formaciéon de diplex con dDMPs de distintas clases NtCs 145

Del analisis realizado a las estructuras experimentales y optimizadas con las dos metodolo-
gias, se tiene que aquéllas que presentan ambos dDMPs de la misma clase NtC, sin importar a
qué grupo pertenezcan, muestran reglas normales de superposicién. Un ejemplo es la estructura
dGpdA:dTpdC extraida del fragmento NDB ID NA0318, con la conformacion BB12:BB12, en
la cual se puede observar una superposicién normal tanto en la estructura experimental como
en la obtenida con el funcional M05-2X.

Por otro lado, en el caso de tener un dDMP en conformaciéon de una de las clases del grupo
uno mencionado en la Seccion 4.1 -aquéllas clases que tienen minimos de energia para SPBs
separados- y el dDMP complementario en conformacién de una de las clases del grupo dos -que
no tienen minimos de energia para SPBs separados- se tiene una notable superposiciéon entre las
bases del dDMP del grupo uno, sin importar que tenga secuencia Pyr-Pyr o Pyr-Pur, y una su-
perposicién minima o nula en el dDMP del grupo dos, aiin si tiene secuencia Pur-Pur o Pur-Pyr.

Para esta segunda aseveracion un ejemplo seria la estructura (dApdT)s extraida del frag-
mento NDB ID PD0652, con la conformaciéon BB00:BB02, en ella se observa una mayor super-
posicion en la cadena dApdT-BB00 del diuplex experimental y optimizado, sin importar que
ambas cadenas tienen la misma secuencia; otro ejemplo es la estructura dTpdT:dApdA extraida
del fragmento NDB ID NA2122, en donde la cadena dTpdT que es de la clase BAO5 presenta
una notable superposiciéon de las bases apiladas y esta es practicamente nula en la cadena dAp-

dA de la NtC BB04.

Sin embargo, para aquéllos duplex experimentales, y/u optimizados, con ambos dDMPs
complementarios pertenecientes a clases del primer grupo o del segundo grupo ha sido necesa-
rio un anélisis mas profundo, en el cual se ha tenido que considerar las energias obtenidas para
los minimos locales de cada clase conformacional.

De la observacién de las superposiciones presentes en las cadenas de cada duplex experi-
mental y optimizado, asi como la clase NtC de los mismos, expuestos en la Tabla 4.3, y de la
consideracion de cuales NtCs tienen minimos de energia més favorables para SPBs separados,
de acorde a los lugares otorgados en la Tabla 4.1 -comparando unas respecto a otras-, se ha
llegado a la conclusiéon de que se presenta una mayor superposicion en aquéllos dDMPs cuya
clase conformacional tiene un minimo de energia mas favorable respecto a la conformaciéon del
dDMP complementario, en caso de que ambos presenten clases NtCs del mismo grupo.

Esta afirmacion se puede comprobar en la estructura dApdG:dCpdT extraida del fragmento
NDB ID 1I1P, la cual tiene una notable superposicién en la cadena dApdG de la clase BA09
y nula en la cadena dCpdT-AAO00 de la estructura experimental, después de optimizar dicho
c¢cdDMP con el funcional M05-2X la cadena dApdG cambia a la clase BB12, sin embargo, la
regla de superposicién se mantiene, esto es explicado por el hecho de que las clases BB12 y
BAOQ9 presentan minimos de energia para SPBs separados més favorables que la clase AAOO.

Para el caso en el que ambos dDMPs tengan clases del segundo grupo solo tenemos un
ejemplo, la estructura experimental dApdA:dTpdT extraida del fragmento NDB ID PD0329,
la cual presenta una notable superposicion en la cadena dTpdT de la clase BB02, mientras que
es mucho menor en la cadena dApdA-BB04. Esto es congruente con los resultados obtenidos
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para estas dos clases NtCs, en donde, aunque ninguna tiene minimos de energia para SPBs
separados, los resultados obtenidos para la clase BB02 tienen una energia mas favorable que los
de BB04.

Dichas conclusiones son vélidas incluso para los casos de las optimizaciones realizadas con
otros funcionales que consideran interacciones de dispersion como PBE-D3BJ, B97-D3 o inter-
acciones de stacking como M06-2X, incluidos en aquellos casos donde se utilizé solvente para
realizar las optimizaciones de la geometria de las estructuras en cuestion.

Estas tres afirmaciones a las que se ha llegado después del analisis profundo, considerando
tanto los resultados obtenidos para los fragmentos de diiplex como para los SPBs, son validas
también para las conformaciones estudiadas con alguna base modificada (5mC, 5-hmC, 8-0x0G,
2AP). No obstante, existen excepciones a estas regularidades de formacion encontradas, tanto
para estructuras con bases modificadas, como para estructuras con bases nitrogenadas norma-
les, lo cual se discutira en breve.

Antes de continuar con las excepciones obtenidas, es necesario hablar sobre aquéllas confor-
maciones presentes en complejos con proteinas u otras moléculas.

En la Tabla 4.3 se puede observar que de las estructuras estudiadas que cumplen con las
regularidades de formacién aqui propuestas, ocho se encuentran en complejos con proteinas, de
las cuales sélo tres cambian las reglas de superposiciéon después de realizar la optimizaciéon de
las mismas sin la presencia del complejo, pero también cambian la conformacion de sus dDMPs
(NDB ID PD0329, PDT058, 1P51). Las otras cinco no cambian sus reglas de superposicion des-
pués de ser optimizadas, sin embargo, dos de ellas cambian la conformaciéon de ambos dDMPs
(NDB ID PD0190, PD0652) y una més solo cambia la conformacién de una de sus cadenas
(NDB ID PD0298).

Esto nos muestra que las reglas de superposiciéon propuestas no dependen de la interac-
cibn con otras moléculas, como proteinas, no obstante, las caracteristicas geométricas de las
estructuras experimentales que cambiaron después de las optimizaciones realizadas dan pauta a
pensar que dichas conformaciones s6lo se mantenian debido a las interacciones presentes entre
las subunidades del diplex de ADN y las que hay en el complejo. En adicién, puede que fuerzas
de empaquetamiento inherentes en el cristal afecten la estructura, y al no tenerlas esta se re-
laje, y vaya a minimos méas favorables después de las optimizaciones realizadas a la geometria.
Notese que esto no es exclusivo para aquéllas estructuras que se encuentran interaccionando
con proteinas.

Otro punto es la importancia ya mencionada de aquéllas estructuras que permiten la flexion
de la doble hélice, un ejemplo de esto es la conformacion de (dGpdC)q extraida del fragmento
BDLO078, ya que esta reportado que entre sus dos nucleésidos ocurre dicho doblamiento [47].
Esta estructura experimental presenta el mismo patrén de superposicién y clase NtC de am-
bos dDMPs después de ser optimizada, lldmese una notable superposicién en en dDMP de la
clase BAO5 y nula en el dDMP-BB07. Estas mismas caracteristicas geométricas se observan en
otros duplex de misma secuencia y clase conformacional (NDB ID 5ET9, BDL078, BDL084),
incluso en aquéllos con mismas reglas pero distintas NtCs y con la base 5mC (NDB ID NA2719).
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De la observacion de dichas conformaciones, se puede observar pares de bases con posiciones
mutuales casi paralelas, pero con un desplazamiento en el eje helicoidal de las bases empareja-
das. Notandose asi la curvatura de la cual se hablo. Esto nos demuestra la importancia de la
combinacién de cadenas de distintas clases NtCs que permitan distintas superposiciones entre
las bases apiladas, ademas de la posibilidad de un cambio de conformacién entre una clase y
otra si las condiciones lo requieren, con objeto de cambiar dichas regularidades.

En cuanto a las excepciones a las conclusiones realizadas, tenemos cinco estructuras que
presentan dos minimos de energia diferentes obtenidos con PBE y M05-2X, todas con la se-
cuencia Pur-Pur y Pyr-Pyr, de las cuales dos se encuentran en complejos con proteinas, estos
se presentan en la Tabla 4.4.

