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Resum: Els acids nucleics son presents en nombrosos processos biologics i han esdevingut unes peces imprescindibles en el
camp biomeédic. A més, les seves aplicacions s'estan expandint cap a noves arees com la nanotecnologia i el diagnostic. Moltes
d'aquestes aplicacions aprofiten la capacitat dels acids nucleics per adoptar estructures espacials diverses, algunes de les quals
difereixen extraordinariament de la ben coneguda hélix doble. El present treball explora aquestes estructures alternatives,
conegudes com a no canoniques, destaca les aplicacions que tenen en I'ambit quimic i ofereix una visié general de les investi-
gacions realitzades en aquesta area.

Paraules clau: DNA triple, DNA quadruple, G-quadruple, i-motif, analisi quimica.

Abstract: Nucleic acids are present in numerous biological processes and have become essential parts in the biomedical field.
In addition, their applications are expanding into new areas such as nanotechnology and diagnostics. Many of these applica-
tions take advantage of the ability of nucleic acids to adopt diverse spatial structures, some of which differ remarkably from
the well-known double helix. This article explores these alternative (or non-canonical) structures, highlights their applications
in the chemical field and provides an overview of the research carried out in this area.

Keywords: Triplex DNA, quadruplex DNA, G-quadruplex, i-motif, chemical analysis.

Introduccio seus components basics, sequidament es presenten les estruc-
tures no canoniques i s'aprofundeix en les seves caracteristi-
ques quimiques i finalment es descriuen una serie d'aplica-
d'importancia fonamental per al desenvolu- cions especialment en I'ambit quimic i de diagnostic.
pament de la vida, tal com la coneixem. La

imatge que habitualment s'associa al DNA ¢és

la de dues molécules associades en una hélix

' acid desoxiribonucleic (DNA) és una molécula

Fonaments quimics i estructurals del DNA
doble, com es va proposar el 1953 [1]. EI DNA,

pero, té una serie de caracteristiques que el
fan adient per construir d'altres estructures. En aquest con-
text, el present treball té per objectiu apropar al lector poten-
cial les caracteristiques fonamentals i les aplicacions més re-
cents d'una série d'estructures diferents de I'hélix doble.

Una de les caracteristiques quimiques més importants del
DNA és que és un polimer format per monomers, anomenats
nucleotids, enllacats covalentment entre si. Els nucleotids, al
seu torn, estan constituits per tres components (una base
nitrogenada, un sucre i un grup fosfat) enllacats quimica-

Aquestes estructures —basicament les helixs triples, I'estruc- ment. La naturalesa polimérica del DNA es fonamenta en la

tura G-quadruple i I'estructura i-motif— s'anomenen no
canoniques perqué difereixen de I'helix doble, la imatge
estandarditzada del DNA. En aquest article, primerament es
descriuen els fonaments quimics i estructurals del DNA i dels
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unié quimica entre el sucre d'un nucleotid i el grup fosfat del
seglient. Les cadenes que contenen entre vint i vuitanta nu-
cleotids s'anomenen oligonucledtids i es poden crear d'una
manera molt eficient en fase solida al laboratori emprant sin-
tetitzadors automatics.

Les bases nitrogenades del DNA poden ser de dos tipus pel
que fa al nombre d'anells aromatics que les formen: les piri-
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midiniques, constituides per un sol anell, i les puriniques, que
consten de dos anells (figura 1a). Les bases pirimidiniques son
la citosina (C) i la timina (T), mentre que les bases puriniques
son I'adenina (A) i la guanina (G). Totes les bases nitrogena-
des son eléctricament neutres en un medi aquos de pH 7. No
obstant aix0, mentre que la citosina i I'adenina presenten ca-
racteristiques basiques (amb valors de pK_ dels respectius
acids conjugats al voltant de 3-5), la guanina i la timina te-
nen caracteristiques acides (amb valors de pK_ de les propies
bases entre 9i 10). Com s'explicara més endavant, les carac-
teristiques acid-base de les bases nitrogenades tenen un pa-
per fonamental en I'estabilitzacié de les estructures tridimen-
sionals del DNA i, per tant, en les seves funcions biologiques i
en les seves aplicacions tecnologiques.

La naturalesa fonamentalment aromatica de les bases nitroge-
nades, juntament amb el fet que siguin eléctricament neutres a
pH 7, fa que aquestes siguin poc polars. Per aix0, quan una mo-
lecula de DNA es troba dissolta en un medi polar (com pot ser
una solucio aquosa en la qual hi hagi dissolts ions), les bases
nitrogenades tendeixen a evitar la interaccio amb el solvent i,
per contra, a afavorir la interaccié amb altres bases nitrogena-
des. Com es descriura posteriorment, aquest fet té conseqiién-
cies en el plegament tridimensional de les molécules de DNA.

