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SUMMARY

The DNA molecule is structurally polymorphic and, depending on the precise envi-
ronmental conditions, it can exist under a variety of different structural conformations
which include different types of double stranded helices, either right handed (B-DNA, A-
DNA, etcetera) or left-handed (Z-DNA), but also triple-stranded and tetra-stranded con-
formations. In this paper we will describe briefly the structural characteristics of the con-
formations that better reflect the high degree of structural polymorphism of the DNA

molecule.

INTRODUCCIO

La molecula del DNA és estructuralment
polimorfica. Quanl’any 1953 James Watson i
Francis Crick van proposar el famés model
de la forma B del DNA, ja es coneixia I'e-
xistencia d’almenys una altra forma estruc-
tural diferent del DNA. La resolucio6 de I'es-
tructura de la forma B del DNA es va fer
principalment tenint en compte els diagra-
mes de difraccio deraigs X de fibres de DNA
obtinguts per Rosalind Franklin i Maurice
Wilkins. Aquests estudis mostraven que

I'estructura del DNA depenia del grau d’hi-
drataci6 de les fibres i, també, del tipus de
contrai6 emprat en la seva preparacio.
Aquests diagrames de difraccié es podien
classificar en dos grups: els de tipus B, que
corresponienalaforma hidratada del DNA'i
que van ser els que resolgueren Watson i
Crick, i els de tipus A, que s’observaven en
disminuirel grau d’hidratacio o en presencia
de determinats cations (Franklin i Gosling,
1953). La resoluci6 estructural d’aquests ul-
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Tauta 1. Polimorfisme estructural del DNA

ESTRUCTURES BICATENARIES

DUPLEXS ANTIPARAL-LELS

FORMES DEXTROGIRES B-DNA, A-DNA
C-DNA, D-DNA, ...
FORMES LEVOGIRES Z-DNA
HOMODUPLEXS PURINICS d(GA)-d(GA)
d(G)-d(G)
d(A") - d(A)
HOMODUPLEXS PIRIMIDINICS d(C*)-d(C)
d(C*T) - d(CT)
DUPLEXS PARAL-LELS d(A)-d(T)

d(GA) - d(GA)

ESTRUCTURES TRICATENARIES

TIPUSL Y * (R-Y)

TIPUSII, R * (R-Y)

)-d(O)]
A)-d(CT)]
d(T)]

) -d(C)]
GA)-d(CT)]

d(C*T)[d
d(CT)[d
d(T)[d(A
d(G)[d(G
d(GA)[d(

G
G
)+

ESTRUCTURES TETRACATENARIES

TETRAPLEXS DE GUANINES
TETRAPLEXS DE PIRIMIDINES

tims, que corresponenalaforma A del DNA,
va trigar encara uns quants anys. Aixi doncs,
lavariabilitatconformacional del DNA eraja
palesa en els primers experiments adrecats a
la determinacio6 de la seva estructura.

Avui sabem que el grau de polimorfisme
estructural del DNA és enorme i que, depe-
nent de la seva seqiiéncia nucleotidica i de
les condicions experimentals precises, la
moléecula de DNA pot adoptar in vitro un
ampli ventall de conformacions estructurals
diferents. La taula 1 resumeix les més carac-
teristiques. En primer lloc, trobem el grup
d’estructures bicatenaries que inclou les for-

mes A i B, altres conformacions estretament
relacionades amb aquestes (formes C i D),
pero també conformacions que tenen carac-
teristiques estructurals molt diferents, com
pot ser el sentit de gir de la doble helix (for-
ma Z), I'orientacio de les cadenes polinucleo-
tidiques (daplexs paral-lels) o la presencia
d’aparellaments no canonics (daplexs ho-
mopurinics 0 homopirimidinics). La mole-
cula del DNA també pot formar estructures
tricatenaries i tetracatenaries, resultat de
I"associacio de tres o quatre cadenes nucleo-
tidiques respectivament. Aquestes estructu-
res multicatenaries també poden ser de dife-



rents tipus, segons la naturalesa quimica de
les cadenes que formen el complex i de la
seva orientacio relativa.

En aquest treball pretenem descriure
breument els trets més caracteristics d’algu-
nes de les conformacions del DNA, les més
representatives. No volem fer una analisi
exhaustiva de totes i cadascuna d’elles; vo-
lem simplement destacar aquells aspectes
que reflecteixen millor la variabilitat confor-
macional del DNA. El lector interessat tro-
bara en aquest treball cites bibliografiques
que li permetran aprofundir en aquesta
tematica.

ESTRUCTURES BICATENARIES DEL
DNA

Com ja s’ha indicat a la introduccio, a
partir dels estudis de difraccié de fibres es
van determinar les caracteristiques de la for-
ma B (Watsoni Crick, 1953), que va ser la pri-
mera estructura bicatenaria del DNA que es
va coneixer. Després, es van poder interpre-
tar els diagrames de difraccio de la forma A.

El 1979 va succeir un fet important per a
la determinacio estructural del DNA. El
grup d’Alexander Rich va descobrir una
nova estructura del DNA (Wang et al., 1979)
que, a diferéncia de les formes A i B, és una

solc gran
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helix levogira. Va ser anomenada forma Z a
causa de la ziga-zaga que descriu I"esquelet
sucre-fosfat. Fins aquesta data tot el conei-
xement estructural que es tenia del DNA
procedia dels estudis de difraccio de fibres.
La descoberta de la forma Z es va fer a partir
d’un dels primers oligonucleotids cristal-lit-
zats com a monocristall. Aixo va ser possi-
ble gracies als avengos en sintesi organica
d’oligodesoxiribonucleotids. La difraccio
de raigs X de monocristall aporta moltes
més dades que la de fibres i, per tant, els re-
sultats experimentals son molt més rics. Ara
bé, la metodologia de resolucié d’estructura
és molt més complexa. A partir d’aquesta
data es van cristal-litzar altres seqtiéncies
que van aportar més informacié sobre les
diverses conformacions del DNA. Aixi, el
1980 es va resoldre I'estructura del primer
oligonucleotid en forma B (Wing et al.,
1980), i el 1981, la del primer oligonucleotid
en forma A (Shakked et al., 1981). Moltes
més estructures d’oligonucleotids s’han es-
tudiat per difraccio de raigs X de monocris-
tall en el periode que va des de principis
dels vuitanta fins a I'actualitat. Més recent-
ment, la ressonancia magnetica nuclear
(RMN) també s"ha mostrat molt efica¢ per a
I'estudi estructural del DNA.