Tabla 4.4: Comparacion de clases NtCs y superposiciones en los dDMPs de los duplex experi-
mentales estudiados y en las estructuras obtenidas después de las optimizaciones realizadas con
los funcionales PBEPBE y M05-2X, los cuales han resultado en dos minimos con caracteristicas
geométricas muy diferentes.

d2PRpdA: 212 BB00*  0.18  BBO00(B) 1.42 BB00(3)

2KVO dTpdT 001  BBOO*  0.88 BAO5* 0.05 BB00*
BDjozs  ACPdA: 197  BAO8  0.51 BAO5 1.88 BAO5*
dTpdC 002  BA05*  1.16 BAO5* 0.00 BAO5*

PDozoy!  ACGPdA: 1.78  BB02  0.58 BB02(af) 196  BB02(af)
dTpdC 000  BBOO*  0.00 ABO1 0.00 BB00*

oozl ACGpdC: 251  BB02  0.00 BB02(af) 085  BB02(Cap)
dTpdT 000  BBOO*  2.54 BAO1* 0.23 BBOO*

NAz7og  GGpdA: 1.04  BBO7T*  0.39  BBO07(e(f) 097  BBO7(eCf)
dTpd5HC 095  BA05*  0.51 BA05* 0.13 BAO5*

I Fragmentos experimentales que se encuentran en complejos con proteinas. *Clase NtC que tiene minimos de energia
para SPB separado.

Se han marcado con color verde aquéllas superposiciones no normales de los dDMPs experimentales. En adicién, se
encuentran distinguidos con negrita las superposiciones que cambiaron de regla después de las optimizaciones realizadas

al respectivo duplex.

Para la primer estructura en la tabla anterior, la tinica diferencia con otras conformaciones
y posible explicacion a la presencia de dos minimos es la posicién en la terminacién 5 de la
base modificada 2-Aminopurina. Sin embargo, después del anélisis realizado, el tnico patron
en el comportamiento de estas estructuras cuyas optimizaciones con dos metodologias resultan
en dos minimos con regularidades muy diferentes es que, para la mayoria de casos se tiene que
el funcional PBE quiere respetar las clases conformacionales de la estructura inicial, incluso si
estas cambian después de la optimizacion, lo que conduce a estructuras con poca superposicion
en ambas cadenas.
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Por otro lado, el funcional M05-2X ha dado prioridad a reproducir reglas normales de su-
perposicién para estas conformaciones, sin tomar en cuenta las NtCs de sus dDMPs -lo cual
es exclusivo a estas estructuras-, en algunos de estos casos ha coincidido con las conclusiones
realizadas para las reglas dependientes en las clases conformacionales (s6lo 2), pero no siempre.

Finalmente, otra excepcién a las reglas encontradas son las estructuras presentadas en la
Tabla 4.5, pese a realizar un analisis extra a los resultados obtenidos para estas estruturas,
no se ha podido encontrar una explicaciéon a las caracteristicas conformacionales mostradas;
es necesario un anélisis mas profundo de estas, con més ejemplos que incluyan estructuras con
mismas secuencias, superposiciones y clases NtCs, pero eso excede los propositos de este trabajo.

Tabla 4.5: Comparacion de clases NtCs y superposiciones en los dDMPs de los diplex experi-
mentales estudiados y en las estructuras obtenidas después de las optimizaciones realizadas con
los funcionales PBEPBE y M05-2X, cuyos minimos obtenidos no corresponden a ninguna de
las reqularidades de formacion encontradas.

Experimental PBE Mo05-2X

NDB ID cdDMP  S(A?) NtC S(A?) NtC S(A? NtC

axpl  AGpdA: 153 BB00O* / 0.30 BB00(5)
dTpdC 092  BA0Y*  0.00 0.25 BB12*

. dGpdG: 316  BBOO* 1.41 0.39 BB00¥
PDO230° cpdc 0.26 BB02 0.00 / 0.00  BB02(af)
NAlg70  AGPASCM: 102 BAOS 1.67 BB00(3)

dGpdC 0.08 BAO8 3.04 BAOS8
BDjo3;  GApdA: 1.62 BA16 1.98 / 2.92  BAI6(caf)
dTpdT 007  BBOI*  0.04 0.02 BBO1*
LGN dGpdG: 326 BA09* 1.58 / 3.02 BA09*
dCpdC 000  BBOO*  0.00 0.00 BB00*
phTossl  4CPdG: 2.12 BB02 0.82 / 0.20 BB02(Caf)
dCpdC 0.51 BBOO* 0.0 0.00 BB00(3)
ow!  4ApdC: 422 BA09* 1.19 ; 135 BB12*
dGpdT 176 BBO0*  0.00 1.19 BB00()
bDogy!  GAPdA: 0.00  BBO7* 002  BB00*  0.45 BB00*
dTpdT 284  BB00* 2.39  BAO5*  0.92 BAO5*
SKEO dGpdC: 036  Sub. X*  0.00 / 0.75 Sub. X*
dGpdC 252  Sub. V¥ 0.00 3.98 Sub. V*

1 Fragmentos experimentales que se encuentran en complejos con proteinas. / Duplex que ha resultado en una confor-
macion no viable.  xClase NtC que tiene minimos de energia para SPB separado.

Se han marcado con color verde aquéllas superposiciones no normales de los dDMPs experimentales. En adicion, se en-
cuentran distinguidos con negrita las superposiciénes que cambiaron de regla después de las optimizaciones realizadas al

respectivo duplex.
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Por dltimo, y no menos importante, de los resultados obtenidos del estudio realizado a los
dDMPs separados, tomados de los duplex considerados, se tiene para la mayoria de ellos que
estos cumplen las reglas de superposicion antes establecidas para cadenas tinicas de WCDs de
la familia BI y Al, a las cuales llamamos reglas normales, lo cual es valido sin importar la clase
NtC de dichos fragmentos de cadena tnica. Existen sus excepciones, pero son muy pocas. Esto
nos revela que las nuevas regularidades de formacién que hemos encontrado para los fragmen-
tos minimos de diplex, cdDMPs, son sélo validas para estos, debido a otras interacciones que
los estabilizan, incluyendo la combinacién existente de clases conformacionales entre dDMPs
complementarios.

4.3.1. Problemas suscitados en la reproduccién de estructuras viables con
la metodologia empleada

Se ha visto ya en el capitulo de Resultados 3 que el funcional PBE ha fallado en la repro-
ducciéon de las caracteristicas conformacionales de algunos de los cdDMPs considerados, cabe
resaltar que esto no sucedio6 en el estudio realizado a SPBs separados. En especifico, alrededor
del 37 % de las estructuras estudiadas han resultado después de las optimizaciones realizadas
con PBE en conformaciones no viables, con posicién mutual de los pares de bases apilados con
un gran dngulo Roll no visto en estructuras experimentales, el cual no es compatible con la
continuaciéon de nucleétidos que conforman la doble hélice, en adicién, en algunos casos se han
formado enlaces de hidrogeno artificiales entre las bases apiladas.

Estos resultados pueden explicarse con la falta de consideracién completa de las interac-
ciones de dispersion por parte de dicho funcional. La necesidad de encontrar una metodologia
que pudiésemos emplear para el estudio de estas distintas conformaciones de duplex nos llevo
a realizar optimizaciones con el funcional M05-2X, funcional recomendado para el estudio de
biomoléculas cuyas interacciones de stacking sean importantes [27, 28].

Ademas de reproducir estructuras de duplex viables para las distintas conformaciones es-
tudiadas, del analisis realizado al funcional M05-2X se tuvo que este reprodujo todas las ca-
racteristicas de los SPBs separados de las NtCs consideradas -igual que PBE y MP2-. Estos
resultados nos dieron luz verde para emplear esta metodologia en todos nuestros estudios, de
los cuales hemos podido establecer nuevas afirmaciones para las regularidades de formacién de
los diiplex cuyas cadenas presentan distintas clases conformaciones.

Sin embargo, no todas las caracteristicas geométricas de las estructuras obtenidas con M05-
2X son buenas, ya que hay presencia de distancias interatémicas muy cortas entre algunos
atéomos de las bases apiladas de la misma cadena, pues sobreestima las interacciones de stac-
king. Esto no es exclusivo al funcional M05-2X, en otros estudios realizados con calculos ab
1nitio méas rigurosos, considerando la correlacién de los electrones y empleando un conjunto
bastante amplio de funciones de onda bésicas, también se conduce a conformaciones de dADMPs
y cdDMPs con distancias cortas inaceptables entre algunos dtomos de las bases [12, 43].

Para eliminar estos mencionados contactos cortos se implementaron distintas rutas de calcu-
los, encontrandose que en el caso de optimizar estructuras con el funcional M05-2X, y poste-
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riormente con el funcional PW91-ulg?, se tienen conformaciones viables correspondientes a las
regularidades encontradas -y en varios casos reproduciendo las caracteristicas de las estructuras
iniciales experimentales-, ademéas de eliminar los contactos cortos producidos por el funcional
MO05-2X (sin cambiar los parametros geométricos de estas) y presentando energia mas favorable
que en el caso de emplear otra ruta.