Una cadena de DNA es descriu utilitzant la seqiiencia de nu-
cleotids que la formen, comencant per I'extrem 5’ i acabant
per I'extrem 3'. A I'exemple de la figura 1b s'ha representat la
seqliencia 5'-TAA-3'. Com que el sucre i el fosfat sén comuns
a tots els nucleotids, la identitat de la cadena de DNA real-
ment és definida per la seqiiéncia de bases nitrogenades.
Aquesta seqliéncia, denominada també estructura primaria
del DNA, tindra conseqiiéncies importants en el comporta-
ment invivo i in vitro de la cadena de DNA. Aixi, per exemple,
el contingut relatiu de bases nitrogenades i la seva disposicid
en I'estructura primaria influiran enormement sobre |'estruc-
tura tridimensional, denominada estructura secundaria, final-
ment adoptada per la cadena.

Les bases nitrogenades poden interaccionar amb certs ions

metallics. En general, els grups funcionals de les bases nitro-
genades poden formar enllacos covalents coordinats amb els
jons metallics anomenats «tous» (denominacid associada a la
teoria de Pearson [2]). Els ions «tous» es caracteritzen per te-
nir carregues electriques relativament petites i radis atomics
relativament grans, com és el cas dels ions metallics dels ele-
ments de transicio, com Pt, Au, Ag, Cu... La formacié d'enlla-
cos covalents entre un i6 metallic i una base nitrogenada re-
percuteix extraordinariament en el plegament de la molécula
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Ficura 1. a) Bases nitrogenades que es troben habitualment al DNA. En els casos de la guanina i la citosina,

s'han assenyalat els atoms de nitrogen que intervenen en la formacio de les estructures G-quadruple i i-motif,
respectivament. b) Representacio de la seqiiéncia 5'-TAA-3' on es descriuen les bases, els sucres i els grups
fosfat implicats, els enllagos fosfodiéster i la direccionalitat de la cadena. Reproduit (amb canvis) de Wikimedia
Commons (G3Pro), sota llicéncia CC BY-SA 3.0 (https://creativecommons.org/licenses/by-sa/3.0/deed.ca).
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de DNA i en la seva estructura tridimensional. Per exemple,
la interaccié de compostos de plati utilitzats en tractaments
anticancerigens modifica les bases nitrogenades del DNA i,
per tant, la seva estructura in vivo.

D'altra banda, els ions metallics «durs» sén aquells que tenen
carregues electriques relativament grans i radis atomics rela-
tivament petits; per exemple, els ions Mg?** o Ca?*. Aquests
ions «durs» interaccionen electroestaticament amb els grups
fosfat de la molécula de DNA, que estan carregats negativa-
ment a pH 7. La interaccio d'aquests cations amb els grups
fosfat ajuda a reduir la forta repulsié que es pot generar quan
aquests darrers es troben fisicament propers en les estructu-
res plegades del DNA. Aixi doncs, i en general, aquestes es-
tructures plegades son més estables en solucions aquoses
que tenen forces idniques relativament elevades.

Aparellaments de les bases nitrogenades

Les interaccions més importants dins de les estructures de
DNA, que son la base de la formaci6 d'estructures secundaries,
son les formades per les bases nitrogenades mitjancant ponts
d'hidrogen. Cada base nitrogenada disposa de grups donadors
i acceptors de ponts d'hidrogen, fet que permet que, en condi-
cions adequades de solvent, forca idnica i temperatura, puguin

interaccionar entre elles. Els aparellaments més coneguts, i
que estabilitzen I'helix doble, son els formats per guanines
amb citosines, a través de tres ponts d'hidrogen, i per adeni-
nes amb timines, estabilitzats per dos ponts d'hidrogen (figu-
ra 2a) [1]. Tanmateix, les bases nitrogenades poden apare-
llar-se d'altres maneres, i cadascun d'aquests aparellaments
alternatius pot donar lloc a estructures secundaries diferents.

Els aparellaments alternatius es coneixen com a aparella-
ments de tipus wobble. Per exemple, una guanina pot inter-
accionar amb una timina i formar un parell G:T (figura 2b).
Alguns dels aparellaments wobble més importants estan
constituits per bases de tipus purinic. Aquestes bases, I'adeni-
naila guanina, poden formar ponts d'hidrogen per una altra
de les seves cares, diferent de |la cara de Watson-Crick, i donar
lloc als anomenats enllacos de Hoogsteen (figura 2b) [3], uns
enllacos que permeten I'aparellament tant de purines amb
purines com de purines amb pirimidines, i que es troben pre-
sents en estructures com ara les helixs triples o quadruples.