Com altres tipus de molecules, les coor-
denades de les estructures d’oligonucleo-

solc gran

|
w
solc petit
b) Pe
FiGura 1. Interaccions de pont d’hidrogen de tipus Watson-Crick dels parells de bases A-T (a) 1 C-G (b). També¢ es mostra la
situacio dels dos soles (modificat de Calladine i Drew, 1997).
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FiGura 2. Representacio esquematica d’una doble helix per definir alguns dels parametres de rotacio i de translacio que des-
criuen la conformacié del DNA (adaptat de ’EMBO Workshop, 1989).

tids resoltes per cristal-lografia o per RMN,
es dipositen en un banc de dades. Aquest
banc s’anomena «Nucleic Acid Database»
(NDB), i és puablicament i lliurement accessi-
ble per Internet a l'adrega http://ndbser-
ver.rutgers.edu. D’aquesta manera es pot
disposar dels detalls estructurals d"aquestes
macromolecules. També aixi s’obre la possi-
bilitat de comparar estructures relaciona-
des, com també de fer estudis estadistics,
donat l"'augment important d’estructures
noves.

Parametres conformacionals de les
estructures bicatenaries

El fet comu de les estructures bicatena-
ries és que les dues cadenes nucleotidiques
descriuen una helix. La forma de la molecu-

la és cilindrica amb les bases nitrogenades a
I'interior i I'esquelet sucre-fosfat a la perife-
ria. Les dues cadenes de DNA interaccionen
a través de ponts d’hidrogen especifics en-
tre les bases nitrogenades. A la majoria de
conformacions del DNA bicatenari, I"espe-
cificitat entre bases consisteix en el fet que
una determinada base purinica interacciona
amb una determinada base pirimidinica
(I'adeninaamb la timina, i la guaninaamb la
citosina), com mostra la figura 1. Aquests
aparellaments de bases van ser enunciats
per primera vegada per Watson i Crick, en
el seu model de la forma B, pero els presen-
ten també la forma A, la forma Z i altres
conformacions. Un altre tret comu de les es-
tructures bicatenaries és que la immensa
majoria té les dues cadenes en orientacio
5" — 3" antiparal-lela. I també, que presenten



Forma B Forma Z

Forma A

FiGura 3. Dues imatges perpendiculars de les tres confor-
macions bicatenaries més conegudes del DNA: A, Bi Z
(modificat de Chandrasekaran et al., 1989).

dos solcs caracteristics (solc gran i solc petit)
perque els enllagos glicosidics de cada pa-
rell de bases es troben tots dos a la mateixa
banda (figura 1).

Els parametres més basics per descriure
la conformacié del DNA son: els angles de
torsio de I'esquelet sucre-fosfat, els possi-
bles plegamcnts de la 2'-desoxiribosa i la
conformacio de I'enllag glicosidic (enllag en-
tre la base i el sucre). La definici6 d’aquests
parametres es pot trobar en obres més ex-
tenses (Saenger, 1984; Blackburn i Gait,
1996; Calladine i Drew, 1997).

Pel fet de ser una helix, les estructures bi-
catenaries del DNA també es poden des-
criure amb els parametres tipics de les es-
tructures helicoidals: el pas de rosca (P), el
nombre de nucleotids per pas de rosca (n) i
I'angle de gir d"un nucleotid al segtient (€2).
Q=360°/n.

Hi ha una serie de detalls de les estructu-
res bicatenaries del DNA que fan necessaria
la definicio de més parametres (figura 2).
Per exemple, els parells de bases no estan
centrats a I'eix de I’hélix, sin6 que estan des-
plagats una certa distancia; els plans dels
parells de bases no son exactament perpen-
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diculars a I'eix de I'helix; etc. Vegeu la taula
2iles figures 21 3.

Caracteristiques estructurals de les formes
dextrogires: A, B,CiD

A la conformacio B del DNA, les bases
s’apilen en una disposicié perpendicular a
I'eix de I'helix, el qual travessa les bases (fi-
gura 3). El plegament dels sucres és C,"-endo,
cosa que estableix la distancia entre fosfats
consecutius d’una mateixa cadena en 7,0 A
(més gran que a la forma A). Una con-
seqiiencia d’aquesta conformaci6 global és
que els dos solcs tenen una profunditat sem-
blantiuna amplada diferent (vegeu la taula
2). La forma B té 10 parells de bases per volta
d’helix, amb un pas de rosca de 34 A i, per
tant, una ascensio per parell de bases de
3,4 A. Ja en els estudis de difraccio de fibres
es van posar de manifest altres conforma-
cions anomenades C i D, que tradicional-
ment s’han considerat relacionades amb la
forma B; de manera que amb el terme de
«familia B» es fa referéncia a les tres formes
(B, CiD). Les formes CiD, pero, presenten
parametres conformacionals molt diferents
de la forma B. Les formes C i D tenen menys
importancia que la forma B i només s’obte-
nen en condicions especials. Tota la infor-
macio d’aquestes conformacions prové dels
estudis de difracci6 de fibres, ja que no s’ha
cristal-litzat cap oligonucleotid en aquestes
conformacions, ni tampoc no es tenen dades
de RMN. Aix0 fa que la informacio sigui
més pobra. La forma C s’obté amb sals de liti
a humitat relativament baixa. Aquesta con-
formacio té 28 parells de bases en tres voltes
d’helix. La forma D es presenta en seqiien-
cies A-T alternants; la caracteristica princi-
pal és el sobrecargolament que presenta
I’helix: 8 parells de bases per volta.

