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ABSTRACT

A great number of studies have been published on the area of small molecules bound to telomeric
sequences that fold on a non-cannonical DNA structure known as G-quadruplex structure. The study
of these structures has been driven for its potential as targets for drug development. Furthermore, G-
quadruplex structures have been identified in other sequences of importance through all the genome.
Within the different studies two main models have been used: the human telomeric sequence and the
oxytricha, tetrahymena telomeric sequence. Both cases are used as models for computational studies
and in vitro essays. Here we study the trajectory generated from an atomistic molecular dynamic
simulation to obtain the amount of flexibility and mobility of these model structures. We used data
mining and classification tools (i.e. k nearest neighbor method) to identify automatically
subpopulations of structures within the simulation. We found the most populated conformations and
we discuss the structural findings.
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RESUMEN

Un gran numero de estudios han sido publicados en el area de pequefias moléculas unidas a secuencias
teloméricas que se pliegan en estructura no convencionales de AD denominadas estructuras G-
Cuédruple. El estudio de estas estructuras ha sido motivado por su potencial utilidad como blancos
para desarrollo de farmacos. Ademas, las estructuras G- Cuadruples han sido identificadas en otras
secuencias de importancia a lo largo de todo el genoma. Dentro de los diversos estudios se han utilizado
dos modelos: la secuencia telomérica humana y las secuencia telomérica el Oxytricha, Tetrahymena.
Ambos han sido empleados como modelos para estudios computacionales y ensayos in vitro. Aqui
estudiamos la trayectoria generada a partir de las simulaciones de dindmica molecular atomistica para
obtener la cantidad de flexibilidad y movilidad de estas estructuras modelos. Utilizamos herramientas
de clasificacion (es decir, método del vecino cercano k) y mineria de datos. Encontramos las
conformaciones més pobladas y discutimos los hallazgos estructurales.

Palabras clave: ADN, simulacion molecular, G cuadruple, clasificacion, mineria de datos, vecino
cercano k.

1. INTRODUCCION

Tanto en quimica, biofisica y ramas afines en el estudio de biomoléculas de interés biomédico las
herramientas de simulacion, especificamente la dindmica molecular ha contribuido a entender en la
escala atdbmica y molecular cémo una molécula existe en distintas conformaciones. Sin embargo, esta
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técnica genera gran cantidad de datos en bruto entre las que se cuentan las posiciones de los &tomos en
el espacio y su evolucion en la variable tiempo, denominado la trayectoria de la simulacion. Por el
principio ergodico, entre mayor es el tiempo de la simulacion es equivalente a realizar un muestreo
mayor en una hipersuperficie de energia (el espacio de configuraciones del sistema) en estudio. Dado
gue este espacio es muy grande, la dindmica molecular se ve obligada a realizar una gran cantidad de
muestreos (mayor tiempo de simulacion) y como consecuencia generar una masiva cantidad de datos
(en 1 ns de simulacion se muestrean 500 000 configuraciones, y una tipica simulacién puede variar en
el rango de 10 ns a 10000 ns de simulacion). De estos datos de trayectoria, para el presente caso, nos
interesa reconocer/diferenciar cuales son las estructuras quimicas mas o menos estables, de los casos
cuando la molécula estd cambiando de configuracion. Esto requiere herramientas de
clasificacién/reconocimiento de patrones para reconocer la estructura y luego algoritmos automaticos
de mineria de datos que corran sobre toda la simulacién para automéaticamente encontrar y clasificar
todas las estructuras muestreadas en la simulacion.

El caso de estudio en el presente trabajo son secuencias teloméricas que pueden plegarse en
estructuras de ADN G-cuédruple - estructuras secundarias de ADN de cuatro hebras caracterizadas por
tener secuencias ricas en guanina, que pueden ser de una sola unidad o de orden superior (bi, tri 0
tetramolecular). Cuatro guaninas pueden adoptar una conformacion cuadrada plana, cada base siendo
donante y aceptor de dos puentes de hidrogeno via Hoogsteen y cada piso siendo estabilizado por un
cation monovalente (Agarwala et al., 2013). Estas estructuras pueden estar ubicadas en regiones
teloméricas y no teloméricas (Murat & Balasubramanian, 2014) de sistemas biol6gicos, son
termodindmicamente estables en condiciones fisioldgicas (Agarwala et al., 2013), presumiblemente
debido a que forman 8 enlaces de hidrdgeno en lugar de los 2 0 3 en la doble hélice (Bryan &
Baumann, 2011).

