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Resumo

Palavras-chave: Modelo Peyrard-Bishop, DNA, RNA.

Modelos mesoscópicos como o proposto por Peyrard e Bishop apresentam uma

relevância significativa no estudo da estabilidade térmica de DNA e RNA. A sua sim-

plicidade computacional permite a análise desses oligonucleotideos por períodos mais

longos e de importância fisiológica e experimental inacessíveis por técnicas mais sofis-

ticadas. Recentemente houve bastante progresso na parametrização dos pares de bases

canônicos CG e AT em DNA e CG e AU em RNA para este modelo. No entanto,

por serem mais estáveis do que pares não-canônicos, essas bases são relativamente sim-

ples de modelar. Nosso estudo viabilizou a aplicação do modelo PB além das bases

canônicas, bem como a investigação de parâmetros estruturais. O primeiro sistema

que foi estudado é o de guanina-uracila (GU) em RNA. GU desempenha um papel

biológico importante, atuando como um local de reconhecimento para biomoléculas,

além de ser o par não complementar mais comum em RNA. Devido à não isosteri-

cidade do par GU, sua estabilidade é influenciada pelo contexto da sequência. GU

apresenta diversas possibilidades conformacionais, inclusive assumindo um número di-

ferente de ligações hidrogênio dependendo das bases vizinhas. Para considerar todas

as possibilidades de contexto de GU em RNA é necessário lidar com uma quantidade

muito grande de parâmetros. Esse problema é contornado ao realizarmos a otimização

de parâmetros correlacionando com dados de temperatura de desnaturação obtidos da

literatura. Desenvolvemos uma estratégia de redução do espaço de busca de parâme-

tros que possibilitou a determinação de grupos de configuração de GU ordenados por

intensidade de ligação de hidrogênio. Em comparação com dados experimentais da

literatura obtivemos uma grande concordância nas ligações de hidrogênio, em especial

com as técnicas de NMR. Assim, pudemos não apenas concluir a parametrização de

GU em RNA mas também demonstrar que a técnica permite prever ligações de hidro-

gênio de pares de base não-canônicos. No segundo tema nós abordamos a limitação

da Hamiltoniana 2D Peyrard-Bishop que não inclui qualquer parâmetro estrutural.
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Mostramos que é possível partir de uma formulação Hamiltoniana helicoidal e obter

uma Hamiltoniana modificada em 2D que inclui a informação sobre o passo da hélice

de DNA, tecnicamente chamado de rise. Nesse estudo também usamos o método de

otimização correlacionando com dados de desnaturação disponíveis na literatura para

obter valores de rise. Para realizar a comparação dos nossos resultados com os obtidos

por medidas experimentais, desenvolvemos uma ferramenta de pesquisa que acessa a

base de dados no Nucleic Acids Database (NDB) e seleciona as sequências de interesse

para obter valores de rise oriundos de raios-x e NMR. A concordância dos nossos re-

sultados de rise foi em geral semelhante com os do NDB com exceção de AT seguido

de TA em DNA. Além disto, pudemos estudar a variação do rise em função de con-

centração salina. Os nossos resultados evidenciam a possibilidade de realizar estudos

estruturais em oligonucleotideos usando temperaturas de desnaturação.
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Abstract

Keywords: Peyrard-Bishop model, DNA, RNA.

Mesoscopic models, like the one proposed by Peyrard and Bishop, are important

for the study of the thermal stability of DNA and RNA. Its computational simplicity

allows to analyse these oligonucleotides over longer time scales of physiological and

experimental importance which are not accessible by more sophisticated techniques.

Recently, there has been progress in the parametrization of canonical base pairs for

this model. However, as they are more stable than non-canonical pairs, these bases

are relatively easy to model. Our study aimed at applying the PB model beyond the

canonical bases, as well as to investigate structural parameters. The first system we

analysed was guanine-uracil (GU) in RNA. GU has an important biological role, acting

as a recognition site for biomolecules and is also the most common non-complementary

base pair in RNA. Due to the non-isostericity of GU, its stability is influenced by

the sequence context. GU has several conformational possibilities and may even have

different hydrogen bonds depending on neighbouring bases. To consider all context

possibilities for GU in RNA it becomes necessary to deal with a very large number

of parameters. This problem is dealt with by optimizing the parameters correlating

with melting temperature data from the literature. We developed a strategy to reduce

the parameter search space which allowed us to determine GU configuration groups

sorted by hydrogen bond intensity. When comparing with experimental results from

the literature we obtain a good agreement for the hydrogen bonds, especially from

NMR. Therefore, we not only were able to conclude the parametrization of GU in

RNA but also to demonstrate that the technique allows to predict hydrogen bonds for

non-canonical base pairs. In the second subject we approached a limitation of the 2D

Peyrard-Bishop Hamiltonian which is the lack of structural parameters. We showed

that it is possible to start from a helicoidal Hamiltonian and obtain a modified 2D

Hamiltonian which includes information about the helix step, technically known as

rise. In this study we also use the optimization method where we correlate melting
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temperature data from the literature to obtain the values for rise in DNA. To perform

the comparison of our results with those obtained from experimental measurements we

developed a query tool which accesses the Nucleic Acids Database (NDB) and selects

sequences of interest to obtain values of rise coming from X-ray and NMR. In general

our results agreed well with those from the NDB except for AT followed by TA in DNA.

Furthermore, we were able to study the variation of rise with salt concentration. Our

results show the possibility of performing structural studies in oligonucleotides using

melting temperatures.
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Capítulo 1

Introdução

1.1 Apresentação

O objetivo deste trabalho é investigar a possibilidade de obter informações de interações

intramoleculares de RNA e DNA modelando medidas experimentais de temperaturas

de desnaturação por modelos mesoscópicos do tipo Peyrard-Bishop (PB). Em parti-

cular, procuramos responder se é possível obter informações, tais como ligações de

hidrogênio, sobre guanina-uracila que é um par de base comum em RNA e sujeito a

uma diversidade de conformações. O segundo objetivo é determinar se é possível al-

terar o Hamiltoniano PB e assim obter parâmetros estruturais em DNA, também por

medidas de temperatura.

Esta tese está organizada da seguinte forma: no primeiro capítulo introduzimos as

principais características da estrutura do DNA e discutimos os experimentos de espec-

troscopia ultravioleta que permitem acessar o comportamento termodinâmico dessas

moléculas. Em seguida, discutimos os diferentes tipos de modelos empregados no es-

tudo de ácidos nucleicos e introduzimos o modelo Peyrard-Bishop original e as várias

modificações desse modelo. Por fim, estabelecemos a metodologia adotada que permite

obter a parametrização dessa classe de modelos a partir de dados de temperatura de

desnaturação.

No capítulo 2, exploramos o estudo do par guanina-uracila em RNA. Primei-

ramente apresentamos a importância biológica desse par não-complementar em RNA.

Posteriormente, discutimos a estrutura do RNA e as geometrias que a conformação dos

pares de base podem assumir. Introduzimos a questão da dependência de contexto de

sequência da estabilidade do par GU e a divergência das medidas experimentais quanto

ao número de ligações de hidrogênio para uma determinada configuração. Finalmente

apresentamos como aplicamos o modelo Peyrard-Bishop para abordar esse par não-

1



1. Introdução 2

canônico e a influência dos pares vizinhos. Por último estabelecemos a comparação

entre os parâmetros obtidos e os dados disponíveis na literatura, tanto experimentais

quanto teóricos.

No capítulo 3, comentamos a respeito da existência de modelos PB tridimensi-

onais. Subsequentemente, apresentamos o desenvolvimento analítico de um novo mo-

delo 2D do tipo PB incluindo informações estruturais a partir de um modelo helicoidal

existente. Usando o mesmo método de equivalência termodinâmica para otimizar os

parâmetros a partir de temperaturas de desnaturação, obtivemos os parâmetros asso-

ciados a esse modelo bidimensional estrutural incluindo o passo da hélice (rise). Em

seguida, discutimos as técnicas experimentais que fornecem informações estruturais de

DNA e os programas computacionais que interpretam esses dados permitindo inferir o

valor do rise. Por fim realizamos a comparação dos dados de rise de medidas de raio-X

e NMR extraídos da base de dados NDB e calculados através do software 3DNA com

os nossos parâmetros.

Apresentamos as nossas conclusões no capítulo 4 e comentamos brevemente sobre

os outros trabalhos realizados, em particular o estudo da estabilidade das terminações

de sequências canônicas de RNA e DNA.

1.2 Motivação

A compreensão das propriedades termodinâmicas do DNA é de grande importância em

aplicações biológicas como, por exemplo, PCR (reação de polimerase em cadeia, técnica

utilizada no sequenciamento de DNA) [1], produção de sondas [2], gene arrays [3] e po-

limorfismos de nucleotídeo único (single nucleotide polymorphisms ou SNP) [4]. Todas

estas técnicas requerem um conhecimento preciso de temperaturas de desnaturação de

DNA ou RNA. Os modelos que são objeto desta tese podem prover estas temperaturas

e também informações complementares, como localização de abertura de pares de ba-

ses. Contudo, as parametrizações ainda são insuficientes para cobrir todos os espectros

de aplicações. Por exemplo o par guanina-uracila, que será visto no capítulo 2, ainda

não havia sido parametrizado para o modelo Peyrard-Bishop, o que impedia usar esse

modelo em aplicações envolvendo RNA natural, como o RNA mensageiro (mRNA).

O modelo em estudo nesta tese também permite a obtenção de informações so-

bre a interação intramolecular como ligações de hidrogênio. Atualmente as principais

técnicas experimentais que medem estas interações diretamente são NMR e raios-X. O

desenvolvimento do modelo Peyrard-Bishop para extrair estas informações de medidas

de desnaturação oferece a oportunidade de complementar estas técnicas ou até mesmo
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(a) (b)

Figura 1.1

Esquemas de estrutura do DNA. (a) Exibe a composição do DNA e a direcionalidade das fitas
do DNA: as diferentes extremidades de uma fita são chamadas 3’-end e 5’-end e se referem
ao átomo de carbono da desoxirribose ao qual o fosfato está ligado. (b) Mostra a geometria
helicoidal e destaca o passo de hélice (rise) que no B-DNA possui valor médio de 3,4 Å.
Figuras retiradas respectivamente de Pray [5] e de Neidle [6].

produzir informações inéditas. Esta parte é explorada nos capítulos 2 e 3.

1.3 A estrutura do DNA

O ácido desoxirribonucleico (DNA) é um polímero cujos monômeros são os nucleotí-

deos. Cada nucleotídeo que o compõe contém um grupo fosfato, um açúcar do tipo

desoxirribose e uma das quatro bases nitrogenadas: adenina (A), timina (T), citosina

(C) e guanina (G) (figura 1.1). Essas bases são classificadas em dois grupos, T e C são

chamadas pirimidinas enquanto A e G são purinas. A estrutura de DNA mais estável

consiste na hélice dupla dextrógira denominada B-DNA. As fitas que formam a dupla

hélice são unidas através de ligações de hidrogênio entre as bases que as compõem, a

saber, o par de base AT é formado por duas ligações e o par CG é formado por três

ligações de hidrogênio.

Existe uma variedade de interações possíveis entre os pares de bases dos ácidos

nucleicos. Há uma classificação que considera apenas aquelas que formam ao menos

duas ligações de hidrogênio entre os pares de base que os organiza em doze famílias.

Os pares complementares AT e CG apresentados estão classificados na família Watson-

Crick e são isostéricos entre si. Dizer que pares de base são isostéricos entre si significa

que as posições e distâncias entre os carbonos C1′ são muito similares [7]. Na estru-
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(a) (b)

Figura 1.2

a) Major e minor groove identificados nos pares de base AT e CG. Figura retirada Philip E.
Bourne [9]. b) Major e minor groove na dupla hélice B-DNA (superior) e A-DNA (inferior).
Os átomos das bases estão exibidos em azul e a estrutura de açúcar-fosfato em cinza. No caso
do A-DNA o major groove é mais estreito e profundo e, assim, inacessível. Figura retirada de
Halder and Bhattacharyya [8]

tura do B-DNA, os pares de base se posicionam quase perpendicularmente ao eixo da

hélice. Consequentemente, a separação entre os pares de base coincide com o passo da

hélice 3,4 Å, conhecido como rise.

No arranjo Watson-Crick, os grupos de açúcar se ligam às bases no mesmo lado

do par de base e, assim, definem a posição das duas estruturas de açúcar fosfato no

DNA. Quando os pares se empilham sucessivamente na hélice, a separação entre os

açúcares devido a essa assimetria dá origem a duas reentrâncias de dimensões diferentes

chamadas de sulco menor e sulco maior (minor groove e major groove), como pode ser

visto na figura 1.2. Na estrutura B-DNA há um número maior de grupos funcionais

expostos em direção ao major groove. Como esses grupos funcionais dependem da

sequência, tal característica permite que as proteínas localizem e identifiquem as bases

da sequência [8].

Em uma fita, os nucleosídeos individuais se unem linearmente através dos grupos

fosfatos ligados às posições 3′ e 5′ dos açúcares. Essa constituição assimétrica dos

nucleotídeos confere direcionalidade a fita, como pode ser visualizado na figura 1.1, a

denominação terminação 5′ de uma fita faz referência a existência da hidroxila livre

na posição 5′ e, de maneira análoga, chamamos terminal 3′ a extremidade da fita

que apresenta uma hidroxila livre na posição 3′. Quando os pares são do tipo cis-

Watson-Crick, as fitas se posicionam de forma anti-paralela, ou seja uma fita 5′ → 3′
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Figura 1.3

Parâmetros dos pares de bases ideali-
zados, dC1′...C1′ e λ, usados para des-
locar e girar as bases complementares
na otimização do sistema de referência
padrão para A e B-DNA. A origem é
indicada pelo ponto preto e os eixos
x e y apontam nas direções exibidas.
Sistema de referência proposto por Ol-
son et al. [10], figura retirada do artigo
em questão.

se combina com a outra fita 3′ → 5′. Ao escrever uma sequência os grupos fosfatos

podem ser representados por “p” ou omitidos.

A ligação entre o açúcar e a base é chamada de ligação glicosídica. Em relação

ao ângulo glicosídico, observações experimentais indicam que há duas configurações de

energia mais baixas. Na conformação anti as ligações de hidrogênio dos pares Watson-

Crick apontam para fora do anel do açúcar, enquanto na conformação syn as ligações

de hidrogênio apontam na direção do açúcar [9].

Como as ligações de hidrogênio e o esqueleto de açúcar fosfato não conferem uma

estrutura rígida ao DNA, o DNA exibe flexibilidade tanto entre as bases de um par

quanto na transversal, entre os pares de bases. Tal flexibilidade depende da constituição

das bases que estão interagindo, da natureza da sequência. Para descrever essa con-

formação estrutural, uma série de parâmetros rotacionais e translacionais intra-par de

base e inter-pares de base foram definidos pelos pesquisadores no acordo de Cambridge,

em 1989 [11]. Várias abordagens matemáticas e, portanto, algoritmos diferentes foram

desenvolvidos para a determinação desses parâmetros [12–17], contudo uma série de

divergências foram observada nos valores obtidos [18]. Posteriormente essa discordân-

cia foi atribuída principalmente a diferença nas várias referências adotadas [18] e um

sistema de referência de coordenadas padrão foi proposto para resolver essas ambigui-

dades [10]. A figura 1.3 exibe o sistema de referência: em um par Watson-Crick ideal

o eixo horizontal é posicionado em direção ao major groove, o eixo vertical é paralelo

ao vetor C1′...C1′.

Os principais métodos experimentais de investigação da estrutura de oligonu-

cleotídeos são a cristalografia de raio-X e a ressonância magnética nuclear (NMR).

Desde o desvendamento da dupla hélice por Watson e Crick [19] a partir das medidas

de raio-X realizadas por Franklin e Wilkins [20], uma série de outras conformações e

características estruturais foram elucidadas, como a existência de multihélice [21].

Além da forma B, existe uma variedade de conformações que o DNA pode assu-
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mir, sendo as outras formas canônicas mais comuns A-DNA e Z-DNA. A conformação

A-DNA também consiste em uma hélice dextrógira, nessa forma a presença de açúcar

na forma C3’-endo provoca a aproximação dos grupos fosfatos das fitas (5,9 Å com-

parado com 7,0 Å da forma B). Como consequência, A-DNA apresenta pares de bases

girados e inclinados em relação ao eixo da hélice. O passo de hélice, rise também é

afetado e mede 2,56 Å em contraste com o B-DNA canônico 3,4 Å e uma volta com-

pleta da hélice contém 11 pares de base, enquanto na forma B são 10 pares. Os sulcos

também são distintos, conforme mostrado na figura 1.2. A diferença de largura entre

o major e minor groove não é tão pronunciada no A-DNA quanto no B-DNA. Por

outro lado, enquanto no B-DNA eles apresentam praticamente a mesma profundidade

no A-DNA o major groove é estreito e profundo e o minor é largo e raso. A forma

Z-DNA, descoberta em 1979 [22], possui orientação espiralada à esquerda e a cadeia

de fosfato apresenta o formato peculiar de zigue-zague.

1.4 A desnaturação de DNA

Quando a molécula de DNA é submetida a um aumento gradual de temperatura, as

ligações de hidrogênio que mantém as bases ligadas são progressivamente rompidas.

O processo de separação total das duas fitas da hélice é chamado de desnaturação. A

temperatura de desnaturação é definida como aquela em que metade dos duplexos estão

dissociados e é obtida experimentalmente através de espectrofotometria ultravioleta

(UV), pois a absorção de UV aumenta com o rompimento das bases [23]. O aumento

observado na absorção UV na faixa de 260 nm se deve à transição eletrônica π − π∗
nas bases purinas e pirimidinas, representando a mudança na configuração eletrônica

dessas bases decorrente da redução do empilhamento e do pareamento [24]. É possível

predizer a fração de sequências dissociadas através da medida de absorção UV pois o

percentual de hipercromicidade, o aumento da absorção com a desnaturação da hélice,

varia aproximadamente linearmente com o número de bases desemparelhadas [25].

Experimentos de desnaturação de DNA são feitos em solução salina variando

progressivamente a temperatura e observando a absorção UV. A figura 1.4 (painel

esquerdo) mostra um exemplo deste tipo de curva de absorção. A temperatura de

desnaturação Tm é determinada pelo ponto de inflexão da curva de absorção, para

identificá-lo, basta fazer a primeira derivada desta curva e reconhecer o máximo [26].

O valor exato de Tm pode variar um pouco dependendo do tipo de normalização adotada

e outros ajustes, condições que variam dependendo do grupo experimental [27].

A dissociação da hélice dupla, que vamos chamar de X ·Y , em duas fitas simples
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X e Y pode ser descrita pela reação reversível X · Y ⇀↽ X + Y [23, 28]. Ou seja, é um

processo que envolve apenas dois estados (hélice X · Y e fitas simples desnaturadas X

e Y ) e a temperatura de desnaturação é definida como sendo aquela em que metade

das fitas está formando hélices duplas e a outra metade está desnaturada. Assim,

no equilíbrio entre estes dois estados é possível usar a a equação de Van’t Hoff que

estabelece uma relação entre a energia livre de Gibbs, ∆G, a temperatura e a constante

de equilíbrio Keq dessa dissociação

∆G = −RT ln(Keq) (1.1)

onde Keq = [X][Y ]/[X ·Y ], os colchetes presentes nessa equação indicam concentração.

Seja f a fração de duplexos dissociados e Ct = [X]+ [Y ]+2[X ·Y ] a concentração total

de fitas simples. Para sequências não-auto-complementares, f = [X]/[X · Y ] e

Keq =
[X]2

[X · Y ]
=

f 2Ct

2(1− f)
, (1.2)

para T = Tm, a fração de sequências dissociadas f = 1/2, ou seja Keq = Ct/4. Para

sequências auto-complementares (X = Y ), f = [X]/2[X ·X] e

Keq =
[X][Y ]

[X · Y ]
=

2f 2Ct

(1− f)
, (1.3)

assim, para T = Tm, f = 1/2, temos Keq = Ct. Podemos então resumir a dependência

de Tm com as grandezas termodinâmicas por

1

Tm

=







− R
∆H

lnCt +
∆S−R ln 4

∆H
não-auto-complementar

− R
∆H

lnCt +
∆S
∆H

auto-complementar
(1.4)

Portanto, analisando a dependência da temperatura de desnaturação com a concentra-

ção da fitas de DNA Ct, é possível extrair informações de entalpia, ∆H, e entropia,

∆S, a partir da equação 1.1 e da relação ∆G = ∆H − T∆S. Isto é feito a partir do

gráfico 1/Tm por lnCt (gráfico de Van’t Hoff), a regressão linear possibilita a obtenção

das grandezas termodinâmicas ∆H e ∆S. Um exemplo deste ajuste de Van’t Hoff pode

ser visualizado na figura 1.4. Quando uma sequência de DNA se ajusta linearmente

desta maneira se diz que o processo de desnaturação é caracterizado por dois estados.

Há casos, no entanto, em que o gráfico tipo Van’t Hoff desvia significativamente da

relação linear, o que ocorre com maior frequência para sequências longas ou ricas em

AT [29]. Neste caso a sequência é chamada de non-two-state e usualmente excluída de
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Figura 1.4

Curvas experimentais de absorção UV em DNA. Esquerda: curvas experimentais de
absorção UV versus temperatura para quatro concentrações das fitas complementares
d(CAAAAAAAG) e d(GTTTTTTTC). As curvas estão normalizadas para indicar 1 a 65 ◦C.
Direita: ajuste tipo van’t Hoff 1/Tm × lnCt onde Tm é a temperatura de desnaturação e Ct a
concentração total de fitas simples geralmente dada em µM. Figure retirada de Howard [23].

análises termodinâmicas [29].

Uma questão interessante foi levantada em relação às sequências longas, já que

essas sequências podem existir em estados intermediários, no qual apresentam aber-

tura parcial interna (bolhas) ou nas terminações [30]. A intensidade de absorbância

UV indica a quantidade de pares abertos, contudo não é capaz de discernir em quais

sequências o par aberto ocorre, afinal a medida representa a propriedade do ensemble.

Ou seja, uma intensidade de 50% pode corresponder a situação em que metade das

sequências da solução se encontra no estado simples e metade como fitas duplas, bem

como pode estar associada à situação em todas as moléculas estão parcialmente (50%)

abertas.

Buscando diferenciar essas situações, foi desenvolvido um processo experimen-

tal [31, 32], utilizando sequências auto-complementares nas terminações. Devido à

complementaridade, a fita única é capaz de se dobrar nela mesma formando um hairpin

(formato de grampo com um loop no centro, na região não complementar). Partindo

de um estado em que todas as moléculas são duplexos e aumentando gradualmente

a temperatura, uma amostra é retirada em diferentes temperaturas e resfriada. Ao

resfriar a amostra retirada da solução as moléculas parcialmente abertas refazem as

ligações de hidrogênio restantes, enquanto as fitas simples se dobram nelas mesmas, e

assim é possível identificar a fração de fitas simples.



1. Introdução 9

1.5 Modelos para determinar temperaturas de

desnaturação

O procedimento experimental da seção anterior evidencia que a obtenção de tempera-

turas de desnaturação é um procedimento bastante trabalhoso. Assim, considerando o

grande número de combinações de pares de bases que DNA pode ter, medir todas as

combinações possíveis é impraticável. Dessa forma, se fazem necessários modelos que

possam ajudar a prever a temperatura de desnaturação de sequências desconhecidas

partindo de um conjunto limitado de temperaturas medidas.

O modelo mais simples que realiza esta tarefa, e que continua sendo extensiva-

mente usado por bioquímicos, é o de próximos vizinhos (nearest-neighbour ou NN) que

associa incrementos de energia livre a cada par de base de uma sequência. O valor desse

incremento depende do primeiro par adjacente e é obtido a partir da regressão de dados

de concentração versus temperatura de desnaturação para várias sequências [33–35]. A

nomenclatura introduzida neste modelo é recorrente na discussão do nosso trabalho e

por isto vamos rever a sua ideia básica aqui.