Les caracteristiques estructurals de la
forma A son molt diferents de les de la fami-
lia B. Les bases estan desplacades 4,5 A de
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Taura 2. Parametres caracteristics de les principals estructures bicatenaries del DNA

PARAMETRES FORMA A FORMA B FORMA Z
sentit de I'helix dextrogira dextrogira levogira
nre. nucleotids /volta 11 10 12
angle de gir / p.b. (°) 32,7 36 alternant -9 / -51
desplacament/pb (A) 4,5 -0,2 a-18 -2 a-3
ascensio / p.b. (°) 2,56 33 a34 3.7
inclinacio / p.b. (°) 20 -6 -7
plegament de la Cy'-endo Cy'-endo alternant
2'-desoxiribosa Cy'-endo | Ci'-endo
ampl. solc gran (A) 2,7 11,7 8,8
ampl. solc petit (A) 11,0 57 2,0

fond. solc gran (A) 13,5 8,8 3,7

fond. solc petit (A) 28 gD 13,8
conformacio de anti anti alternant anti /syn
I'enllag glicosidic

Nota de la taula 2

p.b., de parell de bases

ampl.: amplada

fond.: fondaria

La denominacio «solc gran» i «solc petit» és d’acord amb les mides dels dos solcs a la forma B. En canviar de

forma es manté la denominacio, pero els adjectius «petit» i «gran» no concorden sempre amb les mides relatives

dels solcs.

I’eix de I'helix i aixo crea un forat al centre
de I'helix de 3 A de diametre (figura 3). Una
volta d’helix conté 11.parells de bases i el
pas de rosca és de 28 A, cosa que propor-
ciona una ascensio per parell de bases de
2,56 A. Per tal de mantenir una separacio
normal entre parells de bases consecutius
amb una bona interaccié de van der Waals
(3,4 A de separacio), les bases s’apilen amb
un angle d’inclinacié de 20°. El plegament
dels sucres és C"-endo, la qual cosa dona lloc
a una separacio de 5,9 A entre dos fosfats
consecutius al llarg d'una cadena. Un resul-
tat d’aquestes caracteristiques estructurals
és que els dos solcs son molt diferents en
amplada i fondaria (taula 2).

Caracteristiques estructurals de les formes
levogires: Z-DNA

La caracteristica principal de la forma Z
és que el sentit de gir de I'helix és cap a I'es-
querra (levogira). Al llarg de cada cadena
nucleotidica hi ha una alternanca de la con-
formaci6 de I'enllag glicosidic dels nucleo-
sids que se succeeixen: anti - syn. Una base
en conformacio anti (normalment una piri-
midina) s’aparella per ponts d’hidrogen
amb una base en conformacio syn (normal-
ment una purina). Per aquest motiu els dos
sucres d’un parell de bases tenen una orien-
tacio a I'espai molt diferent, com es mostra a
la figura 4. A causa de l'alternanca d’en-



FiGUrA 4. Conformacio del parell de bases G-C ala forma Z.
Les fletxes indiquen la diferent orientacio dels sucres, que
és deguda a la diferent conformacio dels dos enllagos gli-
cosidics: s (syn) per a la 2°-desoxiguanosina, a (anti) per a la
2’-desoxicitidina (modificat de Saenger, 1984).

llagos glicosidics, que produeix I'alternanga
d’orientacions dels sucres al llarg de la cade-
na nucleotidica, la linia que uneix els fosfats
descriu una ziga-zaga, d’on prové el nom de
7.1 alternanca en la conformacio6 de I’enllag
glicosidic va unida a I'alternanca en el ple-
gament del sucre: un enllag glicosidic anti
correspon a un sucre C'-endo iun enllag gli-
cosidic syn, aun sucre C/-endo. Com que la
forma Z suposa una alternan(;a d’enllag gli-
cosidic syn i anti, i les purines poden adop-
tar més facilment la confomacio syn que les
pirimidines, la forma Z es presenta basica-
ment en seqiiencies alternants pirimidina-
purina (i amb més contingut de parells C-G
que A-T).

Un factor destacable de la forma Z és el
diferent valor de l'angle de gir per a la
seqiiencia d(CpG) (-9°) i per a la seqiiencia
d(GpC) (-51°); aquesta diferencia no es pro-
dueix a les helixs dextrogires. Una con-
seqiiencia d’aquest fet és que la distancia
que separa dos fosfats consecutius al llarg
d’una cadena depen del nucleosid que hi
hagi al mig; si té I'enllag glicosidic syn és
7,5 A isiel té anti és 6,2 A, en contraposicié
amb les formes dextrogires on tots els fos-
fats son equivalents i estan separats per la
mateixa distancia.

Les particularitats de la forma Z respecte
a les formes dextrogires del DNA donen lloc
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a una mida global diferent: el DNA Z és una
helix més prima, de tal manera que el diame-
tre de la base fa 18 A en comparacio dels 20 A
de les formes dextrogires (figura 3). Tambe
els fosfats de les dues cadenes son meés a
prop: 8 A, en comparacié ambels 11,7 A que
separen els fosfats de la forma B. Aixo expli-
ca que la forma Z requereixi la presencia de
contraions (Mg?*, Na*, [Co(NH,) |**).

Factors que afecten la conformacio de les
estructures bicatenaries del DNA

Els factors que determinen la conforma-
cio del DNA son la seqiiencia de bases i les
condicions del medi en el qual es troba. Per
Raman, ressonancia magnetica nuclear
(RMN), infraroig i dicroisme circular, s’ha
posat de manifest que tots els oligomers de
DNA tenen forma B en soluci¢ aquosa dilui-
da a pH 7 i una concentraci6 de 0,1 - 1,0 M
de NaCl. Per tal que un oligonucleotid
adopti una conformaci6 diferent de la B cal
fer decréixer 'activitat de I"aigua que conte.
Aix0 s’aconsegueix augmentant-ne la con-
centracio de sal, addicionant-hi cations de
metalls pesants o addicionant-hi alcohol.

