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ADN
ARN
ARN,
ARN,,
Ca
DIS

DE
AG
AH

AS

DLS
Env
Gag

gp
HSQC

IN
KC
LTR
MA
NC
NCp
Nef
NOE

NOESY

ns
PBS
PDB

Pol
PR
Pr

Ps

Acide désoxyribonucléique
Acide ribonucléique

ARN de transfert

ARN messager

Capside

Dimer Initiation Site (site d’'initiation a 1la
dimérisation)

Dimere Etendu
Variation d’énergie libre
Variation d’enthalpie

Variation d’entropie

Dimer Linkage Site (site de liaison du dimere)
Enveloppe

Group specific antigen

glycoprotéine

Heteronuclear Single Quantum Coherence (cohérence
hétéronucléaire a 1 quantum)

Intégrase

Kissing-Complex (dimére boucle-boucle)
Long Terminal Repeat

Matrice

Nucléocapside

protéine de Nucléocapside

Negative regulatory factor (

Nuclear Overhauser Effect (effet Overhauser
nucléaire)
Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY

(spectroscopie par effet Overhauser nucléaire)
nanosecondes
Primary Binding Site (site primaire de liaison)

Protein Brookhaven Databank (banque de donnes de
protéines de Brookhaven)

Polymérase
Protéase
précurseur protéique

picosecondes

séquence d’encapsidation de 1’ARN génomique de VIH
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Po

RMN
RMSD

RBE
RT
RRE
SD
SIDA
//36

SU
TAR

Tat

™
TMD

TMD*
uU22

Vif

VIH-1
VIH-2
Vpr
Vpu
WHAM

Regulator of wvirion expression (régulateur de
1"expression du virion)

valeur cible du RMSD lors d’une TMD/TMD™!

valeur réelle du RMSD lors d’une TMD/TMD'
Résonance Magnétique Nucléaire

Root Mean Square Deviation (déviation par la méthode
du moindre carré)

Rev Binding Element (Elément de liaison de Rev)
Transcriptase inverse

Rev Response Element (Elément de réponse de Rev)
Splice Donnor (donneur d’épissure)

Syndrome de 1’immunodéficience acquise

famille de structures & 36 A de rmsd du KC en forme
de deux brins paralleles allongés

Surface

TransActivation Responsive (amplificateur de la
transcription)

TransActivator of Transcription (activateur de
transcription)

TransMembranaire
dynamique moléculaire dirigée directe
dynamique moléculaire dirigée inverse

famille de structures & 22 A de rmsd du KC en forme
de double U

Virion Infectivity Factor (Facteur d’infectivité du
virion)

Virus de 1’ immunodéficience humaine de type 1

Virus de 1’immunodéficience humaine de type 2

Viral Protein R (protéine virale R)

Viral Protein U (protéine virale U)

Weighted Histogram Analysis Method (méthode
d’analyse des histogrammes pondérés)
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INTRODUCTION

I.INTRODUCTION

Le syndrome de 1’immunodéficience acquise ou SIDA a fait son
apparition en 1981 aux Etats-Unis. En 20 ans, ce fléau s’est étendu
aux régions les plus éloignées du globe, entrainant un nombre
croissant de contaminations et de déces.

Depuis la découverte en 1983 du virus VIH, 1’agent responsable
du SIDA, par 1l’équipe du professeur Montagnier, des scientifiques du
monde entier se sont penchés sur ce virus. Malgré des avancées
scientifiques considérables telles que 1’élaboration de moyens de
diagnostic peu coliteux vers le milieu des années 80, le séqgquencage
intégral du génome du VIH moins de 15 ans plus tard et la mise au
point d'une thérapie anti-rétrovirale efficace en 1995, 1’épidémie a
continué de se propager, touchant quelques 5 millions de personnes
au cours de la seule année 2002 et en tuant pres de 3 millions cette
méme année selon 1’0OMS. Le continent le plus touché actuellement est
1"Afrique sub-saharienne. Plus de 70% aujourd’hui des «cas de
porteurs du VIH y wvivent et ce continent a supporté la grande
majorité des déces imputables au virus du SIDA, soit 28 millions
pour 1l’ensemble du monde fin 2002.

Le développement des multi-thérapies a permis d’augmenter
1"espérance de vie des patients atteints de la maladie du SIDA.
Cependant, la grande faculté de mutation du wvirus entraine le
développement de résistance aux médicaments. De plus les nombreux
effets secondaires 1liés a ces thérapies se révélent trées durs a
supporter pour le malade.

La recherche de nouvelles cibles thérapeutiques inhibitrices de
17activité du virus reste donc d’une grande importance dans la lutte
contre le SIDA. Notre étude porte sur 1’étude du mécanisme de la
dimérisation des deux molécules d’ARN constituant le génome de VIH,
qui s’avere étre une étape clé du cycle de réplication du virus dans
1"organisme. Cette étape est une cible potentielle pour de nouvelles

thérapies.
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GENERALITES Le VIH

II.GENERALITES
IT.a.Le VIH

IT.a.i.Taxonomie et caractéristiques rétrovirales

Les rétrovirus, de la famille des Retroviridae, infectent
principalement les vertébrés. Certains, dits endogenes, se sont
finalement intégrés au génome de 1'hdte et sont ainsi transmis
héréditairement mais la majorité d’entre eux est exogéne, leur
transmission est donc réalisée par contagion entre individus
distincts.

Au cours de leur évolution les rétrovirus ont divergé les uns des
autres, présentant ainsi la capacité de provoquer des pathologies
diverses. Ils conservent cependant des caractéristiques structurales
et fonctionnelles communes permettant de les regrouper dans une méme
famille

- 1’information génétique est portée par un ARN simple-brin au
lieu d'un ADN double-brin. Cette caractéristique est a
l’origine de 1leur nom de rétrovirus, le préfix rétro se
référant a la direction inhabituelle de transcription ARN ->
ADN incluse dans le cycle de réplication du virus. Ce passage
du génome sous forme d’'ADN s’effectue grédce a 1l’action de la
transcriptase inverse, une ADN polymérase ARN-ADN dépendante.

- le génome est toujours diploide, constitué de deux molécules
identiques d’ARN génomique.

- leur morphologie est similaire. La particule virale est issue
du bourgeonnement de la cellule héte et présente un diametre
compris entre 70 et 130 nm.

Les rétrovirus se différencient en groupes selon leurs propriétés
biologiques et biochimiques.

Le VIH est 1l’agent responsable du syndrome de 1’/immunodéficience
humaine (SIDA) et appartient au groupe des Lentivirus. Ces virus se
caractérisent par leur capacité a provoquer des maladies chroniques
a évolution lente dont les signes cliniques ne se manifestent que
plusieurs mois, voire plusieurs années apres 1’infection. Le wvirus
du SIDA est réputé, en plus de sa virulence, pour sa faculté a
muter. Deux lignées principales se distinguent actuellement, VIH-1

et VIH-2, la lignée de VIH-1 se subdivisant elle-méme en trois
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GENERALITES Le VIH

groupes : M, O et N. Ce sont les descriptions de variants de VIH-1
trés divergents qui ont conduit a diviser 1l’ensemble des souches de
VIH-1 en groupes. La premiere subdivision en deux groupes des
souches de VIH-1 est intervenue en 1994 avec les groupes M et O
(Charneau et al. 1994), M pour Majeur et O pour Outlier, un
troisieme groupe a ensuite été identifié en 1998 et nommé N pour
non M/non O (Simon et al. 1998) . Les VIH-1 groupe M sont
responsables de la pandémie du SIDA. Au moins dix sous-types de ce
groupe, nommés de A a J, ont été découverts a ce jour. La différence
de séquence nucléotidique du géne env entre les sous-types est de

20% a 30% en général.

ViIH typed BCFE%: Groupe O
a W\ b
sous-type épidémiologie
ANTTO e . i
BCFT A trés fréquent en Afrique ;grande variabilité
B Europe, Amérique du Nord, Australie, variants au Brésil et en Thailande
HOF MVPS1E0 ™ prpn C Afrique, Australie, Ethiopie, Inde
C ores D proche du sous-type B ;Afrique australe
Asgﬁa Eou AJE Asie du Sud-est Afrique
NM1 F memm&%ﬂ‘
ot B = G Europe de I'Est Afrique
Groupe H rare
louA/GNI - Chypre, Gréce
AR J Républigue démocratique du Congo

Figure 1 : a) Analyse phylogénétique des virus des groupes M et O ; Db)
Caractéristiques épidémiologiques pour les sous-types de VIH-1 groupe M
(Brun-Vezinet et al. 1999).

Cette grande variabilité de VIH est liée aux erreurs d’incorporation
de nucléotides qu’effectue 1la transcriptase inverse pendant la
transcription de 1’ARN viral en ADN (McGrath et al. 2001; Quinones-
Mateu and Arts 1999; Termin 1993). Ce taux d’erreur est de 1 a 10
mutations par génome et par cycle et reflete d’une maniere générale
la capacité du virus a s’adapter a son environnement (An and
Telesnitsky 2002). Ceci explique les résistances dque le virus
développe a 1l’encontre des anti-rétroviraux ainsi que sa faculté a
échapper aux réponses immunes de 1’organisme.

Par la suite, nous nous attacherons plus particulierement a

développer les propriétés et spécificités de VIH-1 groupe M.
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GENERALITES Le VIH

IT.a.ii.Aspects structuraux des particules virales

La structure du virion de VIH-1, établie par microscopie
électronique, est caractéristique du groupe des Ilentivirus auquel
elle appartient. Ces particules présentent un diametre de 100 a
130 nm. Elles sont constituées d’une enveloppe lipidigque (la
membrane externe) entourant une premiere capside icosaedrique (la
matrice) contenant un noyau interne dense (la nucléocapside ou
capside) (Figure 2).

La Dbicouche 1lipidique externe de VIH-1 contient des spicules
composés par l’association de deux glycoprotéines : la glycoprotéine
de surface SU gpl20 contenant les déterminants viraux qui vont se
fixer a la cellule hbéte et la glycoprotéine transmembranaire
™ gp4l, 1liée a la gpl20, responsable de la fusion de 1’enveloppe
avec la membrane cellulaire. La protéine MA pl7 tapisse la face
interne de 1l’enveloppe et constitue ainsi la matrice.

La capside est formée par la répétition de la protéine Ca p24
chaperonnée par la protéine de nucléocapside NCp. Ces deux protéines
sont issues du géne Gag. La capside contient le génome viral et les
enzymes. Le noyau nucléoprotéique comprend 1’ARN génomique associé a
des molécules d’'ARNt servant d’amorce a la transcription inverse.
Ces deux ARN sont eux-mémes en association étroite avec des
protéines NC (Darlix et al. 1990; Prats et al. 1990; Stewart et al.
1990) dont le rdéle est de les réunir, de les protéger de 1’activité
des enzymes cellulaires et d’intervenir dans 1’assemblage des
virions.

La protéine mature Pol compose un systéme enzymatique complexe
réunissant la protéase (PR), la transcriptase inverse (RT) et
1’intégrase (IN). D’autres protéines telles Tat, Nef, Vif, Vpr et

Vpu sont également présentes dans le virion de VIH-1.
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SU gp120
PR, Tat, Nef, Vif, Vpr, Vpu
ssRNA
T™M gp41
MATRICE
MA p17
MEMBRANE
RT
IN CAPSIDE
CA p24

(chaperonnée par NCp)

Figure 2 : Morphologie et structure de la particule virale de VIH-1

Un inventaire plus détaillé des fonctions des différentes protéines
montrées dans la Figure 2 est reporté dans le Tableau 1, élaboré

d’apres (Pavlakis 1996), (Frankel and Young 1998).

protéines Fonctions
virales

- Protéines de 1'enveloppe

™™ Protéine transmembranaire

SU Protéine de surface

- Protéines structurales

MA Protéine de la matrice myristilée a son extrémité NH2
CA Protéine de la capside
NC Protéine de nucléocapside, protéine chaperonne

16
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Le VIH

- Protéines enzymatiques

Transcriptase 1inverse, responsable du passage ARN

RT ) . )
génomique en ADN proviral
Intégrase, responsable de 1'insertion de L'ADN
IN proviral dans le patrimoine génétique de la cellule
hoéte
PR Protéase, responsable de la maturation des précurseurs
polyprotéiques
- Protéines régulatrices
(Negative Factor) augmente le taux de réplication et
Nef réduit le nombre de récepteurs CD4 a la surface de la
cellule infectée
Rev (Regulator of Virion expression) régule 1l'épissage des
ARNm ainsi que leur transport a partir du noyau
Tat (TransAcTivator) activateur de 1la transcription de
1'ADN proviral
Vif (Virion Infectivity Factor) permet la formation des
particules virales
Vor (Viral Protein R) intervient dans la translocation de
P L'ADN viral vers le noyau
(Viral Protein U) augmente le nombre de virions
Vpu relargués a la surface de la cellule infectée et
diminue le niveau d'expression des récepteurs CD4
Tableau 1 Description des différentes protéines impliquées dans le cycle

rétroviral de VIH-1

IT.a.iii.Cycle rétroviral de VIH-1

Le cycle réplicatif commun a l’ensemble des rétrovirus est détaillé

sur la Figure 3

(Cullen 1991; Young 2003).
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1 vicus tibre 2 Fixation et fusion: le virus se fixe

sur deux récepteurs viraux de la cellule
Récepteur CD4
Récepteur CCRS

3 Infection la capside
virale pénétre dans la
celule et libére. le génome

4 Transcription inverses 'ARN
simple brin est converti en ADM
double-brin grace & l'enzyme
rétrotranscriptase virale

5 Intégration 'ADN vira
ast inclu dans 'ADM de la
cellule grace & l'enzyme
intégrase

6 Transcription lors de la
division cellulaire, I'ADN viral
est “lu” et produit de longues
chaines de proteines

8 Bourgeonnameant
le virus immature ast

7 Assemblage les protéines " expulsé de la cellule

virales s'assemblant pour former
un nouveau viren

\

1 0 Maturation les chaines protéigues de la nouvelle particule virale
sont coupées en protéines individuelles par 'enzyme protéase afin de
rendre a particule infectisuse

Figure 3 : Cycle de réplication de VIH-1

- Entrée du virus

L"infection commence par 1’adhésion de la particule virale a des
récepteurs membranaires de la cellule cible. Chez VIH-1, les
récepteurs spécifiques mis en jeu sont, d’une part la glycoprotéine
virale d’enveloppe gpl20 pour le virion, d’autre part des récepteurs
glycoprotéiques extra-membranaires de la famille des
immunoglobulines, les récepteurs CD4, pour la cellule-cible. Ces
derniers sont principalement exprimés a la surface des lymphocytes
T4, des macrophages, des cellules dendritiques des ganglions, de la
rate et de 1’épiderme (cellules de Langerhans) ainsi que sur les
cellules microgliales du cerveau. Cette interaction met également en

jeu des co-récepteurs, indispensables a gp4l pour 1luil permettre
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d’exercer son activité fusionnante, dont deux types ont été
identifiés a ce Jjour : la fusine, un récepteur transmembranaire
couplé aux protéines G et des récepteurs de la B-chimiokines de type
CCR5. Il en résulte une fusion des membranes permettant a la capside
virale de pénétrer dans le cytoplasme de la cellule. Une fois dans
le cytoplasme, la capside se désagrege et libeére le génome (Grewe et

al. 1990).

- Transcription inverse

La transcription inverse de 1’ARN génomique est 1initiée par la
rétrotranscriptase virale. A 1’issu de ce processus, 1’ARN simple
brin dimérique est converti en ADN double brin possédant a chaque
extrémité des séquences LTR (Long Terminal Repeat) (Gilboa et al.
1979) qui, Dbien que de ségquences identiques, Jjouent des rdles
différents

- en 5’, le LTR est un promoteur puissant de la transcription

- en 3’, le LTR fournit le signal de coupure gqui précede la

polyadénylation

L’ADN viral ainsi formé est ensuite transporté dans le noyau avec
1"intégrase virale. Il se circularise et 1’intégrase est fixée au

niveau des LTR.

- Intégration de 1’ADN proviral au génome de la cellule-
hoéte

Le transport de 1’ADN viral dans le noyau est possible grédce a son
association avec un certain nombre de protéines virales, notamment
la protéine de matrice MA gqui contient un signal de localisation
nucléaire autorisant ce transport. L’intégrase coupe ensuite les
deux Dbrins de 1’ADN cellulaire pour introduire 1’ADN wviral.
L’intégration semble pouvoir se faire dans de multiples sites de
1’ADN cellulaire. Cette intégration dépend aussi de 1’activation des
cellules infectées : dans des cellules au repos, le processus est
lent et incomplet.

Une fois intégré, 1’activité transcriptionnelle du provirus est

régulée par les facteurs de transcription de la cellule.
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- Transcription et traduction de 1’ADN proviral

L’ARN polymérase II transcrit 1’ADN proviral intégré au génome de la
cellule hbéte ce qui va conduire a la formation d’un ARN. Cet ARN va
ensuite subir a 1’intérieur du noyau plusieurs phénoméne d’excision-
épissage générant plusieurs fragments d’ARN (ARN multi-épissés). Ces
ARN vont étre dirigés vers le cytoplasme pour y étre traduit en
protéines. Ces protéines correspondent aux protéines de régulation
du cycle viral et notamment les protéines Nef, Rev et Tat. Les
fonctions régulatrices de ces protéines vont varier

e TLa ©protéine Nef est une ©protéine inhibitrice de la
transcription. Elle a pour rdle de maintenir la latence virale.
Son mode d’action est complexe : ancrée dans la membrane, elle
va agir indirectement sur la séquence NRE (nef response
element) situé sur le LTR. C’est donc par des intermédiaires
cellulaires qu’elle va provoquer 1"inhibition de la
transcription.

e Contrairement a la protéine Nef, la protéine Tat posséde une
propriété activatrice de la transcription. La protéine Tat se
fixe sur la séquence TAR (Tat Responsive Element). Cette
fixation a pour conséquence 1’activation du processus de
transcription.

e TLa protéine Rev a un rdle clé dans le cycle viral du VIH-1.
Cette protéine se fixe sur le site RBE (Rev Binding Element)
localisé dans la région RRE (Rev Response Element). Le
recouvrement de cette région par les protéines Rev masque un
site accepteur d’épissage ce qui aura pour conséquence de
bloquer le phénomene d’excision-épissage des ARN transcrits et
seul des ARN non épissés ou mono épissés seront alors exportés
vers le cytoplasme pour y étre traduit.