De esta manera, se propone la implementacién de optimizaciones empleando el funcional
MO05-2X, y posteriormente el funcional PW91-ulg para la eliminacién de distancias interatémicas
muy cortas entre los &tomos de las bases apiladas, en aquéllos estudios en donde se consideren
fragmentos de duplex que presenten dDMPs de clases conformacionales distintas a las familias
BI y Al con objeto de elucidar sus regularidades de formacion.

Aunque en la mayoria de casos, el funcional M05-2X ha reproducido buenas estructuras,
hay pocos casos en los que no lo ha hecho. Estos se presentan en la Tabla 4.6, los cuales pueden
explicarse debido a la falta de stacking considerable en al menos una de las cadenas, lo cual nos
muestra que para las conformaciones que presentan poca o nula superposicién entre las bases
apiladas de ambas cadenas esta metodologia no es viable; sin embargo, el funcional PBE si lo
es en dichos casos.

Tabla 4.6: Clases NtCs y superposiciones en los duplex experimentales estudiados cuyas opti-
mizaciones con el funcional M05-2X condujeron a estructuras no viables con continuacion de

nucledtidos.

SEZF dCpdG: 0.00 BAO1* 2.90 BAO5* 0.00 /
dCpdG 0.00  BBO7*  0.00  BBO7(¢)  0.00

5ET9 dCpdG: 0.59 BAO5* 2.58 BB00O* 0.00 /
dCpdG 0.00 BB04 0.00 BB04 0.00
d5CMpdG: 0.00 ABO03 0.94

NAIOTO - yopac 053  ABOI 0.00 /
d5HCpdG: 0.13 ABO1 0.00 BB00O* 0.00

NA2706 dCpdG 0.44 ABO03 0.57 BB00O* 0.06 /
d5CMpdG: 0.00 ABO1 2.05 0.00

NA2719 dCpdG 1.27 BBO00O* 0.00 / 0.00 /
d5HCpdG: 0.00 ABO1 0.00 0.00

NA1984 dCpdG 1.54 BB00O* 1.72 / 0.10 /

/ Duplex que ha resultado en una conformacién no viable.  *Clase NtC que tiene minimos de energia para SPB separado.
Se han marcado con color verde aquéllas superposiciones no normales de los dDMPs experimentales. En adicién, se
encuentran distinguidos con negrita las superposiciénes que cambiaron de regla después de las optimizaciones realizadas

al respectivo duaplex.

2Donde ulg hace referencia a la correccion universal que trata de describir las fuerzas de dispersién de London
(atraccion de vdW), las cuales son responsables de atracciones de largo-alcance criticas en sistemas biologicos
y que DFT covencional falla en reproducir, agregando un término de dispersion en la energia y cuya base es el
campo de fuerzas universal UFF [29].
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Notese que hay dos estructuras que si presentan una notable superposiciéon en una de sus
cadenas, sin embargo, tienen una base modificada (5mC y 5-hmC) en la posicion 5" del d(DMP
complementario, lo cual indica que la falta de reproducibilidad de una estructura viable no fue
la metodologia empleada, sino la estructura misma.

Otro punto importante a considerar es la obtencion de grupos amino (-NHz) no planos en
las bases nitrogenadas Gua, Ade y Cyt de todos los cdDMPs optimizados en este trabajo. Esto
no es un resultado nuevo, ya se ha observado en otros estudios, y es llamado piramidalizaciéon
de grupos amino. Dicho comportamiento cambia cuando los grupos aminos participan en la for-
macién de enlaces de hidrogeno con dtomos de oxigeno de la base complementaria, pues estos
enlaces aplanan al -NHs.

Finalmente, de los calculos realizados con los campos de fuerzas AMBER, se ha observado
y constatado que estos no siempre reproducen buenas estructuras de diplex, pues en ocasiones
originan desviaciones en las torsiones, las cuales MC tiene que corregir y ha podido hacerlo efec-
tivamente; mientras que en otras conformaciones la posicion mutual de las bases no es aceptable
(semejante al caso de resultados de PBE). Sin embargo, hay resultados de MC en los que se ha
podido llegar a los mismos minimos de energia partiendo de estructuras experimentales y de
estructuras previamente optimizadas con AMBER, pero no podemos asegurar que el tiempo de
célculos ha sido reducido en este segundo caso. Por otro lado, para las optimizaciones llevadas
a cabo a dDMPs separados, el uso del campo de fuerzas AMBER ha dado la posibilidad de
obtener cadenas Gnicas con buena posiciéon de las bases apiladas y reglas normales.

En general, estos resultados nos indican que dichos campos de fuerza AMBER (BSC1, OL15
y ff99) no son viables para todo tipo de conformaciones y necesitan un ajuste en sus parame-
tros si se quiere una reproduccion de todas las interacciones presentes en el ADN y con ello la
obtencién de regularidades de formacion del mismo.

4.4. Implicaciones del estudio realizado a cdDMPs con bases mo-
dificadas

Como se ha mencionado anteriormente, la insercién de distintos grupos funcionales a las
bases nitrogenadas suceden durante distintos procesos biol6gicos importantes a considerar y es-
tudiarse. Por ello, se han elegido diplex conteniendo una de las siguientes bases modificadas: 5-
metilcitosina (5mC), 5-hidroximetilcitosina (5-hmC), 8-oxoguanina (8-0xoG) o 2-Aminopurina

(2AP).

Para el estudio de estas estructuras es necesario considerar no sélo las bases implicadas
y la secuencia de sus nucleésidos, sino también las clases conformacionales que presentan sus
cadenas complementarias.

De los resultados presentados en la Seccién 3.3, y resumidos en las Tablas 4.3, 4.4 y 4.5,
podemos hacer las siguientes consideraciones:
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* La estructura cuya secuencia de nucleosidos presenta una base 8-0xoG en conformacion
antt y pares normales de WC, la cual es resultado de la oxidaciéon de mutaciones llevadas a
cabo durante la sintesis del ADN, tiene ambas cadenas de la clase BBO1 con reglas normales de
superposicion. Esto implica que el cambio en la base nitrogenada Guanina no cambia la clase
conformacional ni las reglas de superposicion, lo cual ya se ha observado en otros estudios. La
principal implicacién de esto es la dificultad que presentan las proteinas en reconocer este cam-
bio y corregirlo, ya que cuando se cambia la conformacion se pueden reparar las modificaciones
durante procesos de eliminacion de errores en el ADN. Es importante mencionar que la base
8-0x0G tiene la posibilidad de transicién a una conformaciéon de nucledsido syn, con lo cual hay
otras interacciones.

* Los dos cdDMPs estudiados con diferente secuencia de nucledsidos, con una base 2AP, en
las estructuras experimentales muestran reglas normales de superposiciéon con ambas cadenas de
la NtC BBO00, lo cual hace dificil de distinguir la presencia de esta base modificada; sin embar-
go, después de las optimizaciones realizadas so6lo la estructura de secuencia dApd2PR:dTpdT
presenta reglas de superposicion normales. Por otro lado, la estructura d2PRpdA:dTpdT ha
resultado en dos minimos diferentes con las metodologias empleadas, de los cuales uno de ellos
no corresponde con las regularidades de formacion encontradas para diplex con bases nitroge-
nadas canénicas. Esto da pauta a la conclusién de que la presencia de esta base modificada,
2AP, requiere de ciertas interacciones con su entorno (incluyendo las bases apiladas arriba y
debajo de la misma) que estabilicien la conformacion, con lo cual, en el caso de no existir estas,
puede ser identificado este cambio y ser reparado. En adicion, la identificacion de esta modi-
ficacion es importante ya que 2AP tiene la posibilidad de formar enlaces de hidrégeno con la
base Citosina, lo cual tiene efectos mutagénicos.

* La base 5mC, un marcador de la cadena madre (o molde) surgido al metilar las bases
Citosinas, es realizado durante la sintesis de ADN para marcar dénde hay error e indicar qué
bases son necesarias eliminar (donde no hay 5mC). Del estudio realizado a conformaciones con
esta importante base modificada, tenemos estructuras con las secuencias dGpd5CM:dGpdC
y d5CMdpdG:dCpdG. Después de las optimizaciones realizadas s6lo una de las estructuras
dGpd5CM:dGpdC presenta regularidades de formacién como las estructuras de misma secuen-
cia pero sin bases metiladas. Sin embargo, la otra estructura de misma secuencia resultd en
una conformacién con superposiciones que no hemos podido explicar. Mientras que las dos es-
tructuras de secuencia d5CMdpdG:dCpdG presentan conformaciones no mostradas en todos
los diplex normales estudiados, donde una de ellas va a un minimo con cadenas BB0O y reglas
normales, en tanto que la restante no conduce a cdDMPs viables con ninguna de las metodolo-
gias empleadas.