Inicialment els estudis de difraccio de fi-
bres de DNA, i posteriorment la difraccio de
monocristalls d’oligonucleotid, han posat de
manifest la influéncia de la seqiiencia de nu-
cleotids en la conformacio. Les correlacions
més clares entre seqiiencia i conformacio son:

1. Gs seguides (i Cs seguides) afavorei-
xen la forma A.

2. L’alternanca de bases CG afavoreix la
forma Z.

3. L’abundancia de parells A-T afavo-
reix la forma B.

4. Les seqiiencies generals que no com-
pleixen els punts anteriors 1 i 2 presenten
normalment la forma B.

Cal mencionar un fet curios observat en
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dues seqiiencies relacionades, que és la
coexistencia de les formes A i B en un ma-
teix cristall. O sigui, que una mateixa
seqiiencia en un medi determinat pot existir
en dues conformacions diferents. En con-
cret, aixo s’ha observat per les seqiiencies
d(GGPUAPUACC) i d(GGTATACC) (Ken-
nard i Hunter, 1989). En aquests casos 1'ex-
plicaci6 cal buscar-la en el tipus d’empaque-
tament de les molecules al cristall, que és un
cas particular de com les condicions del
medi afecten la conformaci6. La xarxa cris-
tal-lina és formada per molecules de forma
A que es disposen al voltant dels eixos sena-
ris helicoidals de la xarxa (grup espacial 6.
i originen canals de 26 A de diametre. En
aquests canals se situen les molecules de
forma B. La coexistencia de dues conforma-
cions de la mateixa seqiiéncia en el mateix
cristall indica que les dues conformacions
sOn properes en energia.

La hidrataci6 és un aspecte de les condi-
cions del medii, per tant, afecta la conforma-
cio del DNA. Com ja s’ha esmentat, la forma
B s’obté a alta hidratacio i les formes AiZ, a
hidratacié més baixa. En la resolucio de mol-
tes estructures d’oligonucleotids per cris-
tal-lografia s"ha posat de manifest que hi ha
molecules d’aigua, ions i molecules petites,
que interaccionen amb el DNA i, per tant,
son factors importants en l'estructura del
DNA. Si el solvent (aigua majoritariament)
no esta ordenat, no apareixen pics clars en
els mapes de densitat electronica. L’absencia
de pics de solvent generalment indica que
l'aigua esta desordenada. La falta d’aigua
prop dels atoms carregats o electronegatius
seria una situacio desfavorable energetica-
ment. En les tres conformacions principals
del DNA s’han localitzat molecules d’aigua
en posicions caracteristiques. Aixi, els do-
decamers en forma B que tenen a la zona
central la seqiiencia AATT presenten en
aquesta zona el solc petit estret i ocupat per
una fila de molecules d"aigua que interaccio-

nen d’una manera especifica amb el DNA.
En canvi, altres seqtiencies en forma B pre-
senten el solc petit més ample, de manera
que allotja dues files de molecules d'aigua,
també amb interaccions especifiques. La for-
ma A té poques aigties ordenades al solc pe-
tit, contrariament a la forma B. Aquest fet ha
de ser degut a la diferencia de mida entre els
solcs de les dues conformacions. De manera
que ambdues formes presenten hidratat el
solc que és més estret, 0 sigui, el solc petitala
forma Bielsolc granalaforma A. A laforma
Z també s’ha trobat una hidrataci6 carac-
teristica, formada per dos tipus d’aigiies si-
tuades al solc petit. Una aigua estabilitza la
conformacio syn dela 2’-desoxiguanosina, ja
que forma un pont d’hidrogen amb el N2 de
la guaninaiunaltre amb un oxigen del fosfat
del mateix nucleotid. L’altra aigua forma
una espina al llarg del solc perqueé interac-
ciona amb I'0O2 de citosines de parells de ba-
ses consecutius. Aquest esquema d’hidrata-
cio esta limitat als parells C-G, ja que en els
parells T-A no s’ha observat. .’adenina no té
el grup N2, per tant, la interacci6 en que par-
ticipa aquest grup no és possible. O sigui,
que la hidratacié estabilitza més un parell
C-GenformaZ que un parell T-A en forma Z
(vegeu les figures 114).

Variabilitat dels parametres
conformacionals de les estructures
bicatenaries del DNA

La resoluci6 d’estructures per difraccio
de raigs X de monocristall ha posat de ma-
nifest I'existencia d’un important grau de
diversitat en els valors precisos de les va-
riables conformacionals de les estructures
bicatenaries del DNA, en el sentit que un
fragment de DNA no presenta les mateixes
variables conformacionals per cada nucleo-
tid. De les dades de difraccio de fibres
nomeés s’obté la mitjana de les variables; aixi
doncs, la diversitat conformacional no es



manifesta. En aquest sentit, les dades de la
taula 2 son valors que provenen d’estudis
de fibres i que normalment estan d’acord
amb els valors mitjans de les variables dels
oligonucleotids. Tanmateix, s’ha observat
una clara discrepancia entre els valors mit-
jans de les variables en octanucleotids cris-
tal litzats en forma A (Verdaguer et al., 1991)
i els valors obtinguts de fibres.

Un exemple de la variabilitat de la forma
B és que alguns nucleotids presenten els su-
cres en conformaci6 C -endo, quan a la for-
ma B el plegament caracteristic dels sucres
¢és C,'-endo. Els nucleotids de pirimidines (C
i T) tenen una tendencia més acusada a
adoptar la conformaci6 C/-endo que els nu-
cleotids de purines (G i A); i també influeix
el tipus de nucleotids contigus (Subirana et
al., 1995).

Amb les dades experimentals de que es
disposa, es manifesta que no hi ha cap parell
de nucleotids consecutius que sigui total-
ment rigid. Seqiiéncies similars poden
adoptar diferents conformacions segons les
interaccions que estableixin amb molecules
veines. Tanmateix, estudis estadistics realit-
zats amb estructures en forma B (Subirana i
Faria, 1997) mostren que la variabilitat
intrinseca de cada parell de nucleotids és di-
ferent, i que les seqiiencies flanquejants po-
den tenir només una petita influéncia.
Només per al pas de nucleotids YR (pirimi-
dina-purina), sobretot per als passos CG i
CA/TG, hi ha una influéncia acusada dels
nucleotids flanquejants. La qual cosa equi-
val a dir que els passos CG i CA/TG tenen
una gran variabilitat conformacional, i la
resta de passos de dinucleotids son mes ri-
gids. Encara es disposa de relativament po-
ques dades per fer un estudi estadistic com-
plet de les tendencies conformacionals de
les seqiiencies. Hi ha passos de dinucleotids
dels quals no es té prou informacio per esta-
blir les seves caracteristiques. El pas TA n’és
un exemple, té la caracteristica de tenir un
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angle de gir més elevat de la mitjana de la
forma B, pero en contraposicio hi ha una es-
tructura amb un valor acusadament més pe-
tit (Urpiet al., 1996).