Com ja s’ha comentat, un dels factors que expliquen l'estabili-
tat de I'nélix doble és la formacid d'enllagos quimics per pont
d'hidrogen entre les bases nitrogenades d'un dels segments de
I'nelix i les bases nitrogenades de I'altre segment. Un altre fac-
tor que ajuda al manteniment de I'estructura de I'helix doble
¢s I'apilament de bases nitrogenades que s'hi produeix. Aquest

Aparellaments de tipus wobble

b)

Aparellaments de Hoogsteen

Cara de Hoogsteen

Cara de Watson-Crick

O Grups acceptors de PH

O Grups donadors de PH

Cara de Watson-Crick

Ficura 2. Aparellaments de les bases nitrogenades. a) Tipus d'aparellaments amb els grups acceptors i donadors de
ponts d'hidrogen ressaltats en taronja i en verd, respectivament. b) Cares de Hoogsteen i de Watson-Crick de les
bases puriniques per on es formen els ponts d'hidrogen. Elaboracid propia.
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apilament afavoreix que les bases nitrogenades, que sén com-
ponents poc polars del DNA, es trobin allunyades de I'ambient
polar proporcionat per l'aigua i els ions que té dissolts.

Encara que el dibuix tipic d'una hélix doble preveu I'existéncia
de dos segments independents (o cadenes) de nucleotids que
formen I'nelix doble, pot donar-se el cas que els dos segments
pertanyin a una sola molécula de DNA. En el primer cas, es
produeix el plegament dit intermolecular, que implica dues
molécules de DNA independents. En el segon cas, es produeix
el plegament anomenat intramolecular, és a dir, d'una sola
molécula sobre si mateixa, que dona lloc a I'estructura ano-
menada forqueta (hairpin, en anglés).

Un cop presentats els fonaments quimics i estructurals del
DNA, es descriuen a continuacid algunes estructures no cano-
niques, com ara les helixs triples o quadruples.

Helixs triples

Les hélixs triples es formen quan un oligonucleotid (que habi-
tualment es denomina TFO, de I'angles triplex-forming oligo-
nucleotide) s'aparella al solc major d'una hélix doble en una

regio rica de purines i pirimidines [4]. Com ja s'ha descrit,
I'helix doble sobre la qual se situa aquest tercer segment de
nucleodtids pot ser el resultat del plegament intramolecular
d'una sola cadena de DNA (una forqueta), o bé provenir de la
interaccid de dues cadenes independents de DNA. De la ma-
teixa manera, el tercer segment de nucleotids pot formar part
d'una cadena independent de DNA, o bé d'alguna o de totes
les cadenes que constitueixen la cadena doble. Aixi doncs,
una hélix triple pot ser el resultat del plegament intramolecu-
lar d'una sola cadena de DNA, o bé de la interaccid de dues o
tres cadenes independents.

La disposicid espacial del segment TFO de nucledtids respecte
de I'hélix doble també presenta una gran variabilitat. Per faci-
litar la nomenclatura, s'ha adoptat la regla general consistent
a comparar el sentit d'aquest tercer tram respecte al del tram
de nucleotids, pertanyent a I'hélix doble, que sigui més ric en
bases de tipus purinic. Aixi, les helixs triples es classifiquen

en paralleles (figura 3a) i antiparalleles (figura 3¢). En les pri-
meres, el segment TFO se situa de forma parallela al segment
de I'hélix doble ric en bases purina i, per tant, tenen el mateix
sentit 5’ — 3’ de les seves cadenes. En canvi, en les helixs tri-
ples antiparalleles, el segment TFO té un sentit oposat al del
tram de I'nelix doble ric en purines.
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Ficura 3.

Estructura de les hélixs triples. a) Esquema general d'una hélix triple paral-lela, i b) ponts d'hidrogen formats entre les bases dels tres trams de DNA en aquesta hélix.

) Esquema general d'una hélix triple antiparal-lela, i d) ponts d'hidrogen formats entre les bases dels tres trams de DNA en aquesta hélix. En ai en ¢, les linies continues indiquen la

formacio de ponts d'hidrogen entre el tram ric en bases de tipus purinic i pirimidinic, que dona lloc a I'nélix doble, mentre que les linies discontinues indiquen els ponts d'hidrogen

entre el TFO i I'hélix doble, i que donen lloc a I'estructura triple. En tots els casos, els colors verd, taronja i vermell es refereixen als trams rics en bases de tipus pirimidinic i de tipus

purinic i al TFO, respectivament. Les fletxes indiquen el sentit de la cadena, de 5’ a 3'. Elaboracid propia.




El tercer tram, el formador de I'estructura triple, s'uneix a la
cadena doble de manera que aquesta estructura es manté
gracies a la formacid dels anomenats triplets de bases nitro-
genades (figures 3bi 3d). Concretament, les bases formado-
res de |'estructura doble es mantenen unides per enllagos
per pont d'hidrogen de tipus Watson-Crick, mentre que les
bases del TFO s'uneixen a una de les bases del parell Watson-
Crick mitjancant enllacos per pont d'hidrogen de tipus
Hoogsteen.