Dados estos resultados, podemos decir que debido a que las estructuras con la base 5mC
en la posicion 5’ presentan distintas clases conformacionales con respecto a las que se tienen en
diplex sin metilar, i.e con Citosinas normales, se tienen distintas interacciones con las proteinas
y por ende estas pueden ser distinguidas, ademéas de que estas necesitan especificas interacciones
para estabilizarse. Por otro lado, para los casos en donde la base metilada 5mC se encuentra
en la posicion 3 la diferenciacion entre las estructuras metiladas y no metiladas surge en la
distincion exclusiva del grupo metil y no de la clase conformacional que presenten.
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* En cuanto a la base modificada 5-hmC, propuesta como intermediario en la desmetilacion
del ADN, se estudiaron dos estructuras con las secuencias dTpd5HC:dGpdA y d5HCpdG:dCpdG,
ninguna de las cuales presenta reglas esperadas para dichas secuencias y conformaciones, ade-
mas, después de las optimizaciones realizadas, la primera de ellas resulté en dos minimos di-
ferentes de los cuales ninguno corresponde con las regularidades encontradas para duplex con
misma conformaciéon y de bases canénicas; mientras que la segunda no di6 alguna estructura
viable con ninguna de las metodologias empleadas. Esto nos demuestra que este tipo de base
modificada puede ser distinguida de las Citosinas normales, reconociendo la conformacion de
los dDMPs y el grupo funcional extra.

De acuerdo con Renciuk et al. [77], la posicion 5" de la citosina modificada, 5-hmC o 5mC,
es un lugar ideal para codificar informacion epigenética, ya que la estructura helicoidal no se
modifica, y las polimerasas no pueden distinguir 5-hmC y 5-mC de la citosina no modificada,
asi, las primeras no son mutagénicas. Sin embargo, dados los resultados presentados, si se puede
modificar la estructura del duplex cuando se tiene estas bases en la posicion 5, son necesarias
ciertas interacciones para estabilizarlo, llamense interacciones de apilamiento debido a la demas
secuencias de nucleétidos, o a la conformacién de las cadenas en cuestién.






Capitulo 5

Conclusiones

We can judge our progress by the courage of our
questions and the depth of our answers, our
willingness to embrace what is true rather than
what feels good.

CARL SAGAN

El estudio realizado a esqueletos azucar-fosfato, neutralizados con iones de sodio, SPB-Na-+,
empleando distintas metodologias de Mecéanica Cuéntica (MC) y campos de fuerzas AMBER,
ha permitido dividir a las clases conformacionales de dDMPs (NtCs) que conforman hélices do-
bles derechas con nucledsidos en conformacion anti en dos grupos: 1) clases NtCs con torsiones
del esqueleto azticar-fosfato cercanas a las de los minimos locales de energia del fragmento SPB
separado y, 2) aquéllas que tienen torsiones del SPB muy diferentes de los minimos de energia
para un fragmento de SPB separado.

Esta conclusion tiene importantes implicaciones, pues el esqueleto aztcar-fosfato juega un
papel muy importante en la formacién de la estructura del ADN, y se ha encontrado ante-
riormente que aquéllas conformaciones que tienen minimos de energia para SPBs separados
presentan reglas normales de superposicion de bases vecinas, semejantes a las que muestran
estructuras de las familias Al y BI |9, 12].

En adicién, se ha encontrado que las clases consideradas pueden variar cierto conjunto de
angulos de torsion y cambiar asi a una conformacion de otra NtC, sin afectar la estabilidad de
la doble hélice. Este cambio puede surgir si las interacciones con su entorno lo requiere, pues no
hay una barrera energética grande para que suceda, dicha peculiaridad aparece tanto en NtCs
del primer grupo como del segundo. Y se ha comprobado en los resultados obtenidos de las
optimizaciones realizadas a fragmentos minimos de duplex, cdDMPs-Na—+.

A continuacion se presentan las clases conformacionales clasificadas en los dos grupos men-
cionados, asi como las NtCs a las que pueden moverse de ser necesario o debido a efectos
externos. Ademas, se especifican entre paréntesis las torsiones que han variado y han resultado
en conjunto de torsiones no clasificadas ni reportadas.
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= Primer Grupo de NtCs

e BB00 — BB00, BAO5

e AAO0O — AA00, AA09, BAO5

e AAO1 — AAO01, AAOS

e BB07 — BBO07, BB07(¢), BB07(d1), BB07(¢3), IC05
e BB01 — BBO00

e BAO1/BA05 — BA01/BA05, BB0OO

e BB12 — BB12, BA09

e BAO9 — BA09, BB12

e AB02 — ABO02, AB02(¢p3)

e Subclase X — Subclase X

= Segundo Grupo de NtCs

e BB02 — BB02(Caj)

e BB04 — BB00, BB07(¢f), BB04(eCa3)
e BB13 — BBI12

e BB15 — BB00, BB02(Ca3)

BA08 — BB00, BA05, OP10

BA16 — BA16(CB), BA16(caf)

Sabemos que este estudio no contiene una lista exhaustiva de todas las clases NtCs repor-
tadas [6], sin embargo, las estructuras seleccionadas son consideradas como ejemplos de NtCs
sufiscientemente pobladas compatibles con duplex de Watson-Crick. En adicién, nos han per-
mitido hacer generalizaciones para las reglas de superposiciéon como regularidades de formacion
para duplex con estas conformaciones.

Se ha llegado a las siguientes conclusiones y reglas para las regularidades de formacion, y
por ende de superposiciéon de las bases vecinas, para los duplex cuyas cadenas se encuentren en
conformacién de alguna de las clases estudiadas:

1) Aquéllos fragmentos minimos de duplex cuyos dDMPs tengan la misma clase conforma-
cional presentan reglas normales de superposiciéon como las formas Bl y Al

2) En el caso de las estructuras donde un dDMP es del primer grupo y el complementario del
segundo grupo se tienen reglas diferentes, en donde la cadena cuya conformaciéon es del primer
grupo presenta una notable superposicién sin importar la secuencia de nucledsidos, mientras
que en la cadena complementaria cuya clase es del segundo grupo muestra una superposiciéon
despreciable.

3) Finalmente, los duplex cuyas cadenas complementarias presenten clases conformacionales
del mismo grupo, en especifico del primero, tienen una mayor superposicion entre las bases api-
ladas del dDMP cuya NtC es mas favorable y es casi despreciable en el dDMP complementario,
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esta regla es vélida sin importar la secuencia de los nuclebsidos en cada cadena.

Estas reglas son validas también para aquéllas conformaciones que contienen una de las ba-
ses modificadas: 5-metilcitosina (5mC), 5-hidroximetilcitosina (5-hmC), 8-oxoguanina (8-0xoG)
0 2-Aminopurina (2AP).

El analisis realizado a fragmentos minimos de duplex, y a fragmentos de SPBs, ha permitido
encontrar una nueva clase conformacional no reportada antes, la cual corresponde con minimos
de energia para SPB separado y hemos llamado Subclase X.

De los célculos realizados a dDMPs-Na+, los cuales son las unidades mas pequenias que se
repiten en la cadena tnica de ADN, con conformaciones de distintas clases NtCs, se tiene que
siguen siendo validas para estos fragmentos separados las reglas normales de superposiciéon que
muestran las cadenas de duplex de Watson-Crick, ain cuando sean de distintas clases confor-
macionales. Esto prueba que las reglas que hemos encontrado y propuesto en este trabajo sélo
son validas para diplex, en donde las interacciones entre cadenas complementarias los estabiliza.

Los calculos realizados a SPBs-Na+ extraidos de hélices dobles izquierdas de ADN-Z han
esclarecido el motivo de la poca estabilidad de dichas conformaciones y la necesidad de otras
interacciones para poder mantenerse.

Se ha encontrado que la clase conformacional ZZ1S, la cual considera dDMPs de secuencia
Pyr(anti)-Pur(syn), tiene minimos de energia para SPBs separados; mientras que para las dos
NtCs estudiadas que consideran dDMPs de secuencia Pur(syn)-Pyr(anti), ZZS1 y ZZS2, no
sucede esto.