La forma A també mostra una considera-
ble variabilitat conformacional. Un estudi
recent (Fernandez et al., 1997) posa de mani-
fest que una mateixa seqiiencia pot variar
molt la seva conformacio segons les condi-
cions del medi. Aquest estudi s’ha realitzat
amb I'oligonucleotid d(pCCCGCGGG), que
ha estat cristal-litzat en cinc condicions dife-
rents, i en cada cas la conformacio varia, tot i
mantenir-se sempre dins la forma A. S'ob-
serva un canvi gradual d’alguns parametres
en les cinc estructures, des de l'estructura
més hidratada o d’empaquetament meés
obert a lestructura menys hidratada o
d’empaquetament més compacte. Aixi,
s’observa una variacié molt important en
I'amplada del solc gran; si es considera la
distancia P-P a través del solc gran, per a
I'estructura més oberta és5,7 A i per a la més
compacta és 0,7 A. També la curvatura de
I'eix de I'helix canvia (de 8,4° a 20,8°) de I'es-
tructura més oberta a la més compacta.

En alguns casos la variabilitat conforma-
cional és tan gran que un daplex en forma B
pot presentar en alguna zona parametres
caracteristics de la forma A. Aquest és el cas
de I'hexamer d(CTCGAG) (Wahl et al,
1996), que té el plegament de les quatre
2’-desoxiriboses terminals en C-endo, fet
que els autors interpreten que esta relacio-
natamb la facilitat de transicié a la forma A.

De la forma Z, s’ha dit habitualment que
és més rigida (menys variable) que les for-
mes A i B. Aquesta afirmacio prové del fet
que la majoria d’oligonucleotids cristal-lit-
zats en forma Z presenten els mateixos tipus
de contactes entre molecules, cosa que afecta
els parametres conformacionals. Tanmateix,
un estudi recent d'una mateixa seqiiéncia
cristal-litzada en dues condicions diferents
en forma Z (Malinina et al., 1998) i compara-
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da amb la mateixa seqiiencia cristal-litzada
anteriorment també en forma Z pero en con-
dicions diferents, mostra que la forma Z és
tan variable com les formes A o B.

Estructures amb cadenes nucleotidiques
que formen diversos daplexs

Els ultims anys s’han determinat estruc-
tures d"una serie d’oligonucleotids que han
posat de manifest I'existencia de conforma-
cions diferents de les esmentades anterior-
ment. En diversos casos s’han relacionat
les noves estructures amb la seva funciona-
litat, perd de moment s6n només hipotesis.
Les seves seqiiencies son: d(CCGCGQG),
d(AGGCATGCCT) i d(GCGCGCG). En cap
dels casos no era previsible a partir de la
seqliencia I'estructura que s’ha observat. El
fet comu en aquestes estructures és que la
part central presenta una conformacio cone-
guda (A o Z), pero als extrems de les
seqiiencies la conformacio és diferent de les
conformacions ja establertes. Un altre fet
caracteristic d"aquestes estructures és que la
mateixa cadena nucleotidica forma més
d’un daplex (dos o tres duplexs). Per aquest
motiu s’han relacionat aquestes estructures
amb funcions com la replicacio i la trans-
cripcio.

L'oligonucleotid d(CCGCGG) forma un
duaplex a la zona central que s’obre pels ex-
trems (Malinina et al., 1994). El tetramer cen-
tral (CGCG) forma un duplex en forma Z, i
les citosines 5" de les dues cadenes del du-
plex no interaccionen amb les guanines cor-
responents de la cadena complementaria,
sin6 que s’orienten cap a l'exterior del da-
plex i interaccionen amb les guanines cor-
responents d'un altre duplex. De manera
semblant, les guanines terminals 3 interac-
cionen amb les citosines corresponents del
mateix duplex vei (figura 5 de I'annex 5). Es
produeix, doncs, una associacio de dos du-
plexs en conformacio Z al centre que bescan-

vien les seves citosines terminals. Totes les
interaccions dels parells de bases C -G son
del tipus Watson-Crick. Aquesta estructura
inusual als extrems de la seqiiencia respon al
fet que la seqiiencia no és alternant C -G als
extrems, cosa que dificulta I'adopcio de la
conformacio Z. La macroestructura forma-
da pels dos daplexs associats, amés de man-
tenir-se per interaccions de ponts d’hidro-
gen dels quatre parells de bases dels
extrems, també esta estabilitzada per un i6
sodi que se situa a la part central entre els
dos duaplexs i que es coordina a 'O6 d’una
guanina de cada duplex. (Aquest i6 no s’ha
representata la figura 5 de I"annex 5).

Una altra estructura que té similituds
amb l'anterior ha estat determinada poste-
riorment (Nunn i Neidle, 1996). Es tracta de
la seqiiencia d(AGGCATGCCT), que pre-
senta I'octamer central en forma A i els nu-
cleotids 5’-A i 3'-T orientats cap a I'exterior
del daplex i interaccionant amb els nu-
cleotids complementaris d’un duaplex vei.
Malgrat la diferent conformacio de la zo-
na central [Z per d(CCGCGG) i A per
d(AGGCATGCCT)], el tipus d’interaccio
dels nucleotids terminals és analeg en
aquestes dues estructures, com també ho és
la macroestructura de quatre cadenes nu-
cleotidiques que es forma.

La seqiiencia d(GCGCGCG) també té
una estructura amb analogies amb les es-
tructures anteriors, pero té particularitats
que la diferencien, que provenen de la lon-
gitud de la seqiiencia. Aquest oligonucleo-
tid no és totalment autocomplementari, sind
que té una base extra, només sis de les set
bases poden formar un daplex amb apare-
llaments complementaris C-G. L’estructura
determinada (Pan et al., 1997) mostra que la
5’-G és la base que no forma aparellaments
CG ique la resta de la seqiiencia forma un
daplex en forma Z. Les guanines 5 de les
dues cadenes del duplex (G1 i G8) adopten
la conformacio anti/ C,-endo, que s’allunya
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FiGura 6. ) Numeraci6 dels nucleotids que formen un diplex a I’estructura de I’heptamer d(GCGCGCG); b) interaccions
entre dos diplexs veins (un duplex representat en gruix normal i I"altre, en negreta) a través d’un parell GG ¢) i d) parell de
bases G-G amb interaccions de pont d’hidrogen de tipus Hoogsteen i de tipus Hoogsteen invertit, respectivament.

totalment de la que tindrien si adoptessin la
forma Z. Aquestes guanines (G11G8) s"apa-
rellen amb altres guanines de l'extrem 5
d’un duplex vei mitjangant interaccions del
tipus Hoogsteen invertit (figura 6). En
aquest cas es forma una macroestructura in-
finita de duplexs mitjancant ponts d’hidro-
gen intermoleculars G-G.

