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“Il peut arriver que de petites différences dans les conditions
wnitiales en engendrent de trés grandes dans les phénoménes
finauz. Une petite erreur sur les premiéres produirait une er-
reur énorme sur les derniéres. La prédiction devient impossi-
ble et nous avons le phénomene fortuit... Une cause trés peti-
te qui nous échappe, détermine un effet considérable que nous
ne pouvons pas ne pas voir, et alors nous disons que cet effet

est di au hasard”

Jules Henri Poincaré
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Sommaire

L’analyse des structures nucléiques d’une maniére générale devient de plus en
plus importante face & la croissance des structures moléculaires tridimensionnelles
trouvées. Le coeur de ce mémoire est une présentation des concepts de biochimie et
de mathématiques qui formeront un programme d’analyse des structures tridimension-
nelles de molécules d’acides nucléiques. Le phénomeéne d’empilement des bases azotées
dans une structure d’acide nucléique est encore mal défini. Les deux sortes de bases,
purines et pyrimidines, tendent & étre empilées sous forme de molécules planaires
paralléles. Ceci a été observé dans plusieurs centaines de structures cristallines par
rayon-X contenant des bases d’acides nucléiques. Ces bases sont souvent empilées une
sur 'autre partiellement. Apparemment ces empilements sont diis & des interactions
hydrophobiques et électrostatiques.

Dans le premier chapitre, on parlera de ces composés chimiques connus sous le nom
d’acides nucléiques, existant sous forme de deux types ADN et ARN. Les structures
de 'ADN et de ’ARN sont largement décrites par des empilements de bases d’acides
nucléiques. En contraste avec les liens hydrogenes responsables des appariements de
bases, les interactions de ’empilement de bases sont beaucoup plus importantes dans
la stabilisation des structures hélicoidales présentes au sein des acides nucléiques.
Ainsi, on discutera de I'importance de I’analyse des empilements de bases pour com-
prendre les liens qui peuvent exister entre la structure d’une molécule et sa fonction
biologique dans la nature. On montrera alors 'utilité de ’empilement de bases pour
la modélisation dans le but de prédire des structures moléculaires tridimensionnelles.
Cela a été intégré, par exemple, au systéme de modélisation MC-SYM [26].

Jusqu’a maintenant, pour localiser et identifier les interactions d’empilement de
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bases dans une structure moléculaire d’ADN ou ARN, on se base sur la visualisation
ou des méthodes décrivant le profil d’énergie potentielle de ces interactions. Ces deux
procédures présentent beaucoup de faiblesses. Pour la premiére, elle reste ardue et
demande plus de temps; de plus, elle ne permet pas de comprendre le comportement
de 'empilement ni de ’évaluer. Aussi les avis peuvent différer d’un visualisateur & un
autre dans certains cas limites. Pour la deuxiéme méthode, premiérement les contri-
butions relatives des forces stabilisatrices de ’empilement des bases sont mal connues
et deuxiemement les composantes hydrostatiques et hydrophobiques de ’empilement
de bases sont mal décrites par les forces d’énergie potentielle existantes.

Dans le deuxieme chapitre, nous présenterons une approche automatisée basée
uniquement sur des notions de géométrie, dans le but de chercher ’empilement base-
base dans une molécule d’acide nucléique. Nous étudierons ainsi avec cette approche
les empilements présents au sein de ’ARNt"€ et d’une molécule connue sous le nom
de hammerhead. De plus, plusieurs parameétres propres a un empilement de deux bases
seront analysés. L’empilement de bases sera intégré au systéme de modélisation MC-
SYM, formant ainsi avec un algorithme de recherche d’appariement de bases dans
une molécule d’acide nucléique le programme NANOTE, qui servira d’un guide dans
les arbres de recherche pour la prédiction d’une structure tridimensionnelle pour une

certaine molécule donnée.

Dans le troisieme chapitre, on discutera d’'un exemple de modélisation & 'aide
de MC-SYM pour la prédiction de la structure tridimensionnelle d’une molécule ap-
pelée leadzyme [25]. La modélisation de cette molécule nécessitait un choix parmi
différentes hypotheéses structurales, pour aboutir & un modele moléculaire représentant
les contraintes connues. Un modele mathématique basé sur la logique floue sera

présenté pour sélectionner les hypotheses structurales suivant leur possibilité de con-



tenir les conformations actives du leadzyme [27]. Le modele est appliqué & une rela-
tion séquence-structure de la molécule du leadzyme. L’hypothése structurale la plus
plausible sélectionnée par le modele de logique floue a été retenue pour développer
d’autres expériences biochimiques, déduisant de nouvelles données et contraintes. Ce
procédé a permis de construire un modele final qui explique la capacité catalytique

du leadzyme.
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Introduction

Comprendre comment les structures tridimensionnelles des macromolécules, pro-
téines et acides nucléiques, affectent leurs activités biologiques est un probleme qui
stimule l'intérét de plusieurs chercheurs. Ceux qui sont & la recherche de nouveaux
traitements, pour les maladies virales par exemple, souhaitent identifier des com-
posés capables de reconnaitre spécialement les séquences d’acides nucléiques uniques
a chaque génome viral, de maniére a servir comme drogue spécifique. Dans ce

but, connaitre les structures tridimensionnelles des molécules impliquées constitue
un atout.

Un trés grand nombre de macromolécules provenant de plusieurs organismes dif-
férents, ont été identifiées en déterminant leur séquence d’acides aminés, pour une
protéine, ou de nucléotides, pour un acide nucléique. Cependant, la méthode clas-
sique, la cristallographie a rayons X, ne permet pas dans certains cas de déterminer la
structure tridimensionnelle d’'une macromolécule; elle est coiiteuse et nécessite beau-
coup de temps. Par le fait méme, ’écart entre le nombre de séquences identifiées et
le nombre de structures connues est énorme. Ce qui explique le besoin de développer
des approches théoriques pour prédire la structure d’une macromolécule a partir de sa
séquence. Théoriquement, il est suffisant de connaitre uniquement la séquence d’une
macromolécule pour aboutir & sa structure [2]. Mais le phénomeéne de repliement
de séquence dans ’espace est encore bien peu compris, ce qui rend le probléme de
prédiction trés complexe. Il est nécessaire alors, dans certains cas, d’avoir des informa-
tions additionnelles telles que les variations possibles des configurations moléculaires
tridimensionnelles locales ou globales. Ainsi, a cet égard beaucoup d’efforts sont con-

sacrés a la recherche de méthodes théoriques pour analyser la banque de données des



structures d’acides nucléiques résolues.

L’analyse des structures d’acides nucléiques est non seulement importante pour
étudier les propriétés structurales de ces derniéres, mais elle joue un réle dominant
pour avancer les théories sur I’évolution moléculaire et la modélisation afin de prédire
des structures tridimensionnelles. Un des principes de 1’évolution moléculaire est
que les biopolymeéres subissant des mutations génétiques mais conservant la méme
fonction biologique préservent la méme structure. L’analyse des structures pourra
étre utile pour comprendre le lien entre la structure d’un biopolymere et la fonction
biologique qui le caractérise. Aussi, I'identification de certaines conformations struc-
turales semblables dans des biopolymeéres différents pourra mener a4 déterminer leur
fonction biologique. Les systémes de modélisation générent un nombre énorme de
conformations possibles pour une molécule donnée. Pour procéder 4 une classifica-
tion et a un raffinement des modeles trouvés, les méthodes d’analyse de structures
deviennent de plus en plus importantes pour de tels besoins.

Les principales caractéristiques structurales des acides nucléiques sont les ap-
pariements et les empilements des bases azotées. Nous présenterons un outil pour
identifier ’empilement et les appariements dans une structure d’acide nucléique d’une
maniére automatique. Cela va permettre de générer une banque de données re-
groupant toute l'information pertinente sans avoir besoin de visualiser systématique-
ment une structure tridimensionnelle. La visualisation s’avérant une procédure ardue,

trés lente et non systématique, aussi les avis peuvent différer d’un visualisateur & un
7

autre.



Chapitre 1

Les acides nucléiques

1.1 La nature des acides nucléiques

Il est approprié de commencer ce chapitre avec une description des acides nucléiques.
Ils sont des constituants essentiels a toute cellule vivante. Ces remarquables molécules
sont la mémoire de la vie. En effet, elles conservent en elles-mémes et transmettent
toute information nécessaire au développement de tout organisme, & 1’échelle intra-
cellulaire comme & 1’échelle de 'organisme complet. Que ce soit la nature d’une
protéine, la fonction qu’elle occupe, le moment ou elle sera synthétisée, le temps de la
dégrader, tout est enregistré sur ce ruban moléculaire. L’avénement d’un changement
a une partie de la mémoire est fondamental dans le processus d’évolution des formes
vivantes. La nature des acides nucléiques et leur capacité a se dupliquer justifie leur

fonction.

Nous en apprenons de plus en plus sur les structures et les fonctions des acides
nucléiques, par le biais de nouvelles techniques microscopiques permettant la visua-
lisation & I’échelle atomique. De plus, la manipulation de la mémoire génétique par
les techniques de biologie moléculaire nous a donné depuis déja plus d’une décennie,
la capacité de diriger le développement futur de la vie. En agriculture, notamment,

les exemples sont nombreux: plant & croissance plus rapide, résistance améliorée aux



insectes parasites, etc.
Au début de ce chapitre, nous introduirons briévement comment les acides nucléi-

ques préservent et transmettent les informations génétiques.

1.1.1 Les deux types d’acide nucléique : ADN et ARN

Iy a deux types d’acide nucléique, acide ribonucléiqgue (ARN) et acide désozyribo-
nucléique (ADN). Chacun est un polymere constitué d’unités monomeres liées par
des liaisons covalentes. Les unités monomeéres sont montrées a la figure 1.1:

Dans chaque cas, un monomere contient un sucre & cing carbones (ribose dans
I’ARN, 2’-désoxyribose dans ’ADN) liant un groupement phosphate & son cinquiéme
carbone (C5’). Les résidus de sucres et de phosphates forment le squelette d’une
molécule d’acide nucléique, parfois contenant plusieurs milliards d’unités construites
I’'une sur 'autre. Par lui-méme, le squelette est une structure en répétition, incapable
d’encoder de I'information. L'importance des acides nucléiques dans I’emmagasine-
ment de I'information et la transmission provient du fait qu’ils sont hétéropolymeéres.
Chaque monomeére dans la chaine porte un groupement basique appelé base azotée,
toujours attaché au carbone 1’ (C1°) du sucre (voir figure 1.1). Il y a deux types de
ces substances basiques, les purines et les pyrimidines.

La structure des bases azotées majeures trouvées dans les acides nucléiques est
représentée a la figure 1.2. Notez que I’ADN admet les purines adénine (A) et gua-
nine (G) et les pyrimidines cytosine (C) et thymine (T). Dans 'ARN, les bases sont
les mémes excepté que l'uracile (U) remplace la thymine. Ainsi, ’ADN et 'ARN
contiennent chacun quatre bases. Chacun peut étre vu comme un polymeére formé de
quatre monomeres. Les monomeres sont des molécules de riboses ou de désoxyriboses

avec les bases purines ou pyrimidines attachées 4 leur C1’. Dans les purines, I'at-



unité monomeére
T
N
O
a
o

Figure 1.1: La figure montre 'unité monomere répétée de ’ADN. Les phosphates
qui lient entre eux les désoxyriboses (ou ribose dans le cas de 'ARN) de la chaine
principale relient le carbone 3’ d’un sucre au carbone 5’ du suivant. Ceci confére une
polarité & la chaine et force un sens de lecture & la machinerie chargée de décoder
I'information. On lit alors la séquence présentée: 5° C-A-G 3’.

tachement se fait au niveau de ’azote 9 (IN9) , dans les pyrimidines au niveau du
N1. Ces monomeres sont appelés des nucléotides. Ainsi, tous les acides nucléiques
peuvent étre vus comme des polymeéres de nucléotides, ils sont aussi appelés par le
terme générique polynucléotides.

L’ examen de la figure 1.1 révélera deux importantes caractéristiques de tous les

polynucléotides :
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Figure 1.2: Les structures chimiques des bases azotées principales dans les acides
nucléiques. L’atome N9 des purines et I’atome N1 des pyrimidines sont liés au carbone
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C1’ du ribose ou du désoxyribose dans les nucléotides.

1. la chaine polynucléotidique a une direction; la liaison phosphodiester entre les
monomeres s’établit toujours entre le groupement phosphate en C5’ du premier

sucre et le groupement OH en C3’ du sucre suivant. Ainsi, les deux extrémités

de la chaine polynucléotidique linéaire sont identifiées.

2. la chaine polynucléotidique est unique par la séquence de ses bases, ie.

séquence des nucléotides. Cette séquence est appelée structure primaire de



cet acide nucléique particulier. C’est dans la structure primaire de I’ADN que
Iinformation génétique est emmagasinée. Un gene n’est rien d’autre qu’une
séquence d’ADN particuliere, encodant l'information dans un langage de quatre

lettres dans lequel chaque lettre représente une des bases azotées.

Si on veut décrire une chaine polynucléotidique en particulier (ADN ou ARN), c’est
extrémement difficile de dessiner la molécule comme dans la figure 1.1. Pour cela,
d’autres nomenclatures plus compactes ont été adoptées. Nous pouvons faire 1’abré-

viation d’une petite molécule d’ADN comme suit :

c G Cc T A
3 3 3 3 3
P P P P P OH
5 5 & 5 5

Cette notation montre :

1. la séquence des nucléotides est représentée par les lettres (C, G, C, T, A);
2. toutes les liaisons phosphodiesters sont 3’ — 5.
Toutes les liaisons phosphodiesters étant systématiquement 3’ — 5', une notation

plus compacte est possible pour la méme molécule:
pCpGpCpTpA.

Finalement, si on est concerné seulement par la séquence des bases dans la molé-

cule, comme c’est généralement le cas, nous pouvons la noter plus compactement
comme:

CGCTA,

remarquez que les séquences sont toujours écrites, par convention, avec 'extrémité 5’

a la gauche et 'extrémité 3’ a la droite.



Une des plus importantes découvertes dans I’histoire de la biologie moléculaire
est la découverte de la structure de PADN en 1953. On commencait & s’intéresser
aux acides nucléiques depuis déja quelques années, quand Watson et Crick proposent
un modele de la structure tridimensionnelle de ’ADN, modeéle qui donne un support
chimique réel aux hypotheses génétiques. De ce tremplin, la génétique a pris son
envol; et la biologie moléculaire est née de ces événements.

Watson et Crick ont d’abord observé que ’ADN formait une hélice et que celle-ci
était constituée de deux chaines (brins) d’ADN (double hélice). Ces deux brins sont
stabilisés par des liaisons hydrogénes (ponts hydrogénes ou appariements) établies
entre les bases azotées: le A avec le T et le C avec le G. Les paires de bases (pb)
sont empilées les unes sur les autres, leurs plans sont presque perpendiculaires &
I’axe de I'hélice. L’empilement comme montré dans la figure 1.3, permet une sorte
d’interaction chimique (interaction de van der Waals) entre les bases. Le squelette
phosphates-désoxyriboses hydrophile occupe les cotés extérieurs de 1’hélice prenant
contact avec l’environnement aqueux. Chaque paire de bases fait une rotation de 36°
par rapport a la suivante pour organiser 10 pb dans chaque tour d’hélice.

En développant leur modéle moléculaire de la structure de ’ADN en double brins,
Watson et Crick ont été convaincus que les deux brins d’une hélice doivent se replier
dans des directions opposées. Le modele de Watson-Crick n’a pas seulement expliqué
la structure de I’ADN. Il a eu des implications qui sont au coeur de la biologie. La
base A est toujours pairée avec la base T, et la base G est toujours pairée avec la
base C; ainsi les deux brins sont complémentaires. Les brins peuvent étre séparés
et un nouvel ADN est synthétisé le long de chacun d’eux, suivant la méme régle de
complémentarité, et deux copies exactes des doubles brins d’ADN seront obtenus.