Se propone al funcional M05-2X para estudiar fragmentos de la doble hélice de ADN, pues
reproduce la mayoria de caracteristicas geométricas de SPBs separados, dDMPs y cdDMPs.
Resultando en estructuras viables y energéticamente més favorables. En el caso de obtener con
esta metodologia estructuras con distancias interatémicas muy cortas entre los 4&tomos de las
bases apiladas, se propone el uso del funcional PW91-ulg para eliminarlos. Esta ruta de céalcu-
los, con la combinacién de ambos funcionales, arroja estructuras con energias mas favorables
que las de otras rutas, y permite obtener regularidades de formacién de las conformaciones en
cuestion.






Apéndice A

Primeras pruebas realizadas:
problemas en la reproduccién de todas
las interacciones estabilizadoras de la

doble hélice de ADN

Science, my lad, is made up of mistakes, but they
are mistakes which it is useful to make, because
they lead little by little to the truth.

JULES VERNE

Durante la realizacién de este trabajo de investigacion se presentaron distintos problemas en
la reproduccién de las caracteristicas geométricas de las conformaciones a estudiar. La metodo-
logia empleada en estudios anteriores (célculos DET con los funcionales PBEPBE y PW91PW91
con la base 6-31G*) no considera todas las interacciones necesarias para estabilizar las estruc-
turas de nuestro interés.

Los primeros problemas se presentaron al realizar optimizaciones a fragmentos minimos de
duplex, cdDMPs, con la base modificada 5-metilcitosina (5mC); sin embargo, estos problemas
no han sido exclusivos a conformaciones con bases modificadas, sino que, en general, se susci-
taron para casi todas las estructuras estudiadas cuyas cadenas se encuentran en conformacién
de distinta clase NtC.

Aqui se exponen algunos de los resultados obtenidos de estructuras no viables, cuya dis-
torsion no permite la continuidad de la hélice doble. Como consecuencia de esto, se exhibe el
analisis de nuevos funcionales a emplear, asi como las rutas de calculos que nos han permitido
obtener una mejor reproduccién de la gran mayoria de caracteristicas de las estructuras expe-
rimentales.
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A.1. Diplex de ADN-B con la base 5-Metilcitosina

La metilacion del ADN, proceso importante para marcar regiones con errores que necesitan
ser reparados o para activar y/o silenciar genes, usualmente ocurre metilando la citosina de los
dinucledsidos CpG. Por ello, como objeto de estudio se trataron de analizar fragmentos minimos
de duplex con las secuencias dGpd5CM:dGpdC y dCpdG:d5CMpdG.

Los ¢dDMPs fueron optimizados con los funcionales PBE y PWO91; sin embargo, no se
obtuvieron buenos resultados ya que las estructuras optimizadas presentaron distorsion en la
posicién mutual de los pares de bases apilados, con una gran inclinaciéon entre los mismos y
con la formacién de enlaces de hidrogeno entre las bases apiladas. Para corroborar si estas in-
teracciones artificiales fueron debido a la presencia de la base d5mC, se eliminé el grupo metil
de la misma, teniendo de esta manera s6lo bases canénicas. Sin embargo, se obtuvo la misma
distorsion en la estructura, tal como se puede observar en la Figura A.1.

Figura A.1: Conformaciones de fragmentos cdDMPs optimizados con DFT y con el campo de
fuerzas AMBER. Se puede observar la posicion mutual de los pares de bases con una gran incli-
nacion entre los mismos, asi como la formacidn de enlaces de hidrogeno entre las bases apiladas.
(ARRIBA) Estructuras dGpd5CM:dGpdC optimizadas con el funcional PBEPBE, derecha: con la
base 5mC, izquierda: previo a la optimizacion se ha eliminado el grupo metil de 5mC. (ABAJO)
Estructura dCpdG:d5CMpdG optimizada con el campo de fuerzas ff99.

La distorsion de dichas conformaciones se obtuvo con las diferentes rutas de célculos, en las
cuales se combinaron optimizaciones de MC y MM. Resultando en todos los casos en estructuras
no viables.
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El anélisis de las estructuras experimentales nos permitio identificar ciertas caracteristicas
de la misma. Una cadena se encontraba en conformaciéon del tipo-BI y la complementaria en
conformaciéon del tipo-BII; ademas, el dDMP-BI presentaba una notable superposiciéon entre
sus bases apiladas, mientras que en el dDMP-BII esta era despreciable, independientemente de
la secuencia de los nucleésidos en cuestion. Por lo cual, se decidié comenzar con un caso mas
general para poder comprender, y saber qué ruta de calculos emplear, para este tipo de daplex
con 5mQC.

Asi, comenzo el estudio a conformaciones con cadenas de distinta clase NtC, comenzando
con aquéllas cuyas caracteristicas geométricas fueron parecidas a las de la primera estructura
en cuestién, con la tnica diferencia de tener sélo bases candnicas.

A.2. Rutas de calculos empleados con distintas metodologias en
la estructura (dCpdG), con conformacion BA01:BB07

La primer estructura estudiada de cdDMP con cadenas complementarias de distinta cla-
se NtC fue el fragmento (dCpdG)s, cuyas cadenas de las clases BAO1:BB07 presentan una
superposiciéon normal entre los anillos de sus bases apiladas. No se tuvo ningtn problema en
la reproducciéon de una estructura viable con célculos DFT empleando los funcionales PBE y
PWO1; sin embargo, se obtuvo un cambio en las reglas de superposicién, tal como se ha men-
cionado y analizado en la Seccién 3.2.2.1.

A fin de comprobar si el cambio en la superposicién de las bases de la cadena BAOIL, las
cuales muestran un notable traslape en las estructuras optimizadas, se debié a la metodologia
empleada, se realiz6 una serie de calculos con distintos funcionales y conjuntos de funciones
de bases -asi como la combinaciéon de variadas rutas de céalculos-. Esto permitié constatar que
dichas regularidades no dependen de la metodologia, sino de la conformacién de las cadenas del
diaplex estudiado.

En la siguiente tabla se muestran los resultados obtenidos de los célculos de optimizacion
realizados con las distintas metodologias empleadas, de las cuales algunas son referentes a fun-
cionales que consideran dispersiéon D3, y también con la consideraciéon de variados conjuntos de
funciones de bases (unos mas extendidos y exactos que otros).

Cabe mencionar que la mayoria de resultados que presentan una superposicién de reglas
normales en ambas cadenas corresponden a estructuras no viables con una gran distorsiéon en
la posicion mutual de los pares de bases apilados, solo el calculo realizado con el paquete ADF
ha resultado en una buena conformacién. En adicion, tienen una energia més favorable los re-
sultados que cambian el stacking en la cadena BAO1.
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Angulos de torsion y drea de superposicion entre los anillos de las bases de estructuras experimental y
optimizadas de (dCpdG)2, con una cadena en conformacion de la clase NtC BAOQ! y la complementaria de
la clase BBO7.

cdDMPs 31 £ 4 a B Y 32 S(A2)
(dCpdG: 141 200 241 288 156 53 90 0.00
dCpdG)! 145 239 175 306 138 43 126 0.00

(dCpdG: 132 191 263 283 174 52 83 0.00
dCpdG)s 133 232 188 303 143 51 134 0.00

(dCpdG: 82 184 279 295 171 46 85 0.00

| kit L2 E— ap R (L S N D = S L.
(dCpdG 135 183 256 281 177 45 90 0.00
dCpdG)s 125 280 129 292 115 51 129 0.00

(dCpdG: 136 219 286 283 162 48 81 2.85
dCpdG)5 137 270 188 283 154 47 141 0.00

D Fragmento minimo inicial extraido del diplex NDB ID SEZF;  estructura optimizada con GAUSSIAN (funcional M05-2X); * estructura optimizada con
GAUSSIAN (funcional PBE);  estructura optimizada con el funcional PBE calculando las frecuencias vibracionales en cada paso de optimizacion; ¥
estructura optimizada con GAUSSIAN (funcional PW91); *2 estructura optimizada con el funcional PW91 caleulando las frecuencias vibracionales en
cada paso de optimizacién; ¥ estructura optimizada con el funcional PW91 y la base TZP; ¥ estructura optimizada con ADF (funcional PW91); &9
estructura optimizada con el programa GAUSSIAN usando la correccion de dispersion (funcional B97D3); ” estructura optimizada con GAUSSIAN
usando la correccion de dispersion (funcional B3LYP-D3); ® estructura optimizada con el programa AMBER16 (campo £f99); ¥ estructura optimizada
con el campo de fuerzas CHARMM.
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A continuacion se muestra un diagrama con las distintas rutas de calculos empleadas en la
optimizacion de la geometria de esta estructura. Se presenta un resumen de las caracteristicas
geométricas de las conformaciones obtenidas en cada caso, asi como notas de las energias de
dichas estructuras.