La formacié d'hélixs triples antiparalleles es produeix en

un rang ampli de valors de pH, incloent-hi pH neutre.

En canvi, la formacié d'helixs triples paral-leles es produeix
en major extensio en valors de pH propers a 5, ja que reque-
reix la protonacio de la base nitrogenada citosina (el pK,

de la qual és de I'ordre de 4,7 a 25 °C i amb forces ioniques
moderades) i que és un requisit indispensable per a la for-
macio d'alguns enllacos per pont d'hidrogen de tipus
Hoogsteen (figura 3b). Les estructures triples poden modi-
ficar-se quimicament tot incorporant en I'estructura prima-
ria de la sonda bases modificades com la 8-aminoguanina,
amb l'objectiu d'augmentar I'estabilitat de I'estructura fi-
nal [5].

La formacid d'hélixs triples paralleles és facilment observable
mitjancant experiments de fusid. Aixi, la fusio d'una estructu-
ra triple parallela monitorada mitjancant I'espectroscopia
d'absorcié molecular produira un increment de I'absorbancia
en dos passos: el primer, a temperatures baixes, a causa de la
separacio del TFO de I'helix doble, i un segon, a temperatures
més altes, a causa de la ruptura de I'nelix doble romanent
després de la ruptura de I'hélix triple. Es pot donar el cas en
que només s'aprecii una sola transicio, pel fet que I'estructura
triple esdevingui tan estable respecte de I'increment de la
temperatura que es trenqui al mateix temps que I'helix

doble.

Tanmateix, la formacio d'heélixs triples antiparalleles no és
facilment observable mitjancant experiments de fusio. Aixo
es deu al fet que la ruptura dels ponts d'hidrogen entre la
tercera cadena i I'hélix doble, amb el conseglient allibera-
ment de la primera, amb prou feines produeix canvis en I'ab-
sorcid. En aquest cas, s'han d'utilitzar altres técniques per
detectar la formacio de I'estructura triple antiparallela, com
I'espectroscopia de dicroisme circular, o bé I'electroforesi en
gel o capildar.

Aplicacions de les hélixs triples en diagnosi
ienquimica

Tot i les aplicacions de les hélixs triples en el camp de la muta-
génesi dirigida o en la terapia antisentit, aquestes estructures
s'han utilitzat més recentment amb éxit en el camp dels biosen-
sors i, en concret, en la identificacio de seqliencies relacionades
amb malalties o seqliéncies pertanyents a diversos patogens.

Els biosensors basats en les helixs triples de DNA plantegen la
hibridacio d'una seqiiéncia d'acid nucleic (I'analit) que ha de
ser detectada per una sonda bioreceptora (com ara una for-
queta) ancorada al biosensor. El reconeixement selectiu
d'aquesta sonda en la formacio d'aquesta estructura d'helix
triple proporcionara un senyal analitic en el biosensor directa-
ment proporcional a la quantitat d'analit. Sequint aquesta dis-
posicio, s'han posat a punt biosensors que han esdevingut
eines avancades per detectar seqiiéncies especifiques d'acids
nucleics amb una gran sensibilitat i amb limits de detecci6
superiors als metodes classics, que es basen en la formacio
d'helixs dobles entre I'analit i la sonda. Aquest element addi-
cional de reconeixement de les hélixs triples s'ha explotat amb
exit en la identificacio de seqliéncies, com ara els micro-RNA,
o en el reconeixement del grau de metilacié en mostres per a
la deteccid del cancer fent servir biosensors basats en la resso-
nancia del plasmo superficial (surface plasmon resonance,
SPR). A més, aquesta tecnologia també s'ha emprat en altres
biosensors de tipus fotonic, de tipus electroquimic o basats en
xips per detectar seqliencies de patogens amb limits de detec-
ci6 molt baixos, i d'una manera rapida, en diverses mostres
reals de pacients. Per exemple, investigadors catalans han par-
ticipat en la deteccio del fong Pneumocistis jirovecii [6] i, més
recentment, del virus SARS-CoV-2 [7] mitjancant I'is de sen-
sors basats en les hélixs triples. Aquesta técnica permet la de-
teccio directa d'RNA viral sense necessitat de PCR (de I'anglés
polymerase chain reaction, reaccio en cadena de la polimera-
sa), utilitzant sondes tipus forqueta dissenyades per reconéixer
seqliencies especifiques del genoma del SARS-CoV-2.