La traduction des ARN pluri-épissés correspond donc a la premiere
phase de 1’expression génétique du VIH-1 caractérisée par la mise en
place de protéines intervenant dans la régulation. La protéine Rev
commande la transition de la phase de latence du VIH vers la phase
de réplication en bloquant le phénomene d’épissage des ARN et
permettant ainsi la production des différents éléments constitutifs

des virions, a partir des ARN non et mono-épissés
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e les ARN, non-épissés vont encoder pour les précurseurs Pr p55
(gaqg) et Pr pl80 (gag-pol) . Ces précurseurs sont des
polyprotéines qui seront clivées ultérieurement. Le Pr pl80,
apres clivage donnera la rétrotranscriptase, 1l’intégrase et une
protéase virale. Le Pr p55 donnera des protéines constitutives
de 1l’enveloppe virale, de la capside et de la nucléocapside.
L’ARN non-épissé servira également de génome pour les nouveaux
virions constitués.

e les ARN, mono-épissés encodent pour le précurseur Pr gplé60 qui,
apres maturation, donnera les glycoprotéines gpl20 et gp4l de
1’enveloppe virale.

Cette étape est schématisée Figure 4.

ADN

Grandes protéines
(-> particule virale)

Cytoplasme

Petites protéines - -
(régulatrices) e _-

Nef --7__-~

Tat -~
Rev

Figure 4 : expression et régulation du génome viral de VIH-1.

- Assemblage et encapsidation

L"assemblage s’effectue au niveau de la membrane plasmique.
L’encapsidation du génome rétroviral est assurée par le précurseur
Pr55 dont le domaine Nc se fixe a la région d’encapsidation ¥ de
1"ARN. Les éléments nécessaires au développement du virion sont
également encapsidés ; par exemple dans le cas de VIH-1, 1’ARN,™7?

sera utilisée par la suite comme amorce a la rétrotranscription.

- Bourgeonnement et maturation

L"agencement de la protéine Env, constituée des deux sous-unités TM

et SU s’effectue pendant la période dite de bourgeonnement. Afin
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d’"acquérir ses qualités infectieuses, le virion subit une phase de
maturation qui consiste en des coupures protéolytiques provoquant la

libération des protéines de matrice, de capside et de nucléocapside.

II.a.iv.Organisation du génome rétroviral

Le génome rétroviral de VIH-1 est codé par une molécule d’ARN

génomique simple-brin d’environ 9.8kb de long (Figure 5)

[Tt 111 1 I [ 11 | I [ 11 [T T T IT 0T T NI T Wl

1 1 1 1 1 1 1 1
b Tkl Pkb S £15: kb B Stk

tkh kb
[ ow ] [or ] [T Joes o
=1 I:[IUE | fel | .| | T fat naf

LTH e r-su'l] | e |LF3 ||F|
LTH

Figure 5 : Organisation générale du génome de VIH-1

La séquence provirale est encadrée par les deux régions non codantes
identiques LTR constituées de séquences répétitives. Ces régions
contiennent les signaux nécessaires a 1’expression des protéines
virales ainsi qu’a la synthese et a 1’intégration de 1’ADN proviral
dans la cellule hdte. Ces régions non codantes sont constituées
par

- une coiffe CAP en 5’ et une queue de polyadénylation poly A en
3’7 comme dans tout ARN messager ; ces éléments sont le fait de
modifications transcriptionnelles générées par la machinerie
cellulaire lors de la synthese

- une région R (Redondant) présente a chacune des extrémités ;
elle autorise le premier saut de brin lors de la
rétrotranscription ; elle contient également la région TAR qui
intervient wvia la protéine Tat dans 1’expression de 1’'ADN
proviral.

- une région U5; cette région tres structurée contient un site de
reconnaissance pour 1’intégrase et semble participer a
1’encapsidation de 1’ARN viral.

- une région U3 dupliquée a 1l’autre extrémité de 1’ADN proviral
aprés la transcription inverse ; elle contient des signaux
intervenant dans 1’intégration de 1’ADN proviral et dans la
régulation de la transcription et wun signal consensus de

polyadénylation.
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- une région PBS (Primary Binding Site), région ou s’accomplit la
fixation de 1’/ARN:*¥*® sur 1’ARN génomique afin d’amorcer 1la
transcription inverse.

- une région DLS (Dimer Linkage Site) située entre la région PBS
et le géne Gag, contenant le site d’initiation a 1la
dimérisation DIS (Dimer Initiation Site). Elle contient
également le site d’épissage majeur SD (Splice Donor) et la

séquence d’encapsidation ¥ de 1’ARN génomique.

IT.a.v.La dimérisation de 1’ARN génomique de VIH-1

-2 Un génome diploide

L’une des caractéristiques communes a tous les rétrovirus est de
posséder un génome sous forme diploide, chaque particule virale
contenant deux copies de 1’ARN génomique positif (Canaani et al.
1973; Coffin 1979; Mangel et al. 1974; Stoltzfus and Snyder 1975).
I1 a été mis en évidence que ces deux brins d’ARN s’associent de
facon non-covalente pour former des dimeres. Grédce a la microscopie
électronique, un site d’interaction ARN-ARN a été localisé a
1"extrémité 5’ terminale du génome (Bender et al. 1978; Bender and
Davidson 1976; Kung et al. 1975; Kung et al. 1976; Murti et al.
1981; Rein 1994) (Figure 6).

5 A\

s coiffe

ARNt % % ARNt

régions
codantes
env env
»"’"y wueue polyA
»P .
Sl b 3
Figure 6 : Illustration du caractere diploide du génome de VIH-1 et de son

site de liaison dénommé DLS (Bender et al., 1976 ; Coffin, 1997).
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Cette région a été nommée DLS (Dimer Linkage Site) et 11 a été
montré qu’elle possede la faculté de dimériser spontanément en
solution (Marquet et al. 1991; Sundquist and Heaphy 1993).

Des études sur cette région ont été effectuées pour les deux
sérotypes les plus répandus chez VIH-1, les isolats Mal et Lai
(correspondant respectivement aux sous-types A et B de VIH-1 groupe
M) . Ces recherches ont permis d’identifier une région de 206
nucléotides nommée domaine d’encapsidation ¥ comprenant le « major
splice donor site » et le codon d’initiation de gag (Paillart et al.
1996d), ainsi qu’une région potentielle de structures secondaires
complexes d’ARN (initialement observée par Harrison et Lever
(1992)). Cette région de 110 nucléotides contient quatre tige-

boucles indépendantes nommées SL1, SL2, SL3 et SL4.

a
GA AG
G G G A
GG GG
GrC GG
g UeA a0
® i, Ll
(249 ) Fray g’:a CG < {4'15 )
ucaAcacaaeAC ®eea® Masavun® “Acaacac GUAUUAAGOGGBGGAG
: sD i
b £
b 8" \\-1u E_g
A - [ G U—G
A A U—a G—LU
6—C C—G L G—C
uU—a A=LU G G A
E—G A C—G G
GG G—0C 332 -G=10C }G- u
U—#a C—3G A—LU H— A
:
U—4 G—=C al U—A i aBI- A —U
! E G—=C- c—a-? G—U
C G G AGGCGAGGGGA AAAMAALUULDUGA AARGGAGAGA ANG |
Figure 7 : Structure secondaire du domaine d’encapsidation ¥ de VIH-1..;.
a/ Modele proposé par Clever et al. (1995), 1le DIS est noté en grisé;

b/ Modele proposé par Berkhout et van Wamel (2000) d’aprés les données de
Berkhout et al. (1996), la tige-boucle SL1 est simple, sans bulge.

Deux modeles de structure secondaire ont été proposés dans la
littérature, le premier par Clever et al. (1995) montre une tige-
boucle SL1 de 35 nucléotides comportant une boucle interne en milieu
de tige, 1le second par Berkhout et wvan Wamel (1996; 2000) qui

présente une tige-boucle simple de 23 nucléotides pour SLI.
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Cependant (Takahashi et al. 2000) a montré 1’importance, dans la
séquence entiere de 35 nucléotides de SL1, du bulge comme régulateur
de la stabilité des tiges et guide du processus de dimérisation.

Afin d’expliquer ce phénomene de dimérisation spontanée, d’autres
études menées sur la souche VIH-1y,, (Marquet et al. 1994; Skripkin
et al. 1994) ont conduit a 1l’isolation d’une treés courte séquence
auto-complémentaire GUGCAC localisée en amont du site donneur
d’ épissage (désigné par SD sur la Figure 7). Cette méme région a été
décrite chez VIH-1.,; par Laughréa et Jetté (1994) et Muriaux et al.
(1995) comme responsable de 1’initiation de la dimérisation, méme a
faible concentration ionique, avec une séquence un tant soit peu
différente mais toujours auto-complémentaire GCGCGC. Cette région
est hautement conservée, quoique des variations de séquence soient
tolérées dans la boucle (Korber et al. 1997; St Louis et al. 1998),
et n’est rencontrée qu’une fois sur tout le génome. L’utilisation de
sondes chimiques et enzymatiques couplée aux résultats de repliement
par minimisation ont permis par la suite de montrer gque cette
séquence se trouve au sommet d’une des quatre tige-boucle (SL1) du

domaine ¥ d’encapsidation (Clever et al. 1995) (voir Figure 7).

2> Implication de la dimérisation dans des étapes-clé du
cycle rétroviral

* Encapsidation
Une des étapes du cycle dans laquelle la dimérisation semble le plus
impliquée est 1" étape d’encapsidation du génome viral.
L’encapsidation est sélective et implique la reconnaissance de
signaux sur 1’ARN viral génomique, signaux absents sur les ARN,
viraux et cellulaires. Un domaine de 1’ARN essentiel ©pour
1l’encapsidation a été identifié a proximité de 1’'extrémité 5’ du
génome viral (Aldovini and Young 1990; Clavel and Orenstein 1990;
Hayashi et al. 1992; Lever et al. 1989). Cette région correspond au
domaine ¢ qui contient également la région d’initiation de la
dimérisation. Les étapes de dimérisation et d’encapsidation de 1’ARN
viral génomique sont donc contrdlées par la méme région. La
suppression de 1l’une des quatre tige-boucle de la région évoquée ci-
dessus entraine des perturbations dans les processus de dimérisation
comme d’encapsidation ; seule SL2 n’est pas nécessaire a

1’ encapsidation. En revanche, 1les tige-boucles SL1, SL3 et SL4
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contribuent de maniére équivalente au phénoméne d’encapsidation
(Clever and Parslow 1997; Harrison et al. 1998b; McBride and
Panganiban 1996; McBride et al. 1997; Paillart et al. 1996Db).
D’ autres études (Berkhout and van Wamel 1996; Laughrea et al. 1997;
Paillart et al. 1996a) ont montré par ailleurs que des virions mutés
au niveau de la séquence DIS provoquaient une réduction importante
de la quantité d’ARN viral encapsidé. Ceci semble suggérer que les
étapes de dimérisation et d’encapsidation sont liées entre elles et
que cette séquence joue un rdle non négligeable dans le processus
d’encapsidation.

Son implication dans d’autres étapes d’importance du cycle a

également été suggérée (Paillart et al. 1996a).

* recombinaison génétique
Selon 1les travaux de Mikkelsen et al. (1996) et Haddrick et al.
(1996), la nature dimérique de 1’ARN génomique serait a 1l’origine de
propriétés de recombinaison impliquées dans la grande variabilité
rencontrée au sein de cette famille de virus (Coffin 1996a; Coffin
1996b; Haddrick et al. 1996). Or nous avons déja évoqué plus haut

1’ importance fondamentale que cette grande variabilité du virus

tenait dans sa capacité a résister aux traitements.

* traduction du geéne gag
L"ARN génomique rétroviral 35S est un ARN, pour la traduction des
précurseurs Gag et Gag-Pol. Chez VIH-1, cette traduction est inhibée
in vitro du fait de la dimérisation ; le DLS recouvre en effet une
partie du site d’initiation de gag, en particulier une structure
secondaire d’ARN située en 5’ de la zone d’encapsidation ¢ masque le
codon AUG initiateur de la traduction du géne gag (Baudin et al.

1993; Bieth et al. 1990; Miele et al. 1996; Mougel et al. 1993; Rein
1994) .

* transcription inverse
Shen et al. (2000) ont établi wun 1lien entre dimérisation et
transcription inverse. La tige-boucle DIS (nt 265-287) est située au
sommet d’une tige-boucle interne nommée tige-boucle B (nt 260-264 et

288-294) (Laughrea et al. 1999) (voir Figure 7). La destruction de
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cette tige-boucle B réduit d’environ 50% la dimérisation génomique
et Jjusqu’a 85% de la synthese d’ADN proviral, 1’étape la plus
touchée se trouvant étre le transfert de brin de 1’ADN lors de la

transcription inverse, réduite d’approximativement 80%.

II.b.Le dimere de 1’ARN génomique de VIH-1

Du fait de son rdle clé dans plusieurs des étapes du cycle de
réplication, le mécanisme de la dimérisation a été étudié in vitro
par de nombreuses équipes. Plusieurs modeles ont été proposés, aussi
bien sur la nature des dimeres impligqués dans ce processus que sur

le mécanisme propre de ce processus.

II.b.1i.Deux formes de dimeres

Un premier modele de dimere, issu des études menées par Marquet et
al. (1991) et Sundquist et al.(1993), suggérait la formation d’une
quadruple hélice d’ARN inter-brin stabilisée par des dgquartets de
purines (Awang and Sen 1993). Ce modéle a été abandonné a la suite
des études sur des fragments d’ARN mutés de Berkhout et al. (1993)
et Muriaux et al. (1995) démontrant la non-implication de ces
quartets dans la dimérisation, ce qui est par ailleurs confirmé par
des expériences in vivo de Fu et al. (1994).

Peu apres a été mise en évidence 1’implication de la tige-boucle SL1
dans la dimérisation, et en particulier de la séquence
auto-complémentaire a son sommet (Laughrea and Jette 1994; Marquet
et al. 1994; Muriaux et al. 1995; Skripkin et al. 1994). Ces données
ont suggéré un nouveau modéle pour la dimérisation, impliquant la
reconnaissance boucle-boucle des ARN viraux lors de son initiation.
Les études in vitro menées par Muriaux et al. (1996a; 1996b) sur la
souche Lai de VIH-1 établissent la présence de deux dimeres de
stabilité différente, la formation d’un dimére dit « instable »,
correspondant & un « kissing-complex », se produisant a 37°C, celle
d’un dimére dit « stable » ne s’opérant qu’aux alentours de 55°C. Le
mécanisme de reconnaissance s’effectuerait alors de la facon
suivante : les boucles auto-complémentaires situées au sommet de la
tige-boucle SL1 s’associent par liaison Watson-Crick pour former un
« kissing-complex » qui se réarrange en un dimere « stable » en

double hélice lorsque la température augmente. (Figure 8)
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Figure 8 : Mécanisme de dimérisation in vitro de VIH-1:;,; et implication de

la NCp7 dans ce processus (d’apres Muriaux et al., 1996a)

Le modele ainsi développé met en Jjeu un complexe boucle-boucle
intermédiaire, imitant ainsi le processus de maturation de 1’ARN
dimérique intervenant in vivo et nécessaire a 1’acquisition des
propriétés infectieuses du virion (Fu et al. 1994). Ce modele de
dimérisation a déja été trouvé chez d’autres rétrovirus, notamment
MoMuLV par Girard et al. (1995) et Fu et al. (1993), et ASLV par
Fossé et al. (1996) et Polge et al. (2000).

Des études thermodynamiques réalisées par spectroscopies RMN et UV
sur un fragment court de 23 nucléotides de la tige-boucle SL1 de
VIH-1:.; (Theilleux-Delalande et al. 2000), dincluant 1la séqgquence
auto-complémentaire initiatrice du processus de dimérisation ont
révélé que ce fragment possede toutes les propriétés requises pour
la dimérisation, constituant ainsi un modeéle utilisable a des fins
de détermination structurale ainsi que pour 1’étude du mécanisme de

transition.
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IT.b.ii.Etudes expérimentales et numériques de la tige-
boucle SLI1
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Figure 9 : Séquence et structure de la tige-boucle SL1 de VIH-1y,;. Les
résidus de la séquence auto-complémentaires sont représentés en blanc dans
des ronds noirs. Les modifications correspondent a la séquence de la
tige-boucle SL1 de VIH-1.,.,;. La séquence du 23-mer utilisée pour les
déterminations structurales est représentée dans le carré gris.

La séquence de la tige-boucle SL1 entiere pour les deux isolats Mal
et Lai ainsi que la numérotation des résidus employée par la suite
sont décrites sur la Figure 9. Le 23-mer de SL1 utilisé a des fins
de détermination structurale est isolé de la séquence totale par le

carré rouge.

- Dimére étendu « stable »

Deux structures ont été publiées pour la forme stable du dimere de
SL1, une pour chacun des isolats Lai et Mal. Ces deux structures
sont en bon accord 1l’une avec 1’autre.

Girard et al (1999) ont déterminé par RMN une famille de 15
structures a partir du 23-mer de SL1 de 1’isolat Lai. Le dimere
déterminé est composé de trois double hélices A colinéaires reliées
par deux Dboucles internes (Figure 10). Ces trois duplexes sont
formés a partir des tiges de SL1 (résidus 265 a 271 d’un monomere et
281 a 287 de 1l’autre) ainsi que des ségquences auto-complémentaires
de chacune des boucles (résidus 274 a 279 des deux monoméres). Les
deux boucles internes sont chacune constituées des résidus 271 et
272 d’un monomere et du résidu 280 de 1’autre monomere. Ces adénines
sont désappariées mais stabilisées par un empilement partiel formant
un motif en fermeture éclair. La paire de base Wobble entre les
résidus U270 et G282 tend a déformer le squelette des tiges. Mujeeb

et al. (1999) ont également réalisé des expériences RMN a partir

d’"une ségquence mutée nommée SL1A, correspondant au 23-mer de SL1 de
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1"isolat Lai avec une mutation des quatre premiéres bases de chacune
des extrémités. La structure déterminée n’a pas été publiée mais est
en tres forte adéquation avec la structure de Girard et al. (1999),
et en particulier le motif en fermeture éclair des adénines dans les
boucles internes se retrouve dans la structure de Mujeeb et al.