A conceito do modelo NN é subdividir a sequência em partes de próximos vizinhos

como ilustrado neste exemplo

5′-CGATGA-3′

3′-GCTACT-5′
→ 5′-CG-3′

3′-GC-5′
+5′-GA-3′

3′-CT-5′
+5′-AT-3′

3′-TA-5′
+5′-TG-3′

3′-AC-5′
+5′-GA-3′

3′-CT-5′

onde os seis pares de base formam cinco próximos vizinhos. Note que há a possibilidade

de ter próximos vizinhos equivalentes por razões de simetria. Por exemplo

5′-TG-3′

3′-AC-5′

equivale a

5′-CA-3′

3′-GT-5′

Assim, para DNA contendo somente pares AT e CG, essa divisão resulta em 10 possi-

bilidades de próximos vizinhos.

A notação desta decomposição é frequentemente simplificada para

5′-CGATGA-3′

3′-GCTACT-5′
→ CG/GC+GA/CT+AT/TA+TG/AC+GA/CT

ou na forma base-fosfato-base

5′-CGATGA-3′

3′-GCTACT-5′
→ CpG+GpA+ApT+TpG+GpA
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onde se omite a fita complementar.

Enfim, as variações de entalpia e entropia, obtidas experimentalmente pela análise

do gráfico de T−1
m × lnCt da equação (1.4), podem ser escritas em contribuições indivi-

dualizadas de próximos vizinhos de pares de base. Continuando no exemplo anterior,

a variação de entropia experimental ∆S seria

∆S = ∆SCpG + 2∆SGpA +∆SApT +∆STpG

onde o termo relativo a GpA aparece duas vezes. Para a variação de entalpia pode-se

proceder da mesma maneira. De posse de valores de próximos vizinhos agora basta

realizar a soma e substituir na equação (1.4) para obter uma predição de Tm.

Contudo, embora faça previsões boas de temperatura de desnaturação para

sequências desconhecidas, esse tipo de modelo não revela nada sobre as interações

intramoleculares [36]. O modelo NN também não é útil quando a estrutura varia para

situações não cobertas por experimentos. Isto motivou o desenvolvimento de outros

modelos que vamos discutir a seguir.

O modelo mecânico-estatístico proposto por Poland and Scheraga, conhecido

como modelo Poland-Scheraga, usando a notação da revisão [38], assume uma fita

de L bits para representar o DNA. Ou seja, de forma análoga ao modelo de Ising, o

DNA é tratado como uma sequência de dois estados, a cada “1” está associado um es-

tado ligado, ao qual é atribuído um peso estatístico q=e−ǫ/kBT , e “0” ao estado aberto,

ou seja em que as bases não formam ligações de hidrogênio, ao qual se associa um peso

entrópico. Esse modelo é apropriado para sequências longas [39] e é bastante usado

na predição de temperaturas de desnaturação [40, 41]. Mas de maneira semelhante ao

modelo NN, não permite inferir muito sobre os processos intramoleculares.

Já que estes modelos não caraterizam as interações intramoleculares, por que

então insistir com estes modelos simplificados e não calcular as temperaturas de des-

naturação por modelos mais completos como dinâmica molecular atomística? A razão

aqui é o alto custo computacional que restringe esta técnica em simular a interação

entre poucos pares de base e por período curto de tempo [42]. Isto é, o tempo co-

berto pela simulação não é longo o suficiente para permitir uma variação contínua de

temperatura e assim observar a desnaturação.

Um modelo que permite descrever as interações intramoleculares, como ligação

de hidrogênio, e é simples o suficiente para permitir o cálculo de temperaturas de

desnaturação é o modelo Peyrard-Bishop [43]. Diferente do modelo Poland-Scheraga,

este modelo apresenta a vantagem de compreender os estados intermediários individu-

ais através da variável de abertura yn em vez de considerar apenas estados abertos e
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fechados. Além disto as interações intramoleculares podem ser descritas por potenci-

ais que tem por parâmetros grandezas físicas que podem ser diretamente associadas

a ligações de hidrogênio e interação de empilhamento. A possibilidade de calcular

temperaturas de desnaturação foi realizadas através da introdução de um conceito de

equivalência [44]. Além disto foi demonstrada a possibilidade de obter os parâmetros

de ligações de hidrogênio e interação de empilhamento em DNA [45] e RNA [46]. Nas

seções seguintes descrevemos o modelo em detalhe bem como o método de equivalência

que é a base do nosso trabalho.

1.6 Modelos Peyrard-Bishop

1.6.1 Modelo PB original para sequências homogêneas

O modelo proposto por Peyrard and Bishop [43], ao qual vamos nos referir como

modelo PB original, simplifica o DNA ao representá-lo por uma estrutura bidimensional

plana, na qual cada nucleotídeo é interpretado como uma partícula. As interações

de empilhamento entre as bases dos pares vizinhos são modeladas por um potencial

harmônico e as ligações de hidrogênio formadas entre as bases de um par são descritas

através de um potencial de Morse. Dessa forma o hamiltoniano associado ao modelo é

descrito como

H =
∑

n

1

2
m(u̇n

2+ v̇n
2)+

1

2
k(un−un−1)

2+
1

2
k(vn−vn−1)

2+D(e
− a√

2
(un−vn)−1)2 (1.5)

onde un e vn são as variáveis responsáveis por descrever as posições das bases do par

n (exibidos no esquema à esquerda da figura 1.5), m representa a massa das bases, k

é a constante elástica associada ao empilhamento e D e a parâmetros associados ao

potencial de Morse.

O hamiltoniano da equação 1.5 pode ser reescrito em termos das novas variáveis

xn = (un + vn)/
√
2 e yn = (un − vn)/

√
2, como mostrado na figura 1.5

H =
∑

n

pn
2

2m
+

1

2
k(xn − xn−1)

2 +
∑

n

qn
2

2m
+

1

2
k(yn − yn−1)

2 +D
(

e−yn/λ − 1
)2

(1.6)

onde pn = mẋn e qn = mẏn e λ = 1/a. Esta Hamiltoniana permite o cálculo da função

de partição

Z =

∫

∏

n

dpndqndxndyne
−βH (1.7)

Esta função de partição é separável em termos das variáveis que a compõem, podendo
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Figura 1.5

Identificação das variáveis iniciais un e vn do modelo Peyrard-Bishop que medem a posição
de cada base do par n (para facilitar a visualização optamos por adotar como referência a
posição de equilíbrio de cada base). Na figura da direita é exibida a variável final yn = (un−vn)√

2
responsável por mensurar o deslocamento do par de base em relação à posição de equilíbrio,
ou seja a abertura.

ser fatorada em Z = ZpZqZxZy. O termo função da variável xn, Zx, assim como

os termos dependente dos momentos, Zp e Zq, apresenta forma gaussiana e pode ser

integrado diretamente, de acordo com

∫

e−az2dz =
√

π/a.

Portanto a função partição simplifica para

Zp = Zq = (2πmkBT )
N
2

e

Zx =

(

2πkBT

k

)
N
2

.

Desta maneira resta apenas resolver a função de partição Zy onde podemos usar a

técnica de integral de transferência [47].

Zy =

∫

exp

[

−β

(

∑ 1

2
k(yn − yn−1)

2 +D
(

e−yn/λ − 1
)2
)]

∏

n

dyn (1.8)

Considerando condições periódicas de contorno (sequência em círculo de forma que
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n = N + 1 = 1)

Zy =

∫

exp

[

−β

(

1

2
k(y1 − yN)

2 +D
(

e−y1/λ − 1
)2

+
1

2
k(y2 − y1)

2+

D
(

e−y2/λ − 1
)2

...+
1

2
k(yN − yN−1)

2 +D
(

e−yN/λ − 1
)2

)]

dy1dy2...dyN

(1.9)

Seja uma função

K(ya, yb) = exp

[

−β

(

1

2
k(yb − ya)

2 +
1

2
D
(

e−ya/λ − 1
)2

+
1

2
D
(

e−yb/λ − 1
)2
)]

(1.10)

é fácil perceber que ela possui a seguinte propriedade K(ya, yb) = K(yb, ya). Reescre-

vendo a função de partição em termos dessa função temos

Zy =

∫

dy1dy2...dyNK(y1, y2)K(y2, y3)...K(yN , y1) (1.11)

Dado que K(ya, yb) > 0 é simétrico, se assumirmos que

‖K(ya, yb)‖ ≡
(
∫ ∫

[K(ya, yb)]
2dyadyb

)1/2

< ∞ (1.12)

a integral da equação
∫

K(ya, yb)ϕ(ya) dya = λϕ(yb) (1.13)

possui um kernel positivo do tipo Hilbert Schmidt. E, assim, possui um conjunto

completo associado de autovalores positivos e autovetores ortonormais. Ordenando os

autovalores em ordem decrescente e denominando λ1, λ2, . . . etc os autovalores associ-

ados aos autovetores ϕ1(y), ϕ2(y), o kernel pode ser expandido nesta base como

K(ya, yb) =
∑

n

λnϕn(ya)ϕn(yb) (1.14)

Usando a relação de completeza e a ortonormalidade

Z =
∞
∑

n=1

λN
n . (1.15)

Note que este resultado fechado é limitado a uma sequência homogênea de DNA.

Com o resultado da equação (1.15) podemos agora calcular uma grandeza de

interesse que é a abertura média das ligações de hidrogênio 〈y〉. O valor desta abertura
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determina se a hélice dupla está desnaturada ou não. A abertura média pode ser obtida

por

〈y〉 = 1

Z

∑

n

〈n|y|n〉λN
n (1.16)

sendo que

〈n|y|m〉 =
∫

ϕn(y)yϕm(y) dy (1.17)

onde ϕn são os autovetores e λn os autovalores associados

No limite termodinâmico, em que o tamanho N da cadeia tende ao infinito,

ficamos apenas com o menor termo n = 0, o que permite uma simplificação maior

ainda

〈y〉 =
∫

ϕ1(y)yϕ1(y) dy (1.18)

A versão original do modelo PB, descrita nesta seção, considera o DNA homo-

gêneo, ou seja, a constante de empilhamento k e parâmetros de Morse D idênticos

para todas as bases. Isto equivale, por exemplo, a ter uma sequência de DNA onde

um lado da hélice é composto somente por C e o outro lado somente por G. Zhang

et al. [47] desenvolveram um método que permite aplicar o modelo PB a sequências

heterogêneas, ou seja, com uma sequência arbitrária de pares de bases. Isso pôde ser

alcançado expandindo a função de partição na base de autovetores da função de parti-

ção homogênea. Essa abordagem atribuiu aos modelos mesoscópicos a capacidade de

diferenciar os pares de bases e, assim, capturar de forma mais realista as propriedades

das sequências. Este método será apresentado na seção 1.7.

1.6.2 Modificação da Hamiltoniana PB

Uma das grandes vantagens do modelo PB é permitir alterar a Hamiltoniana (1.5)

modificando os potenciais para incluir interações de interesse. Esta ideia será usada

no capítulo 3 e nesta seção vamos rever algumas modificações relatadas na literatura.

Vários estudos e versões modificadas do modelo PB foram sugeridas, Goldman and Ol-

son [48] por exemplo introduziram uma versão quântica estatística do modelo PB para

estudar o papel da massa no processo de desnaturação e usaram teoria perturbativa

para tratar acréscimos aleatórios na temperatura.

Conforme visto, ao integrar a função de partição, a parte dependendo de xn é

diretamente “eliminada” e a dependência do modelo fica restrita à variável yn. Por

esse motivo, é comum se referirem ao modelo PB como um modelo unidimensional.

Devido a essa redução de variáveis, usualmente os modelos mesoscópicos subsequentes

ao original modificam apenas os potenciais associados a variável yn e são apresentados
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(a) (b)

Figura 1.6

Figura esquemática de DNA definindo os potencias do modelo PB. a) No modelo mesoscópico
as interações químicas são traduzidas em potenciais: W (yn, yn+1) se refere ao potencial de
empilhamento e V (yn) é o potencial associado às ligações de hidrogênio. b) Exibe o potencial
de Morse responsável por descrever o comportamento das pontes de hidrogênio no modelo
PB.

exibindo apenas a parte do hamiltoniano dependente dessa variável

H =
∑

n

(

1

2
mẏn

2 + V (yn) +W (yn, yn+1)

)

. (1.19)

De acordo com o que está mostrado na figura esquemática 1.6, yn mede o deslocamento

em relação a posição de equilíbrio dos nucleotídeos de um par de base n, W (yn, yn+1)

se refere ao potencial de empilhamento que caracteriza a interação entre pares vizinhos

— engloba sobreposição dos orbitais elétron π dos anéis orgânicos que formam as bases

e o acoplamento das estruturas açúcar-fosfato — e V (yn) é o potencial associado as

ligações de hidrogênio que unem os nucleotídeos de um par. Os modelos mesoscópicos

do tipo Peyrard-Bishop são uma classe de modelos que se destacam na descrição do

mecanismo de desnaturação por possuir parâmetros com interpretação física direta.

Vamos identificar os termos da equação 1.19 com os potenciais adotados pelo mo-

delo PB original, para promover uma explicação mais detalhada dessa escolha, assim

como incluir a abordagem de sequências heterogêneas, isto é, os parâmetros menciona-

dos anteriormente vão receber subíndices para denotar a dependência da sequência. O

potencial de Morse

V (yn) = Dn

(

e−yn/λn − 1
)2

, (1.20)

escolhido para descrever as ligações de hidrogênio, veja a figura 1.6b, possui o compor-

tamento qualitativo desejado para representar a situação física. Para y < 0 o potencial

é repulsivo, possui um mínimo estável em y = 0 correspondente à posição de equilíbrio
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das bases. Para y suficientemente grande o potencial é constante e está associado à

ausência de atração quando as bases estão distantes. Contudo, infelizmente a dinâ-

mica não é descrita satisfatoriamente por esse potencial. Ao comparar com os valores

inferidos por experimentos de troca próton-deutério, tanto o tempo médio de abertura

após uma flutuação quanto o tempo que o par de base permanece fechado entre duas

flutuações de abertura são ordens de magnitude inferiores ao experimental [49] .

A aproximação harmônica para a interação de empilhamento

W (yn, yn+1) =
kn,n+1

2
(yn − yn+1)

2 (1.21)

introduz uma interação tipo próximos vizinhos semelhante ao que discutimos no início

da seção 1.5. Como veremos em maior detalhe no capítulo 3 trata-se de uma simplifi-

cação que elimina um parâmetro estrutural. Porém, mais importante foi a observação

por Dauxois et al. [50] que este potencial não causa uma transição abrupta nas aber-

turas médias 〈y〉. Isto motivou a proposta de uma variação do potencial de próximos

vizinhos que reproduz este tipo de transição.

W (yn, yn+1) =
k

2

(

1 + ρe−α(yn+yn+1)
)

(yn − yn+1)
2. (1.22)

A escolha da forma do potencial foi motivada pela ideia de que a energia de empi-

lhamento está associada ao par de base e não às bases individuais e, sendo assim, a

separação das bases e consequente rompimento da ligação de hidrogênio, deve ser se-

guida de uma reorganização eletrônica e redução na interação de empilhamento [50, 51].

Esse modelo ficou conhecido como PBD.

Uma transição abrupta também pode ser obtida alterando o potencial de Morse

ao invés do potencial de empilhamento [44]. A motivação desse potencial proposto foi

a tentativa de simular a interação com o solvente,

V (yn) = VMorse(yn)− fsD [tanh(yn/λs) + 1] . (1.23)

Essa modificação insere uma barreira no potencial de Morse sugerindo que quando um

par de base é rompido ele passa a interagir com as moléculas de água da solução a partir

de ligações de hidrogênio. Dessa forma, para refazer a formação é necessário que as

ligações com as moléculas de água sejam desfeitas, essa “dificuldade” a ser transposta é

representada pela barreira no potencial. De maneira análoga, com o mesmo propósito

de capturar essa interação com o solvente outro grupo propôs adicionar uma barreira
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gaussiana no potencial de Morse[52, 53]

V (yn) = D(e−ayn − 1)
2
+Ge−(yn−y0)

2/b (1.24)

Nesses estudos, em conjunto com o potencial acima, o potencial de empilhamento

proposto por PBD foi adotado.

Também é possível modelar um termo adicional de força sobre o DNA como é

realizado experimentalmente por pinças óticas. Esta técnica experimental tem se mos-

trado muito útil para investigar as propriedades mecânicas do DNA, uma das aplicações

consiste no estudo do efeito de fármacos no comprimento de persistência do DNA, por

exemplo psoralen [54] e ciclo-dextrina [55]. Para realizar a abertura mecânica aplica-se

uma força perpendicular à direção da hélice dupla. A abertura mecânica das hélices é

considerada introduzindo um termo de força externa no hamiltoniano [53, 56, 57].

H =
∑

n

(

1

2
mẏn

2 + V (yn) +W (yn, yn+1)

)

− Fye. (1.25)

onde ye é a extensão decorrente da aplicação da força. Singh and Singh [57] por

exemplo usaram esta Hamiltoniana para estudar o efeito do comprimento da sequência

na desnaturação térmica e na abertura mecânica das dupla hélice do DNA usando o

modelo PBD equação 1.22.

Como mostramos, existe uma flexibilidade bastante grande em modificar a Ha-

miltoniana dependendo do tipo de interação que se pretende estudar. Outros exemplos

incluem trocar a interação de empilhamento por entalpias como feito por Joyeux and

Buyukdagli [58] ou ir além da interação de próximos vizinhos Rapti [59]. Esta flexibi-

lidade será explorada no capítulo 3, no qual estudaremos um potencial modificado que

contém um parâmetro estrutural do DNA.

1.7 Método de otimização por equivalência

termodinâmica

Apresentamos aqui o método principal usado nesta tese que permite calcular tempe-

raturas de desnaturação em DNA e RNA e também obter parâmetros associados a

ligação de hidrogênio e interações de empilhamento.

O método de equivalência termodinâmica permitiu o cálculo de temperaturas de

desnaturação em DNA sem a necessidade de calcular a abertura média 〈y〉 em toda a

faixa de temperatura [44]. Com a simplificação do cálculo e a consequente eficiência
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computacional, foi possível desenvolver um novo método que extrai parâmetros associa-

dos a ligação de hidrogênio e interações de empilhamento diretamente de temperaturas

de desnaturação [45]. A técnica de equivalência termodinâmica dispensa a necessidade

de calcular a temperatura de desnaturação para comparar as propriedades térmicas

de duas sequências. Mostrou-se que tais propriedades podem ser acessadas através

do “índice de desnaturação” promovendo uma eficiência computacional que viabiliza a

otimização dos parâmetros.

Conforme visto na seção 1.6.1, cada modelo PB tem um Hamiltoniano associado

descrito por

H =
∑

n

(

1

2
mẏn

2 + V (yn) +W (yn, yn+1)

)

(1.26)

Cuja função de partição para uma sequência de tamanho N é dada por

Z =

∫

e−[β
∑N

n=1( 1

2
mẏn2+V (yn)+W (yn,yn+1))]dy1...dyN (1.27)

Para possibilitar a integração no caso de sequências não-homogêneas Zhang et al. [47]

propuseram que essa função de partição fosse expandida em funções ortonormais, o

que resulta em

Z = Tr (C(1,2)C(2,3) . . . C(N,1)), (1.28)

onde cada C(n,n+1) identifica uma matriz que representa a interação entre os pares de

base vizinhos n e n + 1. A matriz C(N,1) está associada a condição de fronteira que

relaciona o primeiro e o último par. Ao considerar apenas os dois pares complementares

CG (s) e AT (w), há quatro tipos de vizinhos e, assim, quatro matrizes correspondentes

C(w,w), C(w,s), C(s,w) e C(s,s). Decidiu-se adotar como conjunto de bases ortonormais as

bases associadas a sequência homogênea de CG, obtidas através da técnica de integral

de transferência [44]. Nessa base C(s,s) se torna uma matriz diagonal Λ na qual os

elementos λi são os autovalores das autofunções associadas a sequência homogênea de

CG. Definindo uma matriz ∆(a,b) que mensura a diferença entre uma matriz associada

a interação dos vizinhos do tipo(a, b) com a matriz de interação entre a os vizinhos

(s, s)

∆(a,b) = C(a,b) − Λ, (1.29)

A função pode ser reescrita como

Z = Tr [(Λ + ∆(1,2))(Λ + ∆(2,3)) . . . (Λ + ∆(N,1))]. (1.30)
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Função partição Zω(Λ) em função de
ω. Sequências de tamanho N = 10
com conteúdo de pares de base do tipo
CG entre 40 e 60% (d(AACCAACCAA)
(quadrados pretos), d(AC)5 (círculos ver-
melhos), d(AAAAACCCCC) (diamantes
azuis) e d(CCAACCAACC) (triângulos
verdes). Valores foram calculados para tem-
peratura de 370 K. As curvas são as regres-
sões gaussianas F(ω). Figura retirada da re-
ferência 44.

Ao desenvolver as multiplicações e empregar propriedades de traço, obtém-se

Z =
N
∑

ω=0

Zω(Λ) =
N
∑

ω=0

Tr[M(Λω)], (1.31)

onde M(Λω) são todos os termos contendo ω multiplicações da matriz Λ. É fácil

perceber que, para uma sequência homogênea de CG, apenas haveria termos em ΛN ,

já que todas matrizes ∆ seriam nulas.

A função de partição Zω(Λ) (usando o modelo PB modificado por Dauxois et al.

[50]) foi obtida numericamente para várias sequências curtas com conteúdo similar de

pares CG (40–60%). A figura 1.7 exibe Zω(Λ)como função do parâmetro ω. Observou-

se que essa dependência apresenta comportamento gaussiano, as curvas mostradas F(ω)

são regressões gaussianas dos valores obtidos para Zω(Λ). De fato, conforme o teorema

de limite central, limN→∞ Zω(Λ) = F(ω). Embora a função de partição tenha forte

dependência com a temperatura, o valor ωmax (obtido através da função gaussiana

F(ω) não apresenta esse comportamento.

Na figura 1.8 pode se observar que além de não depender fortemente da tempe-

ratura, a ordem das sequências de diferentes composições não é afetada. O parâmetro

de ordem ωmax indica a quantidade de matrizes ∆ não nulas. Para facilitar o enten-

dimento, uma sequência qualquer de tamanho N, se for homogênea de CG apresenta

o valor mais alto de ωmax, se for homogênea de AT o valor mais baixo e, portanto,

qualquer composição heterogênea vai possuir um valor intermediário.

Os dados exibidos na figura 1.9 demonstram que ωmax captura corretamente a

ordem das temperaturas de desnaturação experimentais [60] das sequências. Muito
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Parâmetro ωmax versus temperatura. Vários
exemplos de sequências com 10 pares de base
de comprimento foram consideradas. Figura
retirada da referência 44.
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Figura 1.9

Temperaturas de desnaturação experimen-
tais Tm em função do índice de desnaturação
τ = ω

1/2
max. O tamanho das sequências varia

de N = 10 a N = 30 e os dados experimen-
tais foram realizados a concentração salina
[Na+] de 1020mM [60]. A regressão linear é
realizada para grupos de mesmo tamanho N
e possui desvios padrões de 1.7, 1.1, 1.3, 0.9
e 1.0 ◦C em ordem crescente de N . Figura
retirada da referência 44.

mais do que isso, como as regressões lineares mostraram, há um comportamento linear

da temperatura com ω
1/2
max. Adicionalmente, a inclinação das regressão linear depende

de N1/2. Devido a essa relação linear entre a temperatura de desnaturação e ω
1/2
max,

esse parâmetro pode ser usado como um medidor de “equivalência termodinâmica”,

portanto foi denominado índice de desnaturação, τ .

Portanto, esse método de otimização consiste em calcular, a partir da função de

partição associada ao Hamiltoniano do modelo PB, um índice adimensional de des-

naturação τi para cada sequência i. Esse processo é usado para cada conjunto de

parâmetros P = {p1, p2 . . . pL} do hamiltoniano com o objetivo de prever as tempera-

turas de desnaturação T ′
i . Para clarificar essa notação no caso do modelo PB original

esse conjunto de parâmetros P se refere aos parâmetros Ds ks e λs.
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T ′
i (P ) = a0(N) + a1(N)τi(P ), (1.32)

na qual os coeficientes são dependentes do tamanho N da sequência. Isto é, para

cada grupo de sequências de tamanho N , são obtidos dois coeficientes de regressão

a0(N) e a1(N). Como foi observado que esses coeficientes apresentam dependência

essencialmente linear com N1/2 [44], uma nova regressão linear é realizada

ak(N) = b0,k + b1,kN
1/2, k = 0, 1. (1.33)

As temperaturas de desnaturação previstas T ′
i , por sua vez, são comparadas com as

temperaturas experimentais Ti extraídas da literatura.