Ceci est précisement la propriété que le matériel génétique doit avoir: lorsque la



Figure 1.3: La structure de I’ADN est illustrée par la double hélice. Chaque brin
spiral, comprenant le squelette phosphates-désoxyriboses et les bases qui lui sont
attachées, est 1ié & un brin complémentaire par des liaisons covalentes entre les paires
de bases, adénine (A) avec thymine (T) et guanine (G) avec cytosine (C). Cette
structure a été décrite la premiére fois par Watson et Crick en 1953.

cellule se divise, deux copies complétes de I'information génétique portée dans la
cellule originale doivent étre produites (voir figure 1.4).

Les molécules d’ADN se présentent sous un grand nombre de formes ou configu-
rations topologiques. Elles peuvent étre repliées ou non sur elles-mémes ou former un
cercle, forme relazée.

Les molécules d’ARN trouvées dans la nature sont en général plus petites que les
molécules d’ADN et dans la plupart des cas, elles existent sous forme d’un simple
brin. Malgré d’étre produites en simple brin, elles peuvent se replier en région double
brins, diie & la complémentarité intrinseque. L’existence de ces régions donne aux

molécules d’ARN des structures 3D complexes comme montré dans la figure 1.5.
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Figure 1.4: Une représentation simplifiée de la séparation de la molécule d’ADN pour
former deux copies identiques. Les deux brins de la double hélice sont séparées par
des enzymes.

La molécule représentée dans la figure 1.5 est un membre d’une classe parmi les
plus importantes des acides ribonucléiques, les ARNs de transfert, ou ARNts. Ces

derniers jouent un role essentiel dans l’assemblage des protéines en apportant les

acides aminés dans le ribosome pendant la synthése des protéines.
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Figure 1.5: Structure tridimensionnelle '’ARN de transfert du Phélylalanine chez la
levure (ARNt7"€). Le ruban montre les courbures subies par le squelette phosphates-
riboses de la molécule.

1.2 Analyse des structures tridimensionnelles des

acides nucléiques

Nous assistons au développement de plusieurs méthodes mathématiques pour ana-
lyser les structures tridimensionnelles des acides nucléiques et incorporer les caracté-
ristiques de leurs séquences dans les simulations par ordinateurs [9, 3, 28, 14, 10].
Pour mieux s’attaquer au sujet, il est nécessaire de comprendre la nature des change-
ments locaux et globaux des structure impliquées dans la fonction biologique de ces
molécules. Ils se manifestent des mouvements subtiles (torsion, translation et cour-
bure) au niveau des paires de bases. Deux interactions principales caractérisent la

structure tridimensionnelle des acides nucléiques: les appariements et 'empilement
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des bases azotées. La capacité des nucléotides & coder de I'information découle de leur
capacité a former des paires de bases complémentaires de fagon stable et spécifique.
Cette stabilité et cette spécificité sont inhérentes a la géométrie des bases ainsi qu’a
la possibilité de former des appariements, c’est-a-dire des ligisons hydrogénes. Ces
liaisons s’établissent entre les atomes capables de partager un proton (un atome d’hy-
drogeéne). En ce qui concerne la deuxiéme caractéristique, ’empilement des bases
azotées décrit largement les structures tridimensionnelles de 'ADN et de ARN.
L’empilement entre deux bases est une sorte d’interactions verticales entre elles. Ces
interactions sont tres importantes dans la stabilité des hélices présentes dans les struc-
tures d’acides nucléiques. Dans ce travail, on étudiera I’empilement des bases azotées
d’une maniére géométrique. L’approche mathématique de la détection des empile-
ments d’'une maniére automatique en détail sera traitée dans le deuxieme chapitre.
De plus, on analysera les empilements se trouvant dans deux molécules: I’ARNt" e
[38] et le ribosyme ” hammerhead’ [36].

L’empilement de bases a été étudié dans différents systémes, variant des bases
isolées aux longs duplexes d’ADN. Plusieurs études expérimentales ont été développées
et divers résultats ont été obtenus pour des systemes simples formés seulement de deux
nucléotides [11]. Les calculs semi-empiriques, les mécaniques moléculaires, les simu-
lations des dynamiques moléculaires et les méthodes de perturbations de 1’énergie
libre ont été utilisés pour comprendre ’empilement des bases [1, 17, 23, 31, 6]. La
plupart de ces études théoriques [1, 17, 23, 6] se sont intéressées aux interactions base-
base en ignorant la dynamique du squelette ou I'influence des interactions du solvant.
Le mécanisme de I'empilement des bases n’est pas encore complétement compris, et
différentes forces comme les effets hydrophobiques ou les interactions électrostatiques

directes existant entre les bases ont été suggérées comme étant 1’élément dominant
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contribuant & la stabilisation des bases empilées [30].

L’empilement des bases est un facteur primaire pour stabiliser la structure des
acides nucléiques. Jusqu’a maintenant, les méthodes pour localiser les interactions
d’empilement dans PADN et ’ARN sont encore rares. La méthode développée dans
ce travail est une méthode géométrique localisant ’empilement dans une structure
d’acide nucléique avec un poids symbolisant 'importance de l'interaction. Les avan-
tages de la méthode (une heuristique pour analyse rapide) peuvent se résumer par
deux principales raisons: les forces impliquées dans la stabilisation des bases empilées
sont jusqu’a maintenant inconnues, de méme les parameétres des effets hydrophobiques
ne sont pas encore bien définis pour les fonctions connues d’énergie potentielles. Ainsi,
la méthode ne prend pas en considération les fonctions d’énergie empiriques ni les
données tirées de certains parametres associés & des empilements localisés dans des
structures d’acides nucléiques. Elle ne favorise pas non plus la position relative des
bases dans la détermination des empilements présents au sein d’une structure d’acide
nucléique.

Ultérieurement aux études de Watson et Crick, des études cristallographiques
plus précises ont confirmé leur modele [57]. Elles ont aussi montré que ’ADN est trés
flexible et capable de subir des déviations significatives & partir de cette structure
canonique [41]. On a montré aussi que les acides nucléiques adoptent des confor-
mations qui ne sont pas similaires au modele original de Watson et Crick, comme
mentionné dans [55]. Dans les doubles hélices, les liens hydrogénes entre les paires de
bases servent a maintenir les deux brins ensemble. En général, les différents motifs
de liens hydrogenes restent constants dans les hélices réguliéres des acides nucléiques
et respectent un appariement standard appelé appariement Watson-Crick (voir la fi-

gure 1.7 pour un exemple d’appariement Watson-Crick, ce dernier est caractérisé par
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les liens d’hydrogeéne partagés entre les atomes donneurs et accepteurs de chacune
des bases, voir la table 1.1). De plus, les petites fluctuations des six angles entre
les atomes du squelette phosphate-sucre local (i.e. «,f3,7,6,¢ et ¢ sont appelés les
angles déhydrauz ou de torsion, voir la figure 1.6) peuvent facilement permettent les

changements dans la géométrie des paires de bases [45].

G 4] /, i
Vers la base C"x _ (\—Qf\ £
[ 2
- X— ®5‘\ Unité de

[01“,\ - 04?‘ b nucléotide

Figure 1.6: La conformation d’un nucléotide est déterminée par les six angles de
torsion indiqués, «, 3,7, 6, € et (.

Puisque les paires de bases seules ont une tendance naturelle & former des hélices
en solution [48, 46], ceci montre que les résidus de sucres et phosphates jouent un role
mineur dans la structure des acides nucléiques; alors que les interactions hydropho-
biques entre les bases empilées jouent un role dominant dans la formation de cette

structure hélicoidale particuliere. Malgré I'importance de 'empilement des bases, il
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| Atome\ Base || Adénine | Cytosine | Guanine | Thymine | Uracile |
Donneur N6 N4 N1, N2 N3 N3
Accepteur || N1, N3, N7 | 0O2,N3 |N3,N7,04| 02, 04 02, 04

Table 1.1: Les atomes donneurs et accepteurs des bases adénine, cytosine, guanine,
thymine et uracile. On remarque que la thymine et 'uracile ont le méme atome
donneur et les mémes atomes accepteurs.

reste que les méthodes pour identifier les bases empilées d’'une maniére automatique
pour une structure moléculaire ne sont pas encore nombreuses [13, 32]. En ce qui con-
cerne I’empilement des bases, la visualisation est un moyen d’identification laborieux
et subjectif. Il est donc nécessaire d’analyser d’'une maniére automatique les modeles
dans I’espace pour pouvoir étudier I’empilement entre deux bases quelconques. L’em-
pilement peut étre quantifié en utilisant une fonction d’énergie, une approche qui
a été écartée en s’appuyant sur ce qui suit. L’empilement est un phénomeéne dii a
deux types d’interactions, hydrophobiques et électrostatiques. Cependant les forces
dénergie potentielle impliquées dans ces interactions ne sont pas encore comprises
pour permettre une évaluation fiable dans des cas d’empilement (consulter [44]).
Pour les raisons mentionnées ci-dessus, on a développé une approche pour ana-
lyser 'empilement de bases en définissant ce dernier comme étant successivement
deux interactions entre deux bases planaires dans l’espace. Chaque base exerce
alors orthogonalement une interaction sur le plan supportant 'autre base. Cette
définition s’avere rigoureuse par rapport a celle utilisée dans d’autres études. Notre
approche utilise des critéres géométriques pour identifier 'empilement. Ces critéres
formalisent ce dernier, ils sont facilement implémentables et rigoureux pour une ana-
lyse flexible de plusieurs cas d’empilement. Ils offrent aussi la possibilité d’étudier
différents parametres géométriques impliqués dans 'empilement des bases, ignorés

jusqu’a maintenant. Notre algorithme a été implémenté en langage de programma-
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Figure 1.7: Appariement Watson-Crick des paires de bases adénine-thymine et
guanine-cytosine. Dans le cas de la paire de base adénine-thymine, les atomes de
I’adénine N6 donneur et N1 accepteur forment respectivement des liens hydrogenes
avec les atomes de la thymine O4 accepteur et N3 donneur. Pour la paire de base
guanine-cytosine, les atomes O6 accepteur, N1 donneur et N2 donneur de la gua-
nine présentent successivement des liens hydrogenes avec les atomes N4 donneur, N3
accepteur et O2 accepteur de la cytosine.

tion C++, & l'aide de la librairie LEDA (Library of Efficient Data and Algorithms:
librairie d’objets et fonctions qui s’attachent au langage C++) [29]. Les ordinateurs
utilisés pour la compilation du programme sont SGI UNIX (IRIX 5.3). Le format des
fichiers de données soumis au programme pour fin d’analyse des empilements qu’ils
contiennent, est celui de PDB (Protein Data Bank, pour plus d’information consulter
le site suivant http: //www.pdb.bnl.gov) qui est le format le plus utilisé internationale-
ment, voir la figure 1.8. L’algorithme est intégré a un autre algorithme déterminant

les liens hydrogenes et la structure secondaire d’une macromolécule donnée, le tout
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sera intégré au programme NANOTE [33] pour I'annotation de structure d’ADN-
ARN. Dans ce travail [33], on présente alors le processus général d’une annotation
automatique des structures tridimensionnelles de ’ADN et ’ARN. Tout d’abord, le
programme obtient un fichier en format PDB décrivant la molécule, les atomes d’hy-
drogeéne seront alors ajoutés & ce fichier en se conformant aux exigences du format
PDB et les bases azotées modifiées ! seront remplacées par leurs bases azotées stan-
dards (déja montrées dans la figure 1.2).

On fera en sorte que tous les parametres exigés par NANOTE soient présents sinon
un message d’avertissement sera affiché pour chaque élément manquant. Ainsi, on
procédera 3 la détermination des appariements et empilements de bases (’approche
pour 'empilement de bases est présenté en détail dans le chapitre subséquent). Les
structures en doubles hélices seront aussi identifiées selon un format PDB hybride.
L’appariement et I’empilement sont montrés par deux nouvelles notations pour le
format PDB. La figure 1.9 présente le genre de fichier de sortie montrant I'information
compléte ainsi obtenue. L’utilisateur pourra choisir selon ce qu’il veut modéliser entre
la description des séquences de résidus ou les appariements ou l’empilement ou les

doubles hélices.

Enfin cela servira comme outil important & I’ensemble du programme de modélisa-
tion des structures moléculaires MC-SYM [26]. MC-SYM est en soit un systéme uti-
lisant la programmation symbolique et des techniques de satisfaction de contraintes.
De cette maniere, il est capable de générer, & partir d’'une séquence polymérique, un
ensemble de structures tridimensionnelles satisfaisant les contraintes chimiques tirées

des expériences de laboratoire ou des hypotheses imposées par I'utilisateur.

!Bases azotées de types purines ou pyrimidines différentes des cinq bases azotées A, C, G, T, U
et rencontrées occasionnellement dans les molécules d’ARN et d’ADN.
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Figure 1.8: Exemple de fichier PDB, AC.pdb, d’une molécule formée par les deux

bases A et C ainsi que leur représentation tridimensionnelle.

L’annotation automatique des structures tridimensionnelles servira dans le cas de

MC-SYM a l'identification des sites importants des appariements et des empilements.

Ces informations seront utilisées dans la modélisation pour prédire la structure tridi-

mensionnelle d'une moléculaire donnée. NANOTE indiquera la voie & suivre dans

la construction d’un certain modele, en se basant sur des critéres et propriétés qui

aideront a une classification des empilements et appariements. Cette classification

limitera le grand nombre de cas plausibles & explorer dans les arbres de recherche,
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ce qui n’était pas faisable avant, méme en présence de plusieurs contraintes. Chaque
base azotée peut étre paramétrisée par une matrice “conformation” définissant un
repére local propre a la base ou chaque atome de la base est déterminé par ses co-
ordonnées tridimensionnelles dans ce dernier repere. Dans le cas d’empilement et
d’appariement entre deux bases, on peut situer une base par rapport & 'autre par
une matrice de rotation “transformation”’. Cette matrice est définie simplement par
la matrice de passage entre les repéres des bases et par la translation entre les origines
des repéres. Ainsi la classification se fait & I’aide d’une distance entre les matrices de

conformations et de transformations.

Le programme NANOTE est un programme d’annotation automatique qui aidera
4 une modélisation mieux dirigée par une analyse structurale bien formalisée. Aussi
cela permettra en découvrant des motifs structuraux d’établir des propriétés et des
liens entre la structure d’une molécule et la fonction biologique qui la caractérise dans

la nature.
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012345678901234567890123456789012345678501234567890
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17 - 20 RES NUMBER (DONOR}
22 - 24 HYDRO NAME
26 - 29 RES NUMBER (HYDRO)
31 - 33 ATOM NAME (ACCEPTOR)
35 - 37 RES NAME (ACCEPTOR)
39 - 39 CHAIN ID (ACCEPTOR)
41 - 44 RE NUMBER {(ACCEPTOR)

012345678901234567890123456789012345678901234567890

DBLHLX 1 HO 2 G i U 7 ]
DBLHLX 2 H3 2 C 61 G 65 =1
g =15 DBLHLX

9 e 9 HELIX NUMBER

11 - 13 HELIX NAME

15 - 16 NUMBER OF HELIX

18 - 20 RES NAME (BEGINNING OF HELIX)
22 - 22 CHAIN ID (RES BEGINNIG)

24 - 27 RES NUMBER

29 - 31 RES NAME (END OF HELIX)

33 - 33 CHAIN ID (RES END)

35 - 3B RES NUMBER (RES END)

40 - 41 HELIX WAY (SENS)

01234567890123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890

SEQRES 1 76 G C G G A u u U A G € U C
SEQRES 2 76 A G u U G G G A G A G € G
@ =I5 SEQRES

= 9 NUMBER OF LINES
11 - 11 CHAIN ID
13 - 16 NUMBER OF RESIDUS
20 - 22 RES NAME (FIRST OF THE LINE)
24 - 26 RES NAME
Bl RES NAME
68 -70 RES NAME (LAST OF THE LINE)

012345678901234567890123456789012345678901234567890
STACK G (& 71 72 ANTI ANTI
STACK C A 72 73 ANTI SYN

0 -4 STACK

6 -8 RES NAME (FIRST RES)

10 - 12 RES NAME (SECOND RES)

14 - 14 CHAIN ID (FIRST RES)

16 - 29 RES NUMBER (FIRST RES)
31 - 31 CHAIN ID (SECOND RES)

33 - 36 RES NUMBER (SECOND RES)
38 - 41 (ANTI - S¥YN FIRST RES)
43 - 46 (ANTY - SYN SECOND RES)

Figure 1.9: Les nouveaux enregistrements PDB décrivant les appariements, les em-
pilements, les doubles hélices et la séquence des résidus pour une molécule



Chapitre 2

Etude et analyse de I’empilement

des bases azotées

2.1 Introduction

Trouver la structure tridimensionnelle d’une molécule est actuellement parmi les
problémes intrigants et fondamentaux en biochimie. Malgré la connaissance de struc-
tures finales moyennes et de la connectivité covalente pour les chaines peptidiques et
phosphodiestéres, les détails du processus de repliement ne sont pas connus. Lorsque
la structure de la double hélice a été proposée pour la premiere fois, il y avait une
grande excitation, non seulement par le grand succes accompagnant la résolution du
probléme mais aussi pour la simplicité de la structure apparente. Une de ses prin-
cipales particularités était d’étre caractérisée par un nombre relativement petit de
paramétres. Une autre grande excitation était attendue par la premiere solution de
la protéine myoglobine. Cependant, ceci n’était pas accompagné par une joie con-
cernant la simplicité de la structure mais par I’étonnement de la complexité de la
structure. Dans les années suivantes, beaucoup de temps et d’efforts ont été dépensés
pour essayer de comprendre cette complexité.