(1999) .

Figure 10 : Structure publiée par Girard et al. (1999) pour le dimere étendu
de SLl;.;. Sont représentées en Dbleu et en vert les brins 1 et 2
respectivement. Les adénines 272, 273 et 280 des Dboucles internes sont
représentées en rouge.

La structure du dimere étendu de 1l’isolat Mal de SL1 a été résolue
par cristallographie par Ennifar et al. (1999) (Figure 11). De méme
que pour 1l’isolat Lai, cette structure est formée de trois duplexes
alignés sur un méme axe et reliés par deux boucles internes. Les
résidus constitutifs de ces cing éléments sont les mémes que pour la
structure précédente en tenant compte des différences de séquence
existant entre les isolats Mal et Lai. La principale divergence
entre ces deux structures réside dans la position des purines au
niveau des boucles internes. Dans cette structure, les résidus G273
et A280 forment des ©paires de Dbases inter-moléculaires non
équivalentes. La paire de Dbases G273-A’280 est coudée de sorte
qu’elle autorise la formation d’une liaison hydrogene G273-C281,
tandis que la paire de base G’273-A280 est plane. Les résidus 272
présentent eux aussi une position tres différente de celle de la
structure RMN, ils sont rejetés vers 1l’extérieur de la structure. De
plus, le résidu A’272 présente deux conformations possibles, 1’une
complétement tournée vers 1l’extérieur comme le résidu A272, 1’autre

« collée » contre la molécule.
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Figure 11 : Structure publiée par Ennifar et al.(1999) pour 1le dimere
étendu de SLly.;, avec les brins 1 et 2 en bleu et vert respectivement, et
les purines des boucles internes en rouge.

- Kissing-complex « instable »

Si la forme générale du « kissing-complex » est globalement
approuvée par tous (deux tige-boucles reliées par des liaisons
hydrogene Watson-Crick au niveau des 1résidus de la séquence
auto-complémentaire de leur boucle), la structure fine de ce dimére
reste 1l’objet de nombreuses controverses. Des données structurales
partielles parues dans la littérature sur le positionnement des
résidus de ce complexe, notamment en ce qui concerne les résidus
situés a la jonction entre tige et boucle, présentent de nombreuses
contradictions entre elles et 1’élucidation de la structure du
«kissing-complex» par RMN et cristallographie n’a en rien concilié
ces différents points de vue du fait des larges divergences qui
existent entre les conformations publiées.

Les premiéres données sur la structure proprement dite de la tige-
boucle SL1 ont été apportées par Paillart et al. (1997). Des
expériences de mutagenése dirigée couplées a une modélisation
tridimensionnelle de la tige-boucle ont permis de mettre en relief
deux points essentiels dans la conformation des résidus a la
jonction tige-boucle : d’une part, les adénines en position 272 et
280 forment une paire de base trans entre le cb6té Watson-Crick de
A272 et le c6té Hoogsteen de A280 ; d’autre part, les résidus R273
forment un triplet de bases avec les paires centrales de la boucle
G'276-C277 et G276-C’'277 mais ce triplet de Dbases differe selon
qu’il s’agit de A273 ou de G273. Dans 1l’isolat Mal ou sous-type A,
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le résidu G273 forme un triplet de bases avec la paire G’'276-C277
tandis que 1l’atome N6 de 1’adénine en 273 de 1l’isolat Lai (ou sous-
type B) interagit avec les sites Hoogsteen de la paire G276-C’277.
Ces résultats sont corroborés par plusieurs autres travaux.

Une étude RMN effectuée sur un 19-mer de 1’isolat Mal de la
tige-boucle SL1 par Dardel et al. (1998) montre en effet 1’existence
d’une liaison non-canonique entre les résidus 6 et 14 du 19-mer,
correspondant dans la séquence totale aux adénines 272 et 280. Il
ressort de plus de <ces expériences que les trois hélices du
« kissing-complex », formées des tiges de chaque monomere et de
1"hélice boucle-boucle sont alignées entre elles. En revanche,
aucune donnée sur le positionnement de la guanine 273 n’a pu étre
extraite de ces expériences.

Jossinet et al. (1999) se sont attachés a montrer de facon plus
précise, par des expériences chimiques, les interactions existant
entre les résidus des boucles. Il découle de leurs expériences un
comportement différent de R273 selon la nature du résidu impliqué.
Dans le «kissing-complex» de sous-type A, les résidus G273 et G’'273
forment des triplets de Dbases intermoléculaires avec les paires
G276-C"277 et C277-G’"276 du centre de 1’hélice boucle-boucle, tandis
que les adénines A273 et A’273 du «kissing-complex» de sous-type B
forment des triplets de bases intramoléculaire avec les paires
G276-C" 277 et C277-G" 276 respectivement. L’ étude fine de
1"interaction entre les adénines 272 et 280 révele que deux liaisons
hydrogene sont formées, impliquant les atomes N3 et H2 du résidu
A272 et NH,-6 et N7 du résidu A280.

Enfin des études par détermination de constantes de dissociation et
substitution des bases dans la boucle effectuées par Lodmell et al.
(2001) sont en parfait accord avec les observations détaillées ci-
dessus. Il en ressort en effet que le résidu R273 est impliqué dans
une liaison hydrogéne non-canonique et qu’il existe un appariement
entre les résidus A272 et A280.

Il est a noter gu’au cours de ces divers travaux, la jonction entre
la tige et la boucle considérée ne comportait que les trois purines
entourant la séquence auto-complémentaire, la tige étant ainsi
constituée de sept paires de bases et 1’hélice boucle-boucle de six

paires de Dbases. De fait, 1les données RMN (Dardel et al. 1998)
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révelent un appariement entre les résidus G271 et C281 pour 1l’isolat
Mal. Cependant les études de substitution de bases de Lodmell et al.
(2001) suggerent que, si cet appariement des résidus 271 et 281 est
indispensable a la formation du dimere pour la tige-boucle SL1 du
sous-type A, 11 ne semble pas qu’il en soit de méme pour le
sous-type B.

Cette derniére observation apparait capitale lorsque 1’on considére
la structure résolue par spectroscopie RMN publiée par Mujeeb et al.
(1998). Leur étude s’est portée sur la tige-boucle de 23 résidus
correspondant a la séquence de 1’isolat Lai muté au niveau de la
séquence de la tige pour permettre une meilleure stabilité du
« kissing-complex ». La structure ainsi déterminée du
« kissing-complex » s’est révélée en contradiction avec plusieurs
des points évoqués précédemment. La différence la plus flagrante
réside dans le fait que 1les tiges du «kissing-complex» dans la
structure résolue par spectroscopie RMN ne comportent pas 7 mais
6 paires de bases. En effet, les résidus G7 et Cl7 du 23-mer,
correspondant aux résidus G271 et C281 dans la séquence totale, se
révelent étre non-appariés, ce qui confere a cette structure une
boucle de 11 nucléotides avec 6 de ces nucléotides engagés dans le
complexe boucle-boucle. La jonction tige-boucle se trouve donc cette
fois étre composée de 5 résidus. Cette configuration inattendue est
en particulier due & une conformation syn du résidu C1l7. D’autres
divergences avec les données pré-établies ressortent de cette étude.
Notamment, toujours au niveau de la Jjonction, la structure RMN
révele une liaison non-canonique inter-moléculaire entre les purines
A9 et A’'l16 (respectivement A273 et A’280) au lieu de 1la liaison
non-canonique intra-moléculaire A272-A280 évoquée Jusqu’ici. La
structure présente de plus un angle entre les axes de ses tiges
compris entre 90° et 120°, ce qui <contredit 1’hypothése de
1’ empilement coaxial des trois hélices avancée par Dardel et al.
(1998) . Enfin, les résidus A8 et Cl7 d’'un monomere (respectivement
A272 et C281l) et le résidu A9 (A273) de 1’'autre se trouvent engagés
dans un empilement stabilisant, hypothése qui n’avait pas

jusqu’alors été envisagée. (Figure 12)
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Figure 12 : Structure publiée par Mujeeb et al. (1998) pour le dimere en

« kissing-complex » de SLI1A. Nous avons représenté respectivement en bleu
et vert les monomeres 1 et 2, en rouge les adénines a la Jjonction tige-
boucle de chaque monomére et en bleu les résidus G271-C281 de chaque
monomere. Les axes des tiges sont également représentés.

Une autre structure, cette fois résolue par diffraction de rayons X,
a été publiée par Ennifar et al. (2001) (Figure 13). Elle se trouve
étre en désaccord sur plusieurs points, et avec la structure RMN, et
avec les autres données expérimentales mentionnées précédemment. Les
deux 1isolats Mal et Lai ont fait 1’objet de cette investigation
structurale et les structures déterminées pour ces deux dimeres de
SL1 sont tres proches 1l’une de 1’autre. Comme dans la structure RMN
de Mujeeb et al. (1998), les sucres des résidus G271 sont en
conformation C2’-endo et pour 1’isolat Lai les résidus U270 et G282
forment une paire de bases Wobble. Par contre, les tiges contiennent
7 paires de bases alors que 1’hélice boucle-boucle n’en contient que
six. Ces trois hélices se trouvent empilées de facon coaxiale. Ces
observations sont en accord avec les données RMN de Dardel et al.
(1998), ainsi qu’avec les études expérimentales ne considérant que
trois résidus dans la jonction tige-boucle. En revanche, la position
de ces résidus differe totalement des observations précédentes. Ces
structures présentent en effet un positionnement des résidus A272 et
R273 empilés ensemble et tournés vers l’extérieur de la structure,
alors que les résidus 280 restent tournés vers 1’intérieur des
boucles et empilés dans 1’alignement G279-A280-C281. Il n’y a donc
dans ces structures aucune des liaisons hydrogéne non-canoniques

envisagées précédemment entre les purines des jonctions.
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Figure 13 : Structure publiée par Ennifar et al. (2001) pour le dimere en
« kissing-complex » de SLl.;,;. Nous avons représenté respectivement en bleu
et vert les monomeres 1 et 2, en rouge les adénines a la Jjonction

tige-boucle de chaque monomere et en bleu les résidus G271-C281 de chaque
monoméere. Les axes de chacune des tiges sont également représentés.

Enfin, Kieken (2004) a déterminé la structure du « kissing-complex »
a partir d’'une ségquence mutée du 23-mer de la tige-boucle SL1 de
VIH-1:.:. A cause de 1’attribution équivoque des résidus A272 et
A273, deux familles de structures sont proposées. Ces familles
montrent a leur tour des résultats trés différents des deux
structures précédentes. Certes, comme pour la structure
cristallographique, 1les tiges contiennent 7 paires de bases et
1’interaction boucle-boucle est constituée de 6 paires de Dbases.
Cependant contrairement a la structure cristallographique,
1l’ensemble des nucléotides de 1’'interaction boucle-boucle ne
présente pas un agencement hélicoidal mais un empilement de plans
inclinés d’environ 50° wvers la gauche par rapport a 1l’axe de
1"hélice. Les deux familles se distinguent par les positions des
nucléotides a la jonction de la tige et de la boucle. Dans les deux
familles, le résidu Al6, correspondant a A280 dans la séquence
totale, se trouve empilé avec le résidu G’'10 (soit le résidu G’274
de la séquence totale). Les deux adénines en 5’ présentent par
contre des conformations radicalement différentes selon la famille
de structures décrite par Kieken (2004). Dans la premiere famille,
les adénines 272 et 273 sont tournées vers l’intérieur de la boucle.
L’ adénine 272 posséde un angle diédre 03’-P-05'-C5’ d’environ -40°,
donc proche de la valeur d’une hélice A qui est de -70°, et est
partiellement empilée avec le résidu G271 avec lequel il forme par

ailleurs une liaison hydrogene. L’adénine 273 peut, elle, former une
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liaison hydrogéne avec le résidu C281. L’angle entre les axes des

tiges est d’environ 95°. (Figure 14)

Figure 14 : Structure caractéristique de la famille 1 déterminée par Kieken
(2004) pour le dimere en « kissing-complex » de SLl,,;. Sont représentés
respectivement en bleu et vert les monoméres 1 et 2, en rouge les adénines
a la Jjonction tige-boucle de chaque monomere et en Dbleu les résidus
G271-C281 de chaque monomere. L’axe des tiges est également représenté.

Dans la deuxiéme famille, les adénines en 5’ présentent des
configurations opposées : le résidu A272 est tourné vers l’extérieur
de la boucle et forme une liaison hydrogéne avec le résidu C281 de
1"autre monomére tandis que le résidu A273, tourné vers 1’intérieur
de la boucle, forme des liaisons hydrogéne avec les résidus G274 et
A280 du méme monomere. Ce résidu A272 contient un angle diedre
03’ -P-05'-C5’ d’une valeur surprenante, d’environ 160°. L’angle
entre les axes des tiges est légerement supérieur a celui de 1’autre

famille, environ 110°. (Figure 15)

1
diee

Figure 15 : Structure caractéristique de la famille 2 déterminée par Kieken
(2004) pour le dimere en « kissing-complex » de SLl;,;. Sont représentés
respectivement en bleu et vert les monoméres 1 et 2, en rouge les adénines
a la Jjonction tige-boucle de chaque monomére et en Dbleu les résidus
G271-C281 de chaque monomere. L’axe des tiges est également représenté.
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Les divergences importantes existant entre les données structurales
déterminées par expériences chimiques et Dbiochimiques et les
structures parues dans la littérature sur la tige-boucle SL1 de
VIH-1 donnent a penser que la structure de la tige-boucle SL1 est
tres flexible et existe sous de nombreuses formes. Ces observations
ont conduit différentes équipes, y compris la ndétre, a s’intéresser

a la dynamique de cet ARN.

ITI.b.iii.Les simulations de dynamique moléculaire de la
tige-boucle SLI

Les premieres simulations de dynamique moléculaire sur la tige-
boucle SL1 ont été publiées par Pattabiraman et al. (2002). Ces
dynamiques ont été réalisées a partir de modeles de structures du
«kissing-complex» de la tige-boucle SL1 obtenus en tenant compte des
données expérimentales publiées par Paillart et al. (1997), Dardel
et al. (1998) et Jossinet et al. (1999). Trois modeles ont été ainsi
établis en vue d’'étudier leur dynamique en solution, deux de ces
modeles en utilisant la séquence SL1 de VIH-1ly.;, le troisieéme en
utilisant la séquence de VIH-1i,;.

Les trois modeles forment quasiment une double hélice A contenant
cependant des imperfections du fait des trois purines a la jonction
tige-boucle. Les deux modeles dénommés HIV-1 MAL et HIV-1 LAI
contiennent les liaisons non-canoniques entre les adénines 272 et
280 décrites par Jossinet et al. (1999) ainsi que des triplets de
base entre le résidu R273 et les atomes de la base du nucléotide
G276 (plus ceux de son groupement phosphate en ce qui concerne
HIV-1 LATI). L’autre modele basé sur la séquence de VIH-1,, contient
l’interaction non canonique entre les adénines 272 et 280 et les
triplets de Dbases intermoléculaires décrits par Paillart et al.
(1997). Il est référencé sous le nom de modele de Westhof. Seuls les
nucléotides n°268 a 284 ont été utilisés pour le calcul. Il est a
noter que dans ces modeles, Pattabiraman et al. (2002) ont considéré
les résidus G271 et C281 comme appariés.

Ces trois modeles ont été simulés en solution en présence de contre-
ions sodium a une température de 300K en wutilisant le programme
académique AMBER-4.1 (Pearlman et al. 1995) sur une trés courte

durée de 400ps. Les simulations révelent la formation d’empilements
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entre les paires A272-A280 et G271-C281 ainsi qu’entre les paires
A272-A280 et G’'274-C279 contribuant a la stabilisation de 1la
jonction tige-boucle. Cependant, les liaisons non-canoniques entre
les résidus A272 et A280 semblent relativement instables et se
rompent par intervalles au cours de la simulation. En revanche, le
résidu R273 forme deux liaisons hydrogene, 1’une avec G276, 1’autre
avec C277 qui semblent maintenir la boucle en conformation A. Forts
de ces observations, Pattabiraman et al. (2002) ont envisagé
1"hypotheése que le « kissing-complex » soit en fait pré-formé a la
conversion en dimere étendu.

Les simulations numériques de Pattabiraman et al. (2002) présentent
cependant une certaine faiblesse, principalement du fait gque ces
simulations sont Dbasées sur des conformations issues de la
modélisation moléculaire et non pas d’expérimentations structurales,
ainsi que du fait que la durée de simulation reportée est trop
courte pour voir se produire d’ éventuels changements
conformationnels importants.