Los dos modelos a estudiar son moléculas especificamente formadas por secuencias cortas de
ADN que contienen un solo bloque contiguo de guaninas (Por ejemplo, cuatro bases guanina
contiguas en la secuencia TTGGGGT). Recientes estudios han asociado al G-Cuédruple con
inestabilidad genémica y epigenética, cancer y otras enfermedades fenotipicas (Wu & Brosh, 2010)

Las simulaciones computacionales pueden revelar los origenes fisicos microscépicos de los
fenémenos observados experimentalmente, (Maffeo et al.,, 2014) permiten poner a prueba la
comprension de la estructura y la dinamica biomolecular, complementan los experimentos, y hacen
predicciones comprobables, por lo que su uso ha aumentado drasticamente esta Gltima década. Se
puede utilizar métodos como Mineria de datos, algoritmos estadisticos matematicos, para la generacion
de resultados interpretables de relevancia experimental. Por ejemplo, los datos procesados pueden servir
para analizar las caracteristicas conformacionales como el polimorfismo y los efectos que ejerce la
interaccion con otras moléculas en la estructura, estabilidad y energia cinética de las moléculas en
estudio. (Miranda & Bringas, 2008)

En este articulo se expone la metodologia para el analisis de datos de una simulacidn, utilizando
el método de Vecino Cercano k. En el transcurso de la simulacién utilizamos como pardmetros el
aprendizaje basado en ejemplos los resultados de dos variables, el RMSD vy el Radio de Giro de las
estructuras. Estas variables fueron seleccionadas porque permiten describir y examinar la estabilidad
conformacional de los residuos de guanina en el G-Cuadruple y observar los efectos dinamicos
existentes en la molécula de G-Cuadruple.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Generacion de lasestructuras

Las coordenadas iniciales de la estructura de ADN G-Cuadruple fueron seleccionadas utilizando la base
de datos Protein Data Bank. Todas las estructuras son tétradas de guanina tetramoleculares paralelas.
Los sistemas fueron solvatados con el modelo de moléculas de agua TIP3P en cajas periddicas hasta 12
A de soluto en todas las direcciones. Neutralizamos los sistemas mediante la adicion de iones Na* y
Cl-.
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2.2. Estructuras de ADN G-cuédruple

Secuencia: 5’-d(TTAGGGT)-3’

Origen: Telémero Humano

Coordenadas Experimentales: Resonancia Magnética
Nuclear
lones del Canal: K*

Secuencia: 5’-d(TGGGGT)-3’
Origen: Telémero Eucaritico

Coordenadas Experimentales: Difraccion de Rayos X

lones del Canal: Ca?*, Na*

Ensamble NVT
600 ps.

Figura 1. Estructuras estudiadas G-Cuadruples Paralelos Tetramoleculares. Parte superior: 1NP9.
Parte inferior: Monémero 2GWO.

Las simulaciones de las estructuras 1INP9 y GWO se realizaron con el campo de fuerza
CHAMM27 usando el software NAMD 2.11. Las trayectorias se visualizaron con VMD 1.9.

2.3.  Mecanismo molecular
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Figura 2. Esquema del Mecanismo Molecular para las estructuras G- Cuédruples.

GI@

Para la simulacion se sigui6 un esquema usual de dindmica molecular como el mostrado en la
Figura 2. La produccion tuvo una trayectoria de 200 ns con el ensamble NVT (corresponde a 100
millones de pasos de simulacion). Las coordenadas del sistema fueron guardadas cada 500 fs durante la
simulacion. El tamafio del “timestep” usado para integrar cada paso de la simulacion fue de 2 fs por
paso.
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2.4  Parametros estructurales

Para cada estructura, se analiz6 su geometria utilizando herramientas del Software Gromacs (version)
para calcular las variables Root Media Square Deviation (RMSD) de las posiciones de los 4&tomos en
referencia a una estructura inicial y el radio de giro, aproximadamente % de la distancia longitudinal de
la molécula. Adicionalmente medimos los enlaces de hidrdgeno utilizando un script desarrollado en
Python.

Para el RMSD vy el radio de Giro de las trayectorias analizadas se observaron dos tendencias en los
datos:

1) Zonas de la estructura con valores bajos de desviacion estandar que oscilaban cercanos a un
cierto valor medio aproximadamente constante, a las configuraciones moleculares
correspondientes a esas observaciones se les denominé conformaciones estables.