Com ja s'ha comentat, la formacid de les helixs triples paral-
leles requereix la protonacio de les bases citosina presents en
el TFO. Per aixo, I'estabilitat de I'helix triple resultant depén
extraordinariament del pH del medi. Enllacant quimicament
molécules fluorescents i desactivadores de la fluorescéncia en
els extrems adients de les seqliencies de DNA, es pot crear un
sensor fluorescent, el senyal del qual depén del pH. Aquest ti-
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pus de sensor s'ha emprat per a mesures en el medi cellular
[8]. Les estructures triples paralleles també s'han fet servir per
dissenyar sensors per detectar ions metallics i altres molécu-
les essencials en processos industrials i mediambientals. Per
exemple, s'han dissenyat dispositius a escala nano basats en
heélixs triples per detectar ions Cu2* mitjancant reaccions ca-
talitzades per enzims basats en DNA [9].

Helixs quadruples: I'estructura
G-quadruple

Les estructures G-quadruple (G-quadruplex) es formen en
trams de DNA particularment rics en bases guanina. Aquests
trams poden pertanyer a una o a més d'una molécula de DNA.
Aixi com els blocs basics que formen les hélixs dobles son els
parells de bases A-Ti C-G, el bloc basic que manté les estruc-
tures G-quadruple és I'anomenada tétrada, formada per la in-
teraccio, mitjancant enllacos per pont d'hidrogen de tipus
Hoogsteen, de quatre bases guanina (figura 4a).

Una caracteristica singular de les estructures G-quadruple,
que no es troba en les helixs dobles o triples, és la preséncia
de cations metallics dins de I'estructura, com ara Na*, K* o
NH,*, entre d'altres. En el cas de cations de radi petit, com és
el cas del catio Na*, aquest es colloca al mig de cada tetrada,
interaccionant amb els grups ceto de les quatre bases que la
formen. En canvi, en el cas de cations de mida més gran, com
ara el catio K*, aquest es colloca entre dues tétrades, interac-
cionant amb les vuit bases nitrogenades. Ateses aquestes res-
triccions geomeétriques, s'ha observat que el catio K+ és el que
produeix una estabilitzacio més gran de I'estructura G-qua-
druple quan es produeix I'augment de la temperatura. Més
endavant veurem que aquesta coordinacio pot aprofitar-se
per al desenvolupament de sensors adients per a la determi-
naci6 de cations metallics basats en el plegament d'aquestes
estructures.

Igual que I'helix doble, les estructures G-quadruple tenen for-
ma d'helix, pero, a diferéncia d'aquella, que esta formada per
dos segments de DNA, les estructures G-quadruple estan

a)
Estructura primaria rica en guanines

T T T C

@ catis (K%, Na*, NH,*...)
T relativament baixa
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Ficura 4. a) Esquema del procés de formaci6 d'una estructura G-quadruple. Un segment ric en bases guanina, com el que es mostra
a l'esquerra, pot plegar-se per donar lloc a aquesta estructura mitjangant la formacio d'agrupacions planes de quatre bases guanina

(tétrada, representada com un quadre de color taronja). A la dreta es presenta una possible estructura G-quadruple formada per
I'apilament de tres tétrades. Els cercles de color blau, verd clar, vermell i taronja indiquen les bases citosina, adenina, timina i guanina,

respectivament. Els cercles de color verd fosc representen els cations intercalats entre les tétrades. Les fletxes de color taronja indiquen
la polaritat de cada tram de tres guanines segons I'esquema de la figura 1b. b) D'esquerra a dreta, tres exemples de conformacions:
paral-lela, antiparallela i hibrida. S'han omés els bucles per simplicitat. Atés que tots quatre segments de guanines de I'estructura
mostrada al panell a s'orienten de la mateixa manera, aquesta conformacié és G-quadruple paral-lela. Elaboracié propia.



constituides per quatre segments de DNA. Aquests poden per-
tanyer a la mateixa molécula de DNA, a dues o, fins i tot, a
quatre molécules diferents; d'aquesta manera donen lloc a les
estructures G-quadruple de tipus monomer, dimer o tetramer,
respectivament. A més, els quatre segments que formen I'es-
tructura G-quadruple poden orientar-se segons una confor-
maci6 de tipus parallela, antiparallela o, fins i tot, a partir
d'una barreja de les dues (conformacié 3+1 o hibrida) (figu-
ra 4b). El fet que una mateixa seqiiéncia de DNA rica en gua-
nines adopti una conformacio o una altra depen de les condi-
cions del medi, com ara la concentracid o la naturalesa del
catio metallic inserit entre les tétrades. Un altre aspecte que
cal considerar en la geometria de les estructures G-quadruple
¢s la disposicid i la llargada de les bases en els bucles que
connecten les tétrades, que poden ser de diversos tipus (dia-
gonal, lateral o, fins i tot, de tipus hélix de vaixell, propeller).
Aquesta disposicio pot afectar la manera com els lligands in-
teraccionen amb les estructures G-quadruple.