Dans cet esprit de vouloir donner des descriptions utiles, on tentera de parler de

I’empilement entre deux bases dans les structures d’acide nucléique. Pour la premiere
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fois, on analysera & l'aide de la géométrie Euclidienne ’empilement des bases deux
4 deux, ce qui aidera & la modélisation et & 1'analyse de ces structures. Chaque
empilement sera quantifié d’une maniére efficace pour distinguer les différences entre
tous les empilements qui se trouvent au sein d’une structure. Les données obtenues
refléteront d’une maniére paramétrique I'aspect de ’empilement qui a été jusqu’a
maintenant analysé visuellement. Cette analyse visuelle ne permet pas de distinguer
les différences entre les empilements présents dans une structure. La paramétrisation
de ’empilement des bases sera définie en utilisant le principe de la surface moléculaire

de van der Waals.

2.1.1 Surfaces moléculaires

Richards [39] a introduit le terme de surface moléculaire décrivant une enveloppe
moléculaire accessible & une molécule du solvant. Cette surface peut étre définie de
plusieurs maniéres: surface de van der Waals, surface de Connolly et surface accessible

au solvant (voir figure 2.1).

Sphere test

Surface de van der Waals
Surface de Connolly

-~. Surface accessible au solvant

Figure 2.1: Les trois différentes définitions de surface moléculaire.
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La surface de van der Waals

La surface d’une molécule n’a pas qu’'une seule forme définie. Sa forme apparente
dépend de I’approche technique utilisée pour la définir. Cela est di & la distribution
radiale diffuse de la densité d’électrons autour de chaque noyau atomique. Dans le cas
des atomes liés chimiquement, cette distribution électronique et les autres propriétés
de ces atomes isotropiques ne sont pas sphériquement symétriques. Chaque atome
admettra alors une certaine sphére définie par la région de la densité électronique, le
rayon de telles spheres est appelé rayon de van der Waals.

Les rayons de van der Waals sont utilisés pour le calcul de 1’énergie potentielle
d’une structure moléculaire. Pour cela, on fait varier plusieurs parametres rotationnels
dans des intervalles et on calcule les distances interatomiques r;; entre les paires
d’atomes ¢, j. Initialement, les calculs sont basés en supposant qu’il n’y a aucune
attraction si 75; > 79 oll r¢ est la somme des rayons de van der Waals des atomes
i et j [41]. Le choix du rayon de van der Waals étant approximatif, chaque auteur
posséde sa liste favorite pour différents atomes (regarder par exemple dans [40, 8]).
Les valeurs qu’on lui associe dans les prédictions structurales peuvent varier suivant la
nature du probléme. Les sphéres associées & deux atomes liés d’une maniére covalente
se touchent; elles sont tronquées par un plan perpendiculaire au lien atomique et se
trouvent dans la région d’intersection. La position exacte de ce plan est encore une fois
approximative mais elle est normalement choisie pour couper le lien en deux segments
proportionnels au rayon covalent de chaque atome impliqué. La surface complexe
résultant de ’ensemble des sphéres liées de cette fagon est appelée surface de van
der Waals. Cette surface a une aire et un volume définis. De plus, la construction
est facile & visualiser et logiquement cohérente; aucune procédure chimique jusqu’a

maintenant n’a mesuré directement cette aire ni ce volume.
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Dans plusieurs approximations spécifiques, la considération de la plupart des
atomes d’hydrogeéne est exclue. Par exemple dans les acides nucléiques, les lourds
atomes C, N et O sont élargis en une série de groupes avec zéro, un, deux ou trois
atomes d’hydrogene attachés de facon convenable. Chacun de ces groupes chimiques
est considéré sphériquement symétrique. Le rayon associé a chaque groupe, ayant
comme centre le plus lourd atome, est déterminé en tenant compte de la contribution
des atomes d’hydrogene présents. Le groupe est identifié au carbone ou a ’azote sans
considérer le nombre d’hydrogenes attachés. La figure 2.2 montre la surface de van

der Waals d’une molécule hypothétique.

Figure 2.2: Surface de van der Waals d’une molécule hypothétique. La trace de
I’enveloppe de van der Waals des atomes de la structure est montrée.



25

Surface de Connolly

La surface de Connolly est composée de deux sortes d’éléments de surface: premie-
rement, la surface de contact correspondant a la surface de van der Waals, lorsque
la sphére test (de 1.4A généralement, simulant une molécule d’eau) est en contact
avec un seul atome; deuxiémement, la surface réentrante correspondant a la surface

intérieure de la sphere test lorsqu’elle est en contact avec plus d’un atome.

Surface accessible au solvant

La surface accessible au solvant correspond a ’enveloppe moléculaire englobant le
volume décrit par ’espace formé jusqu’au milieu de la sphere test lorsqu’on la roule

sur les atomes représentés par des sphéres de rayon de van der Waals.

2.1.2 La chimie de ’empilement des bases

L’association horizontale base-base par les liens hydrogénes est observée dans les
solvants non-aqueux et dans les états gazeux et cristallins. En plus, a I'état solide
les bases sont souvent empilées exclusivement de sorte que le plan d’une base est
4 une distance de van der Waals, ~3.4A, et paralléle & celui de la base adjacente.
Cet arrangement est dii aux interactions verticales plus qu’aux interactions horizon-
tales. Dans les solutions aqueuses, cette forme d’empilement de bases se manifeste
également [41]. Etant donné l'importance de la stabilisation des hélices dans une
structure d’acide nucléique, les propriétés géométriques principales de 1’empilement

seront définies dans ce chapitre.
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2.2 Meéthode d’empilement des bases

L’empilement des bases est un phénomeéne dominant dans les structures cristallines.
Il est & noter que les types d’empilement de bases trouvés et décrits par les moyens
chimiques sont plutét spécifiques. Les groupes polaires (ou halogénes) -NH,, =N-,
=0 d’une base est superposé sur le composé aromatique (composé cyclique) de la
base adjacente [41], voir la figure 2.3 . Ce type d’empilement inclut aussi les effets
des liens hydrogenes.

Pour définir ’empilement entre deux bases, nous avons considéré, indépendam-
ment du composé aromatique ou du groupe polaire, toute la surface moléculaire de
van der Waals de ces bases. Pour établir s’il y a empilement, on déterminera la surface
de van der Waals de deux bases et on cherchera & voir s’il y a une intersection entre
ces surfaces en projetant I'une par rapport a l'autre et inversement.

Considérons alors deux bases A et B dans une certaine structure moléculaire d’un

acide nucléique. La mesure de l’empilement entre A et B se fait en cing étapes
qu’on détaillera ci-dessous. Dans 1'esprit de cette nouvelle approche, nous avons
essayé de faire un programme basé sur les mathématiques pour analyser les structures
d’acide nucléique et pour contréler tout ce qui concerne 'empilement des bases. Le
programme offre & l'utilisateur beaucoup de flexibilité. Une compréhension de la
signification physique de notre méthode aidera l’utilisateur & prendre avantage des

parametres variables.
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Figure 2.3: Exemples d’empilements de bases observés dans différentes structures
cristallines. a) Empilement de deux uraciles impliquant 1'azote du cycle; b) empile-
ment de deux pyrimidines 5-bromouridines; ¢) interaction du ribose avec le com-
posé aromatique, entre deux cytidines; d) interaction entre le 9-éthylguanine et le
1-méthyle-5-fluorocytosine; e) empilement entre deux cytosines monohydratées; f)
empilement entre le 9-ethyladénine et le 1-méthyluracile; g) empilement entre une
guanosine et une inosine; h) interaction entre deux 8-bromoguanosines; i) interaction
entre deux adénosines; j) empilement entre deux purines protonées [41].

2.2.1 Paramétrisation des coordonnées des atomes d’une base

La figure 2.4 illustre comment les coordonnées d’état sont déterminées pour chaque

base d’une structure expérimentale suivant les axes X, Y et Z. Ces trois axes définissent
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un repere appelé repére absolu et les coordonnées d'un atome dans ce repere sont ap-

pelées coordonnées absolues.

— ! L
T N Z(0,0,0) Y(0,1,0) /

| ] —> i

| [ [~ \ Fi
L, [ | i

"~ =B | i
e s X(1,0,0
[N Lk 'Ix-ﬂ /:4
|

|
cr |

cr

Figure 2.4: Les coordonnées des atomes de chaque base d’une structure expérimentale
sont données suivant les axes X,Y et Z.

Pour dériver toutes les équations nécessaires, soit le vecteur colonne:

qui représente les valeurs des coordonnées de I'atome A dans une base i. En plus,

soit:

Ti=| Ty |y Yi=| Yiy et 2= | zy
Lyz Yiz Ziz

les coordonnées absolues des vecteurs unitaires définissant le repére local de la base

i. L’origine O; pour chaque base i coincide avec son atome N1. Les coordonnées
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locales seront déterminées par rapport & un nouveau repere centré en ;. La relation

existante entre les coordonnées locales et les coordonnées absolues est illustrée dans

la figure 2.5 pour le cas des coordonnées X et Y. Une relation similaire peut étre
établie pour les coordonnées Z.

Les coordonnées originales ou absolues d’un atome A peuvent étre déterminées a
partir des coordonnées A; mesurées dans la base 7 en commencant par l'origine O; et
se déplacant avec la valeur A;, suivant ’axe des X engendré par le vecteur z;, la valeur
A,y suivant I'axe des Y engendré par le vecteur y; et A;, suivant I’axe des Z engendré
par le vecteur z;. Ceci se manifeste dans les équations suivantes pour calculer A &

partir de A;:

Am = Aizxiz‘ =3 Azyyzz + Aizzi:n + Oi:z:;

Ay = Aiaxmiy + Aiyyiy == Aizziy oS Oiya

Az — wazm + Aiyyiz + Aizziz + O

Figure 2.5: La relation entre les coordonnées locales et les coordonnées absolues est
illustrée dans le cas des coordonnées X et Y.

Ces trois derniéres équations peuvent étre écrites vectoriellement comme suit:

A= Apz; + Ayl + Az + Ou
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Aussi d’'une maniére plus concise, on peut les exprimer suivant la forme matricielle

comime:
A= RiA;+0;, (2.1)

ou R; est la matrice dont les colonnes sont les coordonnées X,Y et Z des vecteurs
unitaires du repére dans la base i:
R; = Tiy Yiy Z2iy
Tiz Yiz 2z
L’équation 2.1 nous permet de calculer les coordonnées absolues A d’un atome en
fonction des coordonnées A; associées au repere centré a ’origine O; de la base i. La
matrice R; est notée pour nous comme une matrice de rotation parce qu’elle définit
I'orientation angulaire des vecteurs de la base 7. L’origine O; sera appelée vecteur
origine ou vecteur de translation, puisqu’il définit le déplacement de ’origine de la
base 7 par rapport a l'origine des coordonnées absolues. Pour déterminer la position

d’une base j par rapport & une base 7 et vice versa, I’équation 2.1 implique que:
R;A; + Oy = RjA; + O;,
qui peut étre écrite comme suit:
A; = R7'R;A; + R7Y(0; — 0;). (2.2)
oit R;! est la matrice inverse de R;. L’équation 2.2 peut étre simplifiée en définissant:

{ Ri; = Ri'R; (2.3)

Oi; =R70;-0).

Ai = RijAj =t O” (24)
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L’équation 2.4 permet de calculer les coordonnées d'un atome dans une base ¢ a partir
des coordonnées mesurées dans la base j. Ainsi, cette équation définit la position et
I’orientation de la base 7 comme vue de la base ¢. En particulier, les colonnes de la
matrice de rotation R;; sont les vecteurs unitaires du repére de la base j représentés
en fonction des vecteurs unitaires du repére de la base i. De la méme maniere, les
entrées du vecteur O;; sont les coordonnées de l'origine de la base j dans le repére de

la base 3.

Le calcul de la matrice inverse dans le systéeme 2.3 se fait directement parce que la
matrice de rotation posséde la propriété suivante: son inverse est égale & sa transposeée.
C’est un cas particulier des matrices orthogonales. Ainsi, si R est une matrice de

rotation alors
R =8, (2.5)
En utilisant I'équation 2.5, le systéme 2.3 se simplifie a:

Ry =R[R;
Oij = Rf(O] = Ol)

2.2.2 Les étapes de la méthode d’empilement
Etape 1

Les coordonnées expérimentales originales de la base seront transformées en les
projetant sur son plan affine déterminé par les trois points des atomes N1(ag, a1, a3),
C4(by, by, bs) et C6(co,c1,c2) (qui se trouvent dans chaque pyrimidine et purine).

L’équation du plan affine est déterminée comme suit :

ez +by+cz+d=0,
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ou

a = (0,1 i bl)(az + bz) =+ (bl = Cl)(bz -+ 62) + (Cl — 0,1)(62 + a,2),
b = (az — bs)(ao+ bo) + (b2 — c2)(bo + co) + (c2 — a2)(co + ao),
c = (a[) - bo)(Uq + bl) + (bo s Co)(bl = Cl) + (Co — ao)(Cl + al),

d = —(aay~+ bby + cby).

La projection d’un point quelconque U sur le plan en question défini par son vecteur

normal ﬁ(a, b, ¢) passant par un point A est donc le point U, appartenant au plan tel

que:

— —

AU, = AU— < AU,N > N,

—

—

P — — — —
N = —— et < AU, N > est le produit scalaire entre les deux vecteurs AU et N.

P

Dans notre calcul, on prend le point A comme le point représentant ’atome N1.

Une fois que les deux plans de chaque base respectivement sont déterminés ainsi
que la projection de chaque atome d’une base sur le plan de cette derniére, on
déterminera les nouveaux repéres centrés au point représentant ’'atome N1 de cha-
cune des deux bases. Chaque repére sera engendré par une base orthonormée formée
par trois vecteurs unitaires et orthogonaux deux-a-deux. Pour cela, on utilise trois
atomes appartenant au méme plan. Les trois atomes considérés sont N1, C4 et C6

pour chaque base. La figure 2.6 montre la position des bases et leurs plans respectifs.
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e 2 I

Figure 2.6: Bases hypothétiques appartenant aux plans engendrés par les atomes N1,
C4 et C6 de chacune d’elles.

Etant donné que ’empilement chimique entre deux bases est détecté avec une

distance ~3.4A et que les plans respectifs de chacune des bases ne sont pas néces-
sairement paralleles, on va définir cette distance. Deux bases qui sont tres éloignées
ne peuvent pas étre empilées puisqu’il y aura soit d’autres éléments chimiques entre
les deux, soit que la projection d’une sur le plan de 'autre n’intersecte pas cette
derniére. Le calcul de la distance en premier économisera beaucoup de calculs inutiles.
Pour cela, on déterminera les surfaces de van der Waals pour chacune des bases.
Ces surfaces vont étre planaires, puisque tous les atomes d’une base se trouvent
approximativement dans un méme plan. Ainsi, chaque atome aura son propre rayon
de van der Waals définissant un cercle. La surface planaire obtenue sera approximée
par un polygone qui ’entoure. La figure 2.7 montre les surfaces de van der Waals en

question avec les polygones qui les approximent.
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Figure 2.7: Surfaces de van der Waals suivant les plans des bases A et B avec les
polygones qui les approximent.