2) Zonas que tienen valores elevados de desviacién estandar durante mas de 50 pasos
consecutivos; a las configuraciones moleculares correspondientes a esas observaciones se les
denominé conformaciones de transicion.

Valores altos de desviaciéon estandar de RMSD y Radio de Giro indican que la estructura ha
cambiado en el tiempo con respecto a una estructura inicial. Ambos pardmetros fueron calculados en
base al movimiento o cambio de solo las guaninas.

En la Figura 3 se muestra las desviaciones estandar (DS) de los valores de RMSD cada 1000
puntos para solo los residuos de guanina del G-Cuédruple. Para calcular esto se utiliz6 el software
Wolfram Matematica con una funcién equivalente a calcular la desviacion estandar promedio de una
region de n puntos y recalcular ese valor conforme nos movemos en cada punto a lo largo de la
variable tiempo. De las 40 000 conformaciones estructurales mostradas en la Figura 3 se destacan
cuatro zonas que contienen 500 conformaciones cada una; tres fueron clasificadas como zonas
estables y una de transicion.
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Figura 3. Desviaciones estandar (DS) de los valores de RMSD para el caso de G-Cuadruple Completo.
(Realizada en Wolfram Mathematica 8.0).

2.5 Clasificacién de las conformacionesestructurales

Las conformaciones estructurales seleccionadas (se utilizé solo 20 ns para encontrar los ejemplos) de
los sistemas 1NP9 y del mondémero 2GWO fueron usadas como input o ejemplos para el algoritmo de
clasificacion de vecino cercano K (k-NN) que permitid evaluar las frecuencias de las conformaciones
y determinar las conformaciones mas frecuentes y las que estuvieron en menor frecuencia durante toda
la simulacién (200 ns).

Vecino Cercano (KNN) es un algoritmo de mineria de datos que utiliza el concepto de una
medicion de distancia para clasificar. El valor de k fue 10 después de comprobar la precision del
algoritmo.
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Figura 4. Esquema de Clasificacion del algoritmo KNN.

En resumen, utilizamos este algoritmo para clasificar todas las conformaciones obtenidas en las
trayectorias de la simulacién por dindmica molecular atomistica, seleccionando un conjunto existente
de los ejemplos que identificados previamente (instances en un modelo de instance-based learning).
Este algoritmo kNN nos permiti6 evaluar las frecuencias de los ejemplos durante la trayectoria.

Histograma de Conformaciones seleccionadas por RMSD

Conformacion a 1NP9 G-Cuddruple Tetramolecular Paralelo

300000

250000

y /' 200000

150000

Frecuencia

100000

50000 F

a y b X
Conformaciones

Figura 5. Histograma de las conformaciones seleccionadas por RMSD para los residuos de Guanina
de la estructura INP9 G-Cuéadruple Tetramolecular Paralelo. Conformaciones estables a,b; transicion

X,Y.
3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Secuencia Telomérica 5’-d (TTAGGGT)-3’
En la Figuras 5 y 6 se detalla las conformaciones estructurales clasificadas via el andlisis de la
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desviacion estandar del RMSD y Radio de Giro, respectivamente (a mayor variacion en un periodo
fijo de tiempo (time step), significa que mas varia la estructura). A estas estructuras durante los
periodos de alta variabilidad se les clasificO como estructuras de transicion. Via clasificacion con kNN
se observé que las conformaciones estables son mas frecuentes que las de transicion. En las estables

180000, 1NP9 G-Cuéadruple Tetramolecular Paralelo
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Figura 6. Histograma de las conformaciones seleccionadas por Radio de Giro para los residuos de
Guanina de la estructura INP9 G-Cuéadruple Tetramolecular Paralelo. Conformaciones estables a, b, c,
d; transicion x.

3.2. Secuencia Telomérica 5’- d(TGGGGT)-3".
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Figura 7. Histograma de conformaciones seleccionadas por RMSD para los residuos de guaninas del
monomero 2GWO0 G-Cuédruple Tetramolecular Paralelo. Conformaciones estables a, b, c, d.
Conformaciones de transicion x, y.
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se observd cambios importantes en el esqueleto, sin necesariamente afectar la estabilidad de los
cuartetos de residuos de G. Sin embargo, las bases nitrogenadas ubicadas en los extremos que no
intervienen en la formacion de los G-cuartetos presentaron una gran variabilidad conformacional. En
el caso de las conformaciones de transicion se observé cambios conformacionales incluso en las bases
nitrogenadas de los G-cuartetos.