Reblova et al. (2003) ont réalisé des expériences de simulations
similaires mais en se basant sur les structures expérimentales
parues dans la littérature et sur des temps de simulation beaucoup
plus 1longs. Les structures des isolats Lai et Mal issues des
expériences de diffraction de rayons X (Ennifar et al. 2001) en
présence et en absence d’ions magnésium, ainsi que la structure de
1"isolat Lai muté au niveau des tiges (Mujeeb et al. 1998) en
présence seulement de contre-ions sodium, ont fait 1’objet de ces
investigations. Toutes ces structures ont été simulées en solution a
la température de 300K dans un environnement électriquement neutre
avec des temps de simulation variables, de 3 ns a 7.5 ns. Les
résultats obtenus pour les structures cristallines varient en
fonction de la séquence utilisée et de la présence ou non des ions
magnésium. Pour 1l’isolat Mal, la structure cristalline présente une
poche centrale contenant 3 ions magnésium. Au cours de la simulation
en présence de ces ions, deux de ceux initialement présents dans la
poche y restent a demeure pendant toute la durée de la simulation,
deux autres ions magnésium se trouvant en permanence au bord de
cette poche. Les purines 272 et 273 des jonctions subissent des

fluctuations au cours de la simulation, de nature différente selon
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le brin auquel elles appartiennent : les purines du brin A restent
relativement proches de la structure initiale tandis que les purines
du brin B tendent a rentrer vers 1’intérieur de la structure. Cette
différence de comportement peut s’expliquer par le fait que la
structure <cristallographique publiée dans la littérature est
asymétrique, avec une conformation de G273 du brin 1 en anti alors
que celle de G273 du brin 2 est en syn. La simulation de ce méme
isolat en absence d’ions magnésium montre une occupation permanente
de la poche centrale par 3 ions Na' et un comportement des purines de
jonction plus stable, leur empilement se trouvant cependant
partiellement réduit du fait d’une plus grande fluctuation des A272
que des G273. Les simulations de 1’isolat Lai présentent de méme une
poche centrale et des fluctuations conformationnelles au niveau des
purines de jonction. La simulation de cet isolat en absence d’ions
magnésium révele un comportement assez similaire a celui de 1’isolat
Mal, la poche étant occupée par trois ions sodium pendant la
simulation et les purines des Jjonctions restant essentiellement
rejetées vers 1’extérieur de la structure. En revanche, le
comportement de cet isolat en présence d’ions magnésium présente des
divergences importantes avec celui de 1’isolat Mal. En particulier,
la poche centrale n’est jamais occupée par des ions magnésium, ni
dans la structure initiale ni au cours de la simulation. De fait,
cette poche subit une réduction de volume au cours de la dynamique
qui la rend trop petite pour recevoir un complexe de magnésium hexa-
hydraté. La réduction de cette poche survient a 1la suite d’un
rapprochement des quatre adénines des jonctions entre elles, allant
jusqu’a former une tige de quatre bases empilées. On observe
toutefois la présence dans la poche de deux ou trois ions sodiums
variables. Les conclusions de Reblova et al. (2003) sur les
structures cristallines sont en faveur d’une bonne stabilité de ces
structures en solution, meilleure selon eux dgque celle de 1la
structure déterminée par spectroscopie RMN. Pour cette derniere, la
simulation de 3 ns réalisée en présence d’ions sodium a révélé une
augmentation de 1’angle entre les axes des tiges, donc une
linéarisation de la structure et la disparition de 1’empilement

A272/A’273/C281. Ils remarquent de plus que les résidus G271 et C281
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deviennent coplanaires au cours de cette simulation sans toutefois
observer d’appariement entre ces bases.

Ces résultats se trouvent en partie contredits par les simulations
publiées par Beaurain et al. (2003), effectuées sur les deux
structures existantes de 1’isolat Lai, 1la structure cristalline
(Ennifar et al. 2001) et la structure RMN (Mujeeb et al. 1998). Ces
simulations ont été réalisées sur des temps plus longs, 5 ns pour la
structure RMN, 10 ns pour la structure cristallographique. Les
résultats obtenus lors de la simulation de la structure RMN sont
relativement proches de ceux obtenus par Reblova et al. (2003). En
effet, Beaurain et al. (2003) observent une décroissance de la
courbure de la structure RMN et une tendance de G271 et C281 a
devenir coplanaires. Ils constatent de surcroit gque les valeurs des
angles diedres, tres différents des valeurs d’une hélice A dans la
structure initiale - pierre d’achoppement de nombreuses polémiques -
reviennent rapidement au cours de la simulation vers des valeurs
standard sans altérer 1la structure RMN de facon significative.
Enfin, le résidu A273 ne subit pas de mouvements important bien que
sa liaison non-canonique avec A’280 semble rompue. La paire de base
A’273-A280 se trouve quant a elle engagée dans un empilement entre
les résidus G271/A280 d’une part et C281/A’273 d’autre part. La
simulation de la structure cristallographique en revanche présente
des résultats assez différents. La structure reste globalement
linéaire et coaxiale mais subit de plus grandes évolutions que la
structure RMN. Les purines des Jjonctions, en particulier, se
tournent vers 1’intérieur de la structure Jjusqu’a se trouver
« enfouies » a 1l’'intérieur, entiérement en ce qui concerne les
purines du monomere 1, partiellement pour celles du monomere 2. De
plus, des désappariements se produisent au cours de la simulation,
notamment 1’ouverture de la paire G271-C281 du monomere 1 ainsi que
de la paire G273-C’'279 de 1’'hélice boucle-boucle. L’'ouverture de
cette derniéere paire de bases semble nécessaire au repositionnement
du résidu A280 de sorte qu’il puisse former une liaison hydrogene
avec le résidu A272 « enfoul » dans la structure. Enfin, on observe
pour les deux résidus G271 un changement de conformation du sucre,

de C2’-endo en C3’-endo.
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Ces observations ont conduit Beaurain et al. (2003) & penser que la
structure RMN, pourtant plus irréguliere au premier abord, serait
plus stable en solution que la structure cristallographique, bien
que celle-ci soit tres proche d’une hélice A réguliere. Enfin,
Beaurain et al. (2003) soumettent 1’hypotheése que ces deux
structures représenteraient en réalité deux états transitoires

différents du « kissing-complex ».

- Mécanismes de transition

Si les acteurs de la transition commencent a étre relativement
connus, on sait encore réellement peu de choses a 1’"heure actuelle
sur le mécanisme proprement dit de la transition. Différents
mécanismes ont été avancés a ce jour.

Le premier modele, proposé par (Theilleux-Delalande et al. 2000),
consiste en une fusion concertée des deux tiges engagées dans le
« kissing-complex », suivie d’un réappariement inter-brin dans le
but de reconstituer la double hélice du dimére « stable ». Les brins
ainsi dissociés pourraient ensuite se réapparier mais de facgon
inter-moléculaire. Tout au long de ce processus, les résidus des
séquences auto-complémentaires des boucles restent appariés. (Figure

16)

Figure 16 : Mécanisme de transition entre le dimere instable et le dimere
stable, impliquant une fusion concertée des tiges suivie d’un réappariement
inter-brin, suggéré par Theilleux-Delalande et al. (2000)

41



GENERALITES Le dimere de VIH-1

D’ autres modeéles de transition ont été récemment proposés, au vu des
nouvelles données structurales qui ont été publiées. Notamment, la
résolution par diffraction de rayons X de la structure du
« kissing-complex » pour les isolats Lai et Mal a conduit Ennifar et
al. (2001) a proposer un modele de substitution au mécanisme de
transition. Selon les auteurs, le passage du complexe boucle-boucle
au duplexe pourrait s’expliquer par un mécanisme de clivage suivi
d’une religation croisée, grédce a une double trans-estérification.
Cette observation est basée sur le fait que, dans leur structure,
les deux résidus R273 de la tige-boucle SL1 sont trés proches 1’un
de 1l’autre et en conformation C2’-endo. Les groupements 2’-0H de ces
résidus sont ainsi orientés de maniere favorable a une attaque du
groupement phosphate situé en 3’, permettant une coupure du brin
d’ARN par trans-estérification conduisant a la formation, d’un coété
d’un cycle a cing, de 1l’autre d’un groupement 5’-OH. Il s’ensuivrait
un mouvement des deux résidus R273 aboutissant a une religation
croisée par une nouvelle double trans-estérification, cette fois
entre le phosphate du cycle d’un brin et le 5’-OH du deuxiéme brin,
afin de former le dimere étendu. Ce mécanisme ne nécessite
1’ ouverture des paires de bases ni des tiges, ni de 1l’interaction

boucle-boucle. (Figure 17)

Figure 17 : Modele de transition entre le dimere instable et le dimere
stable suggéré par Ennifar et al. (2001), dimpligquant un mécanisme de
coupure-religation du squelette phospho-diester.
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Des cations de magnésium, présents en abondance dans les structures
cristallographiques, pourraient intervenir comme catalyseurs dans
ces réactions et certains d’entre eux sont d’ailleurs observés a
proximité des atomes concernés dans les données structurales.

Un autre mécanisme comportant un processus de coupure-religation
mais empruntant une voie quelque peu différente a été envisagé par
Pattabiraman et al. (2002) sur la Dbase d’études de modélisation
moléculaire. Le mécanisme proposé differe pour les souches Mal et
Lai et repose sur des observations structurales de leurs modeles. En
ce qui concerne la souche Mal, le groupement 2’-0OH du résidu R273
aurait la capacité d’attaquer son propre groupement phosphate en 3',
provoquant ainsi la coupure du brin d’ARN, et comme précédemment il
y aurait re-formation d’une liaison phospho-diester mais inter-brins
entre le groupement 5’-0OH du résidu 274 d’un brin et le phosphore du
résidu 273 de 1l’autre brin. Le résidu 273 du modele de tige-boucle
proposé pour la souche Lai ne possede pas cette capacité car son
groupement 2’'-0OH n’est pas orienté de maniére favorable. Le
mécanisme de transition envisagé est donc légérement différent. I1
consiste en une attaque du groupement 2’'-0OH du résidu 272 d’un brin
sur 1le groupement phosphate du résidu 273 de 1’autre brin. La
rupture de la liaison P-03’ conduit a la formation d’un groupement
3’"-0OH libre d’attaquer le phosphore en 5’ sur 1l’autre brin afin de
reformer une liaison phospho-diester, ce qui entraine 1’échange de
brins. Ce modeéle de transition n’est cependant proposé qu’a titre
d’hypothése et n’est appuyé par aucune autre donnée expérimentale
que les observations des structures obtenues par mécanique
moléculaire.

Enfin, un mécanisme totalement différent a été envisagé par Beaurain

et al. (2003) sur la Dbase d’observations du comportement des
structures de « kissing-complex » de Mujeeb et al. (1998) et de
Ennifar et al. (2001) lors de simulations de dynamique moléculaire,

ainsi que de leurs divergences structurales en particulier
concernant le nombre de paires de bases contenues dans les tiges et
dans 1l’interaction boucle-boucle pour chacune de ces structures. Ces
paires de bases sont au nombre de sept dans les tiges et de six dans
les boucles chez Ennifar et al. (2001) alors qu’elles sont de six

dans les tiges et de huit dans les boucles chez Mujeeb et al. (1998)
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- si 1’on tient compte des paires A273-A280 inter-moléculaires. Dans
le mécanisme imaginé par Beaurain et al. (2003), la formation du
dimere étendu a partir du « kissing-complex » pourrait se faire par
extension de 1’hélice boucle-boucle résidu par résidu. Les deux
structures de « kissing-complex » ne représenteraient alors que deux
états transitoires différents de la conversion

« kissing-complex » -> dimere étendu.

3 I—A 5’_I-AA 5,_|_A8_|
LTI => [ => [T

{

_I—T_TS I—II'r"a|
57 57 57
ERRRNRARARARAATAANY < LU T < I
Figure 18 : Modele de transition entre le dimere instable et le dimere
stable suggéré par Beaurain et al. (2003) et consistant en une élongation

de 1’hélice boucle-boucle du dimeére instable.

A 1’heure actuelle, les données expérimentales publiées restent
insuffisantes pour permettre de trancher entre ces différents
mécanismes.

Un autre élément d’importance dans le mécanisme de transition
in vivo est la présence d’un catalyseur a cette réaction, en
1" occurrence la protéine de nucléocapside NCp7, dont 1le rdle
primordial dans le phénomene de dimérisation a fait 1’objet de

nombreuses études.

-2 La protéine de nucléocapside NCp7

Les études sur la dimérisation de 1’ARN génomique et sur les co-
facteurs associés ont montré 1’implication du domaine NC de Pr55
dans ce processus (Berkowitz et al. 1993; Darlix et al. 1990;
Dorfman et al. 1994; Fu et al. 1994). La NCp7 est issue du clivage
par la protéase du précurseur poly-protéique Prb5b5gag. Sa séquence
active n’est pas encore clairement identifiée mais comprend deux
motifs CCHC (CCHC = C-X2-C-X4-H-X4-C ; C=Cys, H=His, X=ac. am.

quelconque). Ce motif est présent en simple ou double exemplaire
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chez toutes les protéines de nucléocapside rétrovirales (Summers et
al. 1992). Ces régions s’organisent autour d’un atome de zinc en un

complexe de coordination connu sous le nom de motif en « doigt de

zinc ». (Figure 19)
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Figure 19 : Structure secondaire en « doigt de zinc » de la protéine de

nucléocapside NCp7

Les études de la NCp7 en tant que catalyseur de la dimérisation ont
suggéré que son rOle d’activateur du processus était dd a une
interaction avec le complexe Dboucle-boucle d’ARN conduisant a la
transformation de ce dimére instable en dimere stable (Muriaux et
al. 1996a; Sakaguchi et al. 1993). Elle apparait donc comme
indispensable a la maturation du virus dans les <conditions
physiologiques (Damgaard et al. 1998; De Rocquigny et al. 1993;
Takahashi et al. 2001; Takahashi et al. 2000; Yuan et al. 2003).
Rist et Marino. (2002) ont montré de surcroit que la NCp7 accélérait
1"échange de brin entre les tiges sans rompre les interactions
boucle-boucle et que son action était optimale dans la proportion de

deux NCp7 pour un « kissing-complex » d’ARN.

IT.c.But du travail de These

La dimérisation apparait comme une des étapes <clé du cycle
rétroviral. En particulier, la tige-boucle SL1 pourrait constituer
une nouvelle cible pour la conception d’inhibiteurs. L’élucidation
des structures des complexes impliqués dans cette étape ainsi que du
mécanisme de conversion du « kissing-complex » en dimére étendu peut
donc représenter une grande avancée dans la lutte contre ce virus.

Plusieurs structures de dimeres sont parues dans la littérature mais
ces structures présentent de grandes divergences entre elles, en
particulier pour le « kissing-complex ». Or, la conception de
médicaments assistée par ordinateur se base sur les connaissances
structurales de la molécule. Il est donc nécessaire d’étudier

soigneusement la stabilité des différentes structures publiées afin
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de déterminer lesquelles de ces conformations les diméres de SL1
sont les plus susceptibles d’adopter en solution.

Un autre élément d’ importance a étudier est le chemin
conformationnel emprunté par la molécule pour réaliser la transition
entre le « kissing-complex » et le dimére étendu afin de déterminer
la région de la tige-boucle SL1 sur laquelle il serait plus
judicieux de <concentrer nos efforts. Les différents mécanismes
envisagés Jjusque la ne nous permettent en effet pas de privilégier
une région d’attaque, 1l’un de ces mécanismes envisageant une fonte
des tiges avec conservation de 1’interaction boucle-boucle lors
qu’un autre prévoit une coupure du squelette phospho-diester entre
la Jjonction et la boucle sans qu’aucune modification n’intervienne
sur les tiges.

L'outil d’investigation que nous avons choisi d’utiliser est 1la
simulation de dynamique moléculaire. Cette technique permet en effet
d’explorer 1’espace conformationnel d’une molécule et est souvent
utilisée comme outil de raffinement des structures déterminées
expérimentalement. De plus les nouvelles techniques développées

permettent d’étudier le chemin conformationnel d’une transition.
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IIT.MATERIEL ET METHODES

ITI.a.Rappels sur 1’'ARN

IIT.a.i.Structure de 17ARN

L"acide ribonucléique (ARN) est un polymere similaire a 1’ADN, aussi
bien en terme structural qu’en terme fonctionnel, a ceci prés dque
1l"ose de 1'ARN est un ribose alors que celui de 1’ADN est un
désoxyribose. Ses éléments constitutifs sont les quatre Dbases
adénine (A), cytosine (C), wuracile (U) et guanine (G) qui sont
reliées au sucre ribose. La chaine d’ARN se construit par des
liaisons phospho-diesters entre les sucres successifs par

1’intermédiaire des groupements phosphates (Figure 20).
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Figure 20 : Organisation d’un nucléotide d’ARN : le groupement phosphate,
le sucre (un ribose dans le cas de 1’ARN) et la base. Les 4 Dbases
impliquées dans les ARN sont détaillées a droite.

Le caractére monocaténaire de 1’ARN 1lui confére 1la possibilité
d’adopter des structures secondaires et tertiaires conditionnées par
1"agencement des nucléotides de sa propre séquence.

Les interactions participant a la structure secondaire des ARN sont
les interactions électrostatiques, les interactions d’empilement,
les interactions soluté-solvant et les liaisons hydrogéne. Il existe
plusieurs types de liaisons hydrogene entre les bases d’un ARN
(Saenger 1984). Les liaisons les plus courantes sont de type
Watson-Crick (liaisons canoniques) qui permettent de former trois
liaisons hydrogéne entre les résidus G et C ou deux liaisons

hydrogene entre les résidus A et U. On trouve aussi assez
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communément des paires G-U de type Wobble. Plus rares mais
rencontrées de temps a autres dans les structures d’ARN sont les

paires de base de type Hoogsten. (Figure 21)
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Figure 21 : Les différents types de liaisons hydrogeéne pouvant intervenir

entre les bases d’un ARN d’aprées Saenger (1984).

A 1’instar de 1’ADN ces appariements peuvent donner naissance a des
doubles hélices, notamment lorsque 1’ARN constitue le support de
1’information génétique, comme chez certains virus. Néanmoins, la
présence en 2’ du ribose du groupement hydroxyle défavorise la
conformation B de 1'hélice au profit d’une conformation de type A.
De plus, comme mentionné ci-dessus, les brins qui constituent ces
doubles hélices peuvent appartenir a la méme molécule d’ARN.
L"enchainement de régions appariées et non-appariées conduit a des
arrangements présentant un grand nombre de motifs secondaires, dont
le plus fréquemment rencontré reste le motif dit en tige-boucle
(communément appelé « épingle a cheveux »). Il est constitué d’une
région en double hélice terminée par des nucléotides non-appariés
formant une boucle dont les rdles sont variés, par exemple
stabilisation ou interaction avec de 1’ARN ou des protéines. Bien
d’autres motifs de structure secondaire existent chez 1’ARN,
détaillés Figure 22 (Burckard et al. 1999). Les interactions a
courtes ou longues distances de ces motifs entre eux forment la

structure tridimensionnelle dite structure tertiaire (Figure 22).
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Figure 22 : Descriptif des structures secondaires et tertiaires rencontrées

dans les ARN d’aprés Burckard et al. (1999).