En el medi biologic, es troben trams de DNA rics en guanina
que poden formar estructures de tipus G-quadruple en re-
gions promotores d'alguns gens (com ara c-myc, kras o VEGF)
i en els extrems dels telomers. En tots dos casos, s'ha proposat
que les estructures G-quadruple poden tenir un paper impor-
tant en la regulacio de la reproduccid i la mort cellulars i,

per tant, sembla que aquestes estructures estan relacionades
amb el metabolisme d'alguns tipus de cancer i amb I'envelli-
ment [10, 11]. Per aix0, des del punt de vista quimic, és im-
portant poder dissenyar, preparar i avaluar d'una manera ana-
litica molécules que puguin interaccionar de forma selectiva
amb aquestes dianes terapéutiques de G-quadruple.

Finalment, cal destacar que molts aptamers presenten I'estruc-
tura G-quadruple. Aquests compostos son oligonucledtids dis-
senyats amb una estructura tal que pugui reconeixer i inhibir
dianes terapéutiques com ara proteines. Un dels aptamers més
estudiats que presenta aquesta estructura ha estat I'aptamer
de trombina (thrombin binding aptamer, TBA), que reconeix i
inhibeix aquest enzim, amb un efecte anticoagulant [12].

Aplicacions de les estructures G-quadruple

Tal com hem comentat, les estructures G-quadruple son pre-
sents en nombroses seqliéncies biologicament rellevants. El
fet de poder trobar molécules que, d'una manera especifica,

reconeguin aquestes estructures permet impedir i controlar
diversos processos com, per exemple, |'expressio de certs on-
cogens [13]. Aixi doncs, s'estan sintetitzant noves molécules
per poder interaccionar amb certes estructures G-quadruple
d'una forma selectiva, moltes de les quals es troben en fase
clinica. La majoria d'aquestes molécules contenen anells aro-
matics grans que poden establir interaccions de tipus Tt-Tt
amb les diverses tetrades de I'estructura G-quadruple. Aques-
tes molécules, a més, tenen substituents alquilats o espaia-
dors hidrofilics per millorar la solubilitat, la uni6 especifica o
I'entrada cellular. En son exemples les acridines, les quindo-
lines, les quinazolones, les quinolones o les fenantrolines [14].
Recentment, s'ha comprovat I'existéncia d'estructures G-qua-
druple en els gens d'alguns virus. La utilitzacié de Iligands se-
lectius d'aquestes estructures ha ajudat a entendre la seva
funcié dintre del cicle viral i a poder-los modificar; és, per
tant, una nova estratégia antiviral molt prometedora [15].

Com en el cas de les helixs triples, les estructures G-quadru-
ple poden tenir us en I'analisi quimica, com ara en el disseny
de biosensors per a la determinacio de cations metallics [16].
Aquesta aplicacio esta basada en el plegament d'aquestes
estructures en preséncia de cations metallics especifics. Aixi,
les interaccions entre aquestes estructures i els cations es
poden utilitzar per generar senyals mesurables, ja sigui a tra-
vés de fluorescéncia, colorimetria, electroquimica o altres
técniques.

En el cas de les mesures fluorimétriques, cal recordar que el
DNA practicament no és fluorescent. En les seqiiéncies riques
en guanina, s'etiqueten covalentment els seus extrems 5" i 3
amb fragments moleculars que tinguin propietats relaciona-
des amb la fluorescéncia. Per exemple, es pot etiquetar la se-
qliencia de DNA en el seu extrem 5" amb un fragment fluores-
cent que emeti radiacio d'una longitud d'ona determinada. Al
seu torn, s'etiqueta també la seqiiéncia a I'extrem 3" amb un
altre fragment fluorescent que absorbeixi la llum emesa pel
primer fragment, emetent a una segona longitud d'ona.
Aquest fenomen s'anomena transferéncia d'energia de resso-
nancia de Forster (FRET, Férster resonance emission transfer).
Com que el plegament del polimer depén de la naturalesa i
de la concentracio del catio, la proximitat entre els dos frag-
ments fluorescents dependra d'aquest.

Es conegut que metalls pesants, com el plom (Pb2*) i el mer-
curi (Hg2*), son cations particularment rellevants per la seva
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toxicitat i la seva acumulacio en el medi ambient i en els or-
ganismes vius. Aixi, s'han descrit sensors per determinar Pb?* i
Hg?* basats en els canvis de fluorescéncia de seqiiéncies mar-
cades [17]. Altres técniques que s'han fet servir per originar
un senyal analitic son les electroquimiques [18, 19] o les colo-
rimétriques [20] o, fins i tot, una combinacio d'aquestes [21].
Les estructures G-quadruple també s'han aplicat per a la de-
teccio d'altres ions metallics —com Cd2* [22], Cu2* [23] i Zn2*
[24]— en mostres biologiques i mediambientals. Una de les
aplicacions més prometedores de les estructures G-quadruple
¢s la seva utilitzacio in vivo per a la deteccio i el monitoratge
de metalls dins d'organismes vius [25].