A.3. Anailisis de funcionales y rutas de calculos a emplear en el
estudio de cdDMPs

Durante el estudio de los fragmentos minimos de duplex presentando diferentes conforma-
ciones entre ambas cadenas complementarias, el cual se comenz6 con el caso particular de las
secuencias (dCpdG)g y (dGpdC)s -cuyas cadenas complementarias del tipo BI y BII muestran
distintas reglas de superposicién-, se presentaron distintos problemas con la metodologia em-
pleada en estudios anteriores. Al realizar optimizaciones con los funcionales PBE y PW91 se
obtuvieron estructuras irreales con la presencia de enlaces de hidrogeno entre las bases apiladas,
y, por ende, posiciones mutuales de pares de bases casi perpendiculares entre si. Un ejemplo de
estos resultados puede observarse en la Figura A.2.
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Figura A.2: Conformaciones de (dGpdC)2 optimizadas con el funcional PBEPBE por distintas
rutas de cdlculos, con ambas cadenas en conformacion BA05:BB07. Se puede observar una
posicion mutual de los pares de bases con un dngulo Roll grande entre los mismos, ademds de
la formacion de un enlace de hidrégeno entre las bases apiladas de cada cdDMP. (a) Resultado
obtenido para la estructura experimental. (b) Resultado obtenido para el cdDMP previamente
optimizado con el funcional M05-2X.

Este tipo de problemas, en donde los calculos de optimizacién efectuados con el funcional
PBE han resultado en estructuras irreales, con una gran inclinacién entre los pares de bases
apilados y con formacion de enlaces de hidrégeno artificiales, se presentaron en la mayoria de
conformaciones estudiadas en este trabajo.

Dichos resultados nos llevaron a la btusqueda de una nueva metodologia que reprodujera
todas las caracteristicas e interacciones de estas estructuras, pues los funcionales PBE y PW91
dan prioridad a la formacién de enlaces de hidrogeno y no toman en cuenta algunas interaccio-
nes entre las bases apiladas.

Leyendo en la literatura se pudo encontrar referencias al funcional M05-2X [26], funcional
-junto con PWBG6K- especialmente recomendado para investigar sistemas bioldgicos grandes
en donde las interacciones de stacking/apilamiento jueguen un rol importante [27, 28]. De esta
manera, se comenzo una serie de pruebas con dicho funcional a las diferentes conformaciones
de interés.

Al realizar las optimizaciones con M05-2X, funcional que incluye un porcentaje de HF pa-
ra el exchange (pues es un funcional meta-hibrido-GGA), se obtuvo la reproduccion de todas
las caracteristicas geométricas de las estructuras experimentales consideradas, incluyendo las
regiones de los angulos de torsién para cada una de las cadenas complementarias, asi como la
superposicién de sus bases apiladas. Un ejemplo de estos resultados se puede observar en la
siguiente tabla.
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Angulos de torsion y drea de superposicion de los anillos de las bases, S(A2), de estructuras
iniciales y optimizadas de (dGpdC)2 con una cadena en con formacion de la NtC BB07 y la
cadena complementaria de la clase BA0S.

cdDMPs 31 e ¢ o B y 52 S(A?)
(dGpdC: 145 261 142 291 151 41 157 0.00
dGpdC)! 108 191 276 317 151 49 88 2.11

Y Estructura inicial extraida del diplex NDB ID BDLO78; ¥ estructura optimizada con GAUSSIAN empleando el
funcional M06-2X; ) estructura optimizada con GAUSSIAN empleando el funcional PBE y la correccion de dispersion
a DFT con dammping Becke-Johnson (PBE-D3(BJ)); © estructura optimizada con GAUSSIAN empleando el funcional
MO05-2X; 7 estructura optimizada con ADF empleando el funcional PW91-ulg.

Sin embargo, en la mayoria de las estructuras optimizadas se obtuvieron distancias inter-
atémicas muy cortas entre algunos de los d4tomos de los anillos de las bases apiladas, véase la
Figura A.3. A pesar de ser estructuras viables, con buena posicién mutual de sus pares de bases
apilados y con una reproduccién en las regularidades de formacién de dichas conformaciones,
este tipo de contactos es un resultado irreal; por ello, nos vimos en la necesidad de buscar una
ruta de calculos adecuada que reprodujese todas las caracteristicas de las conformaciones a
estudiar, y que ademas fuesen estructuras «reproducibles, reales y viablesy.

Figura A.3: Estructura (dGpdC)y optimizada con el funcional M05-2X, cuyas cadenas se en-
cuentran en conformacion BBOT:BA05. Las dos proyecciones muestran una buena posicion mu-
tual de los pares de bases apilados y la superposicion de las bases, siendo normal en la cadena
dGpdC-BA0S5, mientras que en la cadena BBO7 esta es despreciable. Se han marcado las dis-
tancias interatomicas cortas entre los dtomos de los anillos de las bases.
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De esta manera, se comenzaron célculos con el funcional PW91-ulg [25, 29] en el paquete
ADF 2018, funcional que incluye dispersion empleando un término extra de la forma de fun-
cional de bajo-gradiente para Fgs, y cuya base es el campo de fuerzas universal UFF, a las
conformaciones previamente optimizadas con M05-2X que presentaron contactos cortos.

Del analisis realizado a todas las estructuras optimizadas siguiendo esta ruta de calculos se
ha podido constatar que el funcional PW91-ulg reproduce todas las caracteristicas geométricas
de las conformaciones optimizadas con M05-2X, pero ademaés elimina las distancias interatomi-
cas cortas presentes en las mismas. En las siguientes tablas se presentan como ejemplo de ello

los resultados obtenidos para dos estructuras estudiadas cuyas cadenas corresponden a distintas
clases NtCs.

Angulos de torsién y darea de superposicion de los anillos de las bases, S(A2), de

estructuras iniciales y optimizadas de dApdC:dGpdT con la cadena dApdC de la
clase BB00 y la cadena dGpdT de la NtC BB12.

cdDMPs 51 € 4 o B Y 32 S(A%)
(dApdC: 132 195 254 344 166 3 148 242 . NDB ID
dGpdT) 158 217 251 247 1.72 UDJ060
<— MO05-2X
PW91-ulg
(desp. M05)
Angulos de torsion y drea de superposicion de los anillos de las bases, S(A?), de
estructuras iniciales y optimizadas de d1pdl:dApdA con la cadena dTpdT de la
Subclase X y la cadena dApdA de la NtC BB0O.
cdDMPs 31 g 4 o B Y 32 S(A?)
(dTpdT: 129 194 217 28 122 352 147 0.66 NDB ID
dApdA 138 182 245 309 174 51 136 1.34 5F91
<—— MO05-2X
PW91-ulg
(desp. M05)

En la Figura A.4 se puede observar que al realizar optimizacién con el funcional PW91-ulg
a la estructura obtenida con M05-2X, este da como resultado una conformacién cuya diferencia
radica s6lo en la distancia entre las bases apiladas, pues se reproducen las deméas caracteristicas

geométricas de la estructura optimizada con M05-2X, en especifico, las torsiones y las superpo-
siciones entre los anillos de las bases apiladas.
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Figura A.4: Conformaciones (dGpdC)y optimizadas, con ambas cadenas de las clases BBO7:
BAO05. Se puede observar que ambas estructuras presentan las mismas torsiones y superposi-
cion entre las bases apiladas. (fig. nitida) Estructura optimizada con el funcional M05-2X. (fig.
blanca) Estructura obtenida con el funcional PW91-ulg del cd DMP previamente optimizado con
M05-2X.

Otro ejemplo de estos resultados se presenta en la Figura A.5, la cual muestra el cambio en
el valor de la distancia h-Rise entre los pares apilados después de optimizar con PW91-ulg la
conformacion obtenida con M05-2X (eliminando los contactos cortos), asi como la reproduccion
de los deméas parametros geométricos de dicha estructura inicial.

Del analisis de todos los resultados obtenidos con esta ruta de calculos (optimizacién con
PWO9l-ulg a estructuras previamente calculadas con M05-2X, M05-2X + PW91-ulg), se ha
podido constatar que esta no sélo reproduce las caracteristicas geométricas importantes de las
estructuras experimentales -con distancias interatémicas aceptables-, permitiéndonos encontrar
regularidades de formacién de las mismas, sino que también resulta en minimos con energias
mas favorables que cualquier otra ruta empleada (diferencia de méas de 3kcal /mol).
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Figura A.5: Conformaciones (dApdT )y optimizadas, con una cadena en conformacion de la clase
BA16 y la complementaria de BB00. Se muestra el cambio en la distancia h-Rise entre ambas
optimizaciones. Se puede observar una reproduccion de las torsiones y superposiciones de las
bases apiladas por parte de PW91-ulg. (a) Estructura optimizada con el funcional M05-2X. (b)
Estructura obtenida con el funcional PW91-ulg del cdDMP previamente optimizado con M05-

2X. (¢) Conformaciones obtenidas con ambos funcionales, fig. nitida: resultado de M05-2X, fig.
blanca: resultado de PW01-ulg.