χ2 =
N
∑

i=1

(T ′
i − Ti)

2
. (1.34)

A minimização do χ2 é realizada numericamente variando os parâmetros através do

método Nelder-Mead, também conhecida como método downhill simplex [61]. Obtidos

os parâmetros, é possível estimar a temperatura de desnaturação assim como estudar

a abertura parcial da hélice de uma sequência arbitrária. Esses perfis de abertura

permitem acessar a dinâmica da desnaturação.

1.8 Conclusão

Introduzimos os principais conceitos usados neste trabalho que são a estrutura de

DNA, a desnaturação térmica, o modelo Peyrard-Bishop e o método da equivalência

termodinâmica. Nos próximos dois capítulos vamos mostrar como aplicamos estes

conceitos a pares guanina-uracila em RNA e na obtenção de informações estruturais

em DNA.



Capítulo 2

Estudo da estabilidade do par

Guanina-Uracila em RNA

2.1 Introdução

O mismatch Guanina-Uracila (GU) foi descrito inicialmente por Crick na “hipótese de

wobble” [62], na qual ele sugeriu que esse par se formava a partir de duas ligações de

hidrogênio. Guanina-Uracila é o par não-complementar mais frequente no RNA e sua

ocorrência no RNA não é acidental, apresentando importante papel biológico. O par

GU está presente em quase todas classes de RNA de organismos abrangendo os três

domínios filogenéticos. Como o RNA em dupla hélice adota a conformação A, não há a

variação necessária nos sulcos (major e minor groove) para que os ligantes reconheçam,

de forma que mecanismo utilizado para a identificação são os pares não-canônicos [8].

A existência do mismatch GU é biologicamente funcional, por possuir propriedades

químicas e estruturais únicas, o par GU se torna alvo para o reconhecimento de bi-

omoléculas [63]. Uma evidência da importância desse mismatch é a conservação da

posição ao longo da evolução. O processo de reconhecimento da alanyl-tRNA sintetase

(AlaRS), enzima que associa o aminoácido alanina ao seu tRNA, ocorre através de um

único mismatch GU que está presente na mesma posição na maioria dos organismos.

A troca do mismatch GU no tRNA AlaRS por um par Watson-Crick reduz a taxa de

catálise de Ala [64].

Recentemente, o nosso grupo aplicou o modelo Peyrard-Bishop, juntamente

com o método de equivalência termodinâmica para estudar a estabilidade térmica de

RNA [46]. Usando um conjunto de dados de temperatura de desnaturação [65] foi pos-

sível calcular o valor das ligações de hidrogênio para os pares citosina-guanina (CG) e

22
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adenina-uracila (AU). No caso de CG o valor das ligações de hidrogênio coincidiu per-

feitamente com cálculos independentes de CG para DNA [45]. Já para AU este valor

foi maior do que AT em DNA, confirmando medidas de NMR [66]. Os bons resultados

para pares canônicos em RNA nos motivou a estender este tipo de tratamento para

GU em RNA.

Neste capítulo apresentamos o estudo da estabilidade térmica do par Guanina-

Uracila em RNA usando o modelo Peyrard-Bishop. Primeiro vamos revisar aspectos

gerais da estrutura do RNA, em seguida discutimos as peculiaridades de GU em RNA.

Posteriormente discutimos as medidas experimentais existentes de NMR e raios-X. Fi-

nalizamos descrevendo o nosso procedimento teórico e os resultados, em que mostramos

que a variabilidade do número de ligações de hidrogênio pode ser bem descrita pelo

modelo mesoscópico. Estes resultados foram publicados em Amarante and Weber [67].
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(a) (b)

Figura 2.1

(a) Nucleotídeos que compõem o RNA e a direcionalidade da fita 5′ → 3′, retirada
de Saenger [25]. (b) Figura esquemática mostrando a estrutura de dupla hélice de
r(UUAUAUAUAUAUAA) onde é possível notar a inclinação dos pares de base em relação ao
eixo vertical da hélice característica do A-RNA. Extraída de Neidle [6].

2.1.1 Estrutura do RNA

Assim como o DNA, o ácido ribonucleico, RNA, é um polímero composto por nucleo-

tídeos. O que diferencia os nucleotídeos que o compõem é o tipo do açúcar, no RNA

é ribose, e uma das quatro bases nitrogenadas. Além da adenina (A), citosina (C) e

guanina (G), o RNA contém uracila (U).

Essas bases se combinam formando pares, sendo os de maior afinidade e, por-

tanto, observados com maior frequência, citosina associada à guanina, CG, através de

três ligações de hidrogênio e a base adenina associada à uracila, AU, formando duas

ligações de hidrogênio. Quando essas bases complementares se pareiam na configura-

ção de maior estabilidade, os chamados pares Watson-Crick canônicos, exibem uma

isostericidade que no RNA origina a dupla hélice do tipo A-forma, como mostrado na

figura 2.1. A partir de imagens de cristalografia, foi observado que essas estruturas

podem exibir uma variedade de combinações e geometrias na formação dos pares de

base, resultando assim em diferenças de estabilidade. Embora a maioria dos pares

sejam do tipo Watson-Crick canônicos, a existência dos pares não-Watson-Crick são

determinantes na estrutura terciária do RNA.

A princípio não é possível prever a orientação relativa das bases apenas ob-

servando a estrutura química das bases. A nomenclatura proposta por Leontis and

Westhof [68] se baseia nas fronteiras de interação das bases para descrever sem ambi-

guidade as formas possíveis de configuração dos pares de bases. Existem três regiões

que possibilitam o estabelecimento de ligação de hidrogênio: fronteira Watson-Crick,
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Figura 2.2

Geometria dos pares de base e as fronteiras de interação. Canto superior esquerdo: as três
fronteiras de interação disponíveis para ligações de hidrogênio (Watson-Crick, Hoogsteen e
sugar-edge) identificadas em uma adenosina. Canto inferior esquerdo: representação de uma
base de RNA como um triângulo onde o círculo no canto, definido pelas fronteiras de açúcar
e Hoogsteen, indica a posição da ribose. Direita: geometrias Cis e Trans de pareamento das
bases. Figura adaptada de Leontis and Westhof [68].

N Orientação da ligação Fronteiras interagentes Orientação

glicosídica da fita

1 Cis Watson-Crick/Watson-Crick Antiparalela

2 Trans Watson-Crick/Watson-Crick Paralela

3 Cis Watson-Crick/Hoogsteen Paralela

4 Trans Watson-Crick/Hoogsteen Antiparalela

5 Cis Watson-Crick/Sugar Edge Antiparalela

6 Trans Watson-Crick/Sugar Edge Paralela

7 Cis Hoogsteen/Hoogsteen Antiparalela

8 Trans Hoogsteen/Hoogsteen Paralela

9 Cis Hoogsteen/Sugar Edge Paralela

10 Trans Hoogsteen/Sugar Edge Antiparalela

11 Cis Sugar Edge/Sugar Edge Antiparalela

12 Trans Sugar Edge/Sugar Edge Paralela

Tabela 2.1

12 geometrias pos-
síveis com duas li-
gações de hidrogênio
para RNA.

fronteira Hoogsteen, e a fronteira do açúcar (sugar-edge). Além disso, referente à liga-

ção glicosídica, as bases podem se orientar de maneira cis ou trans em relação à ligação

de hidrogênio como mostrado na figura 2.2. Há, portanto, 12 geometrias possíveis com

duas ligações de hidrogênio e cada geometria de par de base é nomeada a partir das

fronteiras que interagem, conforme apresentado na tabela 2.1.
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Para caracterizar a orientação relativa das bases e das fitas, Leontis and Westhof

propuseram um esquema bidimensional em que a base é descrita por um triângulo

retângulo no qual cada face representa uma fronteira de interação. A orientação do

esqueleto de açúcar fostato em relação ao plano da página é indicada pela presença de

uma cruz (5′ para 3′) ou de um círculo (3′ para 5′) mostrado na figura 2.2.

Além dessas conformações da tabela 2.1, nas quais o maioria das estruturas ob-

servadas se enquadram, há pares que apresentam pontes de hidrogênio bifurcadas e,

dessa forma, se encontram em um estado intermediário das geometrias envolvendo duas

fronteiras descritas. Nos pares bifurcados, dois átomos de hidrogênio se associam a um

único átomo aceitador. Outra estrutura anômala observada ocorre quando há inserção

de uma molécula de água no interior do par de bases, devida geralmente a rotação de

uma base em relação a outra.

2.1.2 A estrutura de Guanina-Uracila

Em contraste com os pares complementares, os pares GU são levemente não auto-

isostéricos, ou seja, um par GU não é isostérico em relação a UG [68, 69]. O par

GU também apresenta uma leve não-isostericidade em relação ao pares cis-Watson-

Crick/Watson-Crick complementares. Isostericidade entre pares de base quer dizer que

as posições e as distâncias entre os átomos de carbono C1′ (figura 1.3) desses pares são

muito semelhantes [7]. A distância C1′...C1′ no par de base GC (e CG) é de 10.77 Å

e no par AU (e UA) essa distância é de 10.69 Å, enquanto no par GU essa distância

mede 10.30 Å [8].

Algumas medidas de ressonância indicaram que a maioria dos mismatches GU

apresenta duas ligações de hidrogênio [70], estando de acordo com a hipótese de

Crick [62]. Contudo, medidas posteriores de ressonância [71] mostraram que o nú-

mero de ligações de hidrogênio pode variar dependendo do contexto e é possível que

seja o fator responsável pela variação de estabilidade observada. O par GU é capaz de

formar uma ou duas ligações de hidrogênio de maneira estável em diferentes direções,

algumas possibilidades de conformação do par podem ser visualizadas na figura 2.3.

Assim como os pares canônicos AU e GC, a configuração mais estável do wob-

ble GU ocorre com a geometria cis Watson-Crick/Watson-Crick. Adicionalmente,

observou-se que no caso do GU a estabilidade depende dos pares vizinhos, ou seja,

do contexto das bases na sequência em que está inserido [70, 72, 73]. Em particular,

quando dois mismatches GU estão adjacentes em tandem simétrico a estabilidade de-

pende tanto da direção, 5′−UG−3′ é mais estável que 5′−GU−3′, quanto dos pares

vizinhos, isto é, 5′G> 5′C> 5′U ≥ 5′A [73]. O contexto 5′GGUC3′ é uma exceção,
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Figura 2.3

Exemplos de conformações do par GU com
uma ou duas ligações de hidrogênio. (A)
cis Watson-Crick/Watson-Crick, (B) trans
Watson-Crick/Watson-Crick, (C) cis Hoogs-
teen/Sugar edge, and (D) trans Hoogs-
teen/Sugar edge. Figura retirada de Nguyen
and Schroeder [75].

exibindo estabilidade semelhante ao 5′GUGC3′ [74]. Quando o par GU está presente

no final da hélice, o par contendo G na terminação 5′ exibe um empilhamento mais

estável com o par de base que o antecede em comparação com a situação em que G se

situa no lado 3′. Essa estabilidade também se evidencia pela frequência superior com

que essa configuração é observada em rRNAS [69].

No trabalho realizado por Sugimoto et al. [72], a estabilidade termodinâmica

desse mismatch foi explorada a partir de medidas de temperatura de desnaturação

realizadas em um conjunto de sequências, cada sequência contendo o par GU foi com-

parada com uma sequência igual que diferia apenas por conter AU na posição do GU.

As temperaturas das sequências contendo o par GU foram inferiores às das sequên-

cias equivalentes com o par AU, apesar de, a priori, possuírem conteúdo similar de

interações de hidrogênio.

2.1.3 Definição de contexto e notação

A princípio, como o modelo PB não diferencia a estrutura química das bases, não é

possível determinar a partir de análises com esse modelo a orientação de uma base em

relação a outra do mesmo par. No entanto, esse modelo mesoscópico é capaz de captar

a diferença entre essas interações, através dos parâmetros associados aos potenciais

de Morse. Isso é possível porque cada tipo de interação possui uma determinada

estabilidade que será traduzida na intensidade dos parâmetros do modelo. Assim, para

poder estudar GU em RNA com o modelo PB será necessário introduzir uma nova

notação de pares de base para poder captar a dependência com os vizinhos do par GU.

Em alguns experimentos, houve evidência de que, em determinados casos, a de-

pendência da estabilidade do mismatch GU extrapola os primeiros vizinhos. Em par-
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ticular, foram observados [72] incrementos de energia distintos ao substituir GU por

AU nos casos r(AUGCGU) → r(AUGCAU) e r(AUGCGCGU) → r(AUGCGCAU).

No entanto, a maioria dos dados da literatura indicam que os primeiros pares

de bases que ladeam GU e a orientação da fita são os fatores mais determinantes na

estabilidade desse mismatch.

Portanto, baseando a definição de contexto nesses fatores, nesse trabalho os pa-

res GU são unicamente descritos a partir de trímeros de contexto NGN/NUN ou

NUN/NGN, sendo N qualquer outra base. Como exemplo, o trímero de contexto

GGC/CUG, representa um mismatch GU ladeado por GC na lateral 5′ e por CG no

lado 3′. O par GU está sublinhado para facilitar a identificação. No caso da presença

de GU no término da sequência, a notação adotada especifica um dímero terminal

identificado como NG*/NU*, em que ** caracteriza o término da hélice e atua como

um pseudo-par de um trímero.

Vamos ilustrar o desmembramento de uma sequência nos trímeros corresponden-

tes em uma sequência contendo GU na terminação 5′ e um tandem interno, isto é dois

pares GU lado a lado.

5′-UCAUGUGG-3′

3′-GGUGUACC-5′

a decomposição inicial em trímeros é dada por,

*UC/*GG, UCA/GGU CAU/GUG, AUG/UGU, UGU/GUA, GUG/UAC

UGG/ACC GG*/CC*

onde, conforme descrito, cada * representa as terminações das fitas. Há em seguida uma

identificação de trímeros equivalentes devido à simetria, e uma consequente redução de

tipos de trímeros. Por exemplo, como os trímeros

5′-AUG-3′

3′-UGU-5′
5′-UGU-3′

3′-GUA-5′

são equivalentes, apenas mantemos o trímero

5′-AUG-3′

3′-UGU-5′

A opção de manter AUG/UGU, em vez de UGU/GUA, se baseia unicamente na ordem

alfabética e essa regra foi adotada sempre na ocorrência de redução por simetria. Para

dímeros terminais, essa redução é feita de maneira análoga

5′-*UC-3′

3′-*GG-5′
⇒ 5′-GG*-3′

3′-CU*-5′
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optamos por manter os dímeros com */* no lado 3′, já que caracteres como asterisco *

antecedem as letras na ordem alfabética. Portanto, após todas as reduções, os trímeros

que compõe nosso exemplo são

GG*/CU*, UCA/GGU, CAU/GUG, AUG/UGU, AUG/UGU, CAU/GUG,

GG*/CC*

Para considerar a diferença de estabilidade existente para pares GU situados em

diferentes contextos, vamos atribuir uma constante de Morse única para cada mismatch

GU em um trímero de contexto ou grupo de trímeros. A notação escolhida associa um

parâmetro de Morse Dα independente para cada par GU em um trímero específico,

onde α denota cada trímero de contexto. Para referir ao mismatch GU nesse contexto

usamos GUα. Em relação aos parâmetros associados ao potencial de Morse GUα é

equivalente UGα, já que esse potencial modela a ligação de hidrogênio. É conveniente

introduzir também a notação adotada para os grupos de trímeros de contexto que serão

definidos posteriormente nesse trabalho, a cada grupo de trímeros de contexto β será

associado um parâmetro de Morse Dβ.

Adotamos uma notação simplificada para identificar os pares vizinhos conside-

rando o contexto do GU. Por exemplo, para descrever o par GUA seguido de UGB, em

vez de usar a notação usual, 5′-GU-3′/3′-UG-5′ que resulta em 5′-GAUB-3′/3′-UAGB-5′,

esses pares serão identificados GUApUGB,

2.2 Métodos

2.2.1 Modelo

O modelo mesoscópico escolhido para investigar a estabilidade do mismatch GU foi o

modelo PB original[43] com empilhamento harmônico. Além de possuir menos parâ-

metros em relação às versões modificadas, para o RNA canônico os parâmetros foram

obtidos para esse mesmo modelo [46]. Os parâmetros foram otimizados através do

método descrito na seção 1.7. Para garantir a convergência da integral da função de

partição [47] um pequeno ângulo (0.01 rad) θ foi introduzido no potencial de empilha-

mento

W (yi, yi+1) =
ki,i+1

2

(

y2i − 2yiyi+1 cos θ + y2i+1

)

, (2.1)

As ligações de hidrogênio, conforme dito anteriormente, são descritas através do po-

tencial de Morse, Eq. (1.20)

V (yn) = Dn

(

e−yn/λn − 1
)2
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Onde os parâmetros D e λ dependem do par de base i, e a constante elástica está

associada à interação entre os pares consecutivos i e i+ 1.

2.2.2 Conjunto de dados experimentais de temperatura

Os dados de temperatura de desnaturação foram retirados de Chen et al. [76]. Esse

artigo reúne uma base de dados com 80 sequências contendo todas as combinações de

contexto possíveis de trímeros que incluem o mismatch GU ladeado por pares canônicos,

AU e CG, considerando todas possibilidades de orientação. Essa base é o resultado

da expansão de uma base de dados anterior Mathews et al. [77] construída a partir da

coleção de dados de temperatura de desnaturação publicados. Chen et al. expandiram

tal base através da realização de medidas de oligonucleotídeos elaborados para que o

conjunto de sequências final contivesse todas as possibilidades de trímeros com GU.

Cabe destacar que, como as temperaturas de desnaturação foram obtidas por grupos

diferentes, é difícil estabelecer uma estimativa consistente da incerteza experimental

associada a esse conjunto.

As sequências extraídas de Chen et al. [76], usadas para otimizar os parâmetros

associados com o mismatch GU estão mostradas na tabela B.1, página 81 do apên-

dice B. A notação dos mismatches GU corresponde ao adotado após a otimização

dos parâmetros, conforme descrito na seção 2.2.3. Esta base de dados inclui tanto

sequências auto-complementares como não auto-complementares. Intuitivamente, em

uma solução com a mesma concentração de fitas de RNA, se a sequência for auto-

complementar, terá o dobro da probabilidade de encontrar a sequência complementar

correspondente em comparação com o caso não auto-complementar. Para compensar

isso a disponibilidade de fitas no caso não auto-complementar deve ser duas vezes a

quantidade da situação auto-complementar.

Antes de podermos usar os dados de Chen et al. [76] precisamos realizar um ajuste

das temperaturas em função da concentração Ct. As temperaturas de desnaturação

para sequências auto-complementares (self-complementary), formada por duas fitas

idênticas anti-paralelas, é dada por

T sc =
∆H

∆S +R lnCt

(2.2)

e de não-auto-complementares (non-self-complementary), formadas por duas fitas di-

ferentes, é dada por

T nsc =
∆H

∆S +R lnCt/4
(2.3)
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observe a diferença por um fator 4 no termo das concentrações entre as duas equações.

Por esta razão, as tabelas de temperaturas de desnaturação publicadas em geral forne-

cem as temperaturas de sequências auto-complementares em concentração de 100 µM

(µmol/L) e as não-auto-complementares em 400 µM, de tal maneira que os termos

R lnCt e R lnCt/4 resultem em valores idênticos e as entalpias e entropias possam ser

comparadas entre sí.

No entanto, Xia et al. [65] observaram que isto ignora uma redução de entropia

em −R ln(2) de sequências auto-complementares, já que estas são simétricas ao longo

do eixo da hélice. Assim, introduzindo −R ln(2) na equação (2.2) temos

T sc =
∆H

∆S −R ln(2) +R lnCt

=
∆H

∆S +R lnCt/2
(2.4)

Desta maneira, devemos considerar um fator de 2 e não de 4 para o ajuste das con-

centrações Ct. Em função desta observação, as temperaturas foram recalculadas para

as sequências não-auto-complementares para o dobro da concentração das sequências

auto-complementares, isto é, 200 µM, como realizado para RNA canônico por Xia et al.

[65]. Isto também fica consistente com as parametrizações de pares CG e AU que serão

usadas aqui [46].

2.2.3 Procedimento de minimização

Ao considerar a variedade de contextos de trímeros que contém GU, o número total

de parâmetros associados a este mismatch é igual a 114 (40 parâmetros de Morse e

74 constantes de empilhamento). No entanto, temos apenas 80 sequências disponíveis

para realizar a optimização dos parâmetros, ou seja o número de parâmetros excede o

número de sequências. Por outro lado, mesmo em contextos diferentes muitos trímeros

são equivalentes entre si, portanto o número de parâmetros pode ser reduzido consi-

deravelmente se considerarmos algumas equivalências entre trímeros. A questão que

fica é como estabelecer estas equivalências. Há duas estratégias possíveis, uma delas

é levantar da literatura quais destes trímeros podem ser considerados equivalentes e a

outra é usar o próprio procedimento de otimização para estabelecer estas equivalên-

cias. O conhecimento sobre os trímeros relacionados a GU na literatura é incompleto

e os experimentos usados para seu estudo são variados, desta maneira estabelecer a

equivalência pelo levantamento da literatura poderia introduzir um viés artificial nes-

tas equivalências. Sendo assim, optamos por estabelecer a equivalência pelo próprio

método de minimização mantendo constantes os 74 parâmetros de empilhamento ao

que chamamos de rodada de minimização 1 (minimization round 1 ou MR1). Em se-
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guida, estudamos os resultados de MR1 e estabelecemos um conjunto de equivalências

para reduzir o número de parâmetros de Morse que partimos para a minimização MR2.

Como vários conjuntos de equivalência são possíveis, estabelecemos como critério que

será aceito aquele que perturba menos os resultados de MR1, isto será discutido em

detalhe na seção 2.3, página 38. As demais minimizações passam a incluir agora um

conjunto reduzido de parâmetros de empilhamento e outros refinamentos para estabe-

lecer a incerteza associada ao erro experimental dos dados de desnaturação.

Durante todas as rodadas de minimização os parâmetros λ do potencial de Morse

da equação (1.20) foram mantidos constantes em 0.03 nm. Isto vem da nossa ex-

periência de que este parâmetro tem muito pouca influência sobre os resultados de

minimização [45]. Para os parâmetros associados aos pares de base complementares

AU e CG foram utilizados os parâmetros obtidos recentemente para o modelo PB [46].

Um problema importante do método de minimização é a ocorrência de mínimos

locais, isto é, nenhum algoritmo de minimização é capaz de garantir que o valor mí-

nimo encontrado seja de fato um mínimo global [61]. Para contornar este problema nós

repetimos as minimizações do χ2 =
∑N

i=1 (T
′
i − Ti)

2 (equação 1.34) sempre partindo de

parâmetros iniciais diferentes. Nas rodadas iniciais (MR1–MR4) os parâmetros de en-

trada foram randomizados ao redor de um dado valor p no intervalo [0.5p, 1.5p]. Dessa

forma, para cada passo da minimização, o mínimo global é alcançado independente-

mente a partir de caminhos diferentes.

2.2.3.1 Primeira rodada de minimização (MR1)

Decidimos considerar inicialmente que cada mismatch GU em trímeros de contexto

diferentes possui um padrão único de ligação de hidrogênio. Isto é, para evitar que

os resultados fossem enviesados por uma suposição de que determinados mismatches

GU em contextos diferentes compartilham o mesmo número de ligações de hidrogênio,

nessa etapa cada GU contido em trímeros distintos foi associado a um potencial de

Morse diferente. Portanto, para cada trímero de contexto α presente nas sequências,

um parâmetro Morse Dα foi atribuído, resultando em 40 parâmetros.

Como o conjunto de sequências da base de dados contém apenas 80 sequências,

para que existam dados suficientes para realizar a otimização, nessa etapa todas as 74

constantes elásticas associadas ao GU foram fixadas em 2.5 eV/nm2.