Surfaces des bases utilisées

Le cas qui nous intéresse c’est 1'analyse d’empilement des bases azotées A, C,
G, T et U présentes dans une structure d’acide nucléique. Pour chaque base d’une
structure donnée, on lui associera une surface de van der Waals planaire qui sera
approximée par un polygone comme mentionné auparavant. On décrirera alors pour
chaque base donnée les atomes considérés ainsi que le polygone approximant sa surface
de van der Waals qui lui est associée. La table 2.1 et la figure 2.8 montrent les atomes
qui sont pris pour chacune des bases et les surfaces de van der Waals générées par ces

derniers.



Figure 2.8: Les surfaces de van der Waals considérées des bases adénine, cytosine,

Guanine Thymine

Uracile

guanine, thymine et uracile.

Adénine || {C2, C4, C5, C6, C8, CI’, H2, H8, N1, N3, N6, N7, N9}
Cytosine || {C2, C4, C5, C6, CL’, H5, H6, N1, N3, N4}

Guanine || {C2, C4, C5, C6, C8, C1’, H1, H8, 06, N1, N2, N3, N7, N9}
Thymine || {C2, C4, C5, C6, C1, C5M, H3, H8, 02, O4, N1, N3}
Uracile || {C2, C4, C5, C6, C1’, H3, H5, H6, 02, O4, N1, N3}

Table 2.1: Les atomes associés a chacune des bases A, C, G, T et U. L’adénine est
considérée avec 13 atomes, la cytosine avec 11 atomes, la guanine avec 14 atomes, la

thymine et I'uracile avec 12 atomes.
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Etape 2

Apreés avoir déterminé les surfaces de van der Waals des deux bases dont on veut
analyser I'empilement, I’étape suivante consiste & les approximer par des polygones
qu’on définira pour chacune des bases. Pour cela, on trouve les points d’intersection
des cercles qui forment 1’enveloppe extérieure des surfaces de van der Waals. Par
exemple, pour la base guanine, on considérera les cercles suivants:

C(N2, Ry), C(N3, Ry), C(N7, Ry), C(C2, R¢),

C(C4, Rp), C(C6, Rr), C(C8, Rc), C(CY’, Rc),

C(H1, Ryy), C(H8, Ryp) et C(06, Rp);
ot C(Xa, Rx) est le cercle centré en un certain atome Xa et admettant comme rayon
de van der Waals Ry ol X est la nature de 'atome Xa. Ainsi on détermine les
intersections suivantes:

C(N2, RN) N C(C2, Rp), €(C4, Ro) N C(CL’, Re),

C(C8, R) N C(H8, Ryy), C(C6, Rcx) N C(O86, Rqy),

C(C6, Ro) N C(H1, Ryy) et C(C2, R) N C(H1, Ry).

Les valeurs choisies pour les rayons Ry, Ry, R et R sont celles utilisées par

Bondi [4]. La table 2.2 montre les rayons de van der Waals sélectionnés pour les

atomes suivant les auteurs mentionnés.

De cette maniére, on identifiera les arcs qui définissent la frontiére de la surface de
van der Waals. Chaque arc sera alors subdivisé uniformément et approximé par des
segments. Ce qui définira un polygone pour chacune des bases. Dans notre méthode,
I’adénine est donc approximée par un polygone ayant 32 points, la guanine 38 points,

la cytosine 30 points, 'uracile 26 points et la thymine 44 points.



Type d’atomes

| Rayon de van der Waals(A) |

H 1.20
O (simple ou double lien) 1.52  1.40*

C (aliphatique ou aromatique) 1.70
N (aliphatique ou aromatique) 1.55  1.50*
P 1.80  1.90*
=8 1.75  1.85*
-S- 1.80 1.85*

F 1.35"

Cl 1.80*

Br 1.95*

I 2.15*
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Table 2.2: Sélection des rayons de van der Waals suivant Bondi [4] . Les rayons qui
sont marqués par un * sont de Weast [52].

Etape 3

Lorsqu’il y a présence d’empilement entre deux bases quelconques, la distance entre

ces deux derniéres est ~3.4A suivant les données chimiques. Chimiquement, lorsque
cette distance est beaucoup plus grande que cette valeur, il y a deux possibilités : soit
qu’il y a une autre molécule qui va se loger entre ces deux bases, soit que ces derniéres
ne peuvent pas présenter un empilement, c’est-a-dire que les projections successives
d’une base sur le plan de I'autre donnent une intersection vide. De plus, le cas ou la
distance est beaucoup plus petite que ~3.4A ne présente pas une interaction chimique
verticale susceptible de créer un empilement, les deux bases dans ce cas-1a seront tout
simplement décalées I’'une de 'autre de sorte que les projections ne présentent pas
d’intersection possible. Le fait que les deux plans des bases ne sont pas nécessairement
paralléles nous a amené a définir une distance entre bases. Ainsi, on vérifiera si la
distance est dans un intervalle donné; si oui, on procédera a I’étape suivante, sinon on

pourra conclure tout simplement que les deux bases ne présentent pas d’empilement.
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Ceci a pour but d’éviter de faire des calculs inutilement. L’intervalle ainsi pris est de
2.4 3 4.4A.

Jusqu’a maintenant, on a réduit la notion de base chimique a une structure géomé-
trique qui est un polygone appartenant a un certain plan donné. Ce polygone est défini
par un certain nombre de points planaires. La définition de la distance entre les deux

bases ainsi utilisée est:

Wil—3| (Z d(k, P(k)) + > d(k, P(k))> ;

keA keB

ou k est un point appartenant a une base X vue comme un ensemble de points
formant un polygone (on note k € X), | X| représente le nombre de point dans la base
X et d(k, P(k)) est la distance entre le point & et sa projection sur le plan de la base

adjacente.

Etape 4

Chaque polygone associé & une base va étre projeté sur le plan contenant la base
adjacente. Nous montrerons dans la figure 2.7 en considérant deux bases A et B
qu’on a approximé par des polygones, les deux projections orthogonales que I'on aura
a faire. Chaque projection donnera lieu a la détermination d’une intersection entre
deux polygones. L’intersection est alors un ou plusieurs polygones dont on tentera de
calculer I’aire. En utilisant le théoreme de Green, I’aire d’une région bidimensionnelle
S est donnée par :

Aire(S) = [ds= [ =

1
- oy — D, d :/— A dp,
: Frt(S)Q(p Yy — pydx) 50 A dp

oll p(ps,py) est un point sur la frontiere Frt(S) de la région S, dp est un vecteur

infinitésimal le long de la frontiére et A représente le produit vectoriel en deux di-
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mensions. L’élément %p A dp est ’aire d’un triangle ayant comme base un morceau
infinitésimal de la frontiére et un sommet & I’origine. Pour les polygones, les frontieres
sont linéaires; I'intégration le long d’un c¢6té d’un polygone donne I'aire d’un triangle
ayant ce c6té comme sa base et un sommet a l'origine. Ainsi, 1’aire du polygone est

la somme de toutes ces aires de triangles:

1

Aire = Z E(Sk A Sk:-i—l))

1<k<n

ol les s sont les n sommets du polygone pris cycliquement, c’est-a-dire que n+1 = 1.
Le nombre des multiplications nécessaires peut étre réduit de moitié en réarrangeant

les termes comme suit:

Aire = Z %(Sk,wsk—f—l,y - Sk,yslc+1,z) == Z %Sk,x(sk—klﬂ o Sk—l,y);
1<k<n 1<k<n
ot Sk (Skzs Sky) €st le kieme sommet du polygone S.

Le probléme est réduit & la recherche de l'intersection entre deux polygones. Ce
que nous voulons montrer dans cette section, ce sont les principes permettant de
traiter graphiquement la procédure de l'opération intersection. Pour cela, on va con-
sidérer que les polygones constituent des surfaces pleines. Le résultat de l'intersec-
tion sera alors la figure délimitant la surface obtenue en appliquant ’opération de

I'intersection. La figure 2.9 présente un exemple d’intersection entre deux polygones

quelconques.
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| ::f:__L_ ‘ His 4

Figure 2.9: Exemple d’intersection entre deux polygones P1 et P2 donnant un graphe
4 8

Dans cet exemple, on peut remarquer que I'intersection obtenue n’est pas néces-
sairement un polygone. L’intersection est alors un ensemble de polygones. Dans le
cas ol les deux polygones sont convexes, cette intersection est convexe. Pour réaliser
I’opération intersection entre deux polygones P; et P», nous allons utiliser le méme
principe de la représentation par les diagrammes de Venn comme dans la figure 2.9.
L’ensemble des deux polygones A et B sera représenté par un graphe ou les noeuds
correspondent aux sommets et les arcs aux arétes. Chaque arc admet I'un des états

suivants possibles:

1. arcP; : arc de A uniquement
2. archs : arc de B uniquement
3. InterP, : arc completement a l'intérieur de A
4. InterP, : arc complétement & 'intérieur de B

5. InterP, P, : arc complétement & l'intérieur de A et B, i.e. ’arc est redondant.

Au moment de la construction du graphe, si des arétes se coupent, de nouveaux



41

sommets et de nouvelles arétes sont créés. Nous montrons dans la figure 2.10 un

exemple de la procédure.

e 22l
: & III T _-15__ tG?\
\&a II. "-"I'.fe,n-p 1 f 3
] e
InterP1 "% Ky o,
arcP1 | q,,% ?NZ
e | i
Oy | [ arcp
= A N1 ff 2
| i
v2 5 II,' .'s4
W Yes,
s5

Figure 2.10: Les graphes associés aux deux polygones P; et P,. P, est défini par les
sommets sl, s2, ..., s6 et P, est défini par les sommets v1, v2, v3. Les sommets N1,
N2 et N3 sont les points d’intersection entre P; et P,. L’état de chaque arc du graphe
est noté dans le graphe & droite.

Les points N sont les sommets ajoutés. La figure qui résulte de I’opération intersec-

tion est formée d’arétes correspondant a des arcs ayant les états suivants:

InterA, InterB ou InterAB

Ainsi de ’exemple 2.10, on retiendra les arcs vérifiant les états ci-dessus de la figure
résultante. Les parties obtenues du graphe sont représentées alors dans la figure 2.11.
L’algorithme de l'opération intersection est alors trés simple et peut se résumer

comme ainsi:

1. Construire le graphe commun de P; et Ps.

2. Pour chaque arc du graphe, si son état est:

Inter Py, Inter P, ou InterP; P,
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on inclut 1'aréte correspondante dans la figure finale.

37
K
e AN

~E2 s6 \{\@

L — N3

;’xlnterP1

Figure 2.11: Graphe généré de l'opération d’intersection traitée dans la figure 2.10.

Sur cette base, nous avons utilisé la structure de données de la figure 2.12 pour

représenter notre polygone.

class Sommet

Sommet();
Vecteur :V; /* Coordonnées du sommet */
Sommet : *precedent, *suivant;

}
class Arc
{
Arc();
Sommet : *sommet_precedent, *sommet_suivant;
/* Pointeurs vers les sommets a 'extrémité de I'arc */
Arc ] *arc_precedent, *arc_suivant;
/* Pointeurs vers les arcs associés aux mémes sommets */
char : *etat;
/* "etat" appartient a 'ensemble {arcP1, arcP2, InterP1, InterP2, InterP1P2};
}

class Polygone

Polygone();
Arc : *arcs;
Sommet : *soms;

Figure 2.12: Structure de données employées pour un sommet, un arc et un polygone.
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La fonction Intersection (voir figure 2.13) calcule l'intersection entre deux poly-
gones P1 et P2. Elle appelle la fonction Structure qui construit le graphe. Les
sommets et les arcs sont comptés et mémorisés dans les listes S et A des sommets et

des arcs respectivement. O Kvérifie que 'opération s’est bien passée.

Polygone Intersection(Polygone *P1, Polygone: *P3)

{
Polygone : *P3;
Sommet : S
Arc : *A;
int . OK=0;
Structure(&P1, &P2, &S, &A, OK);
/* fonction qui construit le graphe en associant a chaque arc un état */
if (OK)
{
Arc : *courant = A;
while (Icourant)
{
if ( Verifie(A->etat) )
/* Verifier si A-etat est dans {InterP1, InterP2, InterP1P2} */
{
Ajoute(&P3, &A);
/* Insérer I'arc A dans le polygone P3 */
courant = courant->arc_suivant;
/* Avancer a l'arc suivant dans la liste */
}
1
}
return(P3);
}

Figure 2.13: La fonction construisant l’intersection entre deux polygones P1 et P2.

Etape 5

La détermination de ’empilement entre les deux bases quelconques A et B dans

une structure moléculaire repose sur le fait que l'intersection entre les polygones
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représentatifs des bases soit non vide. La figure 2.14a nous montre l'intersection
entre le polygone B et le polygone A projeté sur le plan contenant le polygone B.
Contrairement & la figure 2.14b qui nous montre 'intersection du polygone A avec la
projection du polygone B sur le plan contenant le polygone A.

Pour avoir une idée de I'importance de cet empilement, on a défini un parameétre
qui mesurera le taux de chaque empilement présent entre deux bases. Ainsi, le taux

d’empilement s’exprime comme suit:

1 (Aire(AB) Aire(BA))

"= 2\ Aire(A) " Aire(B)
a)
jffﬂ_q“\x_ A
III;lll,...-i'
5 %
/}."
i e
W e W
by
e
B L
-

Figure 2.14: a) Intersection entre le polygone B et la projection de A sur le plan
contenant B. b) Intersection entre le polygone A et la projection de B sur le plan
contenant A.
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2.3 Analyse des empilements dans la structure

d’ARNt"¢ et du hammerhead

2.3.1 Les empilements dans la structure d’ARNt "

Beaucoup d’études structurales concernant I’ARN¢t ont connu des changements révolu-
tionnaires durant les derniéres années. Parmi les informations biochimiques accu-
mulées concernant cette molécule en plus de vingt ans avant 1973, aucune information

valable ne permettait de déterminer sa structure tridimensionnelle. Cependant, au

début de ’année 1973, PARNtT¢ de la levure a été cristallisée [20]. Les coordonnées

atomiques ont été connues a 2.5A de résolution, a ’aide de I’analyse de diffraction aux
rayons X faite sur deux formes différentes de la méme molécule [24, 37]. La connais-
sance de la structure tridimensionnelle de la molécule I’ARNt a été treés utile pour les
recherches qui permettent de poser des questions précises sur ses fonctions biologiques
et chimiques. Le but de cette section est de décrire en détail les empilements de bases

azotées dans la structure tridimensionnelle de ’ARNt.

En plus des quatre bases canoniques, ’ARNt possede des modifications qui sont
désignées par les symboles : m?Gyp, m®Cy, m’Gyg et m'Agg (par exemple, m*Gyo
indique un groupe méthyle & la position du carbone 2 du résidu guanine 10); m2Gae
indique deux groupes méthyles au niveau de 1’azote 2 de la guanine 26; la méthylation
du 2’0OH du ribose.est indiquée par un “m” aprés le symbole comme Czom, Gzsm et

U50m.
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Figure 2.15: Vue stéréoscopique de PARNtZ¢. Ceci peut étre mieux visualisé par des
lunettes stéréoscopiques qui fusionneront les deux images. Cependant, les deux images
peuvent &étre fusionnées sans l'utilisation de ces lunettes, simplement en relaxant les
muscles oculaires jusqu’a ce que 'image tridimensionnelle apparaisse.

A. Rich et U. L. RajBhandary [38] ont déja classé tous les empilements de bases de
la molécule d’ARNt"?¢ observés par visualisation. Les empilements visualisés par A.
Rich et U. L. RajBhandary, se résument dans la figure 2.16.

Nous allons utiliser TARNt et comparer nos résultats avec ceux de A. Rich et U.
L. RajBhandary. Nos résultats sont montrés dans les tables 2.3 et 2.4.