ESTRUCTURES TRICATENARIES

Les estructures tricatenaries o triplexs
resulten de l'associacié d'un fragment de
DNA bicatenari amb una tercera cadena de
DNA (figura 7 de I'annex 5). Tant la tercera
cadena com el fragment bicatenari poden

ser de naturalesa ribonucleotidica (RNA) i
la formacio de triplexs de RNA o de triplexs
hibrids DNA-RNA esta ampliament de-
mostrada. De fet, la primera estructura tri-
catenaria descrita, I'any 1957, corresponia a
un triplex de RNA (Felsenfeld et al., 1957).
En aquest treball tractarem només el cas
dels triplexs de DNA que ha estat motiu
d’excel-lents revisions recentment (Cheng i
Pettitt, 1992; Radhakrishnan i Patel, 1994;
Mirkin i Frank-Kamenetskii, 1994; Bernués i
Azorin, 1995; Frank-Kamenetskii i Mirkin,
1995).

El nostre coneixement de les caracteristi-
ques estructurals dels triplexs prové princi-
palment d’estudis de RMN que han permes
la determinacio estructural de diversos ti-
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FiGura 8.a) Representacio esquematica dels dos aparellaments Watson-Crick canonics i b) de les quatre triades més estables.



pus de triplexs. En aquest cas, la cristal-lo-
grafia de raigs X ha resultat menys informa-
tiva donat que, fins ara, només ha estat pos-
sible cristal-litzar complexos que, ja sigui
per la seva naturalesa quimica (Betts et al.,
1995) o per la seva mateixa estructura (Van
Meerveltet al., 1995), representen casos molt
especials.

En un triplex la tercera cadena recorre el
solc grandel duplex (figura7 del’annex5) es-
tablintinteraccions de ponts d hidrogenamb
les bases del duplex. Aquestes interaccions
donenllocalaformacio detriades. Alsapare-
llaments canonics G-Ci AT, les bases purini-
ques mantenen lliure un major nombre de
grups capacos d’establir interaccions per
pontsd’hidrogen, encomparacio de les bases
pirimidiniques (figura 8A). Aquest fet deter-
mina una de les caracteristiques més impor-
tants dels triplexs: la tercera cadena s’associa
preferentment amb les purines del daplex.
’estabilitat dels triplexs depén directament
deladellurs triades constituents. Les triades
més estables son les T(A-T), C+(G-C), A(A-T)
1G(G-C) (figura8B) que poden ser considera-
des com a canoniques. En determinats casos
s’ha pogut demostrar la formacio d’altres ti-
pus de triades menys estables, com les
A*(G-C), A(G-C) o T(C-G), pero la seva for-
macié sempre té un efecte inestabilitzador,
encomparacio de triplexs formats només per
triades canoniques. La mateixa estructura
quimica de les triades determina que la for-
macio de triplexs estigui afavorida en se-
qiiencies que presentin una marcada asime-
tria en la distribuci6 de purines i pirimidines
entre ambdues cadenes. Seqiiéncies que pre-
senten alternanca de purines i pirimidines a
la mateixa cadena formen triplexs amb difi-
cultat, ates que aquests triplexs hauran d'in-
cloure triades menys estables o que, com
veurem més endavant, I’associacio de la ter-
cera cadena amb el duplex haura de canviar
de cadena, i de motiu de reconeixement, a
cadaalternanca purina-pirimidina.
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Segons la naturalesa quimica de la terce-
ra cadena, els triplexs es poden classificar en
dos tipus (figura 8B). Els triplexs de tipus I
tenen la tercera cadena de tipus polipiri-
midinic i estan estabilitzats per la formacio
de triades T(A-T) i C*(G-C). En aquests tri-
plexs, les bases de la tercera cadena adopten
la conformacio6 anti i els aparellaments que
s’estableixen amb les bases del daplex son
de tipus Hoogsten. Aixo determina que I'o-
rientacio de la tercera cadena sigui paral-
lela amb relacio a la cadena purinica del da-
plex. Contrariament, els triplexs de tipus 1
tenen la tercera cadena polipurinica i estan
estabilitzats per la formacié de les triades
A(AT) i G(G-C). En aquest cas I'orientacio
de la tercera cadena és antiparal-lelaamb re-
laci6 a la cadena purinica del duplex, donat
que els aparellaments son del tipus Hoogs-
ten invertit. Aixi doncs, 'orientacio de la
tercera cadena respecte al duplex sera dife-
rent depenent de si s’'empra el motiu piri-
midinic (tipus 1) o purinic (tipus n). Final-
ment cal indicar que els triplexs de tipus I
son més estables a pHs acids, donat el re-
queriment de protonaci6 de la citosina
(pK = 4,5) per a la formacio de les triades
C*(G-C). En canvi, els triplexs de tipus 11 s6n
estables en un ampli marge de pH, i son es-
tabilitzats per cations divalents, principal-
ment magnesi, pero, en alguns casos, també
per certs cations metal-lics de transicio (zinc,
cadmi, cobalt).