Helixs quadruples en seqliencies
riques en citosina: I'estructura
I-motif

A diferéncia de les estructures G-quadruple, que es formen en
segments rics en bases de tipus guanina, les estructures de ti-
pus i-motif es constitueixen en trams de DNA rics en bases de
tipus citosina [26]. Com d'altres estructures, aquests trams
poden pertanyer a una o diverses molécules de DNA. En I'es-
tructura i-motif, el bloc basic que manté aquesta estructura
és el parell de bases C-C*, format per una base citosina neutra
(C) i una altra base citosina protonada en la posicio N3 (C*).

Com en el cas d'altres estructures, el parell de bases es manté
unit per l'existéncia de ponts d'hidrogen (figura 5).

El nom tan caracteristic d'aquesta estructura, i-motif, prové
del fet que es pot considerar que esta formada per la interca-
lacié, de manera antiparallela, de dues hélixs dobles paralle-
les [27], aixi que potser es podria anomenar motiu de DNA
intercalat.

Els efectes polimérics i el pK_

Una curiositat de I'estructura i-motif és |a forta dependéncia
de la seva estabilitat amb el pH del medi, fet que fa molt
atractiva aquesta estructura des del punt de vista de les seves
aplicacions en quimica. Pel que fa a la base nitrogenada cito-
sina, I'acid conjugat d'aquesta té un valor de pK_ al voltant de
4,7 a 25°C i forces idniques moderades. Per aix0, només una
petita porcio de bases citosina es troba en la seva forma pro-
tonada per damunt de pH 6,7, aproximadament. Aquesta si-
tuacio canvia radicalment quan es consideren seqliencies de
DNA riques en bases citosina, com ara la mostrada a la figura 6.
En aquest cas, la proximitat de les bases fa que sigui entropi-
cament favorable la formacio dels parells de bases C-C*, cosa
que no succeeix quan es treballa amb solucions de la base
lliure, sense formar part d'una cadena de DNA. A més, aquesta
proximitat espacial afavoreix |'aparicid d'interaccions hidrofo-

TTCCCTTT CCCTTT CCCTTT CCCTT

Estructura primaria rica en citosines

pH<7
T baixa

Ficura 5. Esquema de la formacio d'una estructura i-motif a partir de la seqiiéncia rica en citosines. Un segment de DNA ric en
bases citosina (es mostra a I'esquerra de la figura) pot plegar-se per donar lloc a I'estructura anomenada i-motif en condicions

de pH relativament acid i de temperatura baixa. El bloc fonamental de I'estructura és el parell de bases C-C*, on C indica una
base citosina neutra i C*, una base citosina protonada en la posicio N3. Addicionalment, la naturalesa i el nombre de les bases
nitrogenades situades en els bucles de I'estructura poden modificar-ne extraordinariament I'estabilitat. Les fletxes indiquen la

polaritat (5’ — 3') de la cadena en cada tram. Adaptat de «Rapid and highly efficient separation of i-motif DNA species by
CE-UV and multivariate curve resolution», Anal. Chem. [en linia], 2023, 95, p. 15189-15198, <https://doi.org/10.1021/
acs.analchem.3c01730>, sota una llicéncia Creative Commons Attribution 4.0 International (CC BY 4.0) (https://creative

commons.org/licenses/by/4.0).
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biques entre parells de bases i els sucres d'aquestes que aju-
den a |'estabilitzacio de I'estructura. En aquest sentit, es pot
observar que el pK_ de les citosines en el si de les cadenes de
DNA riques en aquestes bases es desdobla en dos valors apa-
rents, un cap a 6,3 i I'altre, cap a 3,7 (aquests valors son apro-
ximats i depenen de la seqiiéncia considerada, figura 6).

En quimica, no és habitual observar dos valors tan diferents
de pK per a un mateix grup funcional. En el cas de les estruc-
tures i-motif, el pKa del grup imino de la citosina (4,7, aproxi-
madament) es pot desdoblar en dos valors diferents degut a la
formacid del parell C-C* i a la conseglient protonacio6 en dos
passos de les dues bases que el constitueixen. Al diagrama de
concentracions de la figura 6 s'observa també que, en un in-
terval de pH entre 4 i 6, aproximadament, no hi ha cap equili-
bri acid-base a causa de I'extraordinaria fortalesa del parell
de bases C-C*, tant respecte de la protonacid de la base neutra
que participa en el parell, com respecte de la desprotonacié
de la base protonada a la posicid N3.