Les interactions verticales entre les bases mentionnées dans [38] ont toutes été
détectées A partir de 7 > 20%. La seule base qui n’est pas impliquée dans de telles
interactions verticales est Uy (i.e. le taux d’empilement de la base Uy; et une autre
base quelconque est 7 = 0), qui sort & I’extérieur du reste de la molécule. Une autre

base, la guanine Gy, présente un taux d’empilement négligeable (7 = 0.284%) avec

I’adénine Ay, coincidant avec la description de [38].
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Figure 2.16: Diagramme montrant l'interaction hydrophobique entre les différents
nucléotides dans PARNtP"¢ de la levure. L’empilement entre bases est représenté par
le trait noir. L’empilement partiel est montré par le trait gris.



48

résidus angle | distance | d(C1’1,C1’3) Ti9 To1 T
(degrés) | (A) (4) (%) (%) (%)

Gs1 / Az | 13.309 | 3.027 13.722 0.000 | 0.020 | 0.010
Gy / Gpn | 10967 | 3.467 13.884 0.000 | 0.022 | 0.011
Gss / Ass | 9.116 3.175 11.464 0.284 | 0.000 | 0.142
Gos / Guas | 47.197 | 3.715 14.162 0.000 | 0.403 | 0.201
As [/ Agr | 19.926 | 3.777 13.715 0.257 | 0.182 | 0.220
Goo / Ay | 89.127 | 4.409 7.290 0.000 | 0.567 | 0.284
Ciu / Cys | 18.218 | 2.846 8.316 0.000 | 1.153 | 0.576
Us / Ugs | 16.987 | 2.331 7.502 1.891 | 0.000 | 0.946
Ggs / G5 | 32.046 | 3.100 11.089 2.122 | 0.041 | 1.081
Gos / Agg | 37.093 | 2.031 12.750 0.168 | 3.179 | 1.673
Ag / Gy | 33.508 | 4.413 7.282 0.000 | 3.368 | 1.684
Usp / Ces | 9.096 | 3.429 8.303 1.765 | 1.914 | 1.840
Cy/Crp | 6126 | 3.333 7.406 3.488 | 0.292 | 1.890
Uss / Cer | 8.518 3.457 7.392 0.649 | 3.927 | 2.288
Uss / Ass | 19.105 | 2.003 6.901 4784 | 1.227 | 3.006
Ass / Ceo | 56.673 | 2.635 6.531 7.977 | 0.000 | 3.989
Uss / Asg | 20.137 | 3.781 8.180 4579 | 4.243 | 4.411
Uss / Gs7 | 22.468 | 2.925 6.527 8.782 | 1.961 | 5.372
Us / Gy | 19.513 | 3.067 9.272 10.213 | 0.645 | 5.429
Cis / Aa | 9.351 3.627 6.027 3.470 | 7.866 | 5.668
Gys / Agr | 3.551 3.037 10.290 7.786 | 6.678 | 7.232
Ag / Gy | 10.675 | 3.484 9.723 16.465 | 11.660 | 14.063
Ag; / Cyo | 19.849 | 2.987 8.968 6.359 | 24.335 | 15.347
Ag [/ Goa | 6.501 3.215 5.876 13.556 | 17.247 | 15.401
Cis / Ay | 9516 2.933 8.463 25.571 | 12.011 | 18.791
As / Ugg | 10.818 | 3.103 8.105 19.529 | 18.058 | 18.793
Us / G5 | 16.324 | 3.690 9.129 12.442 | 25.888 | 19.165

Table 2.3: Résultats de tous les empilements présents dans ’ARNtF?¢ ayant un taux

d’empilement 7 < 20%. On y exhibe les parametres angle et distance entre deux bases
données, distance entre les atomes C1’ faisant partie des sucres associés a chacune
des bases et les parametres 719, T2, €t 7 qui représentent successivement le taux d’em-
pilement de la premitre base sur la deuxiéme, le taux d’empilement de la deuxieme
base sur la premiére et le taux d’empilement total entre les deux bases; qui est tout
simplement la moyenne de 715 et To;.



résidus angle | distance | d(C1’4,C1’g) Ti2 To1 T
(degrés) | (A) (A) (%) (%) (%)
Uy / Gyy | 14392 | 2.708 8.724 925.257 | 17.353 [ 21.305
Cus / Uso | 13.993 | 3.305 4.600 21.706 | 22.331 | 22.019
Us/Cis | 6520 | 3.287 9.305 24.160 | 21.712 | 22.936
Cao / Ags | 12.621 | 2.708 8.031 32.882 | 16.517 | 24.699
Us [ Agz | 7671 3.351 8.348 29.959 | 21.232 | 25.596
Coo f Gy | 12,207 | 3.032 5.465 27.252 | 23.971 | 25.611
Ce1 / Az | 9.329 | 3.342 5.687 26.256 | 25.765 | 26.010
Ca / Uso | 22925 | 3.555 5.979 13.107 | 39.676 | 26.392
Uso / Gs1 | 12.411 | 2.886 5.559 34.896 | 23.366 | 29.131
Usy / Gss | 9.804 | 3.187 5.300 32.528 | 27.579 | 30.053
Gy /Cr | 7.180 3.156 8.219 30.114 | 31.298 | 30.706
Cos / Gas | 11.926 | 3.351 8.274 37.143 | 25.338 | 31.241
Gio / Gog | 5.331 3.492 8.054 33.361 | 33.546 | 33.453
Ugo / Cro | 8.058 | 3.459 5.412 34.249 | 36.304 | 35.277
Cys / Gos | 20.762 | 3.792 5.279 43.725 | 26.977 | 35.351
Gy / Ags | 4733 | 3.208 6.323 37.976 | 33.278 | 35.627
Uy / Geo | 4254 | 3.273 5.279 38.705 | 32.938 | 35.821
Ay / Goo | 3.868 3.301 7.946 33.314 | 38.675 | 35.994
Gys / Usg | 6.256 | 3.810 9.204 35.794 | 37.086 | 36.440
Ase / Gg7 | 27.903 | 3.406 6.127 37.147 | 36.198 | 36.673
Cos / Agg | 17.652 | 3.330 5.128 36.558 | 37.624 | 37.091
Ces / Ags | 20.744 | 3.462 5.589 39.790 | 35.320 | 37.555
Cy / Ug | 16.145 | 3.849 5.699 28.858 | 47.946 | 38.402
Gso / Uy | 9478 | 3.157 7.622 36.922 | 41.565 | 39.244
C,/Gs | 13.744 | 3.632 5.398 43.150 | 37.139 | 40.144
Cro / Asz | 10.716 | 3.350 5.292 47.669 | 32.817 | 40.243
Gy / Az | 11.079 | 3.399 7.363 46.643 | 34.027 | 40.335
U; / Cy | 12.321 | 3.798 5990 49.638 | 34.999 | 42.319
Asg / Ce1 | 7.796 | 3.553 8.286 39.984 | 45.581 | 42.782
Ay /) Gys | 7706 3.506 5.063 43.364 | 42.719 | 43.042
Cyr / Cos | 25.790 | 3.963 6.056 37.124 | 51.995 | 44.559
Us /Uy | 28.095 | 3.780 5.754 32.781 | 57.711 | 45.246
Uso / Ges | 11.715 | 3.750 7.599 43.597 | 47.368 | 45.482
Usg / Cyo | 12.876 | 3.575 5.541 43.254 | 52.775 | 48.014
Css / Gs7 | 9.901 3.577 5.175 52.793 | 43.596 | 48.194
Ay / Ggo | 4975 3.636 5.682 48.133 | 48.900 | 48.516
Cra / Crs | 30.132 | 3.716 5.317 26.384 | 71.341 | 48.863
Ag / Gus | 13.827 | 3.724 5.461 52.331 | 46.180 | 49.255
Gig / Gs7 | 22.082 | 3.651 6.647 38.076 | 60.711 | 49.393
Ay [ Cys | 4.732 3.372 8.502 42.967 | 55.936 | 49.452
Cu /U | 17.047 | 3.557 5.612 55.732 | 44.047 | 49.890
Ay / Gy | 5.101 3.341 8.408 50.076 | 49.711 | 49.894

49
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résidus angle | distance | d(C1’4,C1’p) Ti2 To1 T
(degrés) | (A) (A) (%) (%) (%)
Ay /Gy | 5.450 3.433 5.482 45.115 [ 55.116 | 50.116
Gs; [ Ass | 10481 | 3516 8.094 55.389 | 48.403 | 51.896
Cyo / Uss | 19.790 | 3.635 5.453 40.245 | 64.624 | 52.434
Ags / Ggs | 4.004 | 3.410 5.287 50.153 | 58.258 | 54.206
Az / Gy | 3.496 3.767 8.228 55.110 | 56.213 | 55.662
Gs /G4 | 15721 | 3.378 5.208 54.357 | 60.134 | 57.246
Ags / Agr | 10.469 | 3.602 5.552 54.305 | 61.625 | 57.965
Uss / Ugo | 15.066 | 3.588 5.345 54.015 | 63.476 | 58.746
Upp / Ci3 | 11725 | 3.920 5.112 64.723 | 53.227 | 58.975
Gis / Gsy | 6.409 3.498 7.748 58.093 | 62.263 | 60.178
Ag / Gus | 16.371 | 3.567 5.956 60.183 | 62.219 | 61.201
Gs / Gpn | 6.493 | 3.340 8.268 62.466 | 60.355 | 61.411
Gy / Cyy | 5.017 | 3.586 5.971 51.357 | 72.182 | 61.770
Gy / Gas | 6.968 3.446 5.254 64.790 | 59.106 | 61.948
Ges / Ags | 4.482 3.303 5.332 64.296 | 60.000 | 62.148
Aszs /Usg | 9.783 | 3.636 5.599 57.309 | 67.105 | 62.207
Az / Cr | 19126 | 3.766 5.912 47.100 | 77.629 | 62.365
Gss / Agz | 3.698 3.523 7.525 67.883 | 58.164 | 63.023
Gis / Asg | 4.438 3.414 6.936 67.165 | 60.125 | 63.645
Ags / Gog | 1.540 3.513 5.237 61.370 | 66.589 | 63.979
Gao / Ag | 12.250 | 3.671 5.265 67.950 | 60.139 | 64.044
Agy / Ces | 7.970 3.628 5.521 54.971 | 74.271 | 64.621
Gpn /Cr | 7.007 | 3.658 5.513 61.931 | 68.339 | 65.135
Gas / Cgs | 23.853 | 3.639 5.469 65.418 | 69.003 | 67.210
Az / Cs | 16,170 | 3.795 5.114 62.789 | 71.779 | 67.284
Agz / Uss | 5.339 3.493 5.465 57.136 | 78.446 | 67.791
Gss / Ass | 8573 | 3.470 5.449 71.236 | 65.788 | 68.512
o J Gy 1.822 3.464 5.694 61.836 | 76.059 | 68.947
Gys / Aga | 15.093 | 3.625 5.135 70.615 | 67.336 | 68.975
Gy / As 9.987 | 3.797 5.370 71.777 | 66.902 | 69.339
Gss / Usq | 3.857 | 3.449 6.061 65.407 | 76.806 | 71.107
Gar / Agg | 6.104 | 3.475 5.131 73.342 | 70.461 | 71.901
Uss / Uss | 15.562 | 3.730 5.177 80.315 | 64.478 | 72.396
Use / Ceo | 21.232 | 3.825 5.662 77.969 | 69.961 | 73.965
Gsi / Use | 2.349 3.571 5.248 69.757 | 84.029 | 76.893
As / Ug 6.077 | 3.645 5.472 66.601 | 87.643 | 77.122
Gys / Cor | 11.819 | 3.687 5.530 69.332 | 89.511 | 79.422
Ass / Asg | 8.070 3.627 4.678 80.755 | 79.103 | 79.929

Table 2.4: Tableau contenant tous les empilements mentionnés par les auteurs dans
[38] ainsi que par notre programme.
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Pour les régions oil on trouve le cas suivant: soient quatre bases B1, B2, B3 et
B4 telles que les deux premiéres et les deux derniéres forment une paire de bases (les
deux bases ont des liens hydrogenes), Bl est adjacente & B3 et B2 est adjacente a
B4 ( Voir la figure 2.17); les auteurs ont mentionné seulement 'empilement présent
entre les bases Bl et B3 ou les bases B2 et B4. Il ne figure pas dans leur description
l’empilement entre les bases B1 et B4 ou les bases B2 et B3. On appellera ce genre
d’empilement croisé.

Notre approche a montré qu'il existe des empilements croisés assez signifiant at-

teignant dans le cas des bases Gs3 et Gz un taux 7 = 63.023% avec une distance de

3.523.

g AAA B2
B1'Z 2 ez 2 2mny
M_ﬁvr::"“% B4
i 45 T
B3 g

Figure 2.17: Schéma d'un exemple d’empilement croisé entre les bases B1 et B4. Les
bases B2 et B3 sont empilées aussi. Les ponts hydrogénes entre les bases sont montrés
par des lignes pointillées et 1'adjacence des bases est indiquée par une ligne continue.

La table 2.5 contient les empilements croisés non mentionnés par A. Rich et U. L.
RajBhandary. Un exemple est montré dans la figure 2.18 ou les bases G et G71 (Gry

présente un lien hydrogéne avec Cy) sont empilées d’une maniére croisée.
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résidus angle | distance | d(C1’;,C1’;) Tio To1 T
(degrés) | (&) (A) (%) (%) (%)
Upp / Gos | 14392 | 2.708 8.724 25.257 | 17.353 | 21.305
Cuo / Ags | 12.621 | 2.708 8.031 32.882 | 16.517 | 24.699
U, / Agr | 7671 3.351 8.348 29.959 | 21.232 | 25.596
Gy / Crp | 7.180 3.156 8.219 30.114 | 31.298 | 30.706
Cos / Gaz | 11.926 | 3.351 8.274 37.143 | 25.338 | 31.241
Gso / Us | 9.478 3.157 7.622 36.922 | 41.565 | 39.244
Gy / Az | 11079 | 3.399 7.363 46.643 | 34.027 | 40.335
Uso / Ges | 11.715 | 3.750 7.599 43.597 | 47.368 | 45.482
Agg / G | 5.101 3.341 8.408 50.076 | 49.711 | 49.894
Gs1 / Ags | 10.431 | 3.516 8.094 55.389 | 48.403 | 51.896
Gy / Gp | 6.493 3.340 8.268 62.466 | 60.355 | 61.411
Gss / As2 | 3.698 3.523 7.525 67.883 | 58.164 | 63.023

Table 2.5: Les empilements croisés ayant une évaluation 7 > 20%.

On a pu détecter un empilement entre les bases Csg et Gs7 avec un taux 7¢;s /g5 =

48.194% qui n’a pas été mentionné dans ’analyse de la structure tridimensionnelle

de 'ARNtF?¢ (voir figure 2.16).

G3 i,

Figure 2.18: Visualisation de empilement de type croisé entre les deux bases Gg
et Gq; dans PARNt""¢. La base G7; a des liens hydrogenes avec C;. On remarque
visuellement que cet empilement (7g,/G,, = 61.411%) est plus important que celui
présent entre Cy et Gz (7g,/q, = 40.144%).

Rich et RajBhandary ont aussi affirmé qu'il existe un empilement croisé entre Ggg

et Gy3. Cependant, notre méthode n’a pas identifié ce dernier; le taux calculé est
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el e I 0.201%. On a aussi procédé a une vérification visuelle pour montrer que

les deux bases mentionnées n’étaient pas empilées (voir figure 2.19).

En ce qui concerne les cas limites ou empilements partiels notés par les auteurs
(G7/Gag, Go/Gus, G3a/Gas, Gra/Gra et Gr4/Grs), nos résultats révelent qu’ils n’ont
aucune caractéristique commune. Les parameétres calculés pour ces cas démontrent
qu'il y a d’autres empilements qui leurs sont semblables, cependant ils ne sont pas
considérés comme étant partiels par Rich et RajBhandary.