La formacié de triplexs constitueix un
mecanisme per al reconeixement especific
del DNA amb acids nucleics de cadena sen-
zilla, com oligonucleotids sintétics. En prin-
cipi, per a qualsevol seqiiencia de DNA es
pot dissenyar un oligonucleotid sintétic
(TFO) que la reconegui especificament mit-
jancant la formacié d’una estructura trica-
tenaria. El codi de reconeixement ve deter-
minat pels diferents tipus de triades i té les
limitacions abans esmentades, la principal
de les quals fa referencia a I'efecte inestabi-
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litzador de les alternances purina-pirimidi-
na. La figura 9 resumeix esquematicament
aquesta problematica. Per tal de reconeixer
una seqliencia purinica que presenta diver-
ses interrupcions de pirimidines, es poden
formar triades menys estables amb les piri-
midines (figura 9a), o canviar de cadena a
cada interrupcio. Ara bé, aquesta altima so-
luci6, que és en principi la menys dolenta,
requereix també canviar de motiu de reco-
neixement, donats els requeriments d’orien-
tacio de la tercera cadena amb relacio al du-
plex (figura 9b). De manera alternativa, es
pot canviar 'orientacio 5" — 3’ de la tercera
cadena (figura 9¢c) pero la sintesi d’oligonu-
cleotids amb canvis d’orientacio de la cade-
na no és encara rutinaria. Tot i aquestes li-
mitacions, ha estat possible demostrar in
vivo el reconeixement especific de seqiien-
cies concretes de DNA amb oligonucleotids
sintetics formadors de triplexs o TFO.
Aquesta estrategia s’ha demostrat atil en di-
verses aplicacions. TFO conjugats amb Fe-
EDTA s’han emprat in vitro com a nucleases
amb alta especificitat de seqtiéncia o, conju-
gats amb psolaré, com a sistema de mutage-
nesi dirigida in vivo. Els TFO també s’han
demostrat eficacos com a inhibidors de I'ini-
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FiGura 9. Les alternances purina(R)-pirimidina(Y) tenen un

ciide I'elongacio de la transcripcio6 tant in
vitro com in vivo.

Fins aqui ens hem referit als triplexs que
anomenem intermoleculars, en els quals la
tercera cadena i el duplex pertanyen a mole-
cules de DNA diferents. Els triplexs també
poden ser intramoleculars si la tercera cade-
na pertany a la mateixa molecula de DNA
que el duplex sobre el qual es forma "estruc-
tura tricatenaria. Les caracteristiques fona-
mentals de la formacio i I'estabilitzacio dels
triplexs intramoleculars son identiques a les
esmentades abans per als triplexs intermole-
culars. Ara bé, existeixen algunes petites di-
feréncies que resumirem a continuacio. La
formaci6 dels triplexs intramoleculars re-
quereix la desnaturalitzacio local de la regio
de la molecula de DNA que aporta la tercera
cadena. Aquest procés de desnaturalitzacio
és energeticament desfavorable i, en con-
seqiiéncia, la formacié de triplexs intra-
moleculars es veu afavorida per factors que
el facilitin, com per exemple increments de
lasuperhelicitat negativa del DNA o presen-
cia de determinats cations metal-lics de tran-
sicio (zinc, cadmi, cobalt). Un cop format
el triplex intramolecular, la regié comple-
mentaria a la tercera cadena ha de romandre
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efecte inestabilitzador sobre la formacio d’estructures tricatena-

ries. A cada alternanga: a) es pot formar una triada menys estable, 5) o canviar de cadena i de motiu de reconeixement, ¢) o
canviar I’orientacio de la tercera cadena. R= purina, Y= pirimidina, N= qualsevol base.
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FiGura 10. ) Les quatre cadenes que formen les tétrades de guanines poden ser paral-leles (1) o antiparal-leles (213). Els cer-
cles amb creus o punts indiquen la diferent orientacio de les cadenes; b) I"espai entre dues tétrades consecutives t¢ unes di-

mensions ideals per a la coordinacio del potassi.

necessariament desnaturalitzada, en forma
de cadena senzilla.

ESTRUCTURES TETRACATENARIES

Les estructures tetracatenaries, o tetra-
plexs, son el resultat de I'associacio de qua-
tre cadenes de DNA. La formacio de tetra-
plexs es veu extraordinariament afavorida
en seqiiencies enriquides en residus de gua-
nina, tot i que també s’ha observat en altres
tipus de seqiiencies (Sundquist, 1991, per a
una revisio sobre aquesta tematica).

La formacio de tetraplexs de guanina es
fonamenta en la capacitat d’aquests residus
de formar tetrades on quatre guanines s'as-
socien per mitja d’interaccions de ponts

d’hidrogen (figura 10). Contrariament al cas
dels triplexs de DNA, la informacio estruc-
tural sobre els tetraplexs de guanines, obtin-
guda tant per RMN com per cristal-lografia
de raigs X, és molt abundant. La formacio
d’aquests tetraplexs requereix la presencia
de, com a minim, tres tetrades consecutives.
Les tetrades de guanines son estructures
planars que, quan sOn consecutives, esta-
bleixen fortes interaccions d’apilament.
Aquestes forces d’apilament contribueixen
de manera moltimportant al'estabilitat dels
tetraplexs, que és alta. Els tetraplexs de gua-
nines tenen temperatures de fusio similars,
o fins i tot superiors, a les corresponents a
duaplexs similars en la conformacio B. Es po-
den distingir dos tipus de tetrades segons
que les quatre cadenes tinguin la mateixa
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FiGura T1. Els tetraplexs poden ser tetramoleculars (a), bi-
moleculars (b) o unimoleculars (¢).

orientacio paral-lela o bé siguin antiparal-le-
les dues a dues (figura 10a). Aquestes darre-
res poden classificar-se també en dos tipus
segons que cadascuna de les cadenes tingui
una orientacio antiparal-lela respecte a les
veines (tipus 2) o sigui parallela a alguna
d’elles (tipus 3). Als tetraplexs paral-lels les
quatre guanines adopten la conformacio
anti, pero als antiparal-lels s’alternen les
conformacions anti isyn. Enel cas dels tetra-
plexs antiparal-lels, les diferents possibili-
tats d’alternanca en I'orientacio relativa de
les cadenes i la conformacio de les bases

dona lloc a fins a deu possibles formes es-
tructuralment isomeriques.