Foram realizadas 300 minimizações para que mínimos locais fossem evitados, cada

uma dessas a partir de parâmetros iniciais de Morse D diferentes, com um valor entre

15 meV e 45 meV. O valor p = 30 meV, ao redor do qual os parâmetros de Morse foram

variados em ±50%, corresponde ao potencial de Morse calculado para o par AU [46],
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Figura 2.4

Parâmetros de Morse Dα médios obtidos para cada trímero de contexto α a partir da etapa de
minimização MR1. Os trímeros são exibidos em ordem crescente de Dα. Parâmetros de Morse
associados aos pares AU e CG são mostrados como referência e representados por linhas azuis
tracejadas foram obtidos da Ref. 46. Os valores exibidos em azul no eixo à direita são frações
do parâmetro de Morse do par canônico AU DAU . As cores dos trímeros no eixo horizontal
são referentes ao agrupamento I de contextos usado em MR2.

já que se espera que GU apresente estabilidade comparável a esse par na maioria dos

contextos.

Para MR1, o valor final obtido para o quadrado da diferença total foi χ2 =

1453 ◦C2, correspondendo a aproximadamente 6000 h em processadores de 2 GHz.

Os valores obtidos para os parâmetros de Morse associado a cada trímero estão

exibidos na Fig. 2.4. A barra de erro mostrada na Figura 2.4 está associada à dificuldade

numérica em realizar um número finito de rodadas de minimizações para percorrer um

espaço de parâmetros de 40 dimensões para um modelo não linear.

2.2.3.2 Segunda rodada de minimização (MR2) — Agrupamento I

Observando os resultados obtidos na etapa MR1, figura 2.4, verificamos que determina-

dos trímeros de contexto mostram valores similares de parâmetros de Morse, indicando

que possuem o mesmo número de ligações de hidrogênio. A partir dessa análise, os trí-

meros foram reunidos em 7 grupos de contexto, W, M1, M2, S1, S2, S3, S4, denominado

agrupamento I.

Ao realizar esse agrupamento, obtemos um aumento considerável do número de

ocorrência de GU por trímero de contexto nas sequências das base de dados como mos-

trado na tabela 2.2. Adicionalmente, o agrupamento reduz o número de parâmetros

de Morse para 7. Nessa etapa de minimização MR2, atribuímos como valor inicial
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Trímero de contexto n Agrupamento I Agrupamento II

AGU/UUG 6






















23 (W)























23 (W)
CGU/GUG 8

GUA/UGU 5

CGG/GUC 4

UGA/AUU 4














































































39 (M1)















































































39 (M1)

CGA/GUU 2

AUG/UGC 5

GGA/UUU 5

GUA/CGU 4

UGA/GUU 4

GGC/CUG 2

CGC/GUG 4

CUG/GGU 5

AGG/UUC 4

CGG/GUU 5














































































35 (M2)















































































35 (M2)

UGG/AUU 2

AG*/UU* 4

AGU/UUA 4

GGU/CUG 1

AUU/UGG 1

AGG/UUU 2

AGA/UUU 2

GGC/UUG 6

AUG/UGU 8

GGA/CUU 8










































23 (S1)



























































































45 (SA)

UU*/AG* 4

GG*/CU* 4

UG*/AU* 4

AUA/UGU 2

CUU/GGG 1

CG*/GU* 4






























22 (S2)

CU*/GG* 4

GGG/CUU 4

CUA/GGU 4

AU*/UG* 6

GUG/CGU 5
}

8 (S3)































18 (SB)

AUC/UGG 3

AGC/UUG 3










10 (S4)CUC/GGG 3

GU*/CG* 4

Tabela 2.2

Número de ocorrências n de
mismatches GU em cada grupo
de contexto. Os trímeros são
exibidos em ordem ascendente
de potencial de Morse de MR1
que também é a ordem exi-
bida da figura 2.4. Também es-
tão mostrados os agrupamentos
tentativa e número de trímeros
de contexto contidos em cada
grupo.
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Figura 2.5

Potenciais de Morse Dβ médios ob-
tidos para cada grupo trímero de
contexto β a partir de MR2. Os
grupos de contextos são do agru-
pamento I exibidos na Tabela 2.2.

para cada um desses parâmetros a média dos valores obtidos para os contextos que o

compõe obtidos na minimização anterior. Assim como realizado na MR1, esses valores

de entrada foram randomizados em ±50%. No entanto, como o objetivo dessa etapa

era de testar o agrupamento proposto, o processo de minimização foi realizado apenas

40 vezes O tempo computacional utilizado foi de 280 h e o χ2 = 1426 ◦C2. Novamente

mantivemos as constantes de empilhamento fixas em 2.5 eV/nm2. Os parâmetros oti-

mizados obtidos em MR2 estão mostrados na figura 2.5. Ressaltamos que a barra de

erro exibida está associada à dificuldade intrínseca à convergência numérica e, dessa

forma, são inferiores às mostradas na figura 2.4 pois os parâmetros de Morse dessa

etapa são variados ao redor dos valores que foram obtidos na otimização anterior.

2.2.3.3 Terceira rodada de minimização (MR3) — Agrupamento II

Ao analisar a Figura 2.5, notamos que alguns grupos de contexto ainda apresentavam

potenciais de Morse similares sugerindo que poderíamos reduzir ainda mais o número de

parâmetros de Morse. Esse reagrupamento, denominado agrupamento II, foi definido

reunindo os trímeros de contexto dos grupos S1 e S2 no novo grupo SA e os contextos

dos grupos S3 e S4 no novo grupo SB. Em consequência, o agrupamento II reduz o

número de parâmetros de Morse Dβ para 5, conforme tabela 2.2. Usando como valores

de entrada os valores médios dos parâmetros de Morse de MR2, realizamos novamente

o procedimento de minimização randomizando os valores iniciais. As 300 rodadas dessa

etapa de minimização confirmaram a estabilidade do reagrupamento proposto, como

pode-se observar na figura 2.6. Foram necessárias 1500 h de tempo computacional que

resultaram em χ2 = 1431 ◦C2.
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Figura 2.6

Potenciais de Morse Dβ médios
para as rodadas de minimização
MR3, MR4 e MR5. Agrupa-
mento II conforme tabela 2.2.

2.2.3.4 Quarta rodada de minimização (MR4) — inclusão das constantes de

empilhamento

Após a otimização sistemática dos parâmetros de Morse que permitiu a identificação

e agrupamento dos trímeros de contexto por estabilidade, foi possível incluir nessa

etapa de minimização as constantes de empilhamento associadas. Portanto, utilizamos

os valores obtidos em MR3 como entrada para os parâmetros Dβ e 2.5 eV/nm2 para

todas as 40 constantes de empilhamento. Em seguida, o mesmo procedimento anterior

de randomizar esses parâmetros iniciais em ±50%, no entanto, dessa vez variando tanto

D quanto k, em um total de 45 parâmetros. Para MR4, o valor final do χ2 = 1023 ◦C2

demandando 3600 h de tempo computacional. A variação dos parâmetros de Morse

são mostradas na figura 2.6.

2.2.3.5 Quinta rodada de minimização (MR5) — influência do erro

experimental

Como toda medida experimental, os dados de temperatura de desnaturação utilizados

para realizar as otimizações possuem uma incerteza experimental associada. Buscando

obter uma estimativa do erro associados aos nossos parâmetros em consequência dessa

incerteza, uma nova minimização foi realizada conforme o procedimento feito por We-

ber et al. [45]. Em vez de variar os parâmetros iniciais, os dados de temperatura de

desnaturação são randomizados levando em consideração o erro experimental. Agora,

cada rodada envolve a adição de uma quantia aleatória ±δTi aos dados de temperatura

de desnaturação extraídos da literatura Ti. Cada δTi é determinado de tal maneira que

siga uma distribuição gaussiana de forma que o desvio padrão resultante da base de

dados coincida com a incerteza experimental de 1.3 ◦C [65, 76]. Esse procedimento foi

realizado 300 vezes, correspondendo a 3900 h de tempo computacional e χ2 = 920 ◦C2.

A figura 2.6 demonstra que os agrupamentos foram consistentes, já que os resultados
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Comparação entre os potenciais de
Morse Dβ médios obtidos conside-
rando diferentes incertezas experi-
mentais para as etapas de mini-
mização MR5 (círculos pretos) e
MR5′ (pontos vermelhos)

das constantes de Morse não exibiram uma variação significativa de uma etapa para a

outra.

Idealmente o erro experimental usado para estimar o erro dos parâmetros deve-

ria ser o erro relacionado com as medidas de desnaturação das sequências utilizadas

para otimizar esses parâmetros. No entanto Chen et al. [76] não relata essa incerteza

experimental, possivelmente por reunir uma série de medidas experimentais de tempe-

ratura de desnaturação realizada por outros grupos. Buscando contornar essa situação

e sermos consistentes, o valor 1.3 ◦C escolhido é o mesmo que utilizado no trabalho de

obtenção de parâmetros para os pares de base canônicos de RNA [46]. Para investigar

o efeito de incerteza experimental menor repetimos todo procedimento realizado em

MR5 para um valor diferente de erro, 0.5 ◦C, a essa etapa de teste nos referimos como

MR5′.

Os parâmetros finais de MR5 e MR5′, com as respectivas estimativas de erro, estão

exibidos nas figuras 2.7 e 2.8 respectivamente. Essencialmente o único efeito constatado

foi foi uma pequena redução na barra de erro para os parâmetros de MR5′ em relação

ao MR5, mas não houve alteração nos valores médios dos parâmetros calculados.

2.2.4 Teste de convergência

Devido à limitação de dados de temperatura de desnaturação, como descrito, o proce-

dimento adotado para realizar a minimização e definir os agrupamentos se baseou em

fixar as constantes elásticas na primeira rodada MR1. Com o objetivo de explorar se

essa definição provocou um viés nos resultados, realizamos um teste que consistiu em

uma minimização alternativa. Nessa rodada de minimização, os valores dos potenciais

de Morse D obtidos na última minimização MR5 foram atribuídos aos parâmetros D

correspondentes sem agrupamento, isto é, distinguindo todos os 40 contextos separa-

damente. Embora a situação de distinção dos contextos seja análoga à MR1, em vez
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Parâmetros de empilhamento obtidos ao considerar diferentes erros experimentais nas etapas
de minimização MR5 (círculos pretos) e MR5′ (pontos vermelhos)
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Comparação das constantes elásticas k obtidas no MR5 (preto) e no teste de convergência
(azul).

de variar os parâmetros D, optamos por mantê-los fixos e randomizar as 74 constan-

tes elásticas associadas. Conforme mostrado na figura 2.9, a maioria dos valores de

k considerando todos os contextos (em azul) exibe um valor consistente com os k em

que ficou “alocado”, associado aos grupo de contexto determinado no agrupamento II

(exibidos no eixo horizontal e com os valores mostrados em preto).

2.3 Discussão dos resultados

Os resultados obtidos para os parâmetros associados ao GU mostraram que, apesar da

simplicidade, o modelo PB é suficientemente sensível para determinar a dependência

da estabilidade desse par wobble em relação ao contexto de sequência em que se insere.

Notadamente, o potencial de Morse foi capaz de assimilar as diferenças das ligações
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Figura 2.10

Potenciais de Morse Dβ médios ob-
tidos para cada grupo trímero de
contexto β de MR5. Grupos de
contexto são do agrupamento II
mostrado na tabela 2.2. Os de-
mais elementos da figura são como
os exibidos na figura 2.4.

de hidrogênio. Conforme apresentado na introdução deste capítulo, essas diferenças

se devem às diferentes conformações que as bases podem assumir uma em relação a

outra. Infelizmente não é possível inferir a partir do valor do parâmetro de Morse D

qual a configuração que o par teria, conforme a tabela 2.1, naquele trímero de contexto.

Contudo, a comparação dos valores obtidos entre eles e com os valores calculados

para os pares de base canônicos de RNA [46] permite uma estimativa do número de

ligações de hidrogênio. A fim de mensurar a qualidade da otimização dos parâmetros,

calculamos o desvio médio de previsão de temperatura usando os parâmetros finais de

MR5 ∆T = 2.7 ◦C. Esse valor é levemente inferior ao desvio de previsão do modelo de

próximos vizinhos (NN), ∆T = 3.0 ◦C, calculado a partir da tabela 2 da referência 76.

Os valores finais para os parâmetros estão associados a cinco grupos de contextos

definidos no agrupamento II, tabela 2.2, e obtidos na etapa MR5. São os cinco parâ-

metros de Morse mostrados na figura 2.10 e 40 constantes de empilhamento exibidas

nas tabelas 2.3 e 2.4.

2.3.1 Comparação com dados experimentais

2.3.1.1 GU em tandem

Embora a configuração mais estável de GU seja a cis Watson-Crick/Watson-Crick apre-

sentando duas ligações de hidrogênio, a não isostericidade desse par faz com que a

direção da fita e os pares vizinhos afetem sua estabilidade. Esse efeito na estabilidade

é acentuado em contextos contendo dois pares GU vizinhos, isto é um GU seguido

de outro GU, configuração usualmente referida como GU em tandem. Este é uma

das situações mais estudadas tanto experimentalmente como teoricamente [69–71, 73–

76, 78, 79, 81, 83–86]

Especificamente para o tandem GUpUG, há uma divergência em relação ao pa-



2. Estudo da estabilidade do par Guanina-Uracila em RNA 40

NN k NN k NN k

AUpGUM2 2.9(4) AUpGUSB 3.6(9) AUpGUM1 3.0(5)

AUpGUW 0.9(2) AUpUGM2 4.2(5) AUpUGSB 2.8(6)

AUpUGSA 2.5(3) AUpUGM1 3.7(7) CGpGUM2 2.4(4)

CGpGUSA 1.9(2) CGpGUM1 2.1(3) CGpGUW 2.8(3)

CGpUGSB 2.4(4) CGpUGSA 1.8(2) CGpUGM1 2.6(3)

CGpUGW 4.7(5) GCpGUM2 2.7(6) GCpGUSB 3.2(6)

GCpGUSA 1.7(2) GCpGUM1 2.4(3) GCpUGM2 3.0(5)

GCpUGSB 2.9(4) GCpUGM1 3.1(4) GUM2pAU 2.1(5)

GUSApAU 2.2(3) GUM1pAU 1.5(2) UApGUM2 2.0(6)

UApGUSA 2.1(3) UApGUM1 2.4(3) UApGUW 1.6(4)

Tabela 2.3

Parâmetros de empilhamento finais k em eV/nm2 associados a mismatches GU únicos, obtidos
em MR5.

motivo NN k Medidas independentes das ligações de hidrogênio

UGpGU UGSBpGUSB 1.8(5) 2 ligações de hidrogênio NMR [71, 74], MD [78]

UGSBpGUM1 2.6(5)

UGM2pGUM2 3.1(7) 2 ligações de hidrogênio NMR [70, 79], X-ray [80],
MD [78]

UGM1pGUM1 3.3(9) 2 ligações de hidrogênio NMR [74], MD [78]

GUpUG GUWpUGW 1.9(5) 1 ligação de hidrogênio NMR [70, 71], MD [78] 2 li-
gações de hidrogênio NMR [79], raio-X [81]

GUM2pUGW 2.6(5)

GUpGU GUM2pGUM2 1.9(5) 2 ligações de hidrogênio X-ray [82, 83]

GUM2pGUM1 1.9(4)

GUSApGUM2 3.2(8)

GUM2pGUSA 3.5(1)

Tabela 2.4

Constantes de empilhamentos k em eV/nm2 para GU em tandem, obtidas em MR5. As
incertezas estão descritas em notação compacta. Também estão exibidas as referências que
determinam independentemente o número de ligações de hidrogênio para cada configuração.
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drão de ligações de hidrogênio que esta formação apresenta. Medições de NMR re-

alizadas por He et al. [70] indicaram a possibilidade de ligações de hidrogênio mais

fracas para alguns mismatches em tandem GUpUG, sugerindo talvez apenas uma li-

gação. Outras medidas, no entanto McDowell and Turner [74], McDowell et al. [79]

apontaram para a hipótese de que os pares wobble GU, mesmo na configuração tan-

dem, formam duas pontes de hidrogênio. Dados posteriores de NMR realizados pelo

mesmo grupo [71] sugeriram apenas uma ligação de hidrogênio para a sequência es-

pecífica r(GGCGUGCC)2 contendo o padrão de tandem GUpUG. Contrastando com

este resultado, ao analisar essa mesma sequência através de cristalografia de raio-X

Jang et al. [81] inferiram duas ligações de hidrogênio e atribuíram a divergência com

o padrão único obtido por Chen et al. [71] às condições experimentais distintas e em

limitações da técnica.

Para realizar a análise da intensidade das ligações de hidrogênio com nossos re-

sultados, é necessário identificar os trímeros de contexto associados a cada motivo e,

assim, reconhecer o grupo de contexto e os parâmetros respectivos para os pares GU

em questão. Para os mismatches em tandem essa correspondência está exibida na ta-

bela 2.5. Apenas duas configurações do tipo tandem GUpUG aparecem no conjunto

de dados para este motivo, um é GUWpUGW no qual ambos os pares de bases estão no

grupo mais fraco W de 8 meV, em contraste com o valor de 39 meV para duas ligações

de hidrogênio AU [46]. A sequência r(GGCGUGCC)2 estudada por Chen et al. [71] é

exatamente deste tipo, como são também as três sequências de He et al. [70]. A outra

configuração, GU M2pUGW , apresenta um par de base do tipo W e um com intensidade

do potencial de Morse média M2 de 25 meV, para a qual não temos conhecimento de

quaisquer medidas experimentais independentes de raio-X ou NMR. Todas as medidas

que encontramos na literatura para esta formação apresentam informações para GU-

pUG flanqueado por pares idênticos em ambos os lados, o que implica os dois pares

GU pertencerem ao mesmo grupo de contexto.

Com os novos parâmetros obtidos para GU, somos capazes de estudar os perfis

de abertura de sequências, analisando o 〈y〉 para uma temperatura de interesse usando

o software TfReg desenvolvido pelo nosso grupo [87] (veja apêndice A). Portanto, de-

cidimos explorar o comportamento das sequências estudadas em Chen et al. [71] e as

sequências canônicas análogas, devido aos resultados distintos para o padrão de ligação

de hidrogênio expostos anteriormente. É possível notar na figura 2.11 que o potencial

de Morse reduzido tem uma influência dramática nos perfis de abertura. Comparando

o grupo forte SB, figura 2.11a, com o grupo mais fraco W dos potenciais Morse na

figura 2.11b notamos uma diferença de 6 vezes no perfil médio de abertura 〈y〉. Ob-

serve que os parâmetros de empilhamento para GU em tandem quase não apresentam



2. Estudo da estabilidade do par Guanina-Uracila em RNA 42

par de base vizinho/trímero de contexto (grupo)

NN 5′G 5′C 5′U 5′A

UGpGU 5
′
-GUG

CGU
(SB) 5

′
-CUG

GGU
(M1) UGA

GUU-5
′ (M1) 5

′
-AUG

UGU
(M2)

GUpUG *5
′
-GGU

CUG
(M2) 5

′
-CGU

GUG
(W) GUA

UGU-5
′ (W) 5

′
-AGU

UUG
(W)

Tabela 2.5

Identificação dos trímeros associados aos mismatches GU em tandem simétrico de acordo com
a direção e os pares de base vizinhos. Trímeros marcados com ∗ nenhuma sequência da base
de dados, referência 76, contém esse trímero de contexto apresentando GU tandem simétrico.

0
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1

〈y
〉 (

×1
0-2

 n
m

)

GC AU GC UA AU CG UA CG

GC AU GC UGSB GUSB CG UA CG(a) 
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8

〈y
〉 (

×1
0-2

 n
m

)

GC GC CG AU UA GC CG CG

GC GC CG GUW UGW GC CG CG

Sequence base pairs

(b) 

Figura 2.11

Perfil de abertura médio calculado para
sequências contendo o tandem simétrico
de mismatches GUpUG. São mostrados os
perfis de abertura (em vermelho, eixos
horizontais superiores) para as sequências
(a) r(GGCGUGCC)2 e (b) r(GAGUGCUC)2
analisadas por Chen et al. [71]. As sequên-
cias canônicas análogas (círculos pretos, ei-
xos horizontais interiores) foram obtidas
a partir da substituição de G por A. A
área sombreada destaca as posições onde
as sequências contendo mismatch GU e as
sequências canônicas diferem. Os perfis de
abertura foram calculados a T= 150 K.

variação, consulte a tabela 2.4. A comparação com as sequências canônicas destaca a

diferença de estabilidade em relação ao par AU no caso da sequência apresentando um

mismatch do grupo fraco W.

As outras duas formações duplas, o tandem simétrico UGpGU e o assimétrico

GUpGU, dependendo dos pares vizinhos, apresentam potenciais de Morse com inten-

sidade mediana (M2, M1) ou fortes (SB) como mostrados na tabela 2.4 da página 40.

Isto é consistente com os dados de NMR experimentais para UGpGU [71, 73, 79] e com

os dados de difração de raios-X disponíveis para GUpGU [82, 83], que atribuem unani-

memente duas ligações de hidrogênio para esta formação em tandem. Em particular, a

partir da análise da estrutura cristalina de uma sequência, Kondo et al. [88] relatam o

papel desempenhado por moléculas de água na estabilização dos pares wobble UGpGU

que poderiam explicar porque observamos valores maiores para D do que aqueles para

AU. Além disso, a estabilidade do tandem UGpGU pode ser investigada mais deta-

lhadamente em termos dos pares de bases que o flanqueiam [73, 80]. Por exemplo, a



2. Estudo da estabilidade do par Guanina-Uracila em RNA 43

ocorrência mais estável desse motivo se dá quando o UGpGU é ladeado simetricamente

por pares de bases GC

5′-UCAUGUGG-3′

3′-GGUGUACC-5′

Na tabela 2.5 estão exibidos todos os trímeros associados aos GU tandem identificados

pela base que o flanqueia na direção 5′. Dessa forma podemos observar que a estabili-

dade dos parâmetros de Morse relacionados à formação UGpGU obedece a tendência

prevista 5′G > 5′C > 5′U ≥ 5′A [73, 80], lembrando que o potencial de Morse para M2

é levemente menor que para M1. Uma tendência semelhante é observada para o tan-

dem GUpUG para o qual 5′G apresenta potencial de Morse maior que para os outros

contextos. No entanto, é necessário salientar que a situação desse motivo flanqueado

por 5′G é inferida apenas de potenciais Morse já que não existe uma sequência real

com essa configuração no conjunto de dados.

2.3.1.2 GU terminal

Há um consenso geral de que pares terminais GU estabilizam a hélice [69, 75, 86, 89].

Contudo, não é claro se essa estabilização da fita dupla se deve à ligação de hidrogênio

ou devido a interações de empilhamento. Os nossos resultados concordam em grande

parte com a estabilidade aumentada que se observa experimentalmente, 8 pares GU

terminais se encontram nos grupos de contexto com parâmetros de Morse maiores, SA

(52 meV) e SB (46 meV), exceto por AG*/UU* situado no grupo intermediário M2

(25 MeV). Dessa forma nossos dados sugerem que, para os contextos contendo GU

terminal identificados nos grupos SA e SB, esta estabilização pode ser atribuída a um

aumento da ligação de hidrogênio.

Foi sugerido que a interação de empilhamento desempenha um papel na esta-

bilidade dos mismatches GU terminais [69, 89]. Por apresentar uma sobreposição de

empilhamento mais elevada, aqueles que possuem G na terminação 5′ são considera-

dos mais estáveis [69, 89]. Na tabela 2.6 mostramos os pares terminais, selecionados

da tabela 2.3, agrupados de acordo com a posição da base G (5′ ou 3′) e além disso

separados por tipo de base que os flanqueiam. Nos nossos resultados, a constante de

empilhamento para 5′G supera o da posição oposta 3′G para os casos em que os pares

de base flanqueadores são GC, CG and UA, concordando em sua maioria com os re-

sultados experimentais [69, 89]. No entanto, para o caso em que o par de base vizinho

é o AU, se observa um empilhamento menor para 5′G. A estabilidade nessa situação

parece ser compensada por um potencial muito maior, situado no grupo de Morse SA.
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BP 3′-end NN k 5′-end NN k

AU AG*/UU* AUpGUM2 2.9 UU*/AG* GUSApAU 2.2

GC GG*/CU* GCpGUSA 1.7 CU*/GG* CGpUGSA 1.8

CG CG*/GU* CGpGUSA 1.9 GU*/CG* GCpUGSB 2.9

UA UG*/AU* UApGUSA 2.1 AU*/UG* AUpUGSA 2.5

Tabela 2.6

Identificação das constan-
tes de empilhamento k
(eV/nm2) associadas aos
trímeros de contexto con-
tendo GU terminal. Cada
linha exibe o par de base
(BP) que ladeia o GU ter-
minal. Estes parâmetros
constam também na ta-
bela 2.3.