La figure 2.20 nous montre la distribution des empilements par rapport a la dis-
tance qui sépare les bases prises deux & deux. Sur ce diagramme, on constate qu’on
peut diviser les points ayant un taux d’empilement plus grand que 20% en deux

classes. Une premiére classe ayant des points avec 20% < 7 < 36%, dans ce cas la

distance entre les bases deux & deux varie entre 2.7 et 3.6A. La deuxiéme classe est

plus importante que la premieére, elle est représentée par les points qui sont définis

avec 7 > 36%, dans ce cas la distance varie de 3.2 & 3.9A.

Figure 2.19: Visualisation des deux bases Ggg et Gy3. Cette figure montre que la
projection orthogonale de Gog sur le plan support de G43 génére une intersection
vide avec la surface de G43. Par contre, G43 projetée orthogonalement sur le plan
contenant Gog, intersecte cette derniere. Le taux d’empilement calculé dans ce cas
est T, /Gas = 0.201% et 1'angle entre les deux bases est 47.197 degrés.
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Figure 2.20: Distance entre les bases par rapport au taux d’empilement.

L’angle entre les deux bases empilées nous donne une bonne idée sur leur position.

Pour les empilements retenus avec 7 > 0%, on remarque que cet angle varie entre

1.54 (angle entre Goz et G4 avec T

63.979%) et 89.127 degrés (angle entre Gop

et Gop avec 7 = 0.284%). Dans la figure 2.21, on distingue nettement une classe de

point avec un angle variant dans un intervalle [2,4.5]. Par contre, 'empilement est

significatif (dans notre cas pour 7 > 20%) pour tous les points ayant un empilement

avec un angle < 30.132 degrés (angle entre Cyy et Crs avec 7 = 48.863%).

Taux
d’empilement
80} % B .
| +* » *
& + M H
% . £ * M +
- + * e +
60} f LA S s '
.
i :‘0
-+ > *
” ‘60 - _ * < + ™
L :: & ks g - +
40 | . . ** + N =
3 "$O¢‘ . s N . ¥
: R + + &
L 0';' . ey *a *
20 '*0 + * = L
I “’ * + *
‘.t‘; . ., .
A I O ANl _ _ Angle
5 10 15 20 25 30

Figure

2.21: Angle par rapport au taux d’empilement.
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Un autre parametre d(C1’;,C1’;), distance entre les deux atomes C1’ des sucres as-

sociés & chacune des deux bases données 1 et 2, a été généré. On distingue deux classes
de points dans la figure 2.22. Une premiére classe contenant les points avec 4.600A
< d(C1',,C1,) < 6.323A (ot d(Cl'y,,,Cly,,) = 4.600A et d(Cl'q,,,Cl'y, ) =
6.323A), est caractérisée par tous les empilements présents entre deux bases adja-

centes (bases i et i+ 1 dans la séquence) dans la séquence d’ARNtP avec 7 > 20%.
Dans ce cas, la torsion au niveau du brin n’est pas importante, et les deux atomes
C1’ associés & chacune des bases sont plus ou moins superposés. Les seules bases
appartenant 3 cette classe ne vérifiant pas cette propriété sont:

Cus/Usg, Ur/Cag, Ag/Guas et Ag/Guys.

Taux
d’empilement
8o} -

g0} W%
40}

20"

d(C1}.C1})

3 3 T s 10 11

Figure 2.22: Distance entre les atomes C1’ des sucres de chacune des deux bases
considérées par rapport au taux d’empilement.

Cette région contient des courbures importantes causant ainsi ce rapprochement des
atomes C1’ des paires de bases mentionnées. La deuxieéme classe se distingue par
les points avec 6.527A < d(C1';,C1%) < 11.464A. Les seuls empilements entre bases

adjacentes qui font partie de cette classe sont:
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Ag/Gg et Gog/As;.
Cependant, ces derniers ne sont pas retenus a cause de leurs taux négligeables, 0.284
et 1.684% respectivement.

On peut remarquer aussi trois sites intéressants ou ’empilement se fait entre une
base et deux autres bases adjacentes dans la séquence. Ainsi, Ag est empilée entre
Gys et Gug, Gig est empilée entre Asg et Gsy et finalement Gs; est empilée entre G et
G1g. Aussi, les résultats nous montrent que le triplet de bases adjacentes {Gs4, Ass,

Asg} est fortement empilé en comparaison & tout autre triplet de ce genre, avec une
g : 1 . .
évaluation moyenne de 5(7’,434 JAss +TAgs/Ass) = 74.22%. Deux autres triplets sont aussi

importants & mentionner: {Gy, As, Ag} et {Gss, Uss, Uss} avec des pourcentages
moyens 73.23 et 71.75% respectivement. La figure 2.23 montre le comportement

des trois paramétres (angle, distance et 7) d’empilements de bases dans la structure

d’ARNtPke,
Distance
- 1.5
2.5 2
———
80 |
Pourcentage
d'empilement 60
40
0
0k o A s
100 7c S0 e i
Angle

Figure 2.23: Représentation tridimensionnelle de parametres d’empilements de bases

présents dans la structure d’ARNt"?¢. Les parameétres sont I'angle, la distance et le
taux de ’empilement entre deux bases suivant les axes X,Y et Z respectivement.

La figure 2.24 décrit tous les empilements présents dans la structure tridimension-

nelle de la molécule d’ARNtP?¢. Ainsi, cette description complete et corrige celle de
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Rich et RajBhandary [38]. Tous les empilements significatifs ont un 7 > 20%, les
cas ayant un 7 inférieur mais proche de 20 sont aussi intéressants & analyser et a
étudier comme cas limite. Ils peuvent aussi bien servir dans la modélisation locale
d’une structure moléculaire, ce qui peut enrichir et diversifier les solutions générées

par une telle modélisation.

C56, US55 m T54mm G53m US2m G51mUS0 mmC49 gy U7 e U6 mm A5 mn G4 mu G3 e C2 m G1
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Figure 2.24: Diagramme montrant tous les empilements identifiés par notre méthode
entre les différents nucléotides dans VARNt"”*¢ de la levure. L’empilement entre deux
bases est représenté par un trait foncé. On remarque que cette structure est en
majorité décrite & I’aide de ’empilement. Cette description se distingue de celle de
Rich et RajBhandary [38] par la détection des empilements croisés en plus du cas de
I'empilement des bases adjacentes Csq/Gs7, par ’élimination de ’empilement entre
les deux bases Gqg et Gz et par ’absence du concept d’empilement partiel.
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2.3.2 Les empilements dans la structure du hammerhead

Le mot ” hammerhead” en anglais veut dire téte de marteau. Ce nom a été donné
& un petit ribozyme catalytique ARN, formé par trois tiges de paires de bases et par
un corps constitué de 15 nucléotides ayant la propriété d’étre grandement conservé

et ne présentant aucune complémentarité de séquences (voir la figure 2.25).
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Figure 2.25: Structure secondaire du ribozyme ARN-ADN hammerhead. Les nucléo-
tides de type ARN et ADN sont précédés respectivement par les lettres "r” et 7d”.
Les traits désignent les appariements de bases de type Watson-Crick et les boules
noires montrent les appariements non Watson-Crick.

La structure cristallographique par rayons X de 'inhibiteur ribozyme ARN-ADN

hammerhead donnée avec 2.6A de résolution par H. Pley et al. [36] est montrée dans
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la figure 2.26. Le hammerhead a la capacité de se lier & une autre molélcule en formant
une double hélice & 'aide de deux régions complémentaires et de couper cette autre
molécule en un site précis entre les deux régions complémentaires. La spécificité de
reconnaissance d’une autre molécule par le ribozyme peut étre modifiée, en gardant
'activité catalytique du corps et en changeant un certain nombre de nucléotides
impliqués dans les régions complémentaires. On peut cibler ainsi différentes molécules

qui sont d’intérét a subir la catalyse.

Figure 2.26: Structure tridimensionnelle du ribozyme ARN-ADN hammerhead [36].

On étudiera la structure du hammerhead de H. Pley publiée dans [36]. Il faut
mentionner qu’il existe une autre structure par analyses cristallographiques du ham-
merhead donnée par W. Scott dans [42]. Cette derniére est presque identique a la
premiére. Un empilement est signicatif si son taux d’empilement est supérieur 20%

(r > 20%). La table 2.7 montre les empilements avec un tel taux. L’analyse des
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empilements présents entre les bases dans le hammerhead montre qu’il y a une seule
base, Uy, qui n’est pas impliquée dans ce genre d’interaction verticale d’une manieére
significative. Elle présente une interaction de 2.927% et 17.995% respectivement avec
A5 et Gg, I'angle entre les deux bases U; et Gg est 43.561 degrés; il est le plus
grand angle enregistré entre les bases impliquées deux-a-deux dans un empilement.
On présente dans la table 2.6 tous les empilements considérés comme non-significatifs,
le taux d’empilement est alors inférieur & 20%. On note aussi seulement cing empile-
ments croisés qui sont tous présents au sein de la tige II (voir la structure secondaire
montrée dans la figure 2.25): Gg et Gi2 avec 7 = 59.545%, Ag et A3 avec 7 = 73.06%
oll les deux bases sont presque paralléles présentant un angle de 2.188 degrés, Gyg, et
Cyy1 avec 7 = 29.907%, Cio4 et Gi13 avec 7 = 37.752% et finalement Grs 1 et Giig

avec 7 = 40.623%.

[ résidus | angle [distance [d(C1',C1) [ 72 | 7a | 7 |
Gz / Az 7.238 [ 3.490 6.525 0.593 | 1.653 | 1.123
Cios / Cr1a | 11.258 | 2.481 7.499 0.909 | 1.483 | 1.196
Gro1 / Aras | 24172 | 2.992 7.286 3.519 | 0.840 | 2.180
U, / Asy | 19175 | 2.892 7.263 4.312 | 1.542 | 2.927
Gs /Ay | 25.957 | 3.721 8.132 0.181 | 21.264 | 10.722
Args / Giig | 14.502 | 2.958 4.660 12.402 | 12.046 | 12.224
Go1/ Gz | 2.486 | 3.102 7.847 17.280 | 17.264 | 17.272
U, / Gg | 43.561 | 2.462 5.998 20.065 | 15.924 | 17.995

Table 2.6: Résultat de tous les empilements non significatifs présents dans le ham-
merhead, avec un taux d’empilement 7 < 20.

Tous les empilements considérés dans la table 2.7 ont une distance entre 2.882 (dis-
tance entre Gyo et Cy11) et 3.751A (distance entre les bases Cy6 et Cy 7). L’angle
varie graduellement entre 1.998 (angle entre les bases Gig; et Gigz) et 19.879 degrés

(angle entre les bases C;4 et Gy.5) pour grimper directement & la valeur 43.561 degrés

qui est calculée pour les bases U7 et Gg.
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On remarque aussi que le long de la séquence des nucléotides de type ARN, ily a
six endroits ol des bases adjacentes dans la séquence ne présentent pas d’empilement,
dont trois Ag/Uz, Gg/Ag et Grai/Ar22 ont un taux d’empilement nul et U7/Gs,
Az2.4/G114 et Gia/A13 qui possédent respectivement 17.995, 12.224 et 1.123% comme
taux d’empilement non-significatif. Cependant, pour la séquence de nucléotides de
type ADN, il y a uniquement Ty6;/Ci7 qui ne présentent pas d’empilement, le taux

de ce dernier étant nul.

Les bases impliquées dans la formation des différentes hélices sont empilées les
unes sur les autres. Certaines bases du corps central le sont aussi. La base Uy est la
seule base qui n’est pas impliquée dans aucun empilement significatif. Les trois bases
Ajos, Aras et Aro 4 sont fortement empilées en comparaison avec d’autres triplets.
Cing empilements croisés ont été identifiés, tous dans la tige II. La figure 2.27 résume
I’analyse compléte des empilements de bases dans la structure du hammerhead, ainsi
que les différents appariements. On remarque comme dans le cas de I’ARNT" que la

structure du hammerhead est en majorité décrite par 'empilement.
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Figure 2.27: Structure secondaire du ribozyme ARN-ADN hammerhead. Les seg-
ments foncés désignent la présence d’empilement de bases. Les segments fins mon-
trent les appariements de bases Watson-Crick, par contre les boules noires montrent
les appariements non Watson-Crick. L’arc entre les bases Az;5 et Apas représente
une boucle formée par douze nucléotides.
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résidus angle | distance | d(C1’1,C1’9) Ti2 To1 T
(degrés) | (A) (A) (%) (%) (%)

Cia / Gis 19.879 3.306 5.650 25.452 | 27.008 | 26.230
Gz / Cu1a 7.395 2.882 7.756 25.715 | 34.099 | 29.907
Ag / Gioa 6.438 3.406 5.008 32.960 | 28.507 | 30.734
Ci64 / Gigs 18.350 3.617 5.522 35.273 | 32.703 | 33.988
Ciss / Gisa 12.851 3.020 5.219 42.419 | 26.816 | 34.617
Cas / Gaoa 8.466 3.491 5.326 39.364 | 34.077 | 36.721
Ci04 / Giis 3.476 3.286 7.649 43.273 | 32.230 | 37.752
Ci12 / Ci1a 11.637 3.694 5.702 37.396 | 42.396 | 39.896
Grai / Giia 5.686 3.500 7.947 38.805 | 42.440 | 40.623
Cio4 / Gr21 10.487 3.514 5.582 47.359 | 36.068 | 41.713
Coso / Ca2a 8.207 3.537 5.380 41.555 | 45.810 | 43.683
Cs / Uy 12.899 3.971 5.338 47.837 | 44.316 | 46.077
Ci03 / Cio4 12.375 3.707 5.393 44.975 | 52.454 | 48.714
Ciz / G1a 14.700 3.599 5.589 55.826 | 42.589 | 49.207
Cis2 / Cis3 6.503 3.480 5.456 47.958 | 51.183 | 49.571
Cis / Ci7z 13.413 3.751 5.629 49.043 | 51.498 | 50.271
Cu1 / Gia 11.009 3.552 5.163 61.953 | 44.637 | 53.295
G111/ Gia 6.630 3.328 4.948 50.367 | 57.594 | 53.981
G114 / Guis 5.175 3.335 5.626 54.160 | 56.596 | 55.378
Goy / Ags 9.161 3.439 5.530 57.139 | 54.530 | 55.834
Az / Ay 2.805 3.418 5.007 58.321 | 54.946 | 56.633
Gar / Gas 2.925 3.350 5.469 58.192 | 56.940 | 57.566
Giea / Ti6a 11.295 3.502 5.076 48.553 | 69.892 | 59.223
Gs / G2 17.980 3.461 7.680 62.073 | 57.018 | 59.545
Ay [ Assa 7.950 3.447 5.367 56.608 | 62.618 | 59.613
Gio1 / Gioz 1.998 3.461 4.973 61.108 | 59.518 | 60.313
G2 / Cros 8.398 3.447 5.795 54.053 | 69.826 | 61.940
Gia2/ Tis 7.804 3.467 5.432 58.592 | 70.015 | 64.303
T3/ Cia 12.007 3.416 4.816 72.664 | 58.402 | 65.533
Gisa / Uss 14.864 3.550 5.371 69.584 | 63.080 | 66.332
Giss / Gisz 5.687 3.504 5.520 68.005 | 68.483 | 68.244
Ca1 / Cs 6.099 3.598 5.086 72.995 | 64.195 | 68.595
Asg / Cis.2 6.885 3.515 5.288 60.208 | 79.574 | 69.891
G113 / Ciia 9.782 3.398 5.231 66.562 | 74.341 | 70.451
Azos /[ Aras 10.908 3.560 5.013 72.704 | 68.645 | 70.675
Arss [/ Ar2a 5.013 3.576 4.995 73.257 | 71.315 | 72.286
Ag / Ay 2.188 3.382 6.809 73.124 | 72.976 | 73.050
Gs / Ag 14.332 3.529 5.422 75.271 | 72.545 | 73.908
Gis/ Cis 8.599 3.517 5.245 66.248 | 85.657 | 75.953
Aoz / Con 9.934 3.656 5.170 66.168 | 86.071 | 76.119
Gag / Cos 12.634 3.602 5.359 67.562 | 87.659 | 77.610

Table 2.7: Les empilements présents entre les bases deux-a-deux dans le hammerhead.
On montre les différents paramétres, angle, distance, d(C1’y, C1’3), T2, 721 €t 7 qui
relient deux bases 1 et 2 représentant un empilement significatif (i.e. 7 > 20).