Las estructuras clasificadas por KNN se resumen en las Figura 7 y 8. Las conformaciones se
distinguen principalmente por la posicion de las bases nitrogenadas y la disposicion del esqueleto. Se
observé que hay mayor presencia de conformaciones estables que las de transicion durante la
trayectoria de simulacion. Adicionalmente, las conformaciones estables presentaron G-cuartetos con
menor variabilidad en comparacion con el resto de su estructura. Las bases nitrogenadas ubicadas en
los extremos presentaron la mayor variabilidad conformacional. En las conformaciones de transicién
se presentd un movimiento mas libre en las bases T y también existio variabilidad conformacional en
algunas bases de las G- tétradas.

f
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Histograma de Confor { ] por Radio de Giro
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Figura 8. Histograma de conformaciones seleccionadas por Radio de Giro para los residuos de
guaninas del monémero 2GWO0 G-Cuadruple Tetramolecular Paralelo. Conformaciones estables a, b, c,
d. Conformaciones de transicion x.
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Figura 9. Mapas de Calor de la estructura INP9 G-Cuédruple de la longitud de los puentes de
hidrégeno seleccionadas por RMSD para los residuos de Guanina. Parte superior conformaciones
estables. Parte inferior conformaciones de transicién. (Realizada en Wolfram Mathematica 8.0).
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3.3 Caracterizacion estructural

Una vez clasificadas las estructuras existentes en la simulacion, se puede proceder a realizar una
caracterizacion estructural por separado de cada una de las estructuras identificadas. Como ejemplo se
presenta en la Figura 9 se presenta en formato de Mapas de calor la longitud de los puentes de hidrégeno
seleccionadas por RMSD para los residuos de Guanina correspondientes a la estructura 2GW0 G-
Cuédruple.

4. DISCUSION

Hemos realizado simulaciones de dindmica molecular en los sistemas 1NP9 y mondémero 2GWO0
durante una trayectoria de 200 ns para identificar estructuras conformacionales durante la simulacidn.
El principal desafio fue la seleccién de criterios para identificar una estructura estable versus
estructuras que estaban cambiando a otra estructura estable. Adicionalmente se necesitaba una
estrategia que permitiera analizar de forma automatizada la gran cantidad de estructuras que se generan
en una simulacion.

Una vez establecidos los criterios en base a los valores obtenido por el andlisis del indice de
variacién en un periodo de tiempo de pardmetros como RMSD, y radio de giro se procedio a aplicarlos
en un fragmento de todos los datos (20 a 60 ns). La diferencia entre las conformaciones estables y de
transicion se visualizo en el software VMD. Las conformaciones estables tenian un grado mayor de
similitud entre ellas.

Esta primera fase permitié identificar los criterios numéricos (i.e. rangos) para via la utilizacion del
algoritmo kNN, clasificar automéaticamente toda la trayectoria de simulacién, y generar
automaticamente los histogramas de las conformaciones. La versatilidad de Python permiti6 escribir
una rutina para la implementacion del procedimiento y que se ejecutara la rutina en un tiempo razonable.
Sin embargo, para simulaciones en el rango de microsegundos kNN podria ser demasiado lento
requiriéndose algin otro algoritmo o paralelizar la implementacion dado que la trayectoria sigue el
principio ergodico y se podria partir la trayectoria en fragmentos para su analisis en nodos de computo
individuales.

Las conformaciones de transicion se identificaron en las dindmicas iniciales siendo indicativo que
las estructuras estables aumentan en proporcion conforme el tiempo de simulacién aumenta (total de
la simulacién 200 ns). Finalmente, los histogramas de frecuencia revelaron un mayor porcentaje de
estructuras estables que de transicion al tomar en cuenta toda la trayectoria.

5. CONCLUSIONES

El algoritmo k-NN clasificé un total de 400 000 conformaciones estables y de transicion. Este analisis
demostrd que las estructuras de G-Cuadruple una vez formadas muestran variabilidad conformacional
especialmente en las bases que flanquean la estructura y en los dtomos del esqueleto de las bases
involucradas en la region de G-Cuadruple. Ademas, se comprobé la estabilidad que confiere a la
estructura global la presencia de los residuos de Guanina en las estructuras G-Cuadruples en
concordancia con observaciones experimentales sobre este tipo de estructuras. A partir de las
conformaciones clasificadas en mayor proporcion se realizé un andlisis de la longitud los puentes de
hidrégeno de Hoogsteen, lo que permitié concluir que la distribucion de longitudes de enlace obtenidas
se encuentra dentro del rango reportado en laliteratura.
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