IIT.a.ii.Parametres structuraux des acides nucléiques

I1 a été déterminé lors de la convention de Cambridge de 1988
(EMBOworkshop 1989; Lavery and Sklenar 1988; Sarma 1988) un ensemble
de parametres afin de décrire de facon univoque la conformation d’un
acide nucléique. Les positions relatives des paires de bases sont
décrites par des paramétres hélicoidaux. La position de la base ou
de la paire de base par rapport a l’axe de la double hélice est
décrite par des parametres de translation et de rotations nommés

Xdisp, Ydisp, inclination et tip.(Figure 23)

SR S K

x—displacemant y—displacamani inclinafion
(déplacement en x) (déplacement en y) (inclination) (|nc|ma|son)
Figure 23 : Définition des parametres intra-base ou paire de bases
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Les positions relatives des deux Dbases d’une méme paire sont
évaluées gréce aux parametres shear, stretch, stagger, propeller,

twist, buckle et opening. (Figure 24)

S R

Siralch Propollor QOpening
(cisaillement) (déformation) (extension) (hélice) (decalage) (ouverture)
Figure 24 : Définition des paramétres inter-bases d’une méme paire de bases

Enfin, 1’organisation des paires de bases successives se détermine
par les parametres de twist, roll, tilt, rise, slide et

shift. (Figure 25)

S e s s

Hida Twisi
(deplacement) (|nc||na|son) (glissement) (roulls) (elevatlon) (torsion)
Figure 25 : Définition des parametres inter-paires de bases.

Des parametres d’"angles diedres permettent de mesurer la
conformation d’un sucre (angles v; a vs) ainsi que du sqguelette
phospho-diester (angles o, B, v, O, €, (). L’'’orientation du sucre
par rapport a la base adjointe est décrite par 1’angle diedre x.
(Figure 26).

Du fait que le sucre est composé d’un cycle a 5 atomes, les 5 angles
caractérisés précédemment (v; a vs) sont 1liés les uns aux autres. Le
plissement du sucre est en fait entierement déterminé par la
connaissance de deux parametres du sucre, la phase P et 1’amplitude
A, reliés aux angles de torsion endocycliques par 1’équation de

pseudo-rotation

v, = Acos|[P +144°(i —2)] on i=1-5 (24)
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Figure 26 : Définition des angles diedres caractéristiques de 1la

conformation du sucre (angles v; a vs, X) ainsi que ceux caractéristiques de
la conformation du squelette phospho-diester (angles o, B, v, &, &, Q)

ITI.b.La simulation de dynamique
moléculaire de polymeres

IITI.b.i.Principe de la dynamique moléculaire libre

La dynamique moléculaire consiste a étudier la trajectoire
d"une molécule en lui appliquant les lois de la mécanique classique
newtonienne. Une molécule est considérée comme un assemblage
d’atomes dont les positions spatiales varient au cours du temps.
Chaque atome est considéré comme une masse ponctuelle dont le
mouvement est déterminé par 1’ensemble des forces qui s’exercent sur
elle. Il en résulte un mouvement atomique correspondant a des
oscillations autour d’un minimum d’énergie ou au passage d’un de ces
minima a un autre. La dynamique moléculaire possede ainsi la faculté
d’extraire la molécule d’un minimum local.

Cette technique repose sur 1’intégration des équations de

mouvements de Newton pour chaque atome 1
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ou m;=masse de 1l’atome 1
a,=accélération de 1’atome I

E=force s’exercant sur 1l’atome 1

L’accélération étant dérivée des coordonnées I(f) d’un atome 1 & un

instant ¢, on en déduit que

- dv:lt d2r1i(t
Fi(t)=m, - pral e (2)
Si ﬁ, . ﬁ sont les coordonnées des différents atomes a un

instant t, on peut déterminer la force F, qui s’exerce a cet instant

sur un atome 1 par dérivation par rapport a ses coordonnées

spatiales de la fonction énergie potentielle E(L, ..., I,)
> d
Fi(t)=——=E(x, ..., r,) (3)
dr,

Pour obtenir la trajectoire des atomes en fonction du temps, on va
réaliser une intégration numérique sur un court intervalle de temps
des équations de mouvements.
Ces équations de mouvements sont déterministes. Il faut, pour
réaliser une simulation de dynamique moléculaire, partir d’une
structure raisonnable du systeme (expérimentale ou modele) que 1’on
veut étudier et on déterminera les coordonnées et vitesses initiales
en procédant ainsi
- Une minimisation d’énergie du systeme fournira le Jjeu de
coordonnées de départ de la dynamique. Cette étape de
minimisation nécessaire permet d’éviter qu’ une énergie
mécanique trop forte ne détériore 1l’assemblage moléculaire des
le début de la production de dynamique moléculaire.
- Les vitesses de départ des atomes sont attribuées aléatoirement
a partir d’'une distribution gaussienne de Maxwell-Boltzman

correspondant a la température T.

- Champs de Force

Un champ de force est une équation modélisant 1’énergie potentielle
d’"un ensemble d’atomes comportant un certain nombre de parametres.

I1 décrit les interactions entre atomes 1liés et non-1liés. Apparus

53



MATERIEL & METHODES La dynamique moléculaire

dans les années 1970, ces champs de force sont toujours en cours
d’évolution afin d’obtenir 1les simulations numériques les plus
réalistes possibles. Les interactions entre atomes se divisent en
deux catégories
- les 1interactions entre atomes 1liés gqui correspondent aux
énergies de liaison, d’angle de valence et de torsion des
angles diéedres.
- les interactions entre atomes non-liés soit les interactions de

type Van der Waals, électrostatique et liaisons hydrogeéne.

Torsion

Le champ de force résultant est la somme de ces différents termes
EF:E1+E9+E1+Ede+Eél+EHB
Les termes de cette équation sont calculés comme suit

- Energie d’élongation des liaisons (« Stretching »)

,,,,,, E, =%ikr,i(ri —r,-°)2 (4)
y X i=1

ou r;=longueur instantanée de la liaison i
r;’=longueur de la liaison i & 1’équilibre
k., ;=constante de force de la liaison 1
n=nombre de liaisons dans la molécule

- Energie de déformation des angles (« Bending »)
1 n
E, :EZke,i(ﬁi—ef)z (5)
ou 0;=angle de liaison entre 3 atomes

ke,i=constante de force de flexion
n=nombre d’angles dans la molécule
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- Energie de torsion des angles diedres (« Torsion »)

T :—ZA 1+cos(mr —¢)] (6)

P 9 ™
O
Eﬁf/ \\wﬁ ou 1;=angle de torsion

) 1 \ d=phase

// N ( ™ A; ,=constante de force de courbure
} m=périodicité de A;n

n=nombre d’angles dieéedres

- Interactions de Van der Waals

. 0 \12 r°6
_ ij i
oo = 2| By = | —By| = (7)
i,3=1 Ty Ly
ou A;;, Bjj=constantes de Van der Waals

r;;=distance entre 2 atomes 1 et j non-liés
r;ﬁ=somme des rayons de Van der Waals de 1 et j
n=nombre de paires d’atomes non-1liés

On décrit ici la fonction de Lennard-Jones ou potentiel 6-12. Il

existe d’autres formulations de 1l’interaction de Van der Waals.

- Interactions électrostatiques

- . q9,9,
/,/‘ \\ / “\\ — Z J ( 8 )
-{-——}_ } dne,
‘» NG
ﬁ\‘ ou q=charge partielle de 1’atome
(zliﬁ ;;\6 o =permittivité électrique du milieu
~ {i 5 [l e
h i / y
i ¥ 4 , .
- . s r;;=distance entre les 2 atomes i et ]
ij

n=nombre de paires d’atomes non-1liés

- Minimisation d’énergie

La minimisation permet d’optimiser la géométrie de 1’assemblage
atomique jusqu’a 1l’obtention d’un minimum local.

Pour une molécule de N atomes, la fonction a minimiser comprend 3N
variables. A partir du jeu de coordonnées initiales, on recherche le
jeu de coordonnées cartésiennes qui réduit a son minimum la somme de
toutes les interactions énergétiques. Les méthodes couramment
utilisées reposent sur les dérivées premiere et seconde de 1’énergie

potentielle
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- « Steepest descent » ou méthode de la plus grande pente

L’ énergie E, initiale est tout d’abord calculée. Les atomes sont

ensuite déplacés individuellement de dr et on calcule la nouvelle

énergie Ei. On obtient le gradient d’ énergie suivant
Vg Eio B dt
dr |dr|
2 si §E3<O, 1’énergie diminue avec dr : on garde la direction
2 si €T3>O, 1’énergie augmente avec dr : la direction n’est pas
conservée

On cherche alors dans la direction VE un point gqui minimise E. Ce
point sert ensuite de point de départ a une réitération de ces
étapes.

Dans cette méthode, on peut définir un pas de déplacement o, c’est a
dire un changement de variables (coordonnées, angle de rotation
autour d’une liaison, etc...). Comme on cherche & minimiser
1"énergie, on fait évoluer o pour atteindre plus rapidement ce
minimum : si 1’énergie diminue, on va augmenter o car on a plus de
chances, dans cette direction, d’aller vers un minimum. Au
contraire, on diminuera o pour explorer des changements plus petits
dans le cas d’une énergie croissante.

Cet algorithme suit donc la direction imposée par les forces inter-
atomiques dominantes. On recherche la plus grande pente au cours de
laquelle 1’énergie décroit le plus rapidement, d’ou son nom. C’est
une méthode rapide dans les premiers cycles et donc trés efficace
pour la suppression des mauvais contacts ou des problémes
stéréochimiques qui peuvent exister dans la structure de départ mais

dont la convergence finale est tres lente.

- Méthode du gradient conjugué
On utilise le méme procédé que ci-dessus si ce n’est que les étapes
précédentes sont prises en compte afin d’ajuster de facon plus fine
le pas de déplacement et la direction imposée. Le pas est ajusté a
chaque cycle ©pour obtenir la meilleure diminution d’énergie.
L’intérét de cet algorithme est d’éviter un comportement

oscillatoire autour du minimum et d’accélérer la convergence.
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- Méthode Newton-Raphson
Cette technique fait intervenir la dérivée seconde de 1’énergie
potentielle. On cherche 1le jeu de coordonnées T qui minimise
dE(7)

1’ énergie, donc qui annule sa dérivée : VE=———=0. Il convient

dr

donc tout d’abord de déterminer cette dérivée VE. Pour cela, on va
utiliser un développement de Taylor du premier ordre, attendu que

pour réaliser une minimisation on dispose de la structure initiale

donc d’un jeu de coordonnées I

o) _ddy) )

(9)
R N
/  di(x) d?E(r)
Dans cette équation, ——— est un vecteur et ——— est un
dr |;_; dr? |;;
0 0
tenseur d’ordre 2. La recherche de 1la valeur TI,, et plus

généralement de la valeur ﬁHl en fonction de ﬁ, dans le mécanisme

itératif, conduit a la résolution d’un systéme linéaire a chaque

itération. Cette méthode est performante et peut converger vers le
minimum global si le choix du % est judicieux mais 1l est nécessaire

pour 1’appliquer de pouvoir calculer les dérivées premiere et

seconde de E en chaque point r;.

- Algorithmes d’intégration

L"algorithme de Verlet (Verlet 1967) permet de calculer les vitesses
et les positions des atomes a un temps t+dt lorsque 1’on connait ces
dernieres au temps t et a condition que 1’on choisisse un pas &t
suffisamment ©petit. On procede ainsi par subdivision de 1la
trajectoire en une série d’états discrets séparés par un intervalle
de temps &t trés court qui définit alors le pas d’intégration des
équations précédentes.

Sur cet intervalle de temps dt, d’aprés la relation (2) en lui
appliquant un développement 1limité de Taylor, 1les positions des

atomes sont calculées d’apres les équations suivantes

L(t+0t) =T () +V,()ot +m(&)2 +%

() +O((o)*) (10)
2m

i
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i (1)

L(t—ot)=t(t)+V,(t)ot + m(5t)2 ——L2(81)* + O((61)*) (11)
2m, dt

1

d’ou les nouvelles valeurs des positions déterminées par

L(t+ ) +T(t— o) :2fi(t)+m(§t)2+0((5t)4) (12)
m.

i

On remarque que la vitesse n’intervient pas dans cet algorithme.

Elle peut étre obtenue comme suit

L(t+ot)—1(t—ot)
20t

Un algorithme apparenté a Verlet est connu sous le nom d’algorithme

V(1) = (13)

« leap-frog » ou algorithme « saute-mouton ». Il se différencie de
Verlet par le fait qu’on utilise cette fois et les positions et les
vitesses pour réaliser le calcul, les vitesses étant calculées pour
des intervalles de temps demi-entiers et 1les positions pour des

intervalles de temps entiers. Si on a définit les vitesses pour les

ot
temps t+— et t——
2 2

ofio )Tl of, o) shilon)

ot

on obtient alors
- - - o - - - o
ri(t+5t)=ri(t)+V,~(t+Etj~5t et ri(t—az)zri(t)—vi(t—zt)-& (15)

d’ ou

m.

V/i(tJrﬁj:V{t—ﬁjJrM-ét (16)
2 2 ’
Par itérations de la procédure, on parvient a déterminer les
positions et vitesses des atomes aux temps t de la trajectoire.

Le pas d’intégration n’est pas choisi de fagon anodine. Il doit étre
choisi petit par rapport a la période du mouvement vibrationnel de
plus haute fréquence (mouvement le plus rapide), en 1’occurrence
celui de la liaison C-H qui est de 10 femtosecondes. On choisit un
pas environ 10 fois inférieur a cette période, les simulations de
dynamique moléculaire sont donc généralement réalisées avec un pas

d’intégration de 1 fs. Ce pas peut étre augmenté a 2 fs lorsque 1l’on

utilise 1’algorithme de SHAKE (Ryckaert et al. 1977; Van Gunsteren
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and Berendsen 1977) durant les simulations qui a pour fonction de

figer les liaisons X-H, ou X est un atome lourd quelcongue.

- Ensemble thermodynamique

Historiquement, 1l'ensemble microcanonique NVE (nombre de particules,
volume et énergie totale constants) est 1'ensemble naturel de la
dynamique moléculaire d'un systéme conservatif, car 1'énergie est
conservée au cours du temps. Cependant, cet ensemble se trouve
relativement éloigné des conditions expérimentales d’un systeme
réel. Les simulations ont donc été par la suite réalisées dans
différents ensembles statistiques (canonique, 1isobare-isotherme,
etc...) selon les conditions dans lesquelles on veut la réaliser et

afin de se rapprocher au mieux des observations expérimentales.

- Conditions périodiques

Les simulations de dynamique moléculaire en solution sont effectuées
dans des boites de solvants de différentes formes
(parallélépipédique, octaédrique, etc...) détentrices de conditions
aux limites telles que
- lorsque 1l’oxygene d’une molécule d’eau sort d’une des faces de
la boite, une copie de cette molécule d’eau est repositionnée
du cb6té opposé de la boite avec la méme vitesse
- de méme, lorsqu’un atome de la molécule ou un ion sort d’un
cété de la boite, une copie de cet atome est placée dans la
boite, et ce afin que le nombre d’atomes soit constant dans la
boite et le systéme électriquement neutre
Afin d’'éviter les effets de bord dans le calcul des interactions
entre atomes non-1liés et les calculs soluté-solvant, la boite de
simulation est dupliquée dans toutes les directions de sorte que, si
on a par exemple un systeme atomique dans une Dboite d’eau
parallélépipédique, on aura en fait le systéeme décrit dans la Figure

27.
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Figure 27 : Conditions périodiques utilisées en simulation. La molécule
initiale (en bleu foncé) est immergée dans une boite d’ eau
parallélépipédique (en noir). Pour effectuer le calcul des interactions

entre atomes non-1liés, cette boite est dupliquée a 1’infini dans toutes les
directions (les duplicata sont représentés avec une molécule bleue claire
dans une boite d’eau grise)

Les boites sont en pratique copiées a 1’infini dans toutes les
directions mais par souci de clarté, seule la premiéere couche est
présentée ici.

Au cours de nos expériences, nous avons utilisé deux sortes de
boites de simulation : des boites de type tétraédrique et des boites
de forme octaédrique tronquée telles que 1l’on peut voir sur la

Figure 28.

a b

Figure 28 : Exemple des deux types de boite d’eau que nous avons utilisés
a) boite d’eau de type tétraedre et b) boite d’eau de type octaedre
tronqué.

On wutilise classiquement la boite tétraédrique pour faire des
simulations de dynamique moléculaire. Cette boite possede cependant
un gros inconvénient. Lors d’ une simulation de dynamique
moléculaire, la molécule peut se déformer ou méme simplement tourner
dans la boite de telle maniere que ses deux extrémités se retrouvent
trop pres des bords voire sortent de la boite. La molécule risque

ainsi de rentrer en interaction avec les copies d’elle-méme
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présentes dans les boites adjacentes ce qui risque de créer des
interactions artefactuelles.

Pour une dynamique sans changement de structure, on peut pallier ce
probleme en contraignant la position d’une liaison Jjudicieusement
choisie (proche du centre de la boite et parallele au plus grand axe
de la molécule), mais dans le cas d’un changement conformationnel
important, cette solution est inefficace. La boite octaédrique
tronquée semble bien mieux adaptée a ce genre de cas. En effet,
cette boite combine 1’avantage d’une géométrie pseudo-sphérique avec
des conditions aux limites périodiques. Par contre, elle demande
beaucoup plus de ressources, car pour un méme soluté, la boite
octaédrique contient bien plus de molécules de solvant que la boite
tétraédrique. C’est pourquoil nous n’avons pas pu utiliser les boites
octaédriques avant 1l’extension de nos moyens de calculs.

La solution provisoire gque nous avons adoptée a donc été, lorsque la
géométrie de la boite ne convenait plus a la structure de 1la
molécule, de stopper la simulation de dynamique moléculaire afin de
réintroduire la molécule dans une boite de géométrie plus conforme a
sa structure. La Figure 29 illustre ce cas de figure.