2.3.1.3 GU interno

Os mismatches GU únicos internos aparentemente apresentam menor dependência do

contexto na estabilidade. Provavelmente isso se deve a não isostericidade do par GU

ser leve, ao ser flanqueado por pares complementares em ambos os lados deve norma-

lizar sua estabilidade. As medições iniciais [70] sugeriram o padrão de duas ligações

de hidrogênio para GU único em todos os contextos, o que foi confirmado por meio de

medições de raios-X para alguns contextos específicos [90]. Nossos resultados endossam

essa observação para a maioria dos casos como mostrado na figura 2.10 da página 39.

Contudo obtivemos alguns valores anômalos para a configuração de GU individual in-

terno. O trímero CGG/GUC, como pode ser verificado na tabela 2.2, da página 34, se

situa no grupo W que apresenta um parâmetro de Morse muito baixo, de 8 meV. Isto

sugere uma única ligação de hidrogênio para este contexto GU particular. Ao buscar

dados experimentais com sequências apresentando essa configuração, encontramos uma

estrutura cristalina analisada por Kondo et al. [88] contendo um GU neste contexto

particular, que em contraste com nossos resultados prevê duas ligações de hidrogênio.

Essa disparidade pode estar associada à cristalização da amostra de RNA para realiza-

ção da medida de raios-X, enquanto os dados experimentais utilizados aqui, dos quais

nossos parâmetros são derivados, são realizados com RNA em solução.

Já os resultados associados à interação de empilhamento do par GU único, a

constante elástica do empilhamento para AUpGUW se destaca por apresentar um va-

lor muito menor do que a média como mostrado na tabela 2.3. Não obstante, uma

configuração semelhante, obtida apenas revertendo a direção do par GU, AUpUGW ,

exibe um parâmetro de empilhamento mais forte que a média. Infelizmente, não te-

mos conhecimento de quaisquer medições independentes que poderiam ser usadas para

comparação nesses casos, já que a maioria das medições estruturais não fornecem uma

estimativa das forças de interação de empilhamento.
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2.3.2 Comparação com outros resultados computacionais

As simulações computacionais baseadas em dinâmica molecular e cálculos de me-

cânica quântica feitas pelo grupo de Pan et al. [78] também analisaram o caso

r(GGCGUGCC)2 e estão de acordo com a hipótese de uma única ligação de hidro-

gênio. No entanto, adicionalmente sugerem que a estabilidade menor do motivo GU-

pUG poderia também estar associada às interações de empilhamento. Quanto a essa

possibilidade levantada por Pan et al. [78] de que as interações de empilhamento po-

deriam ser responsáveis por uma estabilidade reduzida de GUpUG, ao confrontar com

nossos resultados de constantes de empilhamento, não encontramos nenhuma diferença

em particular em relação a outras formações tipo tandem como pode ser visto na ta-

bela 2.4. Na verdade, os parâmetros de empilhamento não mostram diferença sequer

em relação aos pares de bases canônicas CG ou AU [46]. Portanto, as interações de

empilhamento não parecem ser a causa primária para a instabilidade da formação GU-

pUG restando apenas a hipótese de uma única ligação de hidrogênio como explicação

plausível.

Como os cálculos de DFT existentes modelam apenas o par GU isolado [91–96],

não podemos fazer uma análise de dependência de contexto em relação a esses resul-

tados. Resta tentar comparar com nossos dados para o mismatch GU único. Embora

eles sejam capazes de considerar diversos tipos de geometrias de pares de bases, ex-

postas na introdução, tais como cis Watson-Crick/sugar edge [93] ou sugar edge/sugar

edge [92], eles não conseguem especificar qual dessas conformações será assumida em

uma determinada sequência. Por outro lado, embora o nosso modelo seja capaz de pre-

dizer a estabilidade do GU dependendo do contexto, como dito anteriormente nossos

resultados não possuem detalhamento suficiente para inferir a geometria de pares de

bases tornando impraticável a comparação direta com os resultados de DFT.

2.4 Conclusão

Conforme exposto, NMR e cristalografia algumas vezes chegam a resultados conflitan-

tes. Portanto, entendemos que ter um terceiro método mais simples e completamente

independente é muito oportuno para resolver esses conflitos. Nosso método proporciona

uma avaliação independente das ligações de hidrogênio e interações de empilhamento.

Além disso nossos resultados são derivados de temperaturas de desnaturação que são,

em princípio, muito mais fáceis de realizar do que experiências de difração de raio-X

ou NMR. Dessa forma, há geralmente mais dados de temperatura de desnaturação,

abrangendo mais configurações de sequência. Isto nos permitiu, por exemplo, estabele-
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cer previsões para configurações GU que atualmente não foram investigados por outras

técnicas.



Capítulo 3

Modelo Estrutural Bidimensional

3.1 Introdução

Conforme visto no capítulo 1, o modelo Peyrard-Bishop (PB) original assume dois graus

de liberdade para cada par de base, confinando o DNA a uma estrutura bidimensional.

Para o estudo da estabilidade térmica do DNA este modelo 2D é bastante razoável, já

que próximo da temperatura de desnaturação é necessário que a hélice tenha sido com-

pletamente desfeita (unwinding). Porém, na formulação original da equação (1.5), essa

simplificação também eliminou todas as informações estruturais associadas à hélice.

Neste capítulo mostraremos que tal simplificação é, na verdade, desnecessária,

mesmo a Hamiltoniana 2D pode conter parâmetros relacionados à estrutura do DNA.

Para isso vamos partir de formulações 3D da Hamiltoniana e chegar a uma forma

modificada do modelo Peyrard-Bishop que contém um dos parâmetros estruturais mais

importantes que é o passo da hélice. O interesse biológico no parâmetro passo de hélice

extrapola a simples caracterização da estrutura do DNA. Essa distância é o passo

relacionado ao movimento de enzimas (motores moleculares) ao longo do DNA, como a

RNA polimerase, responsável pela transcrição do DNA em RNA, e a DNA polimerase,

pela replicação de DNA [97].

A formulação 2D da Hamiltoniana com informações estruturais permite aplicar

todo ferramental de cálculo de parâmetros já desenvolvido que usa o conceito de equi-

valência termodinâmica descrito na seção 1.7 da página 17. Isto por sua vez leva à

pergunta se é possível obter parâmetros estruturais a partir de dados de temperatura

de desnaturação.

Existem várias maneiras de modelar a influência da hélice em modelos mesos-

cópicos [100–103], mas no contexto do modelo PB os mais importantes são de Barbi

et al. [104] e Cocco and Monasson [99]. Eles introduzem vários elementos para descre-

47
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(a) (b)

Figura 3.1

Representação esquemática do modelo helicoidal (a) de planos fixos (h constante) de Barbi
et al. [98] e (b) com ligação de fosfato fixa (L constante) de Cocco and Monasson [99]. Figura
da referência 98

ver a dupla hélice dentro do contexto do modelo PB e ao mesmo tempo procurando

manter o número de parâmetros ao mínimo. No modelo proposto por Barbi et al.

[98] a distância h entre os planos de pares de base, conhecida como rise, é mantida

constante como mostrado na figura 3.1a. Já modelo de Cocco and Monasson [99] essa

distância é variável, mas o comprimento da ligação de fosfato L é fixo como mostrado

na figura 3.1b.

Aqui vamos usar o modelo de Barbi et al. [98] que mantém a distância h constante

para realizar a aproximação para a Hamiltoniana 2D. Este procedimento está descrito

na seção 3.2. Uma vez obtida a nova Hamiltoniana 2D, nosso objetivo passa a ser a

aplicação do método de otimização descrito na seçãos 1.7 para obter o passo da hélice

a partir de dados de desnaturação de DNA. A motivação disso é que o passo da hélice

geralmente é considerado como sendo 3,4 Å, mas na realidade esse parâmetro depende

do contexto da sequência [10]. O processo de otimização do novo parâmetro estrutural

está descrito na seção 3.3. Finalmente, realizamos um estudo completo para comparar

os parâmetros calculados com dados experimentais que detalhamos na seção 3.4.

3.2 Modificação do Hamiltoniano

Seria interessante aplicar a parametrização para esses Hamiltonianos helicoidais tri-

dimensionais para obter mais informações estruturais sobre o DNA. Contudo, nosso

método de obtenção dos parâmetros baseado na técnica de equivalência termodinâmica

atualmente está apto a lidar apenas com hamiltonianas bidimensionais. Vislumbramos
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na adaptação de modelos 3D torsionais para formatos 2D simplificados, uma opção

para obter os parâmetros de DNA com os métodos existentes. Nesse trabalho, consi-

deramos o modelo proposto por Barbi et al. [98]. A Lagrangiana do modelo helicoidal

proposto por Barbi et al. [98] é descrita por

L = m
∑

n

(ṙ2n + r2nφ̇
2
n)−D

∑

n

(exp[−a(rn −R0)]− 1)2

−k
∑

n

(ln,n−1 − l0)
2 − S

∑

n

(rn − rn−1)
2 exp[−b(rn + rn−1 − 2R0)]

onde

l0 =
√

h2 + 4R2
0sen

2(θ/2) (3.1)

e

ln,n−1 =
√

h2 + r2n−1 + r2n − 2rn−1rn cos(φn − φn−1). (3.2)

são respectivamente a distância de equilíbrio e a distância real entre as bases vizinhas

n e n− 1 de uma fita, onde R0 é a distância de equilíbrio entre as bases que compõem

um par e rn é a distância de fato entre as bases do par n. O ângulo de rotação de

um par de base n em relação ao par anterior n − 1, chamado de ângulo de torção, é

descrito por φn −φn−1. O ângulo de torção de equilíbrio da hélice é descrito por θ. Na

conformação B-DNA, o valor de θ à temperatura ambiente é dado por 2π/10.4.

Obtivemos o Hamiltoniano a partir dessa Lagrangiana, da seguinte forma

H = pαq̇
α − L (3.3)

prn =
∂L

∂ṙi
= 2mṙi ṙi =

pri
2m

(3.4)

pφi
=

∂L

∂φ̇i

= 2mφ̇ir
2
i φ̇i =

pφi

2mr2i
(3.5)

Portanto o Hamiltoniano é dado por

H =
∑

n

p2rn
4m

+
p2φn

4mrn2
+D

∑

n

(exp[−a(rn −R0)]− 1)2

+k
∑

n

(ln,n−1 − l0)
2 + S

∑

n

(rn − rn−1)
2 exp[−b(rn + rn−1 − 2R0)]

Se fazemos φi = 0 para todo i ≤ N e θ = 0, e ignoramos o último termo que

modifica o potencial de empilhamento, o modelo helicoidal se torna plano e é possível

compará-lo com o modelo PB. Usando as variáveis de PB no modelo de Barbi et al.
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[98] (com φi = 0 e θ=0) (veja figura 3.2):

ln,n−1 =

√

h2 + ((rn −R0)− (rn−1 −R0))
2 (3.6)

=

√

h2 +

(

yn − yn−1√
2

)2

(3.7)

=

√

h2 +
1

2
(yn − yn−1)

2 (3.8)

2(rn −R0) =
√
2yn (3.9)

ṙn = =

√
2

2
ẏn (3.10)

portanto

prn = 2mṙn =
√
2mẏn =

√
2qn (3.11)

Reescrevendo o modelo proposto por Barbi et al. [98] e “anulando os ângulos”,

obtivemos um novo Hamiltoniano 2D

H =
∑

n

q2n
2m

+D
∑

n

(exp[−a
√
2yn]−1)2+k

∑

n

(

√

h2 +
1

2
(yn − yn−1)

2 − h

)2

(3.12)

Como o Hamiltoniano agora é dependente de uma única variável, y, somos capazes de

aplicar o método de otimização dos parâmetros descrito na seção 1.7 da página 17. O

novo Hamiltoniano, que vamos chamar de Modelo Estrutural Bidimensional (MEB),

inclui informação estrutural: a distância entre pares de base, o “passo da hélice”.

Escrevendo os termos de potencial de ligação de hidrogênio e de empilhamento

separadamente e introduzindo a possibilidade de termos parâmetros diferentes para

cada tipo de próximos vizinhos, temos

V (yn) = Dn(e
−a′yn − 1)2 (3.13)

onde a′ = a
√
2, e

W (yn, yn−1) = kαβ

(

√

h2
αβ +

1

2
(yn − yn−1)

2 − hαβ

)2

(3.14)

onde αβ representa a configuração de próximos vizinhos entre o sítio n − 1 e n. No

caso de pares canônicos, agora além das 10 constantes de empilhamento kαβ existem

mais 10 parâmetros de rise hαβ.
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Figura 3.2

Esquema mostrando as variáveis e graus de
liberdade da geometria helicoidal adotada
por Barbi et al. [104]. A seta representa a
ação de zerar os ângulos para obter a geo-
metria adotada pelo Modelo Estrutural Bidi-
mensional proposto, envolvendo o parâmetro
passo de hélice h.

3.2.1 Comparação do MEB com o PB original

Comparando os elementos do Hamiltoniano do Modelo estrutural bidimensional, equa-

ções (3.13) e (3.14), com o Hamiltoniano original PB:

Modelo Estrutural Bidimensional (MEB) Modelo Peyrard-Bishop (PB)

V (yn) = Dn(e
− 1

λ′
yn − 1)2 V (yn) = Dn

(

e−
1

λ
yn − 1

)2

W (yn, yn−1) = kαβ

(
√

h2
αβ +

1
2
(yn − yn−1)

2 − hαβ

)2

W (yn, yn−1) =
kαβ

2
(yn − yn−1)

2

observamos que o potencial relativo às pontes de hidrogênio permaneceu sendo carac-

terizado pelo potencial de Morse. O potencial que descreve o empilhamento, por sua

vez, inclui um novo parâmetro, hαβ, que descreve o passo da hélice. Note que no caso

particular em que se faz hαβ = 0 recupera-se o potencial de empilhamento original

do modelo PB. Nos potenciais acima substituímos a = 1/λ e a′ = 1/λ′ para ficar

consistente com a notação adotada anteriormente.

É interessante ressaltar que no artigo original do modelo Peyrard-Bishop [43] já

foi assumido uma aproximação importante ao simplificar o termo de empilhamento. A

interação de empilhamento entre a bases vizinhas un e un−1 é escrita simplesmente como

um potencial harmônico 1
2
k(un − un−1)

2, veja também a equação (1.5). No entanto,

quando observamos que a interação ocorre ao longo da fita mas o deslocamento é

transversal, veja a figura 3.3, o termo de empilhamento deveria ser diferente. Chamando

de h a distância de equilíbrio entre dois pares de bases vizinhos, o deslocamento dessa

distância decorrente da movimentação de un e un−1 na direção transversal das bases n

e n− 1 respectivamente, é dado por

∆h =
√

h2 + (un − un−1)2 − h (3.15)

Ou seja o potencial harmônico associado a esse deslocamento deveria ser descrito por
1
2
k
(

√

h2 + (un − un−1)2 − h)
)

. É interessante notar a semelhança deste termo com o



3. Modelo Estrutural Bidimensional 52

Figura 3.3

Esquema do deslocamento do em-
pilhamento ao longo de uma das fi-
tas do DNA. À direita a fita com
todas as bases em posição de equi-
líbrio. À esquerda a fita com o des-
locamento transversal.

potencial de empilhamento que obtivemos na equação (3.12).

3.3 Otimização dos parâmetros estruturais

O conjunto de dados experimentais escolhidos para realizar a otimização dos parâme-

tros do modelo foi retirados de Owczarzy et al. [60]. Esse conjunto consiste em 93

sequências cujas temperaturas de desnaturação foram medidas para cinco concentra-

ções salinas diferentes, a saber 69 mM, 119 mM, 220 mM, 621 mM e 1020 mM de

sódio Na+. O erro experimental associado às medidas de temperatura por absorção

ultravioleta é de 0.3 ◦C. Esse mesmo conjunto foi utilizado por Weber et al. [45] para

obter os parâmetros do modelo PB não-modificado.

3.3.1 Procedimento de minimização

A otimização dos parâmetros foi realizada separadamente para cada concentração sa-

lina. Como as sequências utilizadas apenas envolvem pares canônicos, é necessário

otimizar dez constantes elásticas k, dez passos de hélice h e quatro parâmetros associ-

ados ao potencial de Morse (dois D e dois λ), totalizando vinte e quatro parâmetros.

Para obter os valores do passo da hélice hαβ, a minimização da equação 1.34 na se-

ção 1.7, foi realizada em três etapas que estão descritas à seguir. É necessário destacar

que vários procedimentos de minimização foram testados para estudar a convergência

antes que o processo aqui exposto fosse adotado. Inicialmente variamos todos os parâ-

metros simultaneamente, no entanto, como as variáveis k e h não são independentes, a
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minimização não apresentava resultados consistentes. No procedimento final tomamos

o cuidado de variar esses parâmetros em minimizações distintas.

Primeira etapa de minimização (MR1) Para a primeira rodada, os valores iniciais

dos parâmetros Morse D, λ e constantes elásticas k, foram randomizados em até 20%

em relação aos valores obtidos anteriormente para o modelo PB original [45]. O passo

de hélice foi mantido fixo em h = 3.4 Å. Para cada uma das concentrações salinas esse

procedimento foi realizado 150 vezes. A tabela 3.1 mostra os valores de ∆T e χ2 após

esta etapa. Os resultados dessa etapa essencialmente não divergiram dos valores do

parâmetros do modelo PB [45]. Isso indica que o valor de h = 3.4 Å no modelo MEB

em conjunto com os valores do modelo PB representa um resultado estável, um mínimo

local.

Segunda etapa de minimização (MR2) Na segunda etapa, os parâmetros Morse D,

λ e constantes elásticas k foram mantidos constantes, atribuiu-se a esses o valor médio

das rodadas da etapa anterior. O passo de hélice, por sua vez, foi variado em até 20%

ao redor do valor h = 3.4 Å anterior. Foram realizadas 300 rodadas nessa etapa. A

tabela 3.1 mostra os valores de ∆T e χ2 após esta etapa.

Terceira etapa de minimização (MR3) Para estimar o erro associado a cada parâ-

metro, nessa etapa em vez de variar os parâmetros iniciais, as temperaturas de desna-

turação foram variadas através da adição de uma quantia aleatória ±δTi de tal maneira

que as temperaturas modificadas estejam na faixa do erro experimental. A incerteza

experimental relatada por Owczarzy et al. [60] para as temperaturas de desnaturação

é de 0.3 ◦C. Como buscamos investigar o erro associado a cada parâmetro, nessa etapa

todos os parâmetros foram variados: Morse D, λ, constantes elásticas k e passo de hé-

lice h. Um total de 300 rodadas foram realizadas nessa etapa. É interessante destacar

que realizamos uma etapa de minimização de teste variando apenas os parâmetros h

para estudar se a relação com o parâmetro de empilhamento estava afetando o valor

final desses parâmetros nessa otimização variando os dados experimentais. Observamos

que praticamente não houve alteração nos valores médios dos parâmetros, validando

essa etapa MR3.

3.3.2 Resultados e discussão

Analisando o potencial de empilhamento da equação (3.14), observamos que há uma

dependência entre as duas constantes k e h, o que impede que sejam minimizadas
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∆T (◦C) χ2 (◦C2)
[Na+] (mM) MR1 MR2 MR3 MR1 MR2 MR3

69 0.841603 0.836828 0.816806 123.208 121.959 117.309
119 0.848872 0.845658 0.834405 119.297 118.687 115.939
220 0.792025 0.795403 0.795574 108.633 106.981 111.275
621 0.889651 0.890475 0.833005 121.591 122.835 109.627
1020 0.883649 0.867236 0.851968 127.057 123.776 121.451

Tabela 3.1

Evolução de ∆T e χ2 ao longo das três etapas de minimização.

simultaneamente. Por isto a otimização foi realizada em três etapas. Na primeira,

MR1, mantivemos o rise fixo em 3.4 Å [105] e minimizamos os demais parâmetros

D λ e k. Em seguida, na MR2, mantivemos os parâmetro de Morse (D e λ) e de

empilhamento (k) constantes nos valores resultantes de MR1, e variamos apenas os

parâmetros h. Na última otimização, MR3, variando todos os parâmetros fazemos a

estimativa da influência do erro experimental sobre os parâmetros otimizados. No geral

há uma discreta redução do valor de χ2 durante as três minimizações como mostrado

na tabela 3.1.

Na figura 3.4 mostramos os valores resultantes de D e λ que caraterizam o po-

tencial de ligação de hidrogênio. Também mostramos nesta figura os parâmetros tais

como obtidos pelo modelo original PB como curvas cinzas. Praticamente não se ob-

serva diferenças entre os dois modelos para estes parâmetros. Já para as constantes

de empilhamento k, observa-se algumas variações importantes como mostrado na fi-

gura 3.5. Em especial para a situação em que ambos os próximos vizinhos tem forte

ligação de hidrogênio, figura 3.5a, observamos um aumento para vizinhos tipo GpC

(GC seguido de GC, curva preta). Este aumento é acompanhado de uma importante

diminuição no rise de GpC como mostrado na figura 3.6a. Para vizinhos tipo CpC há

uma diminuição de k (figura 3.5a, curva vermelha), no entanto o rise correspondente

mostra pouca variação, figura 3.6a. Para vizinhos fracamente ligados, mostrados na

figura 3.5c, observamos pouca alteração em relação ao modelo não-modificado PB, no

entanto para ApT (AT seguido e TA) há um forte aumento de rise como mostrado na

figura 3.6c (curva preta) que chega a um valor médio próximo de 6 Å.
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Dependência do passo de hélice (rise) com a concentração salina. Os símbolos e cores são
iguais ao da figura 3.5. A linha pontilhada indica a posição de 3.4 Å comumente adotada
como valor médio de rise [105]. A escala do painel (c) está ampliada em relação aos painéis
(a) e (b).

3.4 Comparação dos parâmetros estruturais

otimizados com medidas experimentais de

raio-X e NMR

Os resultados da seção anterior mostram importantes variações do parâmetro de rise

com o tipo de próximo vizinhos e também com a concentração salina, como visto na

figura 3.6. De fato, apenas em poucas situação este parâmetro ficou em 3.4 Å que é

o valor usualmente adotado a partir do trabalho pioneiro de Yanagi et al. [105]. Mas

se levarmos em consideração medidas mais recentes e detalhadas, de quanto realmente

varia este parâmetro? Existe alguma dependência conhecida com o tipo de próximo

vizinho?

Grande parte do avanço na investigação da estrutura dos ácidos nucleicos se deve

ao refinamento da técnica de cristalografia de raio-X. Uma simples consulta a base de

dados NDB (Nucleic Acids Database) mostra que a cristalografia ainda é o método

dominante, das 5435 estruturas disponíveis para DNA 4639 foram obtidas através de

raio-X e as 796 restantes através de NMR. Como com o nosso modelo MEB incluiu a

variável estrutural do passo da hélice e foi possível fazer uma estimativa independente

para esse parâmetro, antes de comparar os dados obtidos com os valore experimentais

é interessante apresentar de maneira breve esses métodos estruturais.
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Uma das grandes vantagens do NMR é a determinação das estruturas em solução,

estado em que as moléculas de DNA se encontram no meio fisiológico. Por não existir

necessidade de cristalizar a molécula, um dos fatores limitantes da cristalografia de

raio-X, os resultados de NMR permitem investigar a flexibilidade de DNA e RNA. Em

vez de contrastantes esses métodos devem ser complementares, ambos possibilitam, por

exemplo, o estudo da dependência da conformação estrutural em relação à sequência.

No entanto, algumas vezes há divergência nos resultados, conforme discutido no caso

do par GU.