Chapitre 3

Modele

3.1 Introduction

Dans ce chapitre, nous verrons la modélisation d’une molécule appelée leadzyme
qui est une enzyme d’ARN (voir figure 3.1). Le but de la modélisation est de prédire
la structure tridimensionnelle de cette molécule. Pour cela, nous nous sommes basé
sur MC-SYM (modélisation faite dans [25]), pour gérer toutes les contraintes struc-

turales disponibles. La complexité de cette modélisation est que les données struc-
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Figure 3.1: Structure primaire et secondaire du leadzyme. Les segments foncés dési-
gnent les appariements de bases de type Watson-Crick. La boule noire montre un
appariement qui n’est pas de type Watson-Crick. La région encadrée indique le corps
central comprenant le site de clivage entre Cg et Gy.

turales permettent de générer plusieurs classes de conformations cohérentes; il faut

donc déterminer la partie de ’espace conformationnel qui est susceptible de contenir la

64
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structure désirée. Nous avons proposé un modele mathématique basé sur la théorie de
la logique floue [58] (suivant les informations que nous avons sur les différentes classes
de ’espace conformationnel), dont on rappellera ultérieurement les notions de bases
pertinentes. Par la suite, nous identifierons la partie conformationnelle recherchée a
laquelle on associera un indice de préférence permettant de distinguer les différentes
parties de ’espace conformationnel. La technique proposée est essentiellement l'inter-
section qu’on appellera conformationnelle entre toutes les conformations du leadzyme!
et de ses huit séquences actives analogues?, qui ont été isolées par la sélection in vitro

[34]. Ceci a permis d’identifier les conformations communes pour toutes les structures

générées par MC-SYM.

3.2 Modélisation du leadzyme a I’aide de MC-SYM

Aucune contrainte réelle n’est disponible pour la boucle intérieure composée de
quatre nucléotides sur un coté et deux sur Pautre coté (voir figure 3.1). Par con-
tre, moyennant les structures connues et I'application de notions thermodynamiques
simples, on suggere que les empilements de bases et les appariements sont les cara-
ctéristiques dominantes dans de telles boucles. Ensuite, a cause de 'asymétrie de
cette boucle, seulement deux appariements de bases (qui ne sont pas de type Watson-

Crick) sont possibles. Ceci donne alors six hypothéses (voir figure 3.2):

(H1) CeoAgs, GreGay;
(H2) CSOA25, A80G24;

(H3) CooAys, GoolGay;

1La séquence initiale du leadzyme est appelée séquence primaire ou de type sauvage.
2Ce sont des séquences obtenues & partir de la séquence primaire en modifiant ses bases azotées
et en s’assurant de maintenir partiellement ou totalement son activité (sa fonction biologique).
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(H4) GreAys, AgeGay;
(H5) GreAgs, GyeGoy;

(He6) AgeAys, GoeGay.

Les liens hydrogénes impliqués dans chaque paire de bases vont étre implémentés

suivant la description de Saenger [41]

(H1) (H2) (H3)
s CGAG 1o sCGAG 1 s CGAG 1o
C | c C c c\ c
G | G G G G G
A G A G A G
25 25 25
(H4) (HS)
s CGAG 1o s CGAG 1
C | C C C
|
I -
G | G G G
A G A G
25 25
(H6)
s CGAG 1
C / / C
G G
A G
25

Figure 3.2: Les six hypotheéses structurales décrivant I’appariement de bases dans la

boucle intérieure du leadzyme. Les appariements ne sont pas de types Watson-Crick
et ils sont indiqués par des segments étroits.

En premier lieu, a 'aide de MC-SYM, on procede a la génération de toutes les con-
formations de la séquence primitive. En un deuxiéme temps, on donne une évaluation
a chacune des conformations suivant la capacité des séquence variantes d’étre repliées

dans cette conformation. Une valeur booléene est déterminée en changeant I'informa-
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tion structurale décrite pour la séquence primitive dans MC-SYM pour qu’elle soit
conforme & celle de la séquence variante donnée [25]. Par la suite, MC-SYM est ap-
pliqué de nouveau pour identifier les relations spatiales entre chacune des molécules.
Les coordonnées atomiques de la plus part des nucléotides constituant les structures
modélisées ont été générées a 'aide des relations spatiales existant entre les bases
azotées des ARNs tirés des banques de données publiques. Ces relations spatiales
sont I’empilement et I’adjacence entre les bases azotées. Elles sont représentées par
des matrices de transformations homogénes [35]. Un repére local d’un nucléotide, A,
est représenté par une matrice, R4, déterminée par les coordonnées de trois atomes
de A. Ainsi, la relation spatiale entre deux nucléotides, A et B, est une matrice ho-
mogene, Typ = R;'Rp, qui peut étre tirée d’une structure tridimensionnelle connue
et utilisée pour construire la structure 4 modéliser.

Par suite, un fichier a été formé et soumis comme entrée au programme MC-
SYM et cela pour chaque hypothése structurale (i.e. pour chacune des séquences
variantes). Dans ce travail, il y avait plus de 14000 structures générées qui respectent
les hypothéses H2, H3, H4, et H5. Cependant, aucune structure n’a été trouvée
vérifiant les hypothéses H1 et H6. Dans une modélisation de ce genre, pour analyser
les structures générées, on utilise généralement une analyse basée sur les méthodes
interactives (qu’offrent certains programmes graphiques, par exemple InsightII [19]),
ou sur la déviation rmsd?® (root-mean-square deviation) entre les conformations de la

méme molécule prises deux-a-deux.

3La rmsd définit une mesure de ressemblance entre les conformations générées, c’est une distance
sur l’espace des conformations, elle est donnée par la formule suivante:

1/2

2n-1 n 2
rmsd(Cy,Cs) = ( n—-l)) Z Z (| C1_ _ pic*z_pfz ) ;

=1 j=i+1

ou C et Cy sont deux conformations ayant n atomes dont les coordonnées tridimensionnelles sont
respectivement p{’! et pf2, 1 < i < n.



68

Etant donné le grand nombre des structures, 'utilisation des approches men-
tionnées pour une telle analyse est complexe. Nous citerons dans ce qui suit les
grandes étapes de la modélisation suivie dans [25]. Dans ce travail, les auteurs ont
procédé moyennant un nouveau modéle de classification pour chaque hypothese. Pour
cela, MC-SYM a été alors modifié pour qu’a la sortie il donne, en utilisant les stan-
dards de Saenger [41], les informations structurales des paires de bases, la classification
standard des liens angulaires présents dans les sucres des bases et 1’orientation des
bases par rapport au lien glucosile.

En se basant sur le principe de l'intersection conformationnelle pour identifier
les conformations de la séquence primitive du leadzyme qui sont équivalentes avec
celles des séquences variantes® actives, les fichiers d’entrée de MC-SYM associés a
la séquence primitive ont été modifiés pour décrire les séquences variantes actives
(voir [25]). Le résultat obtenu était que H3 est le seul modele compatible a toutes
les séquences variantes. Ceci résulte avec environ 2268 modeles générés par MC-
SYM qui sont susceptibles d’engendrer les conformations actives sous I’hypothese
H3. Les modéles ainsi déterminés ont été classés en deux classes. Chaque classe a
été subdivisée en deux sous-classes ayant la propriété suivante: la rmsd entre deux
modeles appartenant & une méme sous-classe est inférieur & 2.0A [25]. En bas de
cette valeur, la variation entre les modeles est négligeable.

L’étape suivante consistait a raffiner les structures tridimensionnelles générées par
MC-SYM, le programme Discover, version 2.95, simulant la mécanique moléculaire,
a été utilisé pour sélectionner les champs de forces [53, 54]. Pour la visualisation
interactive des structures tridimensionnelles, on a utilisé le programme graphique

moléculaire Insightll, version 2.3.

4 Analogues (voir la note en bas de la page 65).
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Pour la boucle GAAA (la boucle tétranucléotidique) du leadzyme, les auteurs
de [25] ont basé leur modélisation sur les caractéristiques structurales de la structure
solution associée a une classe de boucles tétranucléotidiques, GINRA, étudiées par
Heus et Paradis dans [18]. Pour modéliser la boucle GAAA A ’aide de MC-SYM, les
données structurales concernant 'empilement et les motifs d’appariement de bases
AeG, tous les deux responsables de la stabilisation de la boucle intérieure, ont été
tirées des informations des thermodynamiques d’ARN [5, 47, 49, 56]. L’orientation
des bases autour du lien glucosile et les modes de conformation du sucre ont été
prises des informations du spectre de résonance magnétique nucléaire RMN (méthode
qui détermine les diverses propriétés spectrales d’'une molécule; les spectres obtenus,
correctement interprétés, donnent une foule de renseignements d’ordre structural)
[22]. L’arbre de recherche, associé aux contraintes structurales de la boucle GAAA,
que MC-SYM a exploré est de 28946 sommets. Seulement huit modéles ont été
trouvés avec un maximum de la rmsd autour de 0.9A, sans la considération des atomes
d’hydrogéne (pour plus de détails nous inviterons le lecteur & consulter [7, 25]).

La séquence primaire (ou de type sauvage) avec les huit autres séquences mutantes

actives sont toutes susceptibles d’engendrer la structure tridimensionnelle cherchée.

. ay® e . 1 ~ ’, rd
On associe alors une probabilité uniforme de g a chacune des séquences. Les séquences

seront nommées comme suit:
WT,A,B,C,D,E,F,G,H;

ou WT est la séquence de type sauvage et les autres sont les séquences mutantes
actives. La question qui se pose est comment donner une certaine mesure pour quan-
tifier chacune des hypotheses H2, H3, H4 et H5 pour savoir laquelle des quatre hy-

potheéses est la plus susceptible de contenir la structure tridimensionnelle désirée.
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Cette mesure doit étre basée sur un formalisme des résultats empiriques obtenus de
la modélisation du leadzyme. Elle sera en quelque sorte un guide pour la prise de
décision dans le domaine des conformations. Le fait de choisir une hypothese au lieu
d’une autre et de dire qu’elle est la plus susceptible de contenir la structure tridi-
mensionnelle est a la fois imprécis et incertain da au fait que les contraintes sont
approximatives et imparfaites. La logique floue s’avere pertinente pour donner une
mesure de préférence a chacune des hypothéses en plus de la modélisation imprécise
[27]. Dans la section suivante, on rappellera les notions importantes de la logique

floue qui vont s’appliquer & notre domaine d’hypothese.

3.3 Mesure de la préférence des hypotheses a

I’aide de la logique floue

3.3.1 Terminologie et notation pour le principe de

Pincertitude

Les deux types d’imperfections, l'incertain et I'imprécis, dans les connaissances
n’ont pas eu la méme importance dans les préoccupations des scientifiques. Pour ce
qui a rapport a I'incertain, il a été abordé par la notion de probabilité au XVII® siecle
par Pascal et Fermat. Cependant, celle-ci ne permet pas de traiter des croyances
subjectives comme on a longtemps pensé qu’elle pouvait le faire, ni de résoudre le
probléme posé par les connaissances imprécises ou vagues. Ces derniéres n’ont été
prises en considération qu’a partir de 1965, lorsque L. A. Zadeh, connu internationale-
ment pour ses travaux sur la théorie des systémes, a introduit la notion de ensemble
flou (en anglais: fuzzy set), a partir de 'appartenance partielle & une classe admettant

des situations intermédiaires entre le tout et le rien. La théorie des possibilités qui a
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été introduite par L. A. Zadeh en 1978 [58], constitue un cadre permettant de traiter
des concepts d’incertitude de nature non probabiliste. On va la considérer a partir
de la notion de I’ensemble flou ce qui va nous permettre d’exploiter, dans un méme
formalisme, imprécision et incertitude sur la préférence d’'une hypothese par rapport

a une autre.

Mesures de possibilité et fonctions de croyance

Etant donné un ensemble de référence fini X, on attribue & chaque événement
défini sur X, c’est-a-dire & tout sous-ensemble de X, un coefficient compris entre 0
et 1 évaluant & quel point cet événement est possible. Pour définir ce coefficient,
on introduit une mesure de possibilité II, qui est une fonction définie sur 1’ensemble

P(X) des parties de X, prenant ses valeurs dans [0, 1], telle que:

2 Wiy ePLX), AxePE),. ..

H(. A;) = sup TI(4,),

i=12,.. i=1,2,...

ou sup indique la plus grande valeur des valeurs concernées dans le cas fini.

Les fonctions de croyance concernent la modélisation et la quantification de la
crédibilité attribuée & des faits. La théorie de [’évidence de Shafer [43] (voir aussi [21])
considére un univers de référence fini X sur lequel sont déterminés des coeflicients de
croyance, obtenus en répartissant une masse globale de croyance égale & 1 entre tous

les événements possibles. Une masse m peut étre définie comme suit

m: P(X) — [0,1]
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telle que

AEP(X)

Pour chaque ensemble A € P(X), la valeur m(A) représente le degré avec lequel
un groupe d’observateurs croit en la réalisation d’un événement par les éléments de
A. Cette valeur, m(A), concerne uniquement un seul ensemble, I’ensemble A; elle
n’implique aucune information additionnelle pour les sous-ensembles de A. S’il y

a une évidence additionnelle confirmant la réalisation du méme événement dans un

sous-ensemble de A, disons B C A, il faut I’exprimer par une autre valeur m(B).
Toute partie non-vide B de X telle que m(B) # 0 est appelée élément focal. Elle
correspond & un événement auquel les observateurs croient, ne serait-ce qu'un peu.
On définit alors le degré de croyance Bel(A) (en anglais: belief measure) en une
partie quelconque A de X en prenant en considération tous les éléments focaux qui

entrainent A et cela s’exprime par la formule:

Bel(A) = Y m(B),

BCA

et le degré de plausibilité de A (en anglais: plausibility measure) en prenant en compte

tous les éléments focaux qui ont quelque chose & voir avec A:

BNA#D
Les deux mesures vérifient les relation suivantes:
PI(A) =1— Bel(A) et Bel(A) < PI(A).

L’intervalle [Bel(A), PI(A)] encadre la probabilité mal connue P(A) (probabilité im-

précise [50, 15, 16]), quelque soit la partie A de X. Un cas particulier d’attribution de
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la masse m est remarquable: supposons que les éléments focaux soient des singletons
de X, les avis émis ne concernent que des événements élémentaires. Alors, toute
partie A de X est telle que Bel(A) = PI(A) et cette valeur commune est également

celle de la probabilité P(A).

3.3.2 Les mesures de croyance des hypothéses du leadzyme

Dans le cas du leadzyme, considérons comme univers de référence 1’ensemble fini X
contenant toutes les conformations du leadzyme. Suite & la relation qui réside entre
un ensemble des conformations tridmensionnelles et les hypotheses qu’elles vérifient

(voir la figure 3.3), les éléments focaux sur lesquels on peut se baser sont:
WT,ADE,BF,CH et G,

out ADE = ANDNE, BF =BNF,CH=CNHet WT,A B,C,D,E, F,G sont des
sous-ensembles de X contenant successivement les conformations tridimensionnelles

associées a la séquence du leadzyme de type sauvage WT et aux séquences mutantes
actives A, B,C, D, E, F, et G. D’aprés les résultats obtenus par la modélisation du

leadzyme, on a:

WT = EgsUFEg»3U EgyU Eys
ADE = Ey;
BF = EpUZEg3UEp
CH = FEyyU Ey;
G = EmpUEgp3U Eps,
ou Ey;, t = 2, 3,4, 5, représente I’ensemble des conformations tridimensionnelles satis-

faisant I’hypothése Hi. Remarquons que X = WT, puisque pour chaque hypothese

Hi, il existe des conformations dans X vérifiant cette derniere.
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HE

Figure 3.3: La relation définissant les éléments focaux WT, ADE, BF,CH et G.