Afin de parfaire encore le calcul des interactions entre particules
non-liées dans des conditions périodiques aux bornes, 1’algorithme
Particle Mesh Ewald ou PME (Darden et al. 1997; Darden et al. 1993;
Essmann 1995; Toukmaji 1996) basée sur la somme d’Ewald (Ewald 1921)

est utilisé au cours de nos simulations.

nouvelle boite
boite initiale

Figure 29 : Illustration d’un changement structural de la molécule
incompatible avec la géométrie de sa boite. On peut voir a gauche de la
figure que la molécule a pris une forme telle qu’elle risque de se trouver
a proximité des deux bords opposés de la boite, et ainsi d’entrer en
interaction avec elle-méme. Grace au changement de boite, la molécule se
trouve & nouveau & une distance minimale de 10A par rapport & n’importe
lequel des bords de la boite.
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- Particle Mesh Ewald (PME)

La technique de la somme d’Ewald (Ewald 1921) a pour finalité de
calculer de facon slire les interactions électrostatiques entre
atomes dans un environnement soumis a des conditions périodiques aux
bornes. On considére pour cela un ensemble de N particules possédant

des charges de sorte que la charge totale du systeme soit nulle
Y4 =0 (17)

Ces N particules sont situées dans une boite cubique de longueur L

avec des conditions aux limites périodiques. A une particule i de

coordonnées I dans la boite initiale correspond une infinité
d’ images situées dans les boites dupliquées, de coordonnées fr+ﬁL ou

n est le vecteur de composantes (n., n,, n;) entiéeres. L’énergie

totale du systeme s’exprime alors par

E :liiﬁ:L (18)
2 niﬂjedﬁﬂ—ﬁ-%ﬁL

Le symbole * indique que la somme est faite sur toutes les boites et
toutes les particules, hormis sur j=i quand n=0.
Pour des potentiels a courte portée (décroissance rapide en 1/r",
n 2 3), 1l’interaction entre deux particules 1 et Jj est, avec une
trés Dbonne approximation, calculée comme 1’interaction entre la
particule i et 1’image de j la plus proche de i1 (convention d’image
minimale). C’est a dire que pour une distance r;; supérieure a une
valeur rew prédéfinie, 1’interaction ne sera pas calculée car
1’ énergie est considérée comme suffisamment faible. Cette image ne
se trouve pas nécessairement dans la Dboite initiale. Cette
approximation reste cependant insuffisante pour les interactions de
portée longue du fait que la décroissance d’énergie entre les deux
particules s’effectue trop lentement pour pouvoir se limiter a cette
plus proche image. Afin de remédier a ce probleme, Ewald a séparé
1’7équation (18) en trois parties

- la somme directe, ou somme sur 1l’espace réel

- la somme réciproque, ou somme sur l’espace imaginaire

- la somme de correction qui est une constante
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La somme directe est obtenue en écrantant chaque particule avec une
distribution de charges (le plus souvent gaussienne) de méme
intensité mais de signes opposés a celle de la particule. Elle
correspond au calcul des interactions a courte portée. La somme
réciproque, qui prend en charge les interactions a longue portée,
fait intervenir une distribution de charges symétrique a la
précédente dont la contribution sera calculée dans 1'’espace
réciproque du réseau cubique. La convergence de la somme dans cet
espace réciproque dépend de la forme (plus ou moins diffuse) de la
distribution de charges. La somme de correction, elle, correspond a
l’interaction de chaque distribution de charges g; avec la charge
ponctuelle située au centre de la gaussienne. Les trois énergies

issues de cette séparation se présentent sous les formes

: erfc(a‘r]. -1, + nL‘)

1 N N
Edirecte = Ezzquql

i=l ol \rj — T, + nL\

jexp(;’;jcos(k(rj_r,.)) (20)

1 N N 4 72-2
Eréciproque = 27Z_L3 Z z qlq/( k2

i=1 j=1k#0

o N
E . = —— E q . 2
correction i
NTT

i=1
ou n=(ny, ny, n;)
L’ énergie d’interaction devient donc
EtotzEdirecte+Eréciproque+Ecorrection
a est un parametre qui dépend du systeme étudié, de la rapidité et
de la précision voulues pour le calcul de la somme d’'Ewald.

La fonction erfc ou complementary error function est définie par

erfe (x) J.e"zdt (22)
0

12
Jr
L"algorithme PME est une variante efficace de la somme d’Ewald. Les
variantes se retrouvent dans le calcul des énergies directe et
réciproque
- on utilise des coupures de 1l’espace réel pour calculer la somme
directe. Supposons une coupure sphérique de rayon Reutorr, Chaque
particule i n’aura des interactions qu’avec les particules
situées a 1’intérieur de la sphere de centre i et de rayon

Rcutoff .
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- la somme réciproque est approximée par des convolutions
utilisant des transformations rapides de Fourier sur une grille

ou les charges sont interpolées aux points de la grille.

-2 Limitation de la dynamique moléculaire

La dynamique représente une évolution temporelle des mouvements
moléculaires et permet d’étudier les propriétés dépendantes du temps
telles la diffusion ou le repliement moléculaire. Elle ne permet pas
en revanche d’étudier des réactions chimiques telles que les
transitions électroniques, les phénomenes de transport de protons ou

d’électrons ou les formations ou ruptures de liaisons covalentes.

- Le RMSD
Un paramétre permettant de mesurer la distance existant entre
deux structures tridimensionnelles S; et S, d’une molécule de N
atomes est le Root-Mean Square Deviation (déviation quadratique

moyenne) ou RMSD. Il est calculé a partir de 1’équation suivante

1
RMSD:EZNZHEU_EL'HZT (25)
i=1

ou .= (x, y, z) de 1l'atome i1 dans la structure S;
1i

@iz (x, y, z) de 1l’atome i dans la structure S,

Pour nos analyses le RMSD entre deux structures est calculé a 1’aide

d’un programme développé au laboratoire, FITRMSD.

IITI.b.1ii.La dynamique moléculaire sous contraintes

Il est possible dans le cadre de certaines études de biaiser la
simulation de dynamique moléculaire par 1’ajout dans le champ de
force d’une énergie de contrainte. Ces potentiels peuvent étre de
différentes formes selon le type de contraintes gque 1’on veut

appliquer a la molécule pendant la simulation

- Contraintes de distance entre deux atomes, d’angle ou
d’angle de torsion

Cette opération consiste a rajouter comme énergie de contrainte au
champ de force une énergie constituée par deux potentiels semi-
harmoniques. Entre les wvaleurs r, et r3; aucune contrainte n’est

appliquée. En deca et au-dela des valeurs r; et ry, des potentiels de

64



MATERIEL & METHODES La dynamique moléculaire

contrainte linéaires sont appliqués. Le potentiel de contrainte

harmonique n’est appliqué qu’entre les valeurs [ri;, 1] et [r3, 14l

(Figure 30).

Y 1 1
Energie i i
1 1
1 1
| |
1 1
1 1
1 1
1 1
| |
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
| |
1 1
1 1
1 1
1 1
| |
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
I 1

r, T, T, T, distance

angle
diedre
Figure 30 : Représentation en fonction de la coordonnée de réaction choisie

de la forme de 1’énergie de contrainte imposée au systéme.

-2 Dynamique moléculaire dirigée

La Targeted Molecular Dynamic (dynamique moléculaire dirigée) ou TMD
(Schlitter et al. 1994) a été récemment implantée dans AMBER (AMBER
7.0). Cette méthode impose un nouveau type de contrainte dont le but
est de forcer la structure simulée a se superposer progressivement
par la méthode du RMSD a une structure de référence. Elle consiste a

ajouter a la fonction d’énergie un terme supplémentaire de la forme

suivante
1 )
ETMD:E']{TMD'N'(IO_IOO) (23)
ou krmwp= constante de force du potentiel harmonique

N= nombre d’atomes sur lesquels est calculé le RMSD
o= RMSD a l’instant t par rapport a la structure de référence
Po= RMSD demandé par rapport a la structure de référence

On peut utiliser la dynamique dirigée de deux facons

a) Directe
On dispose dans ce cas d’une structure initiale S; et d’une structure
de référence S, vers laquelle on veut faire converger notre
structure initiale. Soit R la valeur du rmsd entre les structures S;

et Sier et p la valeur du rmsd de la structure « en cours » par
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rapport a la structure de référence. L’opération va consister en n
simulations successives biaisées par le potentiel harmonique de
contrainte dont le but est de maintenir la valeur du paramétre p
proche d’une valeur de rmsd demandée (pg). Chacune des simulations
utilise comme jeu de coordonnées initiales la derniere conformation
de la simulation précédente exceptée la premiere dont la structure

de départ est S;. Pour chaque nouvelle simulation, le parametre pg

est diminué de dp, de la valeur R pour la premiere simulation a la
valeur 0 pour la derniere (Figure 31-a).
b) Inverse

Dans le cas de la TMD inverse, la méme structure joue le rdle a la
fois de structure initiale et de référence. Le parametre RMSD est
alors augmenté a chacune des simulations effectuées du pas ORMSD, de
la valeur 0 pour la premiere simulation a une wvaleur R que 1’on
choisira de facon judicieuse. Le but de ce type de TMD n’est donc
pas de faire converger une structure vers une autre, mais de
contraindre une structure a s’éloigner de sa conformation initiale
sans luil imposer une direction particuliere afin de voir le chemin

qu’elle choisira de prendre. (Figure 31-Db)

a TMD directe b TMD inverse

O Structure initiale

O Structure de référence

@ structure initiale servant aussi de référence & la TMD inverse

Figure 31 : Chemin emprunté par la molécule lors d’une TMD a) directe : la
structure initiale et la structure cible sont représentées par des points
vert et rouge respectivement. Le rayon du plus grand cercle correspond au
rmsd entre les structures initiale et cible. A chagque nouvelle simulation,
on diminue py, d’une valeur 0p, et la molécule est équilibrée pendant un
temps dt de sorte que son rmsd p reste proche de la valeur p, demandé. Cette
opération est répétée jusqu’a atteindre un rmsd 0 avec la structure cible.
b) inverse : dans ce cas, la structure initiale est également la structure
de référence de la molécule. Le p, est progressivement augmenté d’une valeur
de 0 a la valeur R voulue par incrément de ORMSD successifs. A chacun de
ces paliers, la molécule est équilibrée pendant un temps dt de sorte que
son rmsd reste proche de la valeur intermédiaire demandée.
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III.b.iii.Protocole des dynamiques moléculaires

- Structures initiales

Les structures de départ utilisées pour réaliser ces simulations
sont des structures expérimentales du dimére en « kissing-complex »
et du dimére étendu de la tige-boucle SL1. Cing structures du
« kissing-complex » ont fait 1’objet de simulations : une structure
RMN sur la tige-boucle SL1A de VIH-1;.;(tige-boucle SL1 mutée au
niveau des cing premieres paires de bases de la tige) (Mujeeb et al.
1998; n°PDB: 1BAU), deux structures cristallographiques sur la tige-
boucle SL1 de VIH-1;,; et VIH-1y.; (Ennifar et al. 2001; n°PDB: 1JJM
et 1JJIN pour VIH-1Lai et VIH-1Mal respectivement), deux structures
RMN sur la tige-boucle SL1” (tige-boucle SL1 de VIH-1;,; mutée sur la

premiére paire de bases de la tige possédant un nucléotide

supplémentaire Go non-apparié) (Kieken 2004; communication
personnelle).
SL1 VIH-1pwa1 d (C;UUGCUGAGGUGCACACAGCAAG;3) 2
SL1 VIH-1p.: d (C;UUGCUGAAGCGCGCACGGCAAG;3) 2
SL1A d (G;GCAAUGAAGCGCGCACGUUGCC;,3) 2
SL1” d (G,G,UUGCUGAAGCGCGCACGGCAAC,3) »
Tableau 2 : Sont répertoriées dans ce tableau les quatre séquences de SL1

utilisées pour déterminer des structures expérimentales de dimere. Les deux
premiéeres séquences représentent les séquences sauvages des isolats Mal et
Lail respectivement, les deux dernieres séquences sont des ségquences mutées
de SLl;.;. Seule la derniere séquence (SL1*) est un 24-mer, les trois autres
étant des 23-mer.

Deux structures du dimére étendu ont également été a 1’origine de
simulations : une structure RMN de la séquence SL1 de VIH-1:.;
(Girard et al. 1999; n°PDB: 1JUI) et une structure
cristallographique de la séquence SL1 de VIH-1ly,; (Ennifar et al.
1999; n°PDB: 462D). Les différentes séquences de ces structures sont

résumées dans le Tableau 2.

- Topologie
Toutes nos simulations sont réalisées en présence d’ions, sodium ou

sodium et magnésium selon les simulations, et d’eau explicite. Les
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ions sodium sont rajoutés soit avec le module LEaP, soit avec un
programme développé au laboratoire, GENERE ION. Ce programme
distribue aléatoirement les ions sur une grille de 0.5 Ax0.5 Ax0.5 A
de fagon a ce que chacun des ions soit au moins a 4 A de tout autre
ion ainsi que de tout atome de la molécule, chaque phosphore de 1la
molécule étant associé a un ion situé a une distance maximale de
7 A. Dans le cas des simulations en présence d’ions magnésium, les
coordonnées des ions magnésiums sont celles issues du fichier PDB.
Les ions magnésium sont présents dans les structures déterminées par
cristallographie. Afin d’avoir un systéme électriquement neutre, on
place des ions sodium de la méme fagon que précédemment puis on
supprime les ions sodium en surplus les plus proches des ions
magnésium. Le systeéme est ensuite immergé dans une boite d’eau, de
géométrie et de taille variables suivant les simulations. Les boites
peuvent étre parallélépipédiques ou octaédriques tronquées et la
distance minimale entre n’importe quel atome du systéme et le bord
de la boite varie selon les simulations. La plus petite de ces
distances wutilisée pour une simulation est de 8.4 A afin de
s’assurer qu’il y ait au moins trois couches d’eau autour de la
molécule, et peut aller Jjusqu’a 12 A. Nous obtenons ainsi des

N

systemes a simuler possédant de 20000 a 50000 atomes.

- Minimisation

Une fois le systeéme construit, il subit une étape de minimisation

afin de permettre une organisation réaliste de 1l’eau autour de la

molécule ainsi qu’une optimisation de la géométrie de la structure

de départ. Cette minimisation se déroule en trois étapes

1°*° étape : on applique des contraintes de position sur les atomes
de la molécule et sur les ions et on minimise 1’énergie
des molécules d’eau pendant 1000 étapes, les 100
premieres utilisant 1’algorithme de 1la plus grande
pente, le reste des étapes étant effectué avec
1"algorithme des gradients conjugués. La minimisation
est réalisée a volume constant.

2°™ &tape : cette fois les atomes de la molécule et les ions sont

laissés libres de minimiser leur énergie tandis que les

molécules d’eau sont assignées a leurs positions par
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des contraintes. Les autres conditions de minimisation

sont les mémes que ci-dessus.
3°™ &tape : tous les atomes sont laissés libres et on réalise 10000
étapes de minimisation dont les 100 premieres avec

1’algorithme de la plus grande pente.

- Chauffage
Le chauffage est exécuté dans un ensemble NVT (nombre de particule,
volume et température constants) par palier de 50 K entre 0 K et
300 K et, le cas échéant, par paliers de 30 K entre 300 K et 360 K.
La plupart de nos dynamiques sont réalisées a 1l’une de ces deux
températures. Les atomes de la molécule et les ions sont assignés a
leurs positions par un potentiel harmonique de contrainte d’une
constante de force k=100 kcal/mol afin de ne pas perturber le
systeme pendant le chauffage. Les vitesses sont distribuées
aléatoirement a chaque palier de chauffage lequel est suivi d’une
période d’équilibration de 2 ps. Lorsque 1l’on a atteint la
température T de la simulation, les contraintes sur les ions puis
sur les atomes de la molécule sont progressivement reldchées sur des
étapes de temps de 20 ps et une derniere étape d’équilibration de
20 ps a la température T est effectuée sur le systeme sans

contraintes.

- Production
Les productions sont réalisées dans un ensemble NPT (nombre de
particules, pression et température constants) et en utilisant les
algorithmes PME pour le calcul des forces électrostatiques et SHAKE
sur les liaisons contenant un hydrogene afin d’autoriser un pas

d’intégration de 0.002 ps.

IITI.b.iv.Analyses des trajectoires

- Liaisons hydrogéne

Nous analysons la probabilité de présence des liaisons hydrogéne sur
une période donnée a 1l’aide du module CARNAL de AMBER. Le programme
procede comme suit : il calcule le pourcentage des configurations
pour lesquelles la liaison hydrogeéne existe par rapport a 1’ensemble

des configurations stockées dans la trajectoire. On considere que la
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liaison hydrogéne existe entre un donneur D et un accepteur A
lorsque la distance entre ces deux atomes n’excede pas 3.5 A et

lorsque 1’angle D-H-A est compris entre 135° et 180° (Figure 32)

v

Accepteur

Donneur

135° < ® < 180°

OA < d < 3.5

Figure 32 : Définition d’une liaison hydrogeéne. La distance entre D et A
est comprise entre 0 A et 3.5 A et 1’angle D-H---A est compris entre 135°
et 180°.

- Carte de flexibilité

Une méthode développée par Gaudin et al. (1997) permet de
cartographier les régions flexibles et rigides d’une molécule a
partir de 1l’ensemble ou d’une partie de la trajectoire. Sur ces
cartes sont représentés les fluctuations moyennes des distances
inter-atomiques calculées par la méthode des moindres carrés. Sur
les cbtés de la carte sont reportés les numéros des atomes tels
qu’ils existent dans la topologie de la molécule. On utilise pour ce
faire une topologie dans laquelle les atomes d’hydrogene de la
molécule ont généralement été exclus. On détermine ensuite des

valeurs de coupures oG6; et o, de sorte que les fluctuations
inférieures a o; sont représentées en noir sur la carte et
correspondent aux zones rigides de la molécule, les fluctuations
comprises entre o©; et o, correspondent a des =zones semi-rigides
représentées en gris sur la carte et les fluctuations supérieures a
o, désignent les zones flexibles, laissées en blanc sur la carte

(Figure 33).
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101

201

301

401

701

901

it
Figure 33 : La carte de flexibilité d’une molécule représente les

fluctuations standards o des distances inter-atomiques. Les numéros
reportés sur le cdté de la carte correspondent aux numéros des atomes. Deux

valeurs de coupures o; et o, ont été déterminées pour réaliser cette carte.
Les points noirs représentent les valeurs de o £ o, les points gris les

valeurs de o telles que o, < ¢ £ 0,. Les valeurs de o > 6, sont laissées en
blanc.