Un altre aspecte dels equilibris acid-base presents en una se-
qliencia rica en bases citosina és el fort pendent observat en
les transicions degudes a la protonacio o a la desprotonacio, i
que no es veuen en el cas dels mondmers, com passa amb la
citosina (figura 6), o dels acids organics habituals al laboratori
quimic. Aquest fort pendent es deu a I'efecte cooperatiu origi-
nat pel caracter poliméric de la molécula. La formacié d'un
parell C-C* afavoreix que es constitueixin parells veins en la
mateixa molécula, cosa que no succeeix quan es treballa amb
monomers. A efectes practics, aixd implica que no hi ha un
valor unic de pK_ per a cada equilibri acid-base en el cas dels
polimers, sind una variacio. Es per aixo que es parla de valors
de pK aparents, encara que a la bibliografia també s'esmenta
el concepte de valors de pH de semitransicio (pHNZ).

Com a aclariment, val a dir que els valors dels pK_ aparents de
les citosines en el si de I'estructura i-motif depenen en gran
manera de |'estructura primaria, és a dir, de la seqliéncia con-
creta de nucledtids que es consideri. Aquesta influira sobre la
naturalesa i la llargada dels bucles que connecten els trams
de citosina i, també, sobre la possibilitat de formacio de pa-
rells de bases diferents als C-C* (com ara G-C, AT o T-T). Es a
dir, la seqliencia tindra una gran influéncia sobre I'estructura
secundaria que s'hagi adoptat finalment i sobre la seva esta-
bilitat. S'estan duent a terme molts esforcos de recerca per
aconseguir estructures de tipus i-motif estables en condicions
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Ficura 6. Equilibris acid-base de la base nitrogenada citosina i d'aquesta en el si
d'una seqiiéncia de DNA. La citosina Iliure té un sol valor de pK| al voltant de 4,7. En
canvi, en el si d'una seqiiéncia rica en citosines, s'observen dos valors de pK| aparent;
en aquest exemple, 6,3 i 3,7 [28]. La regio d'estabilitat de I'i-motif es pot definir
com el rang de pH existent entre els dos valors de pK aparent. Aquests valors

i la regid d'estabilitat de I'i-motif dependran de la seqiiéncia analitzada i de la
temperatura i la forca ionica a les quals es porta a terme I'estudi. Elaboracio propia.

fisiologiques de temperatura i forca ionica, amb la intencio de
fer-les servir en camps tecnologics diferents [29, 30].

Aplicacions de les estructures de tipusi-motif

Igual que les altres estructures que s'han presentat en aquest
treball, el plegament observat en I'estructura i-motif pot tenir
Us en ambits diversos, com ara la nanotecnologia o I'analisi
quimica [31]. Per exemple, el plegament de I'i-motif s'ha fet
servir per construir nanomotors capacos d'obrir i tancar dia-
fragmes a nivell molecular [32]. En el camp de I'analisi quimi-
ca, I'aplicacio més evident és el mesurament del pH. Com en el
cas de les estructures G-quadruple, una cadena rica en cito-
sines es pot etiquetar covalentment en els seus extrems 5’ i 3
amb fragments moleculars que tinguin propietats relaciona-
des amb la fluorescéncia. Com que el plegament del polimer
depén del pH, la proximitat entre els dos fragments fluores-
cents dependra d'aquest pH. Aixi, s'han desenvolupat métodes
analitics que relacionen la ratio dels senyals emesos pels dos
fragments amb el pH del medi, fins i tot cellular [33, 34].

Amb la intervencio de nanoparticules d'or, s'ha proposat fer

servir el plegament de I'estructura i-motif per desenvolupar

un sensor colorimeétric de glucosa [35]. Un altre exemple de

I'is de les nanoparticules, de la tecnologia FRET i del plega-

ment de les estructures i-motif ha estat la determinacié dels

nivells d'ATP en lisosomes en célules [36]. [ B
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Conclusions

Tot i que la investigacio sobre hélixs triples, G-quadruple i es-
tructures de tipus i-motifs'ha centrat principalment en les
seves implicacions biologiques i biomédiques, hi ha un interes
creixent per les seves aplicacions tecnologiques. Aquestes es-
tructures presenten canvis conformacionals en resposta a va-
riacions de les condicions ambientals, com ara el pH, la con-
centracio de cations i la preséncia d'analits especifics de DNA
o RNA. Aquestes propietats s'han aprofitat per desenvolupar
interruptors d'encesa/apagada binaris a nivell molecular, en-
tre altres aplicacions.

En quimica, una de les aplicacions més explorades és la detec-
ci6 d'analits en condicions nanoscopiques, combinant transi-
cions conformacionals amb tecniques espectroscopiques. A
més, s'estan duent a terme esforcos significatius per modifi-
car els components fonamentals del DNA i I'RNA, incloent-hi
les bases nitrogenades i la columna vertebral de sucre-fosfat,
per avaluar-ne I'impacte en |'estabilitat estructural, la confor-
maci6 i les interaccions amb dianes terapeutiques. Aquests
avencos posen de manifest el potencial expansiu de les es-
tructures de DNA no canoniques tant en la recerca fonamen-
tal com en I'aplicada.
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