Apéndice B

Tablas de empaquetamiento de los
anillos de los aztcares en algunas de
las estructuras estudiadas

Tabla B.1: Empaquetamiento de los anillos de azicar de las cadenas BAO1 y BB07 de los cdDMP
y dDMP optimizados del diplex dCpdG(BAO01):dCpdG(BB07).

Meétodo Pio Vmaz1,2 Empaquetamientoy 3

dCpdG BAOL (5EZF)

INI (experimental)’ 153 40 38 35 C2-endo C4’-exo
cdDMP 165 46 29 37 C2’-endo C4’-exo
cdDMP? 165 44 28 37  (2-endo C4'-exo

PBE dDMP 157 108 25 46 C2’-endo Cl’-exo
dDMP? 166 37 27 38 C2’-endo C4’-exo
dDMP* 165 28 26 36  (2-endo C3’-endo

MO05 cdDMP? 163 55 31 40 C2’-endo C4’-exo

-2X dDMP 159 47 29 41 C2’-endo C4’-exo

PWOL cdDMP 159 19 26 35 C2’-endo C3-endo

g cdDMP? 164 47 28 36  (C2-endo C4’-exo
dDMP 144 18 29 35 C1’-exo C4’-endo

PWI1 dDMP 144 18 29 35 C2’-endo C3’-endo

(ADF) dDMP* 151 21 27 36  (2-endo C3-endo

f99 cdDMP 159 4 31 31 C2’-endo C3-endo
dCpdG BBO07 (5EZF)

INI (experimental)’ 148 133 48 32 C2’-endo C1’-exo0
cdDMP 147 170 42 33 C2’-endo C2-endo

PBE cdDMP? 140 168 42 33 C1’-exo C2-endo
dDMP* 103 162 42 36 0O4’-endo C2’-endo

M05-2X cdDMP? 150 169 43 34 C2’-endo C2-endo
PWI1 cdDMP 141 160 45 35 C1’-exo C2-endo

- ulg cdDMP3 152 170 42 32 C2’-endo C2’-endo
PW91 (ADF)  dDMP? 127 166 45 33 Cl’-exo C2’-endo
f99 cdDMP 124 135 49 42 C1’-exo Cl’-exo

P y Umaz en grados (°). IEstructura inicial extraida del duplex 5EZF. 2Resultado obtenido de duplex previamente

optimizado con el campo de fuerzas ff99. 3Resultado obtenido de duplex previamente optimizado con el funcional

PBEPBE. “*Resultado obtenido de diplex previamente optimizado con el funcional PWO91(ADF).
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Tabla B.2: Empaquetamiento de los anillos de azicar de las cadenas BA05 y BB0/ de los cdDMP
y dDMP optimizados del diplex dCpdG(BA05):dCpdG(BB04).

Método Py Viaxl,2 Empaquetamientos 3/
dCpdG BAO05 (5ET9)

INI (experimental)! 188 125 36 38 C3’-exo C1’-exo

PBE cdDMP 139 143 35 41 Cl’-exo Cl’-exo

M05-2X dDMP 168 152 33 40 C2-endo C2’-endo

PW91,/TZP cdDMP 165 141 30 40 C2’-endo C1’-exo

ff99 cdDMP 138 132 41 42 C1’-exo C1’-exo
dCpdG BB04 (5ET9)

INT (ezperimental)? 159 191 41 38 C2’-endo C3’-exo

cdDMP 165 184 37 31 C2’-endo C3’-exo

PBE dDMP 162 163 28 36 C2’-endo C2’-endo
MO05-2X dDMP 156 135 26 45 C2-endo C1’-exo
PWO1/TZP  c¢cdDMP 165 182 37 32 C2-endo C3’-exo
199 cdDMP 140 182 43 29 C1-exo C3’-exo

P ¥ Umag en grados (°).  !Estructura inicial extraida del daplex 5ET9.

Tabla B.3: Empaquetamiento de los anillos de azicar de las cadenas BAO1 y BB07 de los cdDMP
y dDMP optimizados del diplex dGpdC(BAO01):dGpdC(BB07).

Método Pis Vmnaz1,2 Empaquetamientos 3
dGpdC BAO1 (5ET9)
INI (experimental)! 125 76 38 41 C1’-exo0 0O4’-endo

PBE cdDMP 187 71 27 38 C3’-exo C4’-exo

dDMP 169 67 30 40 C2’-endo C4’-exo
MO05 cdDMP 171 84 31 45 C2-endo 04’-endo
-2X dDMP? 165 166 38 35 C2’-endo C2’-endo

dGpdC BBO07 (5ET9)
INT (experimental)t 146 159 48 41 C2-endo C2’-endo

cdDMP 173 144 37 38 C2’-endo Cl’-exo
PBE dDMP 178 145 36 38 C2’-endo C2-endo
dDMP3 141 148 48 40 C1’-exo C2’-endo
MO5 cdDMP 141 137 45 44 Cl’-exo Cl’-exo
_9x dDMP 141 145 49 42 Cl’-exo C2’-endo
dDMP? 141 144 49 43 Cl’-exo Cl’-exo
B97 dDMP? 137 153 49 40 Cl’-exo C2’-endo
-D3 dDMP* 177 148 36 38 C2’-endo C2’-endo
199 dDMP 131 135 48 42 Cl’-exo Cl’-exo

P ¥ Umaz en grados (°).  !Estructura inicial extraida del daplex 5ET9.  2Estructura obtenida calculando las frecuencias
vibracionales en cada paso de optimizacién.  3Resultado obtenido de dDMP previamente optimizado con el campo de

fuerzas ff99. “4Resultado obtenido de dDMP previamente optimizado con el funcional PBEPBE.
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Tabla B.4: Empaquetamiento de los anillos de azicar de las cadenas BA05 y BB0O7 de los cdDMP
y dDMP optimizados del diplex dGpdC(BA05):dGpdC(BB07).

Método Pis Viaz1,2 Empaquetamientos 3
dGpdC BA05 (BDL078)
INI (experimental)? 64 48 13 31 C4’-exo C4’-exo
cdDMP 176 14 33 38 C3’-exo C3’-endo
PBE cdDMP? 164 135 30 40 C2’-endo Cl’-exo
dDMP 8 14 36 31 C3’-endo C3’-endo
PBE D3-BJ cdDMP 186 29 30 35 C3’-exo C3’-endo
MO05 cdDMP 171 93 32 45 C2-endo 04’-endo
-2X dDMP? 169 75 31 42 (C2-endo 04’-endo
MO06-2X cdDMP 173 81 31 45 C2-endo 04’-endo
PW91-ulg cdDMP? 178 102 31 42 C2’-endo 0O4’-endo
PW91(ADF) cdDMP 130 25 21 36 Cl’-exo C3’-endo
PWI1 cdDMP* 166 135 30 40 C2-endo C1’-exo
INT (experimental)’ 156 178 51 47 C2-endo C2’-endo
cdDMP 182 151 37 35 C2-endo C2’-endo
PBE cdDMP2 132 141 48 40 Cl-exo Cl-exo
dDMP 180 148 36 37 C2’-endo C2’-endo
PBE D3-BJ cdDMP 157 148 41 39 C2-endo C2-endo
MO05 cdDMP 133 135 46 43 Cl’-exo Cl’-exo
-2X dDMP 171 143 37 40 C2’-endo C1’-exo
MO06-2X cdDMP 132 131 46 44 Cl’-exo Cl’-exo
PW91-ulg cdDMP? 137 140 44 41 Cl’-exo Cl’-exo
PW9I1(ADF) cdDMP 138 171 46 33 Cl’-exo C2’-endo
PWI1 cdDMP? 133 137 48 41 Cl’-exo C1’-exo

P y Vmaq en grados (°). 1Estructura inicial extraida del duaplex BDLO78.

optimizado con el funcional M05-2X.

2Resultado obtenido de duplex previamente

3Estructura obtenida calculando las frecuencias vibracionales en cada paso de optimizaciéon. “4Resultado obtenido de

duplex previamente optimizado con el funcional M05-2X y posteriormente con el funcional PW91-ulg.
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Tabla B.5: Empaquetamiento de los anillos de azicar de las cadenas BA05 y BB07 de los cdDMP
y dDMP optimizados del diplex dGpdC(BAO05):dGpdC(BB07).