Els cations tenen un paper molt impor-
tanten I'estabilitzacio dels tetraplexs. En ge-
neral, els cations monovalents tenen un ma-
jor efecte estabilitzador que els de valencia
superior i, de tots, el potassi és el que té |'e-
fecte més important. L'efecte estabilitzador
del potassi es deu, d’una banda, a la neutra-
litzacio de les carregues negatives dels fos-
fats de les cadenes i, en segon lloc, a la seva
coordinacié amb els grups O6 de les guani-
nes de tetrades consecutives (figura 10b). De
fet, I'espai compres entre dues tétrades con-
secutives constitueix un bon lloc d’uni6 per
als cations, especialment per al potassi,

FiGura 12. Esquema de I’estructura de d(C T), formada per
dos duplexs intercalats. Les dues cadenes que formen un du-
plex son paral-leles; en canvi, els dos diplexs tenen una dis-
posicio relativa antiparal-lel. (Les sagetes indiquen 1" orien-
tacio de les cadenes. Un diplex s’ha representat amb linia
gruixuda i I’altre, amb linia estreta) (adaptat de Wahl i Sun-
daralingam, 1995).



donat que les seves dimensions son ideals
per a la coordinacio d’aquest catio. D’acord
amb aquest argument, l'efecte estabilitza-
dor dels cations monovalents decreix tant
en augmentar (K>Rb>Cs) com en disminuir
(K>Na>Li) el radi ionic.

Els tetraplexs parallels han de ser ne-
cessariament tetramoleculars, és a dir, en la
seva formacio intrevenen sempre quatre
molecules de DNA independents (figura
11a). En canvi, els tetraplexs antiparal-lels
poden ser també bimoleculars (figura 11b)
o unimoleculars (intramoleculars) (figura
11¢). L'equilibri entre aquestes diferents for-
mes moleculars esta influit per diversos fac-
tors i molt especialment pels ions. Les for-
mes tetramoleculars es veuen afavorides en
presencia de potassi, mentre que les formes
bimoleculars i intramoleculars es formen
també en presencia de sodi. Resulta curios
que tots els tetraplexs tetramoleculars des-
crits fins ara siguin de tipus paral-lel. Es pro-
bable que el tipus de cati6 tingui, també en
aquest cas, un efecte determinant.

/T4\
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L'interes principal de I'estudi dels tetra-
plexs de guanines radica en el fet que el
DNA telomeéric té una gran tendencia a for-
mar estructures tetracatenaries. En general,
les seqiiencies telomeriques contenen grups
de tres 0 més guanines consecutives espaia-
des per 2-4 residus, normalment timines.
Aquestes seqiiencies s’estenen en forma de
cadena senzilla a la fi dels cromosomes, en
direccio 3". D’aci la seva gran tendencia a
formar estructures tetracatenaries.

La formaci6 d’estructures tetracatena-
ries no esta limitada al cas de les seqtiencies
enriquides en guanina. Altres seqiliencies
també poden formar tetraplexs encara que
amb caracteristiques estructurals molt dife-
rents a les dels tetraplexs de guanines. Aixi
per exemple, els oligonucleotids d(C),
d(C.T) i d(TAAGCC) (Kang et al., 1995; i al-
gunes referencies contingudes en aquest ar-
ticle) donen lloc a estructures tetracatena-
ries on les interaccions son basicament a
través de citosines. L'estructura és molt di-
ferent de la dels tetraplexs de guanines. Els

b)

Fiura 13. @) Diagrama esquematic de Iestructura tetraplex formada per dues cadenes de d(GCATGCT); i b) interaccions
de pont d’hidrogen, representades amb linia discontinua, d’una tétrada G-C-G-C (adaptat de Leonard et al., 1995).
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FiGura 14. a) Esquema del plegament de la segiiéncia d(GCGGT GCGG) i de I'associacio de dues cadenes per formar un té-
traplex. L'esquelet sucre-fosfat s’indica amb linia gruixuda, i el sentit 5°->3" de les cadenes, mitjangant fletxes gruixudes.
Les bases C i G es representen amb rectangles, i els ponts d hidrogen de les tétrades G-G-G-G i els de tipus Watson-Crick de

la tetrada C-G-C-G s’indiquen per fletxes primes orientades del donador a I'acceptor. En negre es mostren les guanines en
conformacio syn. h) Representacio de les tétrades: G-G-G-G (al’esquerra) i C-G-C-G (a la dreta) (modificat de Kettani e al..

1995).



tetraplexs de citosines son el resultat de I'as-
sociacio de dos duplexs paral-lels que s'in-
tercalen (figura 12). Cadascun dels duplexs
estan estabilitzats mitjancant la formacio de
parells C.C*. O sigui, que en aquesta estruc-
tura no es formen associacions de quatre ba-
ses, sind de dues bases. Es la intercalacio
dels parells de bases d'un daplex amb les de
I'altre allo que manté unides les quatre ca-
denes.

Finalment, també s’ha observat en al-
guns casos especials la formaci6 de tetra-
plexs com a conseqiiencia de la interaccio
entre dos duplexs intramoleculars. Aquest
és el cas de l'oligonucleotid d(GCATGCT)
(Leonard et al., 1995) que, tot i ser majorita-
riament autocomplementari (part subratlla-
da), en lloc de formar un daplex intermole-
cular es plega formant un daplex intramole-
cular i dos d’aquests duplexs interaccionen
formant un tetraplex (figura 13a). En aquest
cas la interaccio entre els dos duplexs intra-
moleculars és pels solcs petitsi donallocala
formacié de dues tetrades G-C-G-C, on les
bases de la mateixa cadena s’associen mit-
jancant parells G-C de tipus Watson-Crick,
mentre que les de cadenes diferents formen
parells G-C amb un unic pont d’hidrogen
(figura 13b). Més recentment s’ha determi-
nat una estructura semblant en una seqtien-
cia ciclica molt diferent, d<pATTCATTC>
(Salisbury et al., 1997).

Una situacio similar s’observa per a l’oli-
gonucleotid d(GCGGT GCGG) (Kettani et
al., 1995), que també forma un tetraplex que
és el resultat de I'associacio de dos duplexs
intramoleculars que, en aquest cas, interac-
cionen pel solc gran (figura 14a). La cadena
nucleotidica es plega formant un duplex in-
tramolecular que implica la formacié de dos
parells de bases C-G de tipus Watson-Crick
al centre, i dos parells de bases G-G de tipus
Hoogsteen a cada banda. Dos d’aquests du-
plexs s’associen per la zona del solc granii es
produeixen més interaccions de pont d’hi-
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drogen, i donen lloc a les tetrades represen-
tades a la figura 14b.
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