- Calcul de 1’énergie libre de transition (AG) par la
méthode WHAM

WHAM ou Weighted Histogram Analysis Method (Kumar et al. 1992; Roux
1995) est une technique permettant d’estimer le potentiel de la
force moyenne en fonction d’une ou plusieurs coordonnées de réaction
x. Pour cela on réalise une série de n simulations sous contraintes.
Pour chacune de ces simulations i, on applique un potentiel de
contrainte U;(x) dont le but est de maintenir x proche d’une valeur
pi prédéfinie. On détermine ensuite la probabilité Pgy;(x) pour que la
coordonnée de réaction ait la valeur x dans la simulation i. On peut

démontrer que cette probabilité en absence de contraintes serait:

Z. U.(x
Py(x) = Py, (x)] —* |exp L (27)
Z, kT
ou Zois et Z, sont les fonctions de partitions de Py et Py

respectivement
k est la constante de Boltzmann
T est la température
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Comme Py(x) devrait étre indépendant de i, on 1’approxime par une

combinaison linéaire des n probabilités Py; dont les coefficients
N

w; (x) répondent aux conditions suivantes : EZwAX)ZI et 1ils
i=1

minimisent <Py? (x)>-<Py(x)>2. La probabilité sans contrainte

s’exprime alors par la formule suivante

C Z, U.(x)
P(x) =D @ ()R, X)| =" exp——= 28
0 Zl B Z T (28)
Ces nouvelles conditions ménent a 1’expression:
2 NP, (x)
P,(x) = - (29)
ZNi Zo: exp{U"(X)}
P Z, kT
avec
Z, U, (x)
— = | P,(x)expy ———=rdx (30)
Z [Bx) p{ kT}

ou N; est le nombre de configurations utilisées pour déterminer
Pos (%) .

Les équations (29) et (30) sont résolues par une procédure itérative

jusqu’a ce que la variation des —% soit suffisamment faible. La

0i
condition de wvalidité de 1’approche WHAM est que les différentes
probabilités adjacentes Py; doivent étre suffisamment proches pour se
recouvrir. Le profil d’énergie libre est obtenu a partir de Pg(x)
d’apres 1’équation

AG = —kTlog{P,(x)} (31)

Pour notre étude, la coordonnée de réaction x que nous avons
utilisée est 1le RMSD,. Il s’agit d’une variante du RMSD décrit
précédemment, ou chaque terme de la somme est pondéré par la masse

de 1’atome correspondant

N | =

RMSD, = EZN:”%”% - r2,.||2} (26)
i=1
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Les <calculs de RMSD, sont effectués avec le module CARNAL du
programme AMBER. Les analyses WHAM ont été réalisées a 1l’aide du
logiciel WHAM écrit par A. Grossfield
(http://dasher.wustl.edu/alan/) .

= Calcul de 1’entropie et de 1’enthalpie

Entre deux états i1nitial et final, on calcule les variations

d’enthalpie et d’entropie a 1l’aide des équations thermodynamiques

suivantes
AH = AE + A(PV) (32)
AG = AH -TAS (33)
ou E est 1’énergie interne du systéme

P, V et T sont respectivement la pression, le volume et la
température du systeme

Du fait que nos simulations sont réalisées dans 1’ensemble NPT, donc

a pression constante, et que les variations de volume de la boite

d’eau sont tres faibles au cours d’une simulation, on fait
1" approximation A(PV)=0 d’ou

AH=AE (34)

ASz%ﬂAE—AG) (35)

III.c.Les logiciels utilisés

IIT.c.i.Le logiciel AMBER

AMBER ou “Assisted Model Building with Energy Refinement”
(Pearlman et al. 1995; Weiner and Kollman 1981) est un programme
académique de simulation de dynamique moléculaire optimisé dans
1’étude des acides nucléiques et des protéines. Il propose plusieurs
champs de force tels OPLS (Jorgensen and Tirado-Rives 1988),
parm94.dat (Cornell et al. 1995), parm98.dat (Cheatham et al. 1999),
etc... selon les Dbesoins de la simulation. Dans le cadre de
simulations d’acides nucléiques en solvant explicite, qui est le cas
qui nous préoccupe, le champ de force le mieux adapté est parm98.
Nous avons utilisé les versions 5.0 (Case et al. 1997), 6.0 (Case et
al. 1999) et 7.0 (Case et al. 2002) du logiciel AMBER pour réaliser

nos simulations de dynamique moléculaire.
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- Modéles pour l’eau et les ions

Différents modeles d’eau explicite sont également implémentés dans
le programme AMBER et notamment le modele TIP3P (Jorgensen et al.
1983) qui est le modele 1le plus couramment utilisé dans les
simulations de dynamique moléculaire en eau explicite. Ce modele est
dit « a 3 points » car la molécule d’eau ainsi représentée comprend
3 sites d’interactions centrés sur les noyaux atomiques de 1’oxygene

et des protons.

D417 aEiT Chaque site possede une charge partielle afin de
simuler les interactions coulombiennes
intermoléculaires (-0.834 e pour 1’oxygene et

9372 9372

0.417 e pour chacun des hydrogénes). L’oxygene

est de plus paramétré pour satisfaire a 1la

LIS

fonction de Lennard-Jones. Ce modele est rigide,
avec des distances fixes pour les liaisons O-H (0.96 ﬁ) et un angle
H-O-H de 104.5°.
Les ions peuvent également étre représentés explicitement au cours
des simulations. Ils sont modélisés comme une charge ponctuelle
disposant de ©paramétres de Lennard-Jones ajustés de facon a
reproduire les énergies libres de solvatation et la distribution

radiale avec le modele TIP3P (Agvist 1990).

- Structure du programme

Le programme AMBER est composé de plusieurs modules, chacun d’eux

jouant un rdéle bien spécifique. (Figure 34)

[ databaze [sequence ] ‘ pdb ‘ ‘ f-:frce ‘
Eolvent field Donndes
prep  |—el link |—» adit —»| parm  |——| nmode Constru‘ction
du gystéme
[
*
LEaF gander ¥
A i i : : nrmarial
A partir de la verzion & I’AMBER zibbs -~ Sirmudation
‘ HNME constraints |— | To&F fnumerigue
cattial ) Analyzes
MIM-FPESA ptraj
anal
Figure 34 : Organigramme des modules constituant le logiciel AMBER.
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Les modules les plus couramment utilisés au cours de nos simulations
sont
- le module LEaP : il permet, a partir d’un fichier de
coordonnées au format PDB et du choix d’un champ de force de
créer la topologie du systeme que 1l’on va simuler.
- le module sander : c’est le programme principal de minimisation
d’énergie et de dynamique moléculaire d’AMBER.
- le module carnal : il permet d’analyser les données

structurales des trajectoires produites par la simulation.

IIT.c.ii.Logiciel CURVES

CURVES (Lavery and Sklenar 1988) est un algorithme de calcul des
paraméetres hélicoidaux développé au laboratoire de Biochimie
Théorique de 1’IBPC qui respecte le choix des noms et les signes de
convention déterminés lors de la convention de Cambridge évoquée au
chapitre précédent.

Ce programme est utilisable sur tout segment irrégulier
d’"oligonucléotides dont la géométrie globale respecte grossierement
celle d’une double-hélice hélicoidale.

Ce programme fonctionne par détermination d’un axe hélicoidal unique
par rapport auquel sont calculés les parametres hélicoidaux. Cet axe
est obtenu par minimisation d’une fonction qui tient compte des
irrégularités géométriques a la fois intra- et inter-bases ainsi que
des axes locaux pouvant étre associés a chaque paire de bases.

Pour cela, deux systemes d’axe sont définis

- un systéme d’axe de référence (E, j, k, T) pour localiser la
base dans 1l’espace (Figure 35-a)
- un systéme d’axe hélicoidal local (P, V, W, u) (Figure 35-Db)
L’origine du référentiel E correspond a la position de 1’axe
hélicoidal dans le plan de la base. Le point P est choisi de sorte

que le vecteur Jjoignant les points E et P soit toujours

perpendiculaire au vecteur 1u.
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i

>

Ji

<4

Figure 35 : Définition des axes hélicoidaux locaux par CURVES a) systeme
d’axe de référence localisant la Dbase dans 1l’espace b) systeme d’axe
hélicoidal local de la base dans 1’espace

Les parametres calculés par ce programme sont divisés en plusieurs
catégories
- Parametres de 1l’axe ou de 1l’axe par rapport aux bases ou aux
paires de bases
position des origines E et P des systemes d’axe
parametres x-displacement, y-displacement, inclination, tip
- Parametres intra-paires de bases
parametres shear, buckle, stretch, propeller, stagger, opening
- Paramétres inter-bases ou paires de bases (globaux et locaux)
parametres shift, tilt, slide, roll, rise, twist
- Parametres de courbure et du squelette phospho-diester
angle et direction de courbure de 1’axe
angles diedres : Phase, amplitude, pucker, angles o, B, v, o,
€, ¢, X

- Paramétres de 1’hélice

III.c.iii.Visualisation : VMD

Le logiciel Visual Molecular Dynamics ou VMD (Humphrey et al. 1996)
est un programme de visualisation graphique, qui permet de
représenter en 3D et méme d’animer des macromolécules biologiques.
Ce programme 1lit aussi bien les fichiers de coordonnées issus de la
PDB que les fichiers trajectoires générés par le programme AMBER. Ce
programme a été développé au sein du « Theoretical and Computational
Biophysics Group » a l’université de 1’Illinois

(http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/) .
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IV.RESULTATS

IV.a.Etude du dimere instable de SL1

La diversité des structures expérimentales du « kissing-complex »
parues dans la littérature pour la tige-boucle SL1 nous a amenés a
envisager comme premiere étape de ce travail de thése 1’étude de la
stabilité de ces structures en solution.

Pour toutes les analyses des trajectoires obtenues nous avons
découpé le « kissing-complex » en cing groupes de résidus décrits
Figure 36. La numérotation des résidus employée au cours de cette
partie vy figure également. Les résidus 1 a 23 correspondent aux

N

résidus 265 a 287 de la molécule entiere (voir S§II.b.ii, Figure 9).

monomere 1 monomere 2
~ ~ —~
jonctionl jonction2
P I
8 : :
HE ) 157 %
1 2 3 4 5 6|7 : : 7h8’ 197207 217 227 23"
4//1 11 1,5‘\\¥
I 12 13’ I
| i 13 120 i 1
P14 11’ i
23 22 21 20 19 181 15 107} 7|6 57 4 37 27 17
H H 8’
tigel £ - - L tige2
Figure 36 : Définition des cing groupes de résidus utilisés lors des

analyses sur les simulations du dimere instable. On appellera tige 1 et
tige 2 les groupes composés des résidus {1-6 ; 18-23} et {1’-6" ; 187-23"}
respectivement, Jjonctionl et Jonction2 les groupes composés des résidus
{7-9 ; 16, 17} et ({7’29’ ; 1l6', 17"} respectivement et inter-boucle Ile
groupe composé des résidus {10-15 ; 10"-15"}

IV.a.i.Etude de la structure RMN de Mujeeb et al. avec la
séquence SL1A

Nous avons effectué une dynamique moléculaire de 20 nanosecondes a
300K a partir de la structure RMN publiée par Mujeeb et al. (1998)
en utilisant 1le logiciel AMBER5.0. La molécule a été simulée en
présence de 44 contre-ions Na® dans une boite d’ eau
parallélépipédique contenant 6987 molécules d’eau. On a de plus
imposé une contrainte de position sur la liaison C3’-C4’ du résidu
Ul9 afin de limiter la rotation de la molécule dans la boite (voir

Les conditions périodiques S$III.b.1).
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Tout au 1long de 1la simulation, la structure reste en forme de
« kissing-complex », c’est a dire que les appariements dans les
tiges mais également entre les boucles sont maintenus de bout en
bout. On observe cependant des réarrangements structuraux importants
sur la molécule, notamment au niveau des Jjonctions. Le zrmsd du
dimére entier se stabilise autour de 4 A par rapport a la structure

initiale a 1l’exception d’un pic de 7 A a4 environ 10 ns de

simulation.
g
Ftomes du dimére atomes nter-boucks
- ?1 a 1 b
=
a 4
E

N MWM*WMW

aomes de latigel ' Fomes de latige?

%1 e 7 d
=
g8 4 ]
E
2 4 l q Hi ”' i H‘ | I 1k ' ' I " hw M '
] t t
gtomes de B jpnction 1 gtomes de B jonction 2
g
= e £

2 PP bt SO ivs gt

o 5000 10000 15000 200000 5000 10000 15000 20000

temps (ps) temps (ps)
Figure 37 : Evolution du rmsd au cours de la simulation du dimére instable
de Mujeeb et al. (1998) par rapport a la structure expérimentale sur les
atomes : du dimere complet (a), du groupe inter-boucle (b), de la tige 1

(c), de la tige 2 (d), de la jonction 1 (e) et de la jonction 2 (f)

Ce pic est di a une ouverture temporaire de 1’angle entre les axes
des tiges ainsi que représenté sur la Figure 38. Pendant le reste de
la simulation, cet angle oscille entre 90° et 130° avec une valeur
moyenne en fin de simulation de 1l’ordre de 110°. Le changement
structural principal est observé au niveau de la jonction 1, dont le
rmsd oscille entre 4 A et 5 A par rapport a la structure RMN, et ce
des les premiéres centaines de picosecondes de simulation. Une
observation plus fine de cette Jonction montre un réarrangement

important au niveau des résidus G7 et C17.
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Angle (°)
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Figure 38 : Evolution de 1’angle entre les axes des tiges au cours de la
simulation du dimere instable de Mujeeb et al. (1998).

Ces résidus présentent dans la structure RMN une conformation
particuliere que nous avons déja évoquée au paragraphe $II.b.ii, a
savoir que le sucre du résidu G7 est en conformation C2’'-endo et que
les deux résidus G7 et Cl7 sont désappariés. Il s’avere qu’au cours
de notre simulation nous avons remarqué 1"enchainement des
phénoménes suivant : 1) le passage du résidu G7 de la conformation
C2’'-endo a la conformation C3’-endo ; 2) la formation simultanée de
trois liaisons hydrogéne canoniques entre les résidus G7 et Cl7, ces
deux évenement intervenant a 1 ns d’intervalle 1’un de 1’autre. La

Figure 39 illustre ce phénomene.

Angle (°) % LH
250 - - ' — 100
LI
200 A + 80
150 - + 60
100 - —+ 40
50 - + 20
0 0
-50 ‘ ‘ ‘ ‘
0 5000 10000 15000 20000
Temps (ps)
Phase G7 Phase C17 ——G7-C17 (N4-06)
----- G7-C17 (N3-N1) -—-G7-C17 (N2-02)
Figure 39 : Mise en parallele de 1l’évolution de la conformation des sucres
et de 1’évolution du pourcentage d’existence des liaisons hydrogéne entre
les résidus G7 et Cl7 du dimére instable de Mujeeb et al. (1998). Si
1’angle de phase est compris entre 0° et 36°, le sucre est en conformation
C3’-endo (conformation du sucre dans une hélice A idéale). Si 1l est

compris entre 144° et 180°, le sucre est alors en conformation C2’-endo
(conformation du sucre dans une hélice B idéale.)

On constate de surcroit que cette paire de Dbases reste stable

pendant les 13 ns de simulation suivantes. Ce résultat est confirmé
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par la carte de flexibilité présentée Figure 40 et calculée sur les
10 dernieres nanosecondes de la trajectoire. Les résidus corrélés
entre eux apparaissent comme des taches noires sur la carte. Ainsi,
on voit bien que les six résidus des boucles des monomeres 1 et 2,
mis en évidence dans 1l’ellipse grise, sont corrélés entre eux, ce
qui nous conforte dans 1’idée que les appariements sont maintenus au
cours de la dynamique. On voit pour chacun des monomeres sept taches
de corrélations entre les résidus, visualisées par une ellipse bleue
pour le monomere 1 et par une ellipse rouge pour le monomere 2.
Cependant, si le monomére 1 présente de belles taches de corrélation
et notamment une tache tres nette entre G7 et Cl7, traduisant ainsi
une forte corrélation entre ces deux résidus, le monomére 2, lui, ne
présente que 5 taches bien dessinées pour les cing premieres paires
de bases. La sixieme paire, soit la paire U6’-G18’, présente un net
affaiblissement et la corrélation entre G7’' et Cl7’ se révele quasi
inexistante.

monomére 1 monomére 2
N A

201 301 601 701 801 901

A 2 . 2 2
7 résidus corrélés
dans le monomére 1

201

monomeére 1 <

301

401

> résidus corrélés

601 dans le monomére 2

1

701 EGI

monomere 2 < k| B

801 f

901

Figure 40 : Carte de flexibilité réalisée sur les 10 dernieres nanosecondes
de simulation de la structure de Mujeeb et al. (1998) avec une valeur de
coupure 6=0.3 A. Les zones noires correspondent a des fluctuations standard
des distances inter-atomiques inférieures a o, les valeurs supérieures
étant laissées en blanc. Les numéros des atomes sont reportés sur les cdtés
de la carte.
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On remarque de surcroit une corrélation entre les résidus 8, 9, 10
et 11 du monomére 1 mise en évidence par le carré vert sur la Figure
40. En revanche, 1les résidus de la Jjonction 2 semblent tres
flexibles. On remarque sur la contre-diagonale une tache
supplémentaire au niveau des interactions entre les deux monomeres.
I1 semble qu’une interaction stable entre les résidus A9 et Al6’
soit ainsi mise en évidence. L’analyse des pourcentages d’existence
des liaisons hydrogene sur 1’ensemble de la trajectoire montre en
effet 1’existence d’une liaison A9 (N6)-Ale6’ (N3), présente dans la
structure initiale et conservée tout au long de la simulation.
D’autres liaisons hydrogéne entre les adénines des Jjonctions sont
ainsi visualisées au cours du temps de simulation, mais de facgon
plus intermittente. En particulier, les résidus 16’ et 8’ du second
monomere sont reliés de facon discontinue tout au long de la
simulation par une liaison hydrogene Al6’ (N6)-A8’ (N1). Les résidus
Al6 et A9’ sont également reliées par des liaisons hydrogéne
Al6 (N6)-A9’ (N1) et Al6(N1)-A9’ (N6) jusqu’ a environ 7-8 ns de
simulation. La Figure 41 présente la structure obtenue en fin de

dynamique.