Meétodo Pis Vmnaz1,2 Empaquetamientos 3
dGpdC BA05 (BDL084)

INI (experimental)! 130 42 33 38 C1’-exo0 C4’-exo

cdDMP? 176 16 33 38  (2-endo C3’-endo

cdDMP 176 15 33 38 C2’-endo C3’-endo

PBE cdDMP3 175 15 33 38 C2-endo C3’-endo
dDMP 169 66 30 39 C2’-endo C4’-exo

MO05-2X dDMP 169 75 31 41 C2’-endo 04’-endo
M06-2X cdDMP 173 82 31 45 C2’-endo 0O4’-endo
199 cdDMP 172 29 31 32 C2-endo C3’-endo

dGpdC BB07 (BDL084)
INI (experimental)! 146 164 44 37 C2-endo C2-endo
cdDMP? 181 151 37 35 C3'-exo (2'-endo
cdDMP 181 148 37 36 C3’-exo C2’-endo

PBE cdDMP? 181 147 37 37 C3-exo C2-endo
dDMP 179 149 36 37 C2’-endo C2’-endo
MO05-2X dDMP 173 144 37 39 C2-endo C1’-exo
M06-2X cdDMP 132 130 46 44 C1’-exo Cl’-exo
199 cdDMP 130 132 48 42 C1-exo C1-exo
P y Umaa en grados (°). 1Estructura inicial extraida del diplex BDL084. 2Estructura obtenida calculando las

frecuencias vibracionales en cada paso de optimizacién. 3Resultado obtenido de diplex previamente optimizado con el

campo de fuerzas ff99.

Tabla B.6: Empaquetamiento de los anillos de azicar de las cadenas BA05 y BB04 de los cdDMP
y dDMP optimizados del diplex dTpdT(BA05):dApdA(BB0Y).

Meétodo Pis Vrnaz1,2 Empaquetamientos 3
dTpdT BA05 (NA2122)
INT (experimental) 130 42 33 38 C1l’-exo0 C4’-exo

PBE cdDMP 168 67 29 40 C2-endo C4’-exo

dDMP 159 54 34 38 C2’-endo C4’-exo
MO05 cdDMP 162 71 31 43 C2-endo C4’-exo
- 2X dDMP 158 48 32 39 C2-endo C4’-exo
PWI1 cdDMP 166 101 31 39 C2-endo 04’-endo
- ulg cdDMP? 161 67 29 39 C2’-endo C4’-exo

PW91 cdDMP3 166 68 30 40 C2’-endo C4’-exo
dApdA BB04 (NA2122)
INT (experimental)! 146 164 44 37 C2-endo C2’-endo

PBE cdDMP 173 133 36 43 C2’-endo Cl’-exo

dDMP 173 136 33 42 C2’-endo Cl’-exo
MO05 cdDMP 166 136 38 45 C2’-endo Cl’-exo
-2X dDMP 150 136 43 45 C2’-endo Cl’-exo
PWI1 cdDMP 153 165 41 34 C2-endo C2-endo
- ulg cdDMP? 168 128 35 41 C2’-endo Cl’-exo
PWOI1 cdDMP3 171 133 36 43 C2-endo C1-exo

P ¥ Vmaz en grados (°).  !Estructura inicial extraida del diplex NA2122.  2Resultado obtenido de duplex previamente
optimizado con el funcional PW91PW91 y posteriormente con el funcional PW91-ulg.  3Resultado obtenido de daplex

previamente optimizado con el funcional PW91-ulg.
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Tabla B.7: Empaquetamiento de los anillos de azicar de las cadenas BB00 y BB0O7 de los cdDMP
y dDMP optimizados del diuplex dTpdT(BB00):dApdA(BB07).

Meétodo Pio Vinaz1,2 Empaquetamientos 3
dTpdT BB00 (PD0192)
INI (experimental)! 156 151 37 42 C2%-endo C2’-endo
cdDMP 164 92 32 40 C2’-endo 0O4’-endo
PBE dDMP 160 54 34 38 C2’-endo C4’-exo
dDMP? 160 54 34 38  (2-endo C4-exo
cdDMP 163 7 31 41 C2’-endo 0O4’-endo
cdDMP? 163 78 32 43  (2-endo 0O4’-endo
dDMP 158 48 32 39 C2’-endo C4’-exo
PBE D3-BJ dDMP 165 138 35 39 C2’-endo Cl’-exo
PWI1 dDMP 160 55 34 38 C2’-endo C4’-exo
dApdA BBO07 (PD0192)
INT (ezperimental)? 164 176 41 38 C2-endo C2’-endo
cdDMP 173 191 34 34 C2’-endo C3-exo

MO05
-2X

PBE dDMP 175 179 32 34 C2’-endo (C2-endo
MO5 cdDMP 172 180 35 34 C2’-endo C3’-exo
9% cdDMP? 169 184 36 34 C2'-endo C3’-exo

dDMP 168 184 35 33 C2’-endo C3’-exo

P y VUmaa en grados (°). 1Estructura inicial extraida del diplex PD0192. 2Resultado obtenido de dDMP previamente

optimizado con el funcional M05-2X. 3Resultado obtenido de duplex previamente optimizado con el funcional PBEPBE.
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Tabla B.8: Empaquetamiento de los anillos de azicar de las cadenas BB12 y BB02 de los cdDMP
y dDMP optimizados del diplex dApdC(BB12):dGpdT(BB02).

Meétodo Pio Vinaz1.2 Empaquetamientos 3
dApdC BB12 (5GUN)
INT (experimental)? 143 162 37 38 C1’-exo C2’-endo
cdDMP 166 181 36 39 C2’-endo C3’-exo
PBE cdDMP?2 168 204 35 36 C2’-endo C3’-exo
dDMP 175 176 30 34 C2’-endo C2’-endo
MO5 cdDMP 163 158 37 38 C2’-endo C2j—end0
Cox cdDMP? 146 158 41 40 C2-endo C2-endo
dDMP 167 165 34 37 C2’-endo C2’-endo
cdDMP 150 170 35 35 C2’-endo C2-endo
PWOL cdDMP* 167 156 36 38 C2-endo C2i—endo
- ulg cdDMP::‘ 137 148 42 39 Cl’-exo C2’-endo
cdDMP? 145 156 39 36 C2’-endo C2-endo
dDMP 148 170 34 34 C2’-endo C2’-endo
PW91(ADF) cdDMP? 163 150 37 37 C2’-endo C2’-endo
cdDMP 168 205 35 36 C2’-endo C3’-exo
PW91 cdDMP® 173 172 34 35 C2’-endo C2-endo
cdDMP? 173 172 35 37 C2-endo C2-endo
OL15 cdDMP 138 149 44 42 Cl’-exo C2’-endo
dGpdT BB02 (5GUN)
INT (experimental)’ 177 196 38 38 C2’-endo C3’-exo0
cdDMP 153 188 42 42 C2’-endo C3-exo
PBE cdDMP? 143 164 42 37 Cl’-exo C2-endo
dDMP 147 196 43 38 C2’-endo C3’-exo
dDMP* 151 206 41 42 C2-endo C3-exo
MO5 cdDMP‘ 153 202 43 43 C2’-endo CSf—exo
9% cdDMP? 161 186 43 37 C2’-endo C3’-exo
dDMP 155 194 43 39 C2’-endo C3’-exo
cdDMP 179 210 36 38 C2’-endo C3’-exo
PWOL cdDMPf‘ 159 200 41 41 C2-endo C?Ttexo
- ulg cdDMPf 157 177 42 36 C2’-endo C2’?end0
cdDMP? 159 187 42 35 C2’-endo C3-exo0
dDMP 150 208 42 34 C2’-endo C3’-exo
PWOI(ADF) cdDMP? 155 197 4l 40 C2-endo  C3-exo
cdDMP 143 162 42 37 Cl’-exo C2’-endo
PW91 cdDMP® 150 197 42 42 C2-endo C3-exo
cdDMP? 153 195 41 42 C2-endo C3-exo
OL15 cdDMP 153 179 42 36 C2’-endo C2’-endo

P y Vmaz en grados (°). IEstructura inicial extraida del duplex 5GUN. 2Previamente optimizado con M05-2X y
PWO9l-ulg. 3Previamente optimizado con OL15. “4Previamente optimizado con M05-2X.  ®Previamente optimizado

con OL15 y M05-2X.  SPreviamente optimizado con PW91-ulg.
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