O primeiro desafio para realizar a comparação dos valores de passo de hélice

obtidos com os dados disponíveis consiste na inviabilidade de retirar essa informação

diretamente de experimentos de raio-X e NMR. É necessária uma interpretação com-

putacional desses dados experimentais para que informações estruturais como o passo

de hélice sejam extraídas.

Há uma série de abordagens construídas para analisar e comparar estruturas tri-

dimensionais de ácidos nucleicos (CEHS [12],CompDNA [13] ,Curves [14], FREEHE-

LIX [15], NGEOM [16], NUPARM [17] e RNA [106]. No entanto, os programas de

computador desenvolvidos para reconstruir a conformação da cadeia geram resultados

inconsistentes [18]. A discrepância se revela na descrição dos parâmetros da estrutura,

que podem ser classificados em dois grupos: parâmetros relacionados ao par de base

(shear, stretch, stagger, buckle, propeller twist e opening) e parâmetros associados ao

dímero formado por dois pares vizinhos, chamados parâmetros de step. (shift, slide,

rise, tilt, roll, twist) como mostrado na figura 3.7.

Lu and Olson, ao comparar a implementação de sete algoritmos usados para

determinação desses valores, identificaram que tal divergência se devia principalmente

à adoção de sistemas de referência diferentes. Ao escolher o mesmo sistema de referência

para todos as sete abordagens computacionais foi observada uma descrição da estrutura

similar entre elas. Segundo Lu and Olson o posicionamento dos sistemas de referência

nas fronteiras interiores e exteriores das bases complementares exagera o passo de hélice

para os dímeros distorcidos. As divergências foram ilustradas a partir da comparação

desses parâmetros usando dados de estrutura cristalinas para algumas sequências e a

diferença observada foi maior para rise associado ao step ApT. Existe também um

conflito de definição de parâmetros, o passo de hélice (rise) em particular é definido

como o como o componente z do vetor translacional que conecta as origens de pares de

base sequenciais para todos os programas com exceção do Curves. Todos programas

definem shift e slide consistentemente como as componentes x e y desse vetor. Portanto,

após adotar o mesmo sistema de referência apenas os resultados para rise associados

ao Curves devido a definição não usual adotada diverge dos demais.
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Figura 3.7

Sistema de referência e parâmetros estruturais de par de base e entre pares vizinhos (step).
Figura retirada de Lu and Olson [107].

Diante dessa análise mostrou-se necessário um sistema de referência padrão para

descrever o arranjo tridimensional das bases e dos pares de base das estruturas de

ácidos nucleicos. Do contrário, tendo em vista as discrepâncias relatadas, a comparação

dessas estruturas se torna impraticável. A fim de solucionar essa questão, um grupo de

pesquisadores envolvidos com o desenvolvimento e utilização desses programas propôs

um sistema de referência padrão [10] cujas coordenadas das bases foram baseadas em

estruturas cristalinas de alta resolução. A escolha do sistema de coordenadas estabelece

que bases complementares formem um par de base Watson-Crick planar no estado não

distorcido com distâncias das ligações de hidrogênio e dos ângulos virtuais obedecem

os valores medidos nas estruturas cristalinas de pequenas moléculas. O sistema de

referência proposto teve êxito em proporcionar análises conformacionais da estrutura
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helicoidal independentes do programa computacional utilizado [10].

Em resumo, portanto, observou-se que o valor do passo da hélice depende do

pacote de software particular utilizado para interpretar os dados de difração de raios-x

e NMR e seus resultados diferem significativamente uns dos outros. Conforme visto, tais

diferenças se devem principalmente às diferentes formas de posicionar a estrutura de

referência na estrutura helicoidal do DNA. Essa discrepância pode ser observada para

a sequência d(CGATCGATCG) no trabalho inicial realizado com o modelo estrutural

bidimensional [108], que exibe a comparação do resultados de passo de hélice obtidos

a partir da nossa primeira tentativa de minimização com os valores calculados por

diferentes softwares CEHS, NEWHELIX e 3DNA. Tal programa 3DNA [107, 109] foi

desenvolvido pelo grupo de pesquisadores responsável pela comparação dos diversos

programas e elaboração do sistema de referência padrão [10]. O 3DNA faz uso desse

sistema de referência recomendado para a descrição da geometria do par de base e

utiliza um esquema rigoroso para calcular os parâmetros estruturais e reconstruir essa

estrutura. Em uma das rotinas desse programa os ácidos nucleicos são representados

por blocos retangulares conforme exibido na figura 3.7. Para realizar a comparação

com nossos resultados optamos por utilizar os dados de parâmetros estruturais das

sequências disponíveis na base de dados Nucleic Acids Database (NDB) [110, 111].

Esses parâmetros estruturais contidos na base NDB foram calculados através do pacote

3DNA [107, 109].

3.4.1 Extração dos dados experimentais

A fim de comparar os resultados previstos pelo nosso modelo com medidas experimen-

tais do passo da hélice, extraímos dados obtidos através de medidas de raio-X e e de

espectroscopia NMR da base de dados Nucleic Acid Database (NDB) [110, 111]. Como

essa base reúne dados que envolvem diferentes conformações de DNA e pareamentos di-

versos, é necessário filtrar os dados adequados para possibilitar a comparação. Embora

exista uma ferramenta de busca de estruturas no sistema via interface web, a seleção é

deficiente e não identifica corretamente as estruturas de interesse. Desenvolvemos um

programa em Perl para selecionar apenas as sequências B-DNA e pares Watson-Crick.

A partir dos códigos de identificação (ID NDB) das estruturas fornecidos após utilizar

o filtro do sistema, esse programa conseguiu baixar os parâmetros de par de base e

de step. Em seguida, através de uma análise da sequência, selecionamos apenas as

estruturas B-DNA canônicas. Foram selecionadas medidas de raio-X para 290 sequên-

cias e medidas de NMR associadas a 163 sequências sequências de B-DNA canônicos.

Separadamente para cada tipo de método experimental, calculamos desse conjunto de
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Comparação entre os valores do pa-
râmetro passo de hélice (rise) cal-
culados na concentração salina de
69 mM (vermelho) com a média
dos valores do passo de hélice medi-
dos em diversas sequências através
de raios-X e analisados com 3DNA
(preto) e NMR (azul). Os resulta-
dos foram levemente deslocados na
horizontal para facilitar a visuali-
zação.

sequências a média e o desvio-padrão para cada tipo de passo (apenas relembrando a

notação de step: ApC se refere ao passo entre o par AT e o par CG).

3.4.2 Discussão

Comparamos os valores obtidos para cada passo de hélice através do parâmetro h do

nosso modelo com as médias calculadas das medidas de raio-x e NMR das sequências

selecionadas pelo método descrito na seção anterior. Nossos resultados concordam em

grande parte com os resultados do 3DNA-NDB dentro da incerteza dada pelos desvios-

padrão, figuras 3.8 e 3.9. O valor previsto com MEB que mais difere da média dos

dados de raio-x está associado ao passo ApT, mas esse também é o que apresenta a

maior incerteza do modelo. É importante enfatizar que a boa concordância não era

óbvia e que o modelo foi capaz de estimar parâmetros estruturais do DNA partindo

apenas de dados experimentais de temperatura de desnaturação.

Ao contrário das medidas de difração de raios-x, temperaturas de desnaturação

de DNA podem ser medidas ao longo de uma gama de concentrações salinas diferentes.

Dessa forma, o nosso método abre a possibilidade de analisar a mudança de parâme-

tros estruturais como uma função da concentração salina. É necessário ressaltar que

cada minimização foi feita separadamente para cada concentração salina, ou seja cada

otimização é baseada em um conjunto de dados independente de temperatura de des-

naturação. Portanto, o comportamento consistente de h observado para cada grupo de

próximos vizinhos, em diferentes concentrações, mostra que o modelo produz resultados

robustos. Em particular, verificou-se que o passo de hélice varia mais fortemente para

pares de bases fracamente ligados AT consecutivos e com a concentração salina mais

elevada figura 3.6. Essa observação nos levou a questionar se o valor de rise resultante

do modelo corresponde à estrutura de dupla hélice estável ou se de certa forma captura

o processo de desnaturação. Isto é, dado que AT é o par de base menos estável, a região
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Figura 3.9

Comparação entre os valores do parâmetro passo de hélice (rise) calculados na concentração
salina de 119 mM (ciano), 220 mM (verde), 621 mM (laranja) e 1020 mM (marrom) com
a média dos valores do passo de hélice medidos em diversas sequências através de raios-X e
analisados com 3DNA (preto) e NMR (azul). Os resultados foram levemente deslocados na
horizontal para facilitar a visualização.

que possui dois pares AT consecutivos é candidata a se romper primeiro no processo

de desnaturação. Uma vez que esse par se abre, a distância efetiva em relação ao par

de base vizinho é acentuada. Em Perkins [97], o valor relatado para o rise da dupla

hélice é de 3,4 Å enquanto para a fita simples é de 5,4 Å. Ao comparar com os valores

obtidos para h na figura 3.6, vemos que ApT, assume valores intermediários.

É interessante fazer um paralelo com os resultados obtidos para os parâmetros

associados aos pares de base terminal [112]. O parâmetro de Morse obtido para AT

foi o que mais variou com concentração salina. A hipótese que levantamos foi a de

ligações de hidrogênio de menor intensidade nas concentrações salinas mais baixas. No

entanto, também seria razoável assumir que essas extremidades estariam iniciando um

processo de desnaturação. É curioso, todavia, que no caso do rise os valores mais altos

obtidos estejam associados às concentrações salinas maiores já que a presença do sal

deveria contribuir para a estabilidade da hélice.

3.5 Conclusão

A partir da adaptação de um modelo mesoscópico tridimensional, foi possível incluir

o parâmetro estrutural do passo de hélice anteriormente omitido na aproximação do
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modelo PB original. Ao combinar o modelo com a técnica de equivalência termodinâ-

mica, otimizamos os valores do passo de hélice usando temperaturas de desnaturação.

Como havia disponibilidade de conjuntos de dados de desnaturação para sequências

em soluções de diferentes concentrações salinas, pudemos obter independentemente os

parâmetros de rise para cada uma dessas concentrações. O comportamento semelhante

do passo de hélice observado comparando essas diferentes otimizações confere confiabi-

lidade aos parâmetros. Para realizar a comparação com dados experimentais, com um

programa que desenvolvemos, selecionamos da base NDB dados rise de B-DNA canô-

nicos interpretados de medidas de raio-X e NMR. O conjunto de próximos-vizinhos

ApT exibiu a maior dependência com a concentração salina, apresentando valores mais

elevados de rise para concentrações maiores. ApT também foi o que mais divergiu do

valor médio dos dados de NMR e raio-X e do valor de 3.4 Å.



Capítulo 4

Conclusão

Os trabalhos realizados evidenciam a versatilidade de modelos do tipo Peyrard-Bishop.

O modelo PB se destaca em relação aos outros modelos simplificados, em particular

o modelo de próximos vizinhos, pela capacidade de distinguir o tipo de interação in-

tramolecular: entre as bases de um par (ligação de hidrogênio) ou entre os pares de

base (empilhamento). Embora seu nível de detalhamento não proporcione a descrição

da estrutura atômica dos ácidos nucleicos, exatamente por isso o tempo computacio-

nal requerido permite estudar moléculas com comprimento de interesse por períodos

longos, assim como uma variedade de sequências de diferentes composições. O uso

dessa classe de modelos mesoscópicos associada à técnica de equivalência termodinâ-

mica possibilitou a abordagem de propriedades físicas de DNA e RNA a partir de dados

experimentais de temperatura de desnaturação. O foco da pesquisa foi o estudo da es-

tabilidade do par guanina-uracila em RNA e a proposta de um modelo modificado que

inclui o parâmetro estrutural rise em DNA. Adaptamos o modelo PB original em uma

tentativa de explorar a influência do contexto no mismatch guanina-uracila sugerida

experimentalmente por medidas de desnaturação, de raio-X e NMR. Para absorver as

diferentes conformações que os pares GU podem assumir, introduzimos a dependência

de contexto da sequência nos parâmetros desse modelo. Nosso objetivo era esclarecer

a divergência dos dados experimentais em relação ao número de ligações de hidrogê-

nio desse par em certas configurações, bem como fornecer os parâmetros associado a

esse par. Seria um modelo mesoscópico capaz de distinguir as nuances da estabilidade

do par GU? Nossos resultados indicam que sim, além de fornecerem previsões para

contextos diversos. Fomos capazes de prever a diferença do padrão da ligação de hi-

drogênio do GU de maneira consistente com os dados experimentais disponíveis para

algumas determinadas configurações. Em particular, a previsão de uma única ligação

de hidrogênio para configurações tandem GUpUG concorda com as medições de NMR.
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Além disso, os nossos resultados sugerem que a estabilidade dos pares terminais GU

relatada experimentalmente pode ser atribuída às interações entre os pares de liga-

ções de hidrogênio. Ao parametrizar o mismatch GU, presente em todos os tipos de

RNA, disponibilizamos uma ferramenta independente para a análise da estabilidade

de sequências quaisquer contendo esse par não canônico. Essa funcionalidade tem um

potencial interesse para o desenvolvimento de sondas. Concomitantemente, ao adaptar

o software para lidar com GU, expandimos a possibilidade de investigar outros pares

cujas ligações de hidrogênio são dependentes de contexto.

Para reduzir ao mínimo o número de variáveis, o modelo PB original assumiu

uma aproximação que elimina a existência do parâmetro associado ao passo da hélice

no hamiltoniano. Ao planificar o modelo de Barbi tridimensional analiticamente, re-

cuperamos a dependência com esse parâmetro estrutural. Essa distância corresponde

ao passo de motores moleculares ao se moverem pelo DNA, por exemplo as enzimas

RNA polimerase e DNA polimerase. De posse desse novo hamiltoniano que inclui o

passo da hélice, decidimos usar a metodologia de parametrização a partir de tempera-

turas de desnaturação para obter esse parâmetro. Como o conjunto de dados extraídos

da literatura contém temperaturas para diferentes concentrações salinas, foi possível

analisar a dependência do passo de hélice com a concentração salina. Adicionalmente

comparamos os dados obtidos com os dados experimentais (raio-X e NMR) da média

do passo de hélice para cada configuração de próximos vizinhos. Os resultados são

consistentes com os valores experimentais com exceção do passo ApT. Além do valor

do passo de hélice para ApT divergir do valor médio dos dados de NMR e raio-X e do

valor de 3.4 Å, ele exibiu a maior dependência com a concentração salina, apresentando

valores mais elevados de rise para concentrações maiores.

4.1 Outros trabalhos realizados no âmbito deste

projeto

Estabilidade das terminações das hélices em RNA e DNA A investigação do

mismatch GU com o modelo Peyrard-Bishop, ao considerar a dependência de con-

texto, permitiu pela primeira vez diferenciar a estabilidade de um par interno com

os pares situados nas terminações com modelos mesoscópicos. Conforme discutido na

seção 2.3.1.2, página 43, os valores obtidos para os parâmetros de Morse associados aos

pares terminais foram superiores até ao par canônico AU para a maioria dos contextos.

Essa característica indica que a existência do par GU terminal confere uma estabili-

zação maior à hélice e sugere que essa estabilidade deve ser atribuída às ligações de
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hidrogênio. Todavia, como não havia um estudo da estabilidade dos pares terminais

com modelos mesoscópicos surgiu o questionamento se os valores observados realmente

traduziam o comportamento do GU ou se isso era um efeito associado ao próprio mo-

delo adotado. Com o intuito de estudar se a estabilidade das ligações de hidrogênio nas

extremidades é um efeito real ou está associado a um artefato do modelo, propusemos

e realizamos o estudo dos pares terminais em DNA e RNA canônicos.

Empregamos uma adaptação semelhante à utilizada no estudo do GU, do capí-

tulo 2 para estudar as terminações dos oligonucleotídeos. Apenas tratamos as bases

nas pontas como se fossem bases diferentes para possibilitar a distinção dos pares in-

ternos em relação aos terminais. Contudo, como por enquanto não há interesse em

estudar o contexto, não foi necessária a separação em trímeros. Para identificar se o

aumento de estabilidade era um artefato do modelo, investigamos separadamente DNA

e RNA usando, respectivamente, as bases de temperatura de desnaturação retiradas

de [60, 65]. Os resultados referentes ao estudo dos terminais em DNA foram publica-

dos em Ferreira et al. [112] e os resultados para RNA estão sendo preparados para a

publicação.

Projeto em colaboração com grupo da Medicina/Endocrinologia da UFRGS

Nesta colaboração com o grupo de endocrinologia do Hospital de Clínicas da UFRGS,

nós auxiliamos no estudo de estabilidade de RNA mensageiro (mRNA) relativo ao

de polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) no gene RET e a susceptibilidade ou

progressão do carcinoma medular de tireóide (CMT) hereditária ou esporádica. Nossa

primeira tentativa para estudar a estabilidade foi analisar os perfis de abertura das

variantes e comparar com wild type. A ideia inicial era comparar a abertura média

de uma sequência com as demais. Nas sequências de RNA de interesse, o par GU

ocorre com frequência, no entanto, só tínhamos os parâmetros necessários — Morse e

constantes de empilhamento — para analisar a abertura com o software do nosso grupo

TfReg para os pares canônicos (obtidos em [46]). A necessidade de parametrização

do mismatch GU motivou o estudo de estabilidade desse par descrito no capítulo 2.

Contudo, a presença de estruturas diferentes de hélice dupla como loops e hairpins

inviabilizou a análise da forma pretendida.

A abordagem que permitiu que analisássemos a estabilidade das variantes consis-

tiu em considerar as estruturas subótimas geradas pelo software RNAfold. Estruturas

sub-ótimas são definidas como aquelas que tem uma energia que difere dentro de uma

faixa determinada da energia da estrutura ótima. Utilizamos a sequência da variante

wild type e de cada uma das variantes polimórficas para gerar um conjunto de estru-

turas sub-ótimas. A sequência do mRNA associado ao RET possui aproximadamente
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5000 pares de bases de comprimento. Dessa forma, cada um dos conjuntos tem mui-

tos resultados possíveis para a estrutura mais estável, com valores muito próximos de

energia livre de Gibbs. Seria impraticável, em termos computacionais, gerar todas as

estruturas possíveis de baixa energia em uma dada faixa de energia. Em vez disso, 380

estruturas foram geradas aleatoriamente para cada tipo de variante polimórfica, com

probabilidades iguais ao peso Boltzman de sua energia. Foram calculadas as energias

livres de cada estrutura e o número de pares em dupla-hélice com o pacote Vienna

RNA [113]. As estruturas sub-ótimas associadas à variante mais agressiva na média

apresentaram maior número de regiões de fita dupla e menor energia livre, indicando

maior estabilidade. Este trabalho foi publicado em Ceolin et al. [114].
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Apêndice A

Softwares TfReg e Varpar

Dois softwares de implementação de diversos modelos do tipo PB são utilizados pelo

nosso grupo de pesquisa para obter propriedades físicas de DNA e RNA. Ambos em-

pregam a técnica de matriz de transferência e o método de equivalência termodinâ-

mica para o cálculo da função de partição clássica. O software TfReg [115] está dis-

ponível online, no momento na versão 3.0, em https://sites.google.com/site/

geraldweberufmg/tfreg As principais funções do TfReg são a previsão de tempera-

tura de sequências e o perfil de abertura.

O software Varpar ainda não foi disponibilizado publicamente. Com o Varpar

é possível obter os parâmetros dos modelos a partir de um conjunto de dados de

temperatura de desnaturação experimental. A otimização dos parâmetros é realizada

usando o método de Nelder-Meder

O Modelo Estrural Bidimensional foi implementado em ambos os softwares. Esses

softwares foram adaptados para possibilitar a dependência de contexto do estudo de

estabilidade do par GU [67] e tal adaptação foi útil para estudar as terminações do

DNA [112].
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Tabela B.1

Sequências usadas para otimizar os parâmetros associados a GU, adaptadas de Chen et al. [76].
Os mismatches GU foram substituídos pela letra correspondente ao agrupamento-II, colchetes
correspondem a G e chaves correspondem a U. A temperatura experimental T , a temperatura
prevista com nosso modelo T ′ e o iníce de desnaturação τ são exibidos. Temperaturas estão
em ◦C, τ é adimensional e a concentração está em µM. As sequências autocomplementares
foram recalculadas para 200 µM, veja seção 2.2.2.

Sequência (5’→ 3’) Sequência complementar (3’→5’) Ct T T ′ τ
A{M1}GC[M1]U U[M1]CG{M1}A 100 19.5 24.5763 1.68642
A[M1]GC{M1}U U{M1}CG[M1]A 100 24.2 25.2337 1.69529
GUC[W]{W}AC CAG{W}[W]UG 200 24.8427 27.1549 1.74299
{M2}UGCA[M2] [M2]ACGU{M2} 100 25.3 27.5081 1.72598
C{W}GC[W]G G[W]CG{W}C 100 26.8 32.2711 1.79025
G[M1]CG{M1}C C{M1}GC[M1]G 100 29 30.4371 1.7655
GU[M1]AAUU{M1}AC CA{M1}UUAA[M1]UG 100 32.8 32.4453 1.92328
[SA]UGCA{SA} {SA}ACGU[SA] 100 33.1 35.8652 1.83875
GC[W]{W}GC CG{W}[W]CG 100 33.2 31.2948 1.77708
AU[M1]CG{M1}AU UA{M1}GC[M1]UA 100 34.4 29.3574 1.80194
U[SA]GC{SA}A A{SA}CG[SA]U 100 35 33.6712 1.80914
C[W]GC{W}G G{W}CG[W]C 100 35.7 32.2711 1.79025
CCA[W]{W}UGG GGU{W}[W]ACC 100 37.1 38.2 1.94268
GCA[W]{W}UGC CGU{W}[W]ACG 100 38.1 39.6948 1.96647
GGU[W]{W}ACC CCA{W}[W]UGG 100 38.3 42.9898 2.01891
GUC[W]{W}GAC CAG{W}[W]CUG 100 38.7 41.3452 1.99274
A[M2]UCGA{M2}U U{M2}AGCU[M2]A 100 38.9 36.9974 1.92354
AUG{SB}[SB]CAU UAC[SB]{SB}GUA 100 39.5 40.2845 1.97585
GGA[W]{W}UCC CCU{W}[W]AGG 100 40.2 41.9742 2.00275
UCC[M1]CC AGG{M1}GG 200 40.3318 46.4937 1.98217
{M2}UACGUA[M2] [M2]AUGCAU{M2} 100 40.5 35.8652 1.90552
CG[SA]AU{SA}CG GC{SA}UA[SA]GC 100 40.8 43.223 2.02262
G{M1}AGCU[M1]C C[M1]UCGA{M1}G 100 40.9 46.5802 2.07605
{SA}AUGCAU[SA] [SA]UACGUA{SA} 100 41 41.6759 1.998
GC{M1}[M1]GC CG[M1]{M1}CG 100 41.5 42.418 1.92717
CCU[W]{W}AGG GGA{W}[W]UCC 100 42 40.6179 1.98116
CGU{M1}[M1]ACG GCA[M1]{M1}UGC 100 42.4 38.0382 1.9401
CC[M1]AAUU{M1}GG GG{M1}UUAA[M1]CC 100 42.6 42.2563 2.00724
[SA]AUGCAU{SA} {SA}UACGUA[SA] 100 42.6 44.3707 2.14872
GAG[M2]{W}GAG CUC{M2}[W]CUC 200 43.1975 42.1623 2.00574
GCU[M2][M2]UGC CGA{M2}{M2}ACG 200 44.138 48.9347 2.11353
CU[SA]GC{SA}AG GA{SA}CG[SA]UC 100 44.4 51.8895 2.16056
CG[SA]AAUU{SA}CG GC{SA}UUAA[SA]GC 100 44.7 45.7897 2.17555
GA[M2][M2]CGC[M2][M1]AG CU{M2}{M2}GCG{M2}{M1}UC 200 45.0211 48.8709 2.30673
CUC[M1]CUC GAG{M1}GAG 200 45.5732 44.3074 1.99424
CUC[M2][M2]CUC GAG{M2}{M2}GAG 200 46.1708 44.3364 2.04034
[SA]UCUAGA{SA} {SA}AGAUCU[SA] 100 46.3 44.7054 2.04622
CCA{M2}[M2]UGG GGU[M2]{M2}ACC 100 46.5 50.6185 2.14033
[SA]UAGCUA{SA} {SA}AUCGAU[SA] 100 47.4 45.5013 2.05888
GUG[SB]UCG CAC{SB}AGC 200 47.4478 48.4049 2.05426
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Table B.1 (continuação)