Nous attribuons & chaque élément focal un coefficient de croyance en sa possibilité

de contenir la structure tridimensionnelle que le leadzyme adopte dans la nature par:

W) = mlGles =, M(BE) = m(GH) = g25 et m{ADE) = %

1
9’
Les masses ont été attribuées en se basant sur le fait qu’au départ on a neuf séquences
(la séquence de type sauvage et les huit séquences mutantes actives) pour exprimer
'ignorance sur le fait qu’on ne peut dire laquelle est susceptible d’étre associée & la
structure du leadzyme, la distribution des possibilités, 7, est alors Vo € X 7(z) = 1,

ce qui est équivalent dans le cas de la distribution des probabilités, p, AVz € X p(z) =

‘—)?'. Mais, étant donné la supposition biochimique qui donne plus de croyance a

I’ensemble de conformations satisfaisant certaines hypotheéses associées au plus de

séquences en question, on a attribué alors, par exemple, & ADFE un coeflicient de croy-

3 1
ance m(ADFE) = iadrt en se basant sur la fait qu’a partir des trois séquences A, D,

et F parmi ensemble des neuf séquences, on a généré des conformations vérifiant
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ensemble I'hypothése H3. La figure 3.4 nous montre les éléments focaux dans I'univers
de référence X = WT. Ainsi, on est en mesure maintenant de définir nos intervalles
encadrant la probabilité imprécise pour chaque partie de I’espace conformationnel

définie par une hypotheése donnée.

X=WT
; ~
5
'55_,. —_ f_:‘_:_ e
P a\ \
|:\/HE n <H2 I ;‘ ,1 ___H;': L
L o B

Figure 3.4: Les éléments focaux, WT, ADE, BF,CH et G, sont montrés avec les
hypothéses que leurs conformations vérifient.

On se trouve alors dans la situation générale de définition des masses et on est en
mesure de déduire 'intervalle de la probabilité mal connue sur chacun des ensembles
de conformations associé & chacune des hypothéses a savoir lequel est susceptible de

contenir la structure réelle du leadzyme. On obtient donc les degrés de croyance:
Bel(EHg) = Bel(EH4) = Bel(EHg,) = 0,

Bel(Egs) = Y, m(B)=m(ADE) = %;

BCFEHu3

et les degrés de plausibilité associés aux ensembles vérifiant chacune des hypothéses

sont:

PliFm) = Y. m(B)=m(WT)+m(BF) +m(CH) +m(G) =
BNEyg2#0
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BNEwp3#£0

— m(WT) + m(ADE) + m(BF) + m(CH) + m(G) = 1

PUBw) = % m(B)=m(WI)+m(BF) = |
BNEws#£D

Pl(Bus) = Y m(B):m(WT)—l—m(G):g.
BNEys#0

Ceci se résume dans la table 3.1.

A [ Bel(4) | PI(4) ]

Ema | O 2/3
Eus | 1/3 1

Eus| O 1/3
Eus | O 2/9

Table 3.1: Degrés de croyance et de plausibilité associés & chacun des ensembles
Ey», Fus, Eny et Eys (vérifiant successivement les hypotheses H2, H3, H4 et H3 con-
sidérées pour la modélisation du leadzyme) mesurant I'intervalle de probabilité mal
connue ou imprécise pour qu’une hypothése soit susceptible d’étre adoptée par la
structure naturelle du leadzyme.

Les conformations sous ’hypothése H3 ont été testées de nouveau expérimentale-
ment au laboratoire, voir [7]. Il a été trouvé que la paire GgeGa4 a été correctement
prédite; par contre la paire Cog®Ags ne présentait aucune importance particuliere pour
Iactivité catalytique du leadzyme étant donné que I’élimination des groupes chimiques
du nucléotide Ass n’ont pas affecté le clivage [7]. Cependant, les groupes chimiques
impliqués dans les interactions Watson-Crick du Cg ont été trouvés importants pour
Pactivité [7]. Ces résultats ont suggéré ainsi de chercher un autre partenaire pour le Cq
pour former un appariement. On a alors trouvé un appariement de bases particulier

GgeGyy qui permettait d’avoir des groupes chimiques du nucléotide Gg4 libres pour

former un appariement avec le Cg. Ainsi, une nouvelle hypotheése H7 a été suggérée
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formant ainsi un triplet comme le montre la figure 3.5.

(H7)
s CGAG 1
Cc C
G G

A G

25

Figure 3.5: L’hypothése structurale H7 suivant [7]. H7 a été obtenue & partir de H3
en éliminant 'appariement entre Cg et Ags et en appariant Cg avec Gag|[7].

Cette hypotheése structurale a généré deux classes de modeles tridimensionnels,
I'une des deux satisfait toutes les données structurales courantes valables (pour plus
de détails voir [25]). Il faut noter que le leadzyme est un cas tres simple pour I’appli-
cation du modele d’incertitude présenté. Le choix de 'hypothese de H3 pouvait étre
déterminé directement de la figure 3.4. Par contre, la théorie sera utile dans d’autre
cas plus complexe, ou chaque étape de la modélisation nécessite un choix incertain

suivant les contraintes approximatives imprécises disponibles.
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Conclusion

Nous avons présenté une approche flexible pour trouver les empilements de bases
dans les acides nucléiques. Notre algorithme n’utilise aucune hypothése de préférence
pour les positions relatives & une base, il ne se base pas non plus sur des fonctions
d’énergie empiriques pour déterminer quelles bases sont empilées. Notre approche
est strictement géométrique et elle est plus avantageuse étant donnée que les inter-
actions électrostatiques et hydrophobiques responsables d’empilement sont jusqu’a

maintenant mal définies.

Deux molécules classiques, ’ARNt et le hammerhead, ont été étudiées pour mon-
trer la validité et la flexibilité de notre approche. Pour la premiére fois cette méthode
nous a permis d’analyser des parameétres associées & ’empilement et d’identifier des
empilements au sein d’une molécule qui ont été négligés par les méthodes de visu-
alisation ou celles se basant sur des fonctions d’énergie potentielles. Un nouveau
paramétre, 7 permet d’évaluer chacun des empilements présents dans une molécule
d’acide nucléique, 'utilisateur pourra ainsi faire son choix sur la qualité des différents
empilements ou d’analyser les cas limites d’empilement plus facilement avec les diffé-
rents parametres disponibles. On a obtenu de bons résultats sur la distance d;;, I’angle
oy; entre deux bases i et j empilées, et le parametre 7 a partir duquel on peut identi-
fier un empilement significatif. A cet égard, dans un article & venir [12], nous allons
analyser & 1’aide de cet algorithme toute la banque de données des acides nucléiques,
afin de définir d’'une maniére générale I’intervalle des valeurs des parametres qui servi-
ront comme propriétés importantes de I’empilement entre deux bases azotées. Cet
algorithme de recherche d’empilement avec celui de I'identification des appariements

forment le programme NANOTE, qui consistera a analyser les structures tridimen-
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sionnelles des molécules d’acide nucléique. Le programme prend comme entrée un
fichier de format PDB pour une certaine structure moléculaire et génére un nouveau
fichier PDB décrivant la structure secondaire, les appariements et les empilements
de la structure [33]. Plus d’une soixantaine de structures ont été analysées dont le
ARNtP" et le hammerhead. Les résultats seront accessibles, en versions francaise et
anglaise, aux sites WEB suivants:
http://www-1bit.iro.umontreal.ca/LIST /list_fr.htm
http://www-1bit.iro.umontreal.ca/LIST /list _en.htm
L’utilisateur est invité & soumettre ses propres fichiers PDB & fin d’analyser les
structures qu’ils contiennent et & utiliser un grand nombre de données mis & sa disposi-
tion pour différents besoins d’analyse et de modélisation. L’utilisateur peut aussi & sa.
guise varier les différents parametres d’appariement et d’empilement. Le programme
NANOTE est un outil important pour la modélisation. Grace aux résultats de I’-
analyse structurale obtenus de ce dernier, nous pouvons maintenant capable main-
tenant identifier automatiquement des cas d’empilements servant & la construction
d’un modele moléculaire qui n’étaient pas traité auparavant a cause de la complexité
du calcul ou par le choix aléatoire des empilements ou appariements sans aucune clas-
sification possible. Ceci est une contribution & la compréhension du lien qui existe
entre la structure tridimensionnelle d’une molécule donnée et la fonction biologique

qui la caractérise.
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Glossaire

A

Acide

acide carboxylique (-COOH) ou molécule comportant un groupe acide carboxylique.

Acide désoxyribonucléique
ADN.

Acide ribonucléique
ARN.

ADN

Acide désoxyribonucléique. Molécule formée de deux polymeres de désoxyribo-
nucléosides monophosphates . Ces deux chaines sont associées et enroulées en double
hélice. L’ADN contient les geénes constituant le génome et il se trouve dans les
chromosomes et la chromatine. Le 2-désoxyribose est le glucide distinctif de ’ADN.
L’ adénine , la guanine, la thymine et la cytosine sont les principales bases azotées
entrant dans la structure de ’ADN.

Acides nucléiques
ADN (acide désoxyribonucléique) et ARN(acide ribonucléique)

Adénine
Base azotée de la famille des purines, entrant, entre autres, dans la structure des
acides nucléiques.

Adénosine

Nucléoside, de la famille des purines, constitué de ’adénine unie au ribose.

ARN

Acide ribonucléique. Polymeére de ribonucléosides monophosphates. Le ribose est
le glucide distinctif de ’ARN. L’adénine, la guanine, 'uracile et la cytosine sont les
principales bases azotées entrant dans la structure de ’ARN. On distingue 'ARN
messager, ’ARN de transfert et ’ARN ribosomique.
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ARN de transfert

ARNt. ARN auquel un acide aminé est lié, ce qui permet son transfert sur les
ribosomes, et qui contient une séquence spécifique de bases, I’anticodon, reconnaissant
et s’associant & une séquence spécifique de bases, le codon, de PARN messager lors
de la synthése protéique.

ARN messager
ARNm. ARN qui contient une longue séquence de bases constituant le code
servant a la synthese d’une protéine.

ARNm ARN messager.

ARNt
ARN de transfert.

B

Base azotée

Molécule comportant des atomes d’azote (N) et ayant des propriétés basiques. Il
y a deux familles de bases azotées : les purines et les pyrimidines.

C

Catalyseur
Molécule qui, en petite quantité, accélére la vitesse d’une réaction et qui revient a
sa forme initiale 3 la fin de la réaction. Les enzymes sont des catalyseurs biologiques

Complexe
Association de plusieurs molécules dans des proportions définies.

Cytidine
Nucléoside, de la famille des pyrimidines, constitué de la cytosine unie au ribose.

Cytosine
Base azotée de la famille des pyrimidines, entrant, entre autres, dans la structure
des acides nucléiques.
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D

Désoxyribonucléotide
Nucléotide formé par I'union d’une purine ou d’une pyrimidine et du 2-désoxyribose
(ce qui constitue un désoxyribonucléoside), auquel sont liés un, deux ou trois groupes

phosphates.

E

Enzyme
Protéine catalysant une réaction biochimique. Il y a six classes d’enzymes : les
oxydoréductases, les transférases, les hydrolases, les lyases, les isomérases et les li-

gases.

G

Géne
Segment d’ADN servant & la synthése d’'un ARN ribosomique, d’'un ARN de trans-
fert ou, le plus souvent, d’'un ARN messager codant une ou plusieurs protéines.

Génome

Ensemble du matériel génétique d’une personne. Il est constitué des genes se
trouvant dans les 46 chromosomes, soit 22 paires d’autosomes et une paire de chro-
mosomes sexuels. Un chromosome de chaque paire (23) provient de 'ovule maternel
et Pautre chromosome de chaque paire provient du spermatozoide paternel. L’ADN
se trouvant dans les mitochondries porte également quelques génes constituant le
génome mitochondrial.

Groupe
Ensemble fonctionnel d’atomes liés les uns aux autres d’une fagon définie, formant
une partie d’une molécule.

Groupe phosphate

Groupe (-PO42-) lié & une molécule organique.

Guanine

Base azotée de la famille des purines, entrant, entre autres, dans la structure des
acides nucléiques.
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Guanosine

Nucléoside, de la famille des purines, constitué de la guanine unie au ribose.

I

Inhibition

Diminution de 'activité d'une enzyme ou de la vitesse d’une voie métabolique.

Inosine

Nucléoside, de la famille des purines.

L

Liaison glycosidique (-C-O-C-)
Liaison entre deux groupes hydroxyle (-OH) de deux monosaccharides, formée par

élimination d’une molécule d’eau (H20).

Liaison peptidique (-CONH-)

Liaison entre le groupe amine (-NH2) d’un acide aminé et le groupe acide car-
boxylique (-COOH) d’un autre acide aminé. Elle est formée par élimination d’une
molécule d’eau (H20).

M

Mitochondrie

Organite délimité par deux membranes. Les mitochondries sont localisées dans
le cytoplasme des cellules et elles jouent un réle important dans le métabolisme
énergétique cellulaire.

Molécule

Ensemble d’atomes unis les uns aux autres par des liaisons chimiques.

Monomere

Molécule libérée lors de I’hydrolyse d’un polymeére, tels le glucose et les acides

aminés. Egalement, autre terme désignant une sous-unité.

Mutation

Modification transmissible, spontanée ou provoquée, d’un gene.
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N

Nucléoside

Molécule formée par 'union d’une purine ou d’une pyrimidine et d’un glucide. I
en existe deux types selon le glucide : les ribonucléosides et les désoxyribonucléosides.
Les principaux sont ’adénosine, l'inosine et la guanosine (nucléosides puriques), la

cytidine, la thymidine et I'uridine (nucléosides pyrimidiques).

Nucléotide

Molécule formée par I'union d’une purine ou d’une pyrimidine et d’un glucide (ce
qui constitue un nucléoside) & laquelle sont liés un, deux ou trois groupes phosphates.
Il en existe deux types selon le glucide : les ribonucléotides et les désoxyribonucléotides.

On distingue également les nucléosides monophosphates, les nucléosides diphosphates
et les nucléosides triphosphates.

P

Protéine

Polymere constitué d’une ou plusieurs chaines d’acides aminés unis par des liaisons
peptidiques. Les enzymes, les récepteurs, les transporteurs et certaines hormones
sont des protéines. Donc, elles sont des constituants structuraux et fonctionnels tres
importants dans 1’organisme.

Purine

Base azotée libre ou faisant partie de la structure de nucléosides, de nucléotides

et des acides nucléiques. Les principales bases puriques sont ’adénine et la guanine.

Pyrimidine

Base azotée libre ou faisant partie de la structure de nucléosides, de nucléotides et
des acides nucléiques. Les principales bases pyrimidiques sont ['uracile, la cytosine,
et la thymine.

R

Résidu d’un acide aminé

Portion distinctive d’'un acide aminé. Lorsqu’un acide aminé fait partie de la
structure d’une protéine, c’est la portion de I’acide aminé qui ne participe pas a la
liaison peptidique et qui demeure libre.
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Ribonucléoside

Nucléoside formé par I'union d’une purine ou d’une pyrimidine et du ribose.

Ribonucléoside monophosphate
Nucléoside monophosphate formé par 'union d’une purine ou d’une pyrimidine,
du ribose et d’un groupe phosphate.

Ribonucléotide

Nucléotide formé par I’'union d’une purine ou d’une pyrimidine et du ribose (ce qui

constitue un ribonucléoside), auquel sont liés un, deux ou trois groupes phosphates.

Ribose

Monosaccharide (ose) de la famille des pentoses. C’est un glucide le plus simple
non hydrolysable.

Ribosome

Particule constituée d’ARN et de protéines, servant a la synthése des protéines.

S

Site actif

Centre actif, site catalytique. Site particulier dans une molécule d’une enzyme ol
se lient les substrats et ou se produit la réaction enzymatique.

Site catalytique
Site actif.

Substrat

Molécule qui, aprés s’étre liée au site actif d’une enzyme, est transformée en un
ou plusieurs produits.

T

Thymidine
Nucléoside, de la famille des pyrimidines, constitué de la thymine unie au 2-
désoxyribose.

Thymine
Base azotée de la famille des pyrimidines, entrant, entre autres, dans la structure
des acides nucléiques.



U

Uridine

Nucléoside, de la famille des pyrimidines, constitué de 1'uracile unie au ribose.
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