CA{M2}[M2]UGC GU[M2]{M2}ACG 200 47.4953 38.5189 1.90945
CA[M2]UCGA{M2}UG GU{M2}AGCU[M2]AC 100 47.5 49.7575 2.25056
GGU{M1}[M1]ACC CCA[M1]{M1}UGG 100 47.6 47.8451 2.09619
CAGA[M2][M1]AGAC GUCU{M2}{M1}UCUG 200 47.8778 48.6239 2.22913
CG[SA]AUAU{SA}CG GC{SA}UAUA[SA]GC 100 48.3 47.3834 2.20567
{SA}CCGG[SA] [SA]GGCC{SA} 100 48.5 49.3631 2.02089
GA[M2]AGCU{M2}UC CU{M2}UCGA[M2]AG 100 48.9 51.1247 2.2764
GGA{M2}[M2]UCC CCU[M2]{M2}AGG 100 49 53.8958 2.19249
GCA{M2}[M2]UGC CGU[M2]{M2}ACG 100 49.2 52.267 2.16656
GAGU[M2][M1]AGAG CUCA{M2}{M1}UCUC 200 49.5964 47.8979 2.2154
GU{M1}AGCU[M1]AC CA[M1]UCGA{M1}UG 100 50.4 48.7543 2.23159
GAG{SB}[M1]GAG CUC[SB]{M1}CUC 200 51.2122 50.2511 2.13448
GA[M1]GAUC{M1}UC CU{M1}CUAG[M1]AG 100 51.3 51.3452 2.28057
GAG{SB}[SB]CUC CUC[SB]{SB}GAG 100 51.6 54.082 2.19545
CUG[SA]AU{SA}CAG GAC{SA}UA[SA]GUC 100 51.8 50.7989 2.27024
[SA]GCGC{SA} {SA}CGCG[SA] 100 52.9 52.0886 2.05767
GCU{M1}{M2}GC[M2][M1]AGC CGA[M1][M2]CG{M2}{M1}UCG 100 54.4 55.4931 2.54146
{SA}GGCC[SA] [SA]CCGG{SA} 100 54.7 57.468 2.13026
GGC[W]{W}GCC CCG{W}[W]CGG 100 55 58.5459 2.2665
GU[SA]UGCA{SA}AC CA{SA}ACGU[SA]UG 100 55 57.0441 2.3883
CG[SA][M2]CG{M2}{SA}CG GC{SA}{M2}GC[M2][SA]GC 100 56 51.4672 2.15383
{SA}CACGUG[SA] [SA]GUGCAC{SA} 100 56 54.6629 2.34329
[SB]CCGG{SB} {SB}GGCC[SB] 100 57 54.3054 2.08758
[SA]ACGCGU{SA} {SA}UGCGCA[SA] 100 57.4 54.7529 2.20613
CCA[SB]C[M1]UCCU GGU{SB}G{M1}AGGA 200 57.763 62.6242 2.49379
GCG[SB]GAC CGC{SB}CUG 200 58.1586 59.2819 2.21359
[SB]CAGCUG{SB} {SB}GUCGAC[SB] 100 58.3 58.3378 2.26318
A{M1}GCGC[M1]U U[M1]CGCG{M1}A 100 58.6 50.9264 2.14523
GG{M2}{SA}CG[SA][M2]CC CC[M2][SA]GC{SA}{M2}GG 100 59.8 61.7409 2.4771
GAC[M1]CCAG CUG{M1}GGUC 200 60.1333 55.633 2.22014
[SA]GAGCUC{SA} {SA}CUCGAG[SA] 100 61.1 58.5181 2.26605
{SA}GACGUC[SA] [SA]CUGCAG{SA} 100 61.6 55.8733 2.22396
{SA}ACCGGU[SA] [SA]UGGCCA{SA} 100 63.1 57.879 2.25588
CAG[SB]GCUC GUC{SB}CGAG 200 64.0698 61.3595 2.31128
CG[SB]UGCA{SB}CG GC{SB}ACGU[SB]GC 100 64.1 64.2161 2.52389
GGC{M1}[M1]GCC CCG[M1]{M1}CGG 100 65.9 66.0809 2.38642
CA[SB]CGCG{SB}UG GU{SB}GCGC[SB]AC 100 66.2 64.958 2.53791
GUCG[SB]GCC CAGC{SB}CGG 200 68.5737 68.6522 2.42734
UC[M1]CCAGAGG AG{M1}GGUCUCC 200 70.9226 65.0518 2.53969
GGC[M2][SA]GGC CCG{M2}{SA}CCG 200 71.7107 69.3753 2.43885
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ABSTRACT: Guanine−Uracil (GU) mismatches are crucial
to the stability of the RNA double helix and need to be
considered in RNA folding algorithms for numerous
biotechnological applications. Yet despite its importance,
many aspects of GU base pairs are still poorly understood.
There is also a lack of parametrization which prevents it to be
considered in mesoscopic models. Here, we adapted the
mesoscopic Peyrard−Bishop model to deal with context-
dependent hydrogen bonds of GU mismatches and calculated
the model parameters related to hydrogen bonding and base stacking from available experimental melting temperatures. The
context-dependence causes a proliferation of parameters which made the problem computationally very demanding. We were
able to overcome this problem by systematically regrouping the parameters during the minimization procedure. Our results not
only provide the much needed parametrization but also answer several questions about the general properties of GU base pairs,
as they can be associated straightforwardly to hydrogen bonding and base stacking. In particular, we found a very small Morse
potential for tandem 5′‑GU‑3′, which confirms a single hydrogen bond for this configuration, answering a long-standing question
over conflicting experimental findings. Terminal GU base pairs are known to increase the duplex stability, but it is not clear why.
Our results suggest that the increased terminal stability is mostly due to stronger hydrogen bonding.

■ INTRODUCTION

The mismatch GU is the most commonly found base pair
besides AU and CG in RNA. The unique chemical and
structural properties of GU wobble pairs make them special
sites for recognition of some biomolecules.1 The conservation
of this motif in specific sites along evolution is more evidence of
its functional importance. For example, most living organisms
present one GU mismatch at the third position of tRNAAla that
allows the recognition by the enzyme that attaches the amino
acid alanine to its tRNA.2 The GU mismatch is also linked to
the RNA catalysis function; for example, in nearly all organisms,
in group I self-splicing introns, there is a GU pair at the site of
cleavage.1

In the wobble hypothesis, Crick proposed that GU could
form two hydrogen bonds similar to the canonical AU pair.3

This was confirmed by early spectroscopic measurements
which obtained GU free energies similar to AU.4,5 However,
later experimental studies showed that the stability of internal
GU mismatches depends very much on the neighbor context.6

In particular, thermal stability of GU symmetric tandem base
pairs depends on the direction in which they are arranged, with
5′-UG-3′ being generally more stable than 5′-GU-3′. The
stability is also influenced by flanking Watson Crick base pairs.7

Early NMR studies6 did not attribute this change in stability to
a difference in hydrogen-bonding pattern. However, later NMR
experiments concluded that the symmetric tandem GU base
pair may have either one or two hydrogen bonds depending on
mismatch sequence and flanking pairs.8

In terms of theoretical studies, a comprehensive analysis of
nearest-neighbor (NN) parameters for GU was carried out
recently by Chen et al.9 However, the NN model reveals very
little about the intramolecular interactions due to its
fundamental limitation of not being able to separate the
hydrogen bonds from the stacking interactions.10 At the other
extreme of the theoretical complexity are molecular dynamics
simulations which, due to finite computational resources, are
typically limited to the analysis of just a few sequences.11,12

Even more restricted are density functional theroy (DFT)
calculations which study the interactions of isolated GU wobble
pairs but do not include the RNA backbone and no stacking
interaction.13−18 Mesoscopic approaches such as the Peyrard−
Bishop model19 overcome the limitations of nearest-neighbor
models by treating separately the hydrogen bonds and stacking
parameters. The combination of this fundamental property of
mesoscopic models with experimental melting temperatures
provides a way to calculate the strength of hydrogen bonds,20

which is a difficult property to measure21 or calculate.22,23 This
has enabled us to obtain fundamental insights into DNA,20

RNA,24 and more recently deoxyinosine.25 These recent
advances are a major motivation to extend this type of analysis
to GU mismatches.
The simplified model proposed by Peyrard and Bishop19

consists of a 2D Hamiltonian that takes into account the
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stacking interaction and hydrogen bond as separate potentials.
The model Hamiltonian is easily modified to include different
aspects of nucleotide interactions and can be used either in the
framework of equilibrium physical statistics or dynamics. Some
examples of recent applications are the analysis of cyanobacte-
rial promoters,26 protein induced DNA bubbles,27 and fast
prediction of bubble openings.28 Modified Hamiltonians were
proposed to add additional barriers for base pair to model A-
DNA29 or the unzipping induced by force.30 Further
modifications of the model Hamiltonian include the description
of structural parameters such as the rise of the helical steps31

and salt-dependent Morse potentials.32

Here, we use the Peyrard−Bishop model to obtain the
hydrogen bond and stacking parameters for GU base pairs in
RNA from published melting temperatures.9 In comparison to
our previous work on RNA CG and AU base pairs,24 this
represents a considerable challenge since we cannot assume a
priori a uniform hydrogen bond strength for GU mismatches.
In other words, we are not dealing with a single value for
hydrogen bonds as previously for CG or AU.24 Instead, we
need to consider the possibility of multiple values for hydrogen
bond strengths depending on context, increasing the parameter
searching space dramatically to 114 parameters (40 Morse
potentials and 74 stacking parameters). Not only does this
represent a huge computational challenge for a nonlinear
minimization, it also exceeds the number of sequences in the
data set.
To overcome the challenges represented by the large number

of parameters, we approached the problem in several steps.
First we optimized only the 40 Morse potentials independently
and kept all stacking parameters constant. Then we gradually
reduced the number of Morse potentials into groups of similar
strengths until we ended with just five different potentials. By
reducing the number of Morse potentials we were able to
reduce also the number of stacking parameters from 74 to 40,
that is, reducing the problem to optimizing just 45 parameters
in total.
This process was successful in optimizing the GU Morse

potentials into the known groups of one or two hydrogen
bonds. We also obtained larger hydrogen bonds for terminal
GUs which are known for their increased stability. In contrast
to the variable hydrogen bonds, the GU stacking parameters are
very similar in order of magnitude to RNA Watson−Crick base
pairs. We found overall agreement with independent
experimental measurements such as NMR, and we believe we
were able to settle a specific question about the possibility of a
single hydrogen bond for tandem GU.

■ MATERIALS AND METHODS

The Mesoscopic Model. We used the model proposed by
Peyrard and Bishop19 with harmonic stacking interaction,
which is the model with the smallest number of parameters.
This simple model has provided good results in a variety of
situations.20,24,25

The main components of this model are the hydrogen bond
represented by a Morse potential
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where the parameters D and λ depend on the base pair i and
the elastic constant k is related to the interaction between
subsequent pairs i and i + 1. The small angle θ (0.01 rad) was
introduced to avoid numerical problems in the partition
function integral.33

Equations 1 and 2 form the model Hamiltonian which is
used in the classical partition function.19 The partition function
is calculated numerically using the transfer integral technique.33

For the integration of eq 14 of ref 34, we used 400 points over
the interval ymin = −0.1 nm to ymax = 20.0 nm, and a cutoff of P
= 10 of eq 22 of ref 34. The calculation of the thermal index τ is
carried out at 370 K. Please note that this temperature is
unrelated to the temperatures obtained from the regression
method. For further details on the model implementation,
please see refs 20, 34, and 35.

Experimental Data Used. Experimental melting temper-
ature data were taken from the comprehensive review by Chen
et al.9 They reported an expanded database of 80 sequences
that provides all possible combinations of base triplets
containing GU pair flanked by canonical pairs, that is AU
and CG, in different orientations. This broad set of melting
measurements was achieved by adding some oligonucleotides
designed to extend a previous database reported by Mathews et
al.36 These melting temperatures were retrieved from different
groups, which makes it difficult to estimate a consistent
experimental uncertainty for this set, especially as this was not
explicitly provided. We recalculated the melting temperatures of
self-complementary sequences to 200 μM, following the same
approach as used by Xia et al.37 and to be consistent with our
previous calculations for RNA,24 see Supporting Table S1.

Sequence Decomposition and Notation. In this work,
the GU base pairs are uniquely described in terms of context
trimers NGN/NUN or NUN/NGN, where N stands for any
base. For instance, a GU flanked by UA on the 5′ side and a AU
on the 3′ side is identified by the trimer context UGA/AUU.
For clarity, the central GU base pairs are underlined. If the GU
mismatch is located at one of the terminals of the helix, this will
be indicated as a terminal-dimer NG*/NU*, which we will
treat simply as yet another trimer with a pseudobase pair **.
Please note that the GU base pair may be flanked by another
GU for the case of tandem mismatches. The following example
illustrates the procedure adopted in this work. Consider a
sequence containing a GU at the 5′ terminal and an internal
tandem GU

′‐ ‐ ′

′‐ ‐ ′

5 UCAUGUGG 3

3 GGUGUACC 5

its initial decomposition into trimers would be

* ̲ * ̲ ̲ ̲
̲ ̲ * *

UC/ GG, UCA/GGU, CAU/GUG, AUG/UGU,

UGU/GUA, GUG/UAC, UGG/ACC GG /CC

where the asterisk represents the terminal of the helix. All
trimers are subsequently symmetry-reduced. For instance, out
of the two symmetry equivalent trimers,

′‐ ‐ ′ ′‐ ‐ ′

′‐ ‐ ′ ′‐ ‐ ′

5 AUG 3 5 UGU 3

3 UGU 5 3 GUA 5

we retain only the one with lowest lexical order

′‐ ‐ ′

′‐ ‐ ′

5 AUG 3

3 UGU 5
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that is, we keep AUG/UGU because it alphabetically precedes
UGU/GUA. Therefore, the UGU/GUA trimer of our example
sequence will be replaced by its equivalent AUG/UGU.
Similarly, for terminal dimers the symmetry lexical reduction

results in

′‐* ̲ ‐ ′

′‐* ̲ ‐ ′
⇒

′‐ ̲ *‐ ′

′‐ ̲ *‐ ′

5 UC 3

3 GG 5

5 GG 3

3 CU 5

therefore, all terminal-dimers considered here will be shown
with */* at the 3′ side, since * has a higher lexical order than A,
C, G, or U.
After applying all symmetry reductions, the final trimer

sequence of our example would be

̲ * ̲ * ̲ ̲
̲ ̲ * *

GG /CU , UCA/GGU, CAU/GUG, AUG/UGU,

AUG/UGU, CAU/GUG, GG /CC

Independent Morse potentials will be attributed for each
context trimer or groups of context trimers. For example, we
may consider an independent Morse parameter DUGA/AUU

uniquely for UGA/AUU contexts. Alternatively, we may use a
parameter DX for a group X containing a collection of context
trimers which will be independent of all other context groups.
On occasion, we will refer to a generic Morse potential Dα

where α stands for specific context trimers or to Dβ where β
stands for context groups.
Base-Pair Notation. Context specific base pairs will be

shown with an added superscript α, that is, GUα. From the
point of view of base-pair parameters such as the Morse
potential Dα, GUα is equivalent to UGα.
Nearest-Neighbor Notation. Adapting the typical intra-

strand notation 5′-GU-3′/3′-UG-5′ to the notation above
would lead to something as unwieldy as 5′‑GAUB

‑3′/
3′‑UAGB

‑5′. Therefore, we preferred to keep a base-pair
oriented notation GUApUGB, that is, a base pair GUA followed
by another UGB, and drop the redundant 5′ and 3′ notation
altogether.
Melting Temperature Prediction. Given a set of tentative

model parameters P = {p1, p2,...pL} consisting of Morse
potentials and stacking parameters, we calculate an adimen-
sional melting index τi(P) for each sequence i from the partition
function of the Peyrard−Bishop Hamiltonian.38 The melting
temperature Ti′(P) resulting from the tentative set of
parameters P is then obtained from the following linear
equation,

τ′ = +T P a N a N P( ) ( ) ( ) ( )i i0 1 (3)

where the regression coefficients are dependent on the
sequence length N

= + =a N b b N k( ) , 0, 1k k k0, 1,
1/2

(4)

since we have found that the coefficients a0,1 are essentially
linear with N1/2.38

Minimization Procedure. Optimization Method. Here,
we briefly outline the optimization method used to obtain the
model parameters, which is described in detail in refs 20 and 38.
A similar method was also used successfully to calculate the
parameters for the Gibbs free energy nearest-neighbor model.39

For each tentative set of model parameters Pj, we calculate
the predicted melting temperatures Ti′(Pj), eq 3, and compare
them to the experimental temperatures Ti. The model
parameters (Pj) are then varied until we minimize the squared
differences

∑χ = ′ −
=

T P T[ ( ) ]
j

i

N

i j i
2

1

2

(5)

The minimization is implemented numerically by the Nelder−
Mead or downhill simplex method.20 To refine the optimized
parameters, the minimization is repeated two more times using
as new starting points the parameters from the previous round.
Occasionally, we also refer in this work to an average melting

temperature deviation

∑⟨Δ ⟩ = | ′ − |
=

T
N

T T
1

i

N

i i

1 (6)

Due to the large number of possible GU mismatch contexts,
the minimization procedure of eq 5 was carried out in five
separate minimization rounds.

Initial Parameters. For the first four rounds (MR1−MR4),
we vary the initial parameters randomly around a given value p
in the interval of [0.5p,1.5p] such that for every minimization
step we try to approach the global minima from a different
direction.

Minimization Round 1 (MR1). In this step, we considered
that the hydrogen bonding pattern for a GU mismatch is
unique for each trimer context. In other words, an independent
Morse parameter Dα was associated with each of the 40
different trimer contexts α present in the data set. Stacking
parameters associated with GU were fixed at 2.5 eV/nm2. The λ
parameters were kept constant at 0.03 nm for all minimization
rounds. For the remaining AU and CG base pairs, we used the
RNA parameters recently calculated for the PB model in ref 24.
In order to avoid local minima during the minimization of eq 5,
the procedure was carried out 300 times, each time with
different set of initial parameters,20 as described in the previous
section. These initial parameters D were randomly chosen
between 15 and 45 meV, that is, ±50% of Morse potential
calculated for AU.24 The final total squared difference for MR1
was χ2 = 1453 °C2 and required on the order of 6000 h on 2
GHz processors.

Minimization Round 2 (MR2). From the results of MR1, the
trimer contexts were grouped together into seven context
groups, W, M1, M2, S1, S2, S3, and S4, chosen by the similarity
of their calculated Morse potentials. This time we used as initial
values for the Morse potentials the averaged values for each
context group. The minimization was repeated again as for
MR1, but only 40 times as this step was only to test the initial
arrangement. The final total squared difference for MR2 was χ2

= 1426 °C2 and required 280 h of computation time.
Minimization Round 3 (MR3). We evaluated again the

resulting Morse potentials from MR2 and identified the
possibility of reducing further the number of context groups
by joining groups S1 and S2 into SA and groups S3 and S4 into
SB. We used the averaged Morse potentials as initial values.
This minimization was carried out 300 times. This round
resulted in χ2 = 1431 °C2 and took 1500 h of computation time.

Minimization Round 4 (MR4). After verifying the results
from MR3, we allowed the stacking constants to vary as well,
adding further 40 parameters to the minimization. The final
value for the total squared difference was χ2 = 1023 °C2 and
required 3600 h of computation time.

Minimization Round 5 (MR5). To obtain an error estimate
of the influence of the experimental uncertainty,20 we carried
out one final minimization. This uses the averaged results of
MR4, but instead of varying the initial parameters we now
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varied the experimental melting temperatures. For each round,
a small random amount δTi (positive or negative) was added to
the reported melting temperature Ti. The random δTi follows a
Gaussian distribution such that the resulting standard deviation
of the modified set matches the experimental uncertainty of 1.3
°C. This procedure was repeated 300 times and provides an
estimate of the error for each parameter involved in the
minimization. The final parameters, obtained by averaging
these runs, correspond to χ2 = 920 °C2 with 3900 h of
calculation time. For further assessment of the influence of the
experimental uncertainty, the complete calculation of MR5 was
carried out again with 0.5 °C deviation, which we refer to as
MR5′.

■ RESULTS

The experimental data set used here9 contains 80 sequences
with 32 unique context trimers and eight terminal dimers
containing a GU mismatch as shown in Table 1. In the
Materials and Methods, we describe the details on how the
sequences are divided into context trimers and terminal dimers.

For the remaining discussion, we will consider the terminal
dimers as yet another trimer with a */* representing a helix
terminal as described in the Materials and Methods.
Unlike our previous parametrization for RNA,24 we cannot

attribute a uniform Morse potential D for GU mismatches. One
possibility would be to collect information on GU stability
trends from the literature to form groups of contexts which
would reduce the number of parameters to minimize.
Unfortunately, information about GU stability trends, hydrogen
bonding, and stacking interaction is available only for few
sequence contexts, and the experimental techniques and
conditions differ significantly. Furthermore, we would be
introducing an undesirable bias into our calculations. Therefore,
we decided to consider an independent Morse potential for
each of the 40 possible trimer contexts. In other words, each
GU Morse potential is considered independent from all others.
While this is interesting, as it prevents grouping biases for the
initial minimization, it is challenging to minimize over such a
large number of parameters. This is the reason why it was
necessary to keep all stacking parameters at a single constant
value for the initial minimization (MR1), as otherwise we
would be adding a further 74 parameters to the searching space.
For this same reason, it would not be feasible to use more
complex potentials which require more parameters, such as
including the rise distance proposed in ref 31. Also, the Morse
potential width λ was kept constant for all GU contexts and for
all minimization rounds. This was based on our observation20,24

that λ has no significant influence on the final χ2 value and
consequently does not influence the values of D and k.
We performed the first round of minimizations (MR1) by

letting all 40 Morse potentials vary freely. In Figure 1, we show
the averaged Morse potentials resulting from the first
minimization round MR1. Most Morse potentials resulted in
a range of 25 to 50 meV, which supports the early notions of
two hydrogen bonds for most GU mismatches.3 For
comparison, the Morse potential for AU was estimated as 38
meV for the same type of mesoscopic model.24 However, there
is a group of GU contexts with considerably smaller Morse
potentials, in the range of 8−20 meV, which suggest much
weaker hydrogen bonds.
The error bars shown in Figure 1 are not indicative of the

statistical uncertainty of the minimization but represent the
numerical difficulty in performing a finite number of
minimization rounds over a 40-dimensional parameter space
of a nonlinear model. In other words, if we were given an
unlimited amount of time, computer resources, or perhaps a
more efficient minimization algorithm, these error bars should
tend to zero; that is, they should all tend to the same global
minimum. Nevertheless, they are helpful in providing guidance
for our first attempt in grouping together trimer contexts with
similar Morse potentials. Another source of numerical difficulty
is that by considering 40 different Morse parameters there is
only a reduced number of occurrences of GU mismatches for
each trimer context as shown in Table 1.
From the analysis of Figure 1, we selected a tentative

arrangement of seven trimer context groups (see color coding),
called arrangement I. This increases considerably the number of
GU occurrences per trimer group as shown in Table 1 and
reduces the number of Morse potentials to 7. The minimization
MR2 is the first test of this arrangement where the stacking
parameters are still kept constant. The optimized Morse
parameters for MR2 are shown in Figure 2. The context groups
W (W = weak), M1, and M2 (M = medium) are close to the

Table 1. Number of Occurrences n of GU Mismatches Per
Context Trimers or Context Groupa

aThe trimers contexts listed in ascending Morse potential order from
MR1, which is also the same order shown in Figure 1. Also shown are
the tentative context arrangements and respective number of context
trimers contained within each group.
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average values of the individual contexts of Figure 1. However,
for context groups S1−S4 (S = strong), we observe a somewhat
larger Morse potential than for the individual contexts. The
error bars of Figure 2, as for Figure 1, are representative of the
numerical nonconvergence of the multidimensional minimiza-
tion. However, they are now considerably smaller since we
started out the minimization with a much better initial
knowledge of the Morse potentials.
The analysis of Figure 2 suggests that further grouping

should be possible. Therefore, we decided to join groups S1
and S2 into group SA and groups S2 and S4 into group SB for
the similarity of their Morse potentials. This is now
arrangement II, see Table 1, which reduces the Morse
potentials to just 5. A more extensive minimization MR3 was
carried out which confirmed the stability of this new
arrangement. After this round, we now included the stacking
parameters into the minimization which increases the searching
space to 45 parameters and carried out round MR4. The
resulting Morse potentials of MR3 and MR4 are shown in
Supporting Figure S1. We also note that the merit function χ2

gradually reduces from 1453 °C2 for MR1 to 1431 °C2 for
MR3. The stability of χ2 indicates that at no point was the
system under-determined, that is, that the number of data
points was sufficient such that no parameter has become a
function of any other parameter.
Recalling that the stacking interaction parameter k was kept

fixed during MR1−MR4, there is now the question of whether
the arrangements could have had a different outcome if a
different fixed value for k had been selected. Fortunately, the
form of the Hamiltonian, composed of the sums of eqs 1 and 2,

assures that as long as k is fixed for all Morse potentials, the
arrangement will not change. A different value of k would
simply shift uniformly all the Morse potentials resulting in the
same arrangement.
With the results of MR4, we performed the final

minimization MR5 which differs from the previous ones by
varying the experimental data set, see the Materials and
Methods for details. Figure 3 shows the final Morse potential

for the remaining five context groups, and Tables 2 and 3 show
the 40 stacking parameters for arrangement II and MR5. MR5
differs from MR4 in that we now randomly change the melting
temperatures by small amounts, which allows us to evaluate the
effect of the estimated 1.3 °C experimental uncertainty on the

Figure 1. Average Morse potentials Dα obtained for each trimer context α from MR1. Trimers are shown in order of increasing Dα. AU and CG
Morse parameters are from ref 24 and are shown as blue dashed lines for reference. The left blue scale shows the Morse potentials as fractions of the
AU Morse parameter DAU. The colors of the trimers on the horizontal axis refer to context arrangement I used for MR2.

Figure 2. Average Morse potentials Dβ obtained for each trimer
context group β from MR2. Context groups are from arrangement I
shown in Table 1. Remaining figure elements are as in Figure 1.

Figure 3. Average Morse potentials Dβ obtained for each trimer
context group β from MR5. Context groups are from arrangement II
shown in Table 1. Remaining figure elements are as in Figure 1.

Table 2. Final Stacking Parameters k in eV/nm2, for
Nontandem GU Mismatches, from MR5a

NN k NN k NN k

AUpGUM2 2.9(4) AUpGUSB 3.6(9) AUpGUM1 3.0(5)

AUpGUW 0.9(2) AUpUGM2 4.2(5) AUpUGSB 2.8(6)

AUpUGSA 2.5(3) AUpUGM1 3.7(7) CGpGUM2 2.4(4)

CGpGUSA 1.9(2) CGpGUM1 2.1(3) CGpGUW 2.8(3)

CGpUGSB 2.4(4) CGpUGSA 1.8(2) CGpUGM1 2.6(3)

CGpUGW 4.7(5) GCpGUM2 2.7(6) GCpGUSB 3.2(6)

GCpGUSA 1.7(2) GCpGUM1 2.4(3) GCpUGM2 3.0(5)

GCpUGSB 2.9(4) GCpUGM1 3.1(4) GUM2pAU 2.1(5)

GUSApAU 2.2(3) GUM1pAU 1.5(2) UApGUM2 2.0(6)

UApGUSA 2.1(3) UApGUM1 2.4(3) UApGUW 1.6(4)

aCalculated uncertainties are shown in compact notation.
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resulting parameters. Therefore, the error bars shown in Figure
3, as well as the displayed uncertainties of Tables 2 and 3, are
now of statistical significance. One should note that since the
data set comes from various sources, no explicit experimental
uncertainty was given.9 Therefore, we kept the value of 1.3 °C
from our previous work on canonical RNA24 for consistency.
However, a smaller uncertainly value basically just reduces the
size of the error bars as shown in Supporting Figures S2 and S3,
comparing minimization MR5 and MR5′. The average
prediction deviation ΔT for the final parameters of MR5 is
2.7 °C, which is moderately smaller than the prediction
deviation of 3.0 °C evaluated for the NN model (calculated
from Table 2 of ref 9).

■ DISCUSSION

Tandem GU. Tandem mismatches are possibly the most
extensively studied GU group,6−9,11,12,40,41,43,45−49 which gave
rise to a confusing variety of notations. To aid the following
discussion, we compiled the correspondence of our flat
notation and some common forms found in the literature in
Table 4.
Early NMR measurements by He et al.6 hinted at the

possibility of weaker hydrogen bonds for some GUpUG
tandem mismatches, perhaps even with just a single bond.
Other measurements, however,40,41 essentially confirmed the
long held view that all GU mismatches, even in tandem
configuration, form two hydrogen bonds. A few years later, new
NMR data by the same group8 revived the idea of a single
hydrogen bond for a specific sequence r(GGCGUGCC)2 with
a GUpUG tandem mismatch. X-ray crystal structure analysis by
Jang et al.,43 however, was unable to confirm this and attributed
their difficulties on different experimental conditions as well as
on limitations of NMR technique. On the other hand,
molecular dynamics and quantum mechanical calculations by
Pan et al.11 appeared supportive of the one hydrogen bond
hypothesis but also pointed out that the lower stability of
GUpUG could be also due to stacking interactions.
Our results largely support the single hydrogen bond

hypothesis for this tandem GU motif. Only two tandem
GUpUG configurations appear in the data set for this motif;
one is GUWpUGW where both base pairs are in the weakest W
group with a mere 8 meV, in stark contrast to the 39 meV for
two-hydrogen bonded AU.24 The r(GGCGUGCC)2 sequence

studied by Chen et al.8 is exactly of this type, as are three of the
sequences by He et al.6 The other is GUM2pUGW with one W-
type base pair and a medium-strength M2 Morse potential of
25 meV for which we are not aware of any independent
experimental NMR or X-ray measurements. Concerning the
possibility raised by Pan et al.11 that stacking interactions could
be responsible for a reduced stability of GUpUG, we found no
particular difference in regard to other tandem motifs as shown
in Table 3. In fact, the stacking parameters do not show any
particular difference to canonical CG or AU base pairs either.24

Therefore, stacking interactions do not appear to be the
primary cause for GUpUG instability, which leaves only a
reduced hydrogen bond as a plausible explanation.
The reduced Morse potential alone has a dramatic influence

on opening profiles as exemplified in Figure 4, calculated with
the new GU parameters using our free-software TfReg.35

Comparing the strong SB group, Figure 4a, to the weakest W
Morse potentials in Figure 4b, we notice a 6-fold difference in
the average opening profile ⟨y⟩. Note that the stacking
parameters for both tandem mismatches are virtually the
same, see Table 3.
The other two tandem motifs, the symmetric UGpGU and

the nonsymmetric GUpGU, have Morse potentials in the
medium (M2, M1) to strong (SB) groups as shown in Table 3.
This is consistent with the experimental NMR data for
UGpGU7,8,41 and X-ray diffraction for GUpGU,44,45 which
unanimously attribute two hydrogen bonds for these tandem
motifs. In particular, Kondo et al.50 reported the role played by
water molecules in the stabilization of the wobble pairs
UGpGU in tandem that could explain why we observed D
values larger than those for AU. In addition, the stability of
UGpGU tandems can be further refined in terms of flanking
base pairs.7,42 For instance, the stablest UGpGU is the one
flanked symmetrically by GC base pairs

Table 3. Final Tandem Stacking Parameters k in eV/nm2,
from MR5a

motif NN k
Independent measurements of

hydrogen bonds

UGpGU UGSBpGUSB 1.8(5) 2 hydrogen bonds NMR,8,40 MD11

UGSBpGUM1 2.6(5)

UGM2pGUM2 3.1(7) 2 hydrogen bonds NMR,6,41 X-ray,42

MD11

UGM1pGUM1 3.3(9) 2 hydrogen bonds NMR,40 MD11

GUpUG GUWpUGW 1.9(5) 1 hydrogen bond NMR,6,8 MD11 2
hydrogen bonds NMR,41 Xray43

GUM2pUGW 2.6(5)

GUpGU GUM2pGUM2 1.9(5) 2 hydrogen bonds X-ray44,45

GUM2pGUM1 1.9(4)

GUSApGUM2 3.2(8)

GUM2pGUSA 3.5(1)
aCalculated uncertainties are shown in compact notation. Also shown
are references which independently determined the number of
hydrogen bonds for each stacking NN configuration.

Table 4. Correspondence between the Flat Nearest-
Neighbor (NN) Notation Used in This Work and Elsewhere
in the Literature

NN structure groups equivalent notation and reference

UGpGU 5′-UG-3′
3′-GU-5′

M1, M2, SB motif I45−47

5′-UG-3′11 5′UG3′8

5′UG/3′GU9,48

5′UG/GU3′49

5′U·G/G·U3′12

U·G/G·U45

5′-UG-3′/3′-GU-5′45,46

GUpUG 5′-GU-3′
3′-UG-5′

W, M2 motif II45−47

5′-GU-3′11 5′GU3′8

5′GU/3′UG9,43,48

5′G·U/U·G3′12

G·U/U·G45

5′-GU-3′/3′-UG-5′45,46

GUpGU 5′-GG-3′
3′-UU-5′

M1, M2, SA motif III45−47

5′GG/3′UU9,48

G·G/U·U45

5′-UU-3′
3′-GG-5′

5′-UU-3′/3′-GG-5′45,46

5′UU/3′GG9,48
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′‐ ‐ ′

′‐ ‐ ′

G

G

5 UGC 3

3 CGU 5

In Table 5, we show all trimers associated with a 5′ flanking
base which follows closely the predicted trend 5′ G > 5′ C > 5′
U ≥ 5′ A,7,42 remembering that the M2 Morse potential is
somewhat smaller than for M1. A similar trend is observed for
GUpUG tandems where 5′ G has higher Morse potentials than
the other contexts. However, we should point out that the 5′-G
flanking base is inferred only from Morse potentials, as there is
no actual sequence with such configuration in the data set.
Terminal GU. For terminal GU pairs, there is a general

consensus that they stabilize the helix.47−49,51 What is less clear
is where this stabilization comes from, if due to hydrogen
bonding or due to stacking interactions. Our results place the
eight terminal GU pairs into the context groups with highest
Morse potential, SA (52 meV) and SB (46 meV), with the only
exception being AG*/UU*, which lies in the intermediate
group M2 (25 meV). This suggests that, for the SA and SB
groups, this stabilization is due to an increased hydrogen
bonding.
It was suggested that the stacking interaction plays a role in

the stability of GU terminal mismatches as well, in particular,
those with G at the 5′ position are reportedly more stable due
to larger stacking overlap.47,51 In Table 6, we listed the terminal
GU mismatches according to whether the position of the G
base is at either 5′ or 3′. The table is further organized such that

each row shows the same type of flanking base pair (BP),
respecting the strand direction. For our results, this is the case
for GC, CG, and UA flanking pairs as shown in Table 6, largely
reflecting the current consensus.47,51 For the AU flanking pair,
the stacking parameter is smaller for G at 5′, but this appears to
be compensated by a much larger Morse potential in the SA
group.

Single Mismatches. In contrast to tandem and terminal
GU mismatches, single GU has seemingly not attracted that
much attention, possibly, because early measurements6 gave no
indication of anything but two hydrogen bonds for single GU
mismatches, which was confirmed by X-ray measurements for
some specific contexts.52 Indeed, this would appear to be
mostly the case for our results as well, as shown in Figure 3.
However, a closer inspection of group W, Table 1, shows that a
nontandem trimer CGG/GUC also appears in this group with a
very low average Morse potential of 8 meV. This would suggest
a single hydrogen bond for this particular GU context. In
contrast, the crystal structure analyzed by Kondo et al.50

contains a single mismatch in this particular context and
predicts two hydrogen bonds. One possible reason for this
disagreement could be the crystallization of the RNA sample
for performing X-ray diffraction experiments, while the
experimental data used here are for RNA in solution.
For stacking parameters, AUpGUW also stands out with a

much smaller than usual value as shown in Table 2. However,
reversing the GU pair as in AUpUGW shows a stronger than
average stacking parameter. While these stacking parameters are
nowhere as extreme as recently calculated for deoxyinosine
mismatches,25 they still could influence the melting coopera-
tivity in some important ways. Unfortunately, we are not aware
of any independent measurements that could be used for
comparison in this case as most structural measurements do not
provide an estimate of stacking interaction strengths.
Single mismatches would be the only situation where we

could possibly try a comparison to DFT calculations,13−18

however, they do not consider the RNA backbone and do not
include the sequence context. In other words, they are single
mismatches without the flanking base pairs. While they are able
to consider several type of base pair geometries such as cis
Watson−Crick/sugar edge15 or sugar edge/sugar edge,14 they

Figure 4. Average opening profile calculated for sequences containing
symmetric tandem GUpUG mismatches. Shown are the opening
profile (red boxes, upper horizontal axes) for sequences (a)
r(GGCGUGCC)2 and (b) r(GAGUGCUC)2 analyzed by Chen et
al.8 The canonical sequence analogues (black circles, lower horizontal
axes) were obtained by replacing G with A. The shaded area highlights
the sequence positions where mismatch and canonical sequences
differ. Opening profiles were calculated at T = 150 K; note that this
temperature is unrelated to the melting temperatures.

Table 5. Identification of the Trimers Associated to GU Mismatches in Symmetric Tandem According to the Direction and the
Flanking Base Pairs

flanking base-pairs/trimer context (group)

NN 5′G 5′C 5′U 5′A

UGpGU 5′-GUG
CGU

(SB) 5′-CUG
GGU

(M1) UGA
GUU-5′

(M1) 5′-AUG
UGU

(M2)

GUpUG a5′-GGU
CUG

(M2) 5′-CGU
GUG

(W) GUA
UGU-5′

(W) 5′-AGU
UUG

(W)

aNo sequence contains this trimer associated with a symmetric tandem GU in the data set of ref 9.

Table 6. Association of Terminal GU Trimers and Stacking
Groupsa

BP 3′-end NN k 5′-end NN k

AU AG*/UU* AUpGUM2 2.9 UU*/AG* GUSApAU 2.2

GC GG*/CU* GCpGUSA 1.7 CU*/GG* CGpUGSA 1.8

CG CG*/GU* CGpGUSA 1.9 GU*/CG* GCpUGSB 2.9

UA UG*/AU* UApGUSA 2.1 AU*/UG* AUpUGSA 2.5
aEach row is for a flanking base pair (BP). Stacking parameters k (eV/
nm2) are repeated from Table 2.
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cannot specify which type of conformation will be assumed for
a given sequence. On the other hand, even though our model
can predict the stability of the GU mismatch depending on
context, our results for stacking interactions are not detailed
enough to infer this base-pair geometry, which means that a
direct comparison of our results to the DFT calculations is
actually not possible. On a broader basis, some DFT
calculations suggest a possibility of up to three hydrogen
bonds;17 however, our SA/SB groups do not confirm this.

■ CONCLUSION

Here, we applied successfully a mesoscopic model to GU
mismatches. The method involved considering multiple values
for Morse potentials depending on the flanking base pair of the
GU pair. This provides a way to obtain estimates of hydrogen
bond and stacking interaction strengths which are independent
from the traditional NMR and crystallographic measurements.
This is of importance since there are cases where these
measurements provide conflicting results, and a third
experimentally derived method could be helpful to resolve
those questions. For instance, we confirmed a single hydrogen
bond for GUpUG tandem configurations in agreement with
NMR measurements8 while X-ray measurements were
suggesting two hydrogen bonds.43 In some cases, we were
able to provide predictions for which, to our knowledge, there
are currently no NMR or X-ray measurements available. These
encouraging results pave the way to apply the method to other
GU configurations such as GU flanked by mismatches53 or
multiple terminal GU.48 However, at present, our analysis does
not cover sequence position dependence of the GU parameters,
which would require a considerable number of additional
experimental data. Combining the new RNA parameters for
GU with the previously calculated AU and CG24 allows a more
comprehensive application of the Peyrard−Bishop model to
this important molecule.
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(14) Šponer, J. E.; Leszczynski, J.; Sychrovsky,̀ V.; Šponer, J. Sugar
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(21) Pervushin, K.; Ono, A.; Fernańdez, C.; Szyperski, T.; Kainosho,
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Abstract. The Peyrard-Bishop model is a mesoscopic approximation to model DNA and RNA
molecules. Several variants of this model exists, from 3D Hamiltonians, including torsional
angles, to simpler 2D versions. Currently, we are able to parametrize the 2D variants of the
model which allows us to extract important information about the molecule. For example,
with this technique we were able recently to obtain the hydrogen bonds of RNA from melting
temperatures, which previously were obtainable only from NMR measurements. Here, we take
the 3D torsional Hamiltonian and set the angles to zero. Curiously, in doing this we do not
recover the traditional 2D Hamiltonians. Instead, we obtain a different 2D Hamiltonian which
now includes a base pair step distance, commonly known as rise. A detailed knowledge of the
rise distance is important as it determines the overall length of the DNA molecule. This 2D
Hamiltonian provides us with the exciting prospect of obtaining DNA structural parameters
from melting temperatures. Our results of the rise distance at low salt concentration are in
good qualitative agreement with those from several published x-ray measurements. We also
found an important dependence of the rise distance with salt concentration. In contrast to our
previous calculations, the elastic constants now show little dependence with salt concentrations
which appears to be closer to what is seen experimentally in DNA flexibility experiments.

1. Introduction

Many simplified models were proposed to describe the denaturation of DNA. A specific class
of such models, called mesoscopic models have the advantage that their parameters have
straightforward physical interpretation and can be compared directly with experimental data.
One of these models, the Peyrard-Bishop (PB) model [1], is a simple mechanical model for DNA
that associates two degrees of freedom for each base pair confining the molecule to a plane. These
two degrees of freedom are further reduced to a single variable by linking the strand separation
to the stacking distance [1]. This results into a powerful and computationally efficient method
which allows us to extract relevant DNA parameters, such as hydrogen bonds, from experimental
melting temperatures [2, 3]. Therefore, it is tempting to apply such methods to 3D helicoidal
forms of the Peyrard-Bishop Hamiltonians [4, 5] to obtain further structural information about
DNA. However, the added degrees of freedom represented by 3D Hamiltonians are not yet
tractable by current melting temperature fitting methods. Nevertheless, one possibility is to
adapt the 3D torsional models to a simpler 2D format and use them with the existing methods
to retrieve DNA parameters.
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Here we use the angular forms of the Peyrard-Bishop Hamiltonians proposed by Barbi et 
al. [5] and reduce them to their flattened 2D version by setting all torsional angles to zero. The 
resulting zero-angle (ZA) 2D Hamiltonian differs from the original Peyrard-Model Hamiltonian 
mainly by the inclusion of a helicoidal step distance h. The received wisdom is that this distance 
stays fixed at 3.4 Å for B-DNA. However, the base step, better known as rise distance, is far 
from constant and shows important dependencies with nearest neighbour context [6, 7, 8]. While 
for calculation purposes adding yet another fixed parameter to the Hamiltonian would appear 
to be of little advantage, here we have the opportunity to advance our understanding of DNA 
structural parameters by taking this additional parameter into account.

2. Model

Our interest is the study of the structural rise distance h. However this distance is not present in 
the original formulation of the Peyrard-Bishop model [1]. The 3D helicoidal variants of this 
Hamiltonian do incorporate the rise distance h, however melting temperature fitting methods [3] 
can presently deal only with 2D Hamiltonians. Therefore, our approach is to start from a 3D 
helicoidal Hamiltonian and then simplify this to a 2D Hamiltonian which can be used with 
melting temperature fitting methods.

The 3D Hamiltonian, derived from the Lagrangean proposed by Barbi et al. [5] without the last 
potential that models the stacking interaction, is

Hn,n−1 =
p2rn
4m

+
p2φn

4mrn2
+D(exp[−a(rn −R0)]− 1)2

+k(ln,n−1 − l0)
2. (1)

Rewriting this torsional Hamiltonian [5] in the notation of the original PB model [1] and setting 
the angles to zero (φi = 0 and θ0 = 0), we obtain a 2D Hamiltonian

Hn,n−1 =
q2n
2m

+D(exp[−a
√

2yn]− 1)2 + kαβ

(

√

h2αβ +
1

2
(yn − yn−1)

2
− hαβ

)2

(2)

where we used the distance between the bases of a pair 2(rn − R0) =
√

2yn, and the distance
between neighbouring base pair

ln,n−1 =
√

h2αβ + (rn − rn−1)
2
. (3)

The distance between the planes of subsequent base pairs hαβ is now no longer a fixed value for 
the whole molecule but has become context dependent. For the remainder of this work we will call 
this new Hamiltonian the zero-angle (ZA) model.

With the Hamiltonian being now dependent on a single variable y, we are able to apply the
framework of parameter minimization developed previously [3]. To obtain the values for rise
distance hαβ we optimize these parameters by comparing the predicted melting temperature with
the experimental data of DNA melting [9]. Even considering canonical base pairs only, it was
necessary to vary ten elastic force constants k, ten step rise h and two pairs of Morse potential
parameters D in a total of twenty-four parameters. Due to the large number of parameters
the minimization was carried out in two steps. First we used a fixed rise distance h = 3.4 Å,
and minimized all remaining parameters. In the second round of minimization we relaxed the
constraint on the rise distance h, obtaining thus the final nearest-neighbour dependent values
of rise distances.
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3. Results

Figure 1 shows how the parameter rise depends on salt concentration for the DNA sequence 
CGATCGATCG according the ZA model. The influence of salt concentration is more pronounced 
for ApT steps, which are less hydrogen bonded that the other types of nearest- neighours.
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Figure 1. Rise distance h profile for the DNA sequence CGATCGATCG as function for all salt
concentrations reported in [9].

The comparison of our rise distances h, obtained from the modified Peyrard-Bishop ZA 
Hamiltonian, with experimentally determined values is not straightforward. The DNA structural 
parameters obtained from experimental techniques, such as X-ray diffraction and NMR, require 
extensive additional theoretical and algorithmic modelling. Figure 2 shows the comparison of rise 
distances obtained from our ZA model and various models for x-ray diffraction: CEHS [6], 
NEWHELIX, 3DNA [7, 8]. These models used experimental data of X-ray images [10] to estimate 
the step parameters and arrive at seemingly conflicting results. According to Lu and Olson [11], 
this inconsistence is mainly due to different ways of describing the reference frame of the DNA 
helical structure. We noticed that although the qualitative behaviour of our ZA model is similar to 
CEHS and NH, quantitatively it is closer to the results of the newer 3DNA model [8].

We also compared calculated rise distances to experimental data of NMR measurements 
analysed by 3DNA for the sequence GCGCATGCTACGCG [12], shown in Fig. 3. In contrast to 
the X-ray data of Fig. 2, the NMR show a marked tendency towards smaller rise steps which are 
not followed by the results of the ZA model.

4. Conclusion

We presented a 2D mesoscopic model as new way to calculate the structural step parameters
of a DNA sequence. The main difference here is the origin of the experimental data which are
melting temperatures instead of X-ray diffraction or nuclear magnetic resonance. Comparison
of our results with existing experimental measurements (X-ray, NMR) point toward the need to
a consistent approach in the interpretation of the reference frame of the DNA helical structure.
Further work is in progress for a complete comparison of our results and existing results in the
Protein Database (PDB) as well as for the calculation of rise distances for RNA.
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Figure 2. Rise distance h profile comparing the ZA model with various models for x-ray 
diffraction (CEHS, NEWHELIX and 3DNA).

G C G C A T G C T A C G C G
3

3.5

4

R
is

e 
(A

ng
st

ro
m

)

ZA
3DNA

Figure 3. Comparison of the modified Peyrard-Bishop ZA model and 3DNA models for the DNA 
sequence GCGCATGCTACGCG. These 3DNA results are based on NMR experimental data.
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