Figure 41 : Représentation en vue stéréo de la derniere conformation des
20 ns de simulation du dimere instable de Mujeeb et al. (1998) . Les
monomeres 1 et 2 sont représentés en Dbleu et violet respectivement. Les
résidus 7, 7', 17 et 17’ sont représentés en gris. Les résidus 8, 8’, 9,

97, 16 etl6’ sont représentés en vert.

IV.a.ii.Etude de la structure RMN de Mujeeb et al. avec la
séquence SL1 sauvage

Afin de vérifier 1’influence de la séquence sur la stabilité de la
structure en « kissing-complex » déterminée par RMN, nous avons
utilisé le programme MUTATION développé au laboratoire pour muter la
séquence SL1A en séquence SL1 sauvage a partir des coordonnées
publiées par Mujeeb et al. (1998) dans la PDB. Nous avons ensuite
réalisé une simulation de 6 nanosecondes a 300 K a partir de cette

molécule en présence de 44 contre-ions ©Na' dans une Dboite
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parallélépipédique contenant 7193 molécules d’eau. La molécule

révele au cours de cette simulation un comportement assez semblable

a celui décrit au chapitre précédent.
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Figure 42 : Evolution du rmsd au cours de la simulation du dimeére instable
de Mujeeb et al. (1998) avec la séquence sauvage par rapport a la structure
expérimentale sur les atomes : du dimere complet (a), du groupe

inter-boucle (b), de la tigel (c), de la tige 2 (d), de la jonction 1 (e)
et de la jonction 2 (f)

Les courbes de RMSD représentées Figure 42 montre aussi une
déviation structurale sur 1l’ensemble de la molécule de 1’ordre 4-5 A
avec des changements conformationnels principalement localisés dans
les Jjonctions. Contrairement a la simulation précédente, les deux
jonctions présentent une divergence de structure importante avec la
structure d’origine, et en particulier la Jjonction 2. En effet, on
remarque pour cette molécule, mais cette fois sur le monomere 2,
1’un des phénomenes observé précédemment, a savoir la formation
simultanée des trois liaisons canoniques entre les résidus G7’' et

Cl7" (Figure 43).
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Figure 43 : Mise en parallele de 1l’évolution de la conformation des sucres

et de 1l’évolution du pourcentage d’existence des liaisons hydrogene entre
les résidus G7 et Cl7 du dimere instable de Mujeeb et al. (1998) avec la
séquence sauvage.

Cet appariement se produit cette fois sans qu’il y ait changement de
conformation pour le sucre de G7’. La paire ainsi formée reste
globalement stable sur tout le reste de la simulation bien que 1l’on
remarque un affaiblissement autour de 4.3 ns de simulation.

La carte de flexibilité présentée Figure 44 a été réalisée sur la
derniere nanoseconde de simulation avec une valeur de coupure
6=0.3 A. On peut voir sur cette carte gque le monomere 1 semble plus
rigide que le monomere 2 et présente en particulier une =zone de
rigidité entre les résidus 5 a 10 et 16 a 20 (dans 1l’ellipse bleue).
La premiére paire de Dbase de sa tige semble en revanche assez
flexible. Le monomere 2 présente sur sa contre-diagonale sept taches
nettes, visualisées par 1’ellipse rouge, correspondant aux sept
paires de bases formées sur sa tige. Les interactions inter-boucles,
montrées dans 1’ellipse grise, révelent, outre les six taches
correspondant aux six paires de bases GC du dimere maintenues tout
au long de la simulation, deux taches supplémentaires situées de
part et d’autre de ce premier ensemble qui mettent en évidence des
interactions stables existantes entre les résidus A9, Al6’ d’une
part et A9’, Al6 d’autre part. L’étude des liaisons hydrogene montre
que les liaisons Al6(N3)-A9’ (N6) et A9 (N6)-Al6’ (N3), présentes dans

la structure initiale, sont conservées au cours de la simulation.
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Figure 44 Carte de flexibilité réalisée sur 1la derniére nanoseconde de
simulation de la structure de Mujeeb et al. (1998) avec la séquence sauvage

avec une valeur de coupure 6=0.3 A.

La Figure 45 présente 1’évolution de 1l’angle entre les axes des
tiges en fonction du temps. Cet angle fluctue entre 50° et 130°
pendant la simulation, avec une moyenne de 110° sur la derniére

nanoseconde de simulation.
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Figure 45 : Evolution de 1’angle entre les axes des tiges pendant la
simulation de la structure de Mujeeb et al. (1998) avec la séquence

sauvage.
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La structure obtenue en fin de dynamique est donnée Figure 46.

Figure 46 : Représentation en vue stéréo de la derniere structure obtenue
lors de la simulation de la structure de Mujeeb et al. (1998) avec la
séquence sauvage.

I.a.i.FEtude des structures cristallographiques de Ennifar et
al. a partir de la séquence SL1. Influence des ions
magnésiums

L’ influence des ions magnésium sur la stabilité du
« kissing-complex » a fait 1’objet de nombreuses controverses dans
la littérature publiée sur le sujet, et ce plus particulierement en
ce gui concerne le dimere instable de la séquence SLly... En effet,
du fait des deux paires A-U dans sa séquence auto-complémentaire
GUGCAC le dimére de SLlwy,; forme une interaction boucle-boucle plus
faible que celle de SLl;.;, de ségquence GCGCGC, et 1’intervention
d’”ions magnésium stabilisant pour cette interaction est une
hypothése qui a été plusieurs fois avancée (Ennifar et al. 2001;
Jossinet et al. 1999; Marquet et al. 1991). Ces deux structures
ayant été déterminées par <cristallographie en présence d’ions
magnésium, les fichiers de coordonnées publiés pour ces structures
contiennent également les coordonnées des ions magnésium, ce qui
nous a permis pour ces deux « kissing-complex » de réaliser des

simulations de dynamique en absence et en présence d’ions magnésium.

- Etude du dimére instable de SL1;.;

Deux simulations ont été réalisées a partir de cette molécule, 1’une
de 5.5 nanosecondes en présence de 44 contre-ions Na® dans une boite
d’eau parallélépipédique contenant 6513 molécules d’eau, 1’autre de
1.8 nanosecondes en présence de 12 ions Mg?" et de 20 ions Na' dans
une boite parallélépipédique contenant 7517 molécules d’eau. Cette
derniere dynamique a été effectuée en second afin de vérifier
1’influence des ions magnésium sur la stabilité de cette structure

de « kissing-complex » ; elle ne dure gue 2 nanosecondes car nous
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1’avons stoppée dés lors gue nous avons vu apparaitre les mémes
phénoménes que sur la premiere simulation. Les premiéres
observations de ces trajectoires montrent un résultat surprenant :
au cours de la simulation on remarque un déroulement des tiges suivi
d’une ouverture des paires de bases des tiges, et ce pour les deux
simulations. Paralleélement, les résidus 8 et 9, tournés vers
l’extérieur dans la structure initiale, tendent & se tourner vers
1’intérieur de 1la molécule. Sur la Figure 47 sont reportées les
évolutions des rmsd en fonction du temps par rapport a la structure
initiale. Celles-ci confirment gque la molécule subit de grandes
déviations au cours de la simulation, notamment au niveau des tiges
du « kissing-complex ». On remarque en outre que le comportement des
différentes parties de la molécule est similaire en présence comme

en absence d’ions magnésium.
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Figure 47 : Evolution du rmsd au cours de la simulation du dimere instable
de SLl;,; de Ennifar et al. (2001) en absence (en noire) et en présence (en
gris) d’ions magnésium par rapport a la structure expérimentale sur les
atomes : du dimere complet (a), du groupe inter-boucle (b), de la tige 1

(c), de la tige 2 (d), de la jonction 1 (e) et de la jonction 2 (f)
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La Figure 48 présente le pourcentage d’existence moyen des liaisons
hydrogéne par paire de base au cours de la simulation. On peut
constater que, si les ©paires de Dbases inter-boucles restent
appariées pendant presque 100% du temps de simulation, ce n’est pas
le cas pour beaucoup de paires de bases des tiges, en particulier
pour les paires de bases des extrémités des tiges, ainsi que pour
les paires formées par les résidus U6 et G18. En fin de simulation,
en présence ou en absence d’ions magnésium, les trois premieres
paires de bases de la tige 1 et les deux premieres de la tige 2 sont
rompues, de méme que les paires U6-G1l8 et U6’-G18"’ de la simulation
en présence de magnésium et que la paire U6’-G18’ de la simulation

en absence de magnésium.
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Figure 48 : Pourcentages moyens d’existence de 1’appariement entre les
paires de bases canoniques de la molécule sur 1l’ensemble de la simulation
du dimére instable de SLl;,; de Ennifar et al. (2001) a) en absence et b) en

présence d’ions magnésium. En blanc sont représentées les paires de bases
canoniques de la tige 1, en gris clair celles du groupe inter-boucles, en
gris foncé celles de la tige 2.

Dans cette derniere simulation, la paire U6-G18, bien qgu’encore

présente en fin de simulation, fait montre d’une grande instabilité.

La Figure 49 présente en vue stéréo les structures finales obtenues
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pour les simulations de la structure du « kissing-complex »
déterminée par Ennifar et al. (2001) respectivement en absence (en
haut) et en présence (en bas) d’ions magnésiums. Cette figure permet
de visualiser le déroulement des tiges avec ouverture des paires de
bases des extrémités ainsi que le mouvement des adénines a la
jonction des tiges-boucles partiellement tournées vers 1’intérieur

de la molécule.

Figure 49 : Représentation en vue stéréo de la derniere configuration de la
simulation du dimére instable de SLl,.,; de Ennifar et al. (2001) a) en
absence et b) en présence d’ion magnésium.

- Etude du dimére instable de SLly.

De méme que pour 1’isolat Lai, deux simulations ont été
réalisées en absence et en présence d’ions magnésium. La simulation
en présence d’ions magnésium requiert des conditions particulieres
du fait de la structure déterminée par cristallographie. En effet si
1’on se réfere a 1l’article publié par Ennifar et al. (2001), I1le
magnésium serait une condition essentielle a la stabilité de cette
structure grédce a la formation, au niveau de 1’interaction
boucle-boucle, d’un complexe de magnésium hexahydraté dont les
interactions avec les résidus des boucles seraient a méme de pallier
1’insuffisance de la séquence. La position de ce complexe dans la
structure cristallographique est illustrée par la Figure 50. DNous
avons donc pris soin, lorsque nous avons conservé les magnésiums du
fichier PDB, de conserver également les six molécules d’eau de ce

complexe.
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Figure 50 : Structure initiale du dimére instable de SLly,; de Ennifar et
al. (2001). Le carré rouge met en évidence la présence au niveau de
1’ interaction boucle-boucle d’un complexe de magnésium hexahydraté.

Nous avons ainsi réalisé a partir de cette molécule une simulation
de 5.7 nanosecondes avec 44 contre-ions Na' dans une boite d’eau
parallélépipédique contenant 6918 molécule d’eau et une simulation
de 1.7 nanosecondes avec 14 ions Mg®" complétés par 16 ions Na' dans

une boite d’eau parallélépipédique contenant 7451 molécules d’eau.
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Figure 51 : Evolution du rmsd au cours de la simulation du dimere instable
de SLly,; de Ennifar et al. (2001) en absence (en noire) et en présence (en
gris) d’ions magnésium par rapport a la structure expérimentale sur les
atomes : du dimere complet (a), du groupe inter-boucle (b), de la tige 1
(c), de la tige 2 (d), de la jonction 1 (e) et de la jonction 2 (f)
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Ces simulations conduisent a des résultats similaires a ceux obtenus
a partir de la séquence SLl:;,;. La Figure 51 reproduit 1les rmsd
obtenus au cours de la simulation par rapport a la structure
initiale.

On observe également pour cet isolat une évolution structurale tres
éloignée de la configuration d’origine avec une divergence
principalement située dans les tiges des « kissing-complex » ainsi
que, dans une moindre mesure, dans les Jjonctions entre tige et
boucle. La hausse Dbrusque de rmsd au niveau de la jonction 2 a
2500 ps de la simulation en absence d’ions magnésium correspond au
passage des résidus A8’ et G99’ de la configuration rejetée vers
1l’extérieur a une configuration plus tournée vers l’intérieur de la
molécule. Les configurations obtenues en fin de simulation sont
reportées Figure 52 en haut pour la simulation en absence d’ions

magnésium, en bas pour celle en présence d’ions magnésium.

Figure 52 : Représentation en vue stéréo de la derniere configuration de la
simulation du dimeére instable de SLly.s de Ennifar et al. (2001) a) en
absence et b) en présence d’ion magnésium.

Comme dans le paragraphe précédent, les simulations a partir des
structures cristallographiques de 1’isolat Mal conduisent a un
déroulement des tiges suivi de 1’ouverture des paires de Dbases
intra-brins tandis que 1’interaction boucle-boucle est maintenue. A
noter cependant que cette interaction Dboucle-boucle présente un

affaiblissement pendant la simulation, avec des ruptures momentanées
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des liaisons hydrogeénes entre les paires de bases, comme on peut le
voir sur la Figure 53 décrivant les pourcentages d’existence moyens
des liaisons hydrogéne par paire de base au cours de la simulation,
en particulier en ce qui concerne les liaisons hydrogeéne des paires
A14-Ul11’ et C15-G10’. Les trois paires de bases des extrémités des
tiges sont ouvertes ou tres instables en fin de simulation ainsi que
les paires de bases U6-Al8 et U6’-Al8’, en présence comme en absence

de magnésium.
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Figure 53 : Pourcentages moyens d’existence de 1’appariement entre les

paires de bases canoniques de la molécule sur 1’ensemble de la simulation
du dimere instable de SLly,; de Ennifar et al. (2001) a) en absence et b) en
présence d’ions magnésium. blanc : BPtigel, gris clair : Bpinter-boucles,
gris foncé : BPtige2.

I.a.ii.Etude de la structure RMN de Kieken a partir de la
séquence SLI1*

Kieken (2004) décrit deux familles de structures en
« kissing-complex » qui different par la position des résidus a la
jonction tige-boucle. De chacune de ces familles 1 et 2, nous avons
extrait une structure caractéristique sur laquelle nous avons

effectué 9.8 ns de simulation de dynamique moléculaire a 300 K.
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La séquence SL1* étant un 24-mer et non plus un 23-mer comme les
séquences étudiées précédemment, le résidu non apparié de

1l’'extrémité 5’ sera numéroté 0 (Figure 54).
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Figure 54 : Méme groupes de définition que pour les séquences de 23-mer
précédents (voir Figure 36). Le résidu isolé supplémentaire en début de

brin a été dénommé 0 et 0’ pour les monomeres 1 et 2 respectivement.

- Etude d’une structure caractéristique de la famille 1

Cette structure a été simulée a 300 K en présence de 46 contre-
ions Na' dans une boite d’eau parallélépipédique contenant 12638
molécules d’eau.

Au cours de la simulation, la structure conserve une structure
en forme de « kissing-complex », c’est a dire que 1’appariement des
paires de Dbases dans les tiges ainsi que les interactions inter-

boucles sont maintenues au cours du temps, comme 1’illustre la

Figure 55.
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Figure 55 : Evolution du pourcentage moyen des liaisons hydrogéne

canoniques pour les résidus {1-7, 17-23} (en bleu), {1’'-7’, 17'-23'} (en
violet) et {10-15, 10’-15’} (en noir) lors de la simulation de la structure
de la famille 1 de Kieken (2004).
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L"étude du rmsd en fonction du temps, reporté sur la Figure 56,
montre cependant une légere déviation structurale de la molécule au

cours du temps.
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Figure 56 : Evolution du rmsd au cours de la simulation de la structure
caractéristique de la famille 1 de Kieken (2004) par rapport a la structure
expérimentale sur les atomes : du dimere complet (a), du groupe inter-

boucle (b), de la tige 1 (c), de la tige 2 (d), de la jonction 1 (e) et de
la jonction 2 (f)

Les plus grandes déviations structurales sont observées pour les
jonctions avec un rmsd atteignant une valeur de 3 A. Cependant cette
valeur n’indique pas un grand changement conformationnel, résultat
démenti par le rmsd global de la molécule atteignant Jjusqu’a une
valeur de 8 A aux alentours de 2.5 ns de simulation. Cette évolution
conformationnelle est en réalité due a une ouverture de 1’angle
entre les axes des tiges au cours du temps. La Figure 57 présente
1’évolution de cet angle au cours de la simulation, ainsi que la
valeur de ce méme angle dans la structure initiale. On voit que
parti d’un angle entre les axes des tiges de 1’ordre de 95°, celui-

ci se stabilise aux alentours de 130° en fin de simulation.
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Figure 57 : Evolution de 1l’angle entre les axes des tiges au cours de la

simulation de la structure caractéristique de 1la famille 1 de Kieken
(2004) .

On remarque sur ces deux figures la stabilisation, a partir de 5 ns
de simulation, aussi bien des rmsd sur 1les différents groupes
d’atomes par rapport a la structure initiale que de 1’angle entre
les axes des tiges.

La Figure 58 présente la structure moyenne obtenue sur la derniere
nanoseconde de simulation, aprés stabilisation des valeurs de rmsd
et d’angle. On observe sur cette figure que tiges et boucles ont
conservé leurs appariements de paires de bases et que les adénines a
la jonction ont conservé la configuration tournée vers 1’intérieur
de la molécule caractéristique de cette famille 1. Les appariements

entre les adénines A9 et Al6 fluctuent au cours de la simulation.

Figure 58 : Représentation en vue stéréo de la conformation finale de la
simulation de la structure caractéristique de 1la famille 1 de Kieken
(2004) .

-2 Etude d’une structure caractéristique de la famille 2

Nous avons effectué une simulation de dynamique moléculaire a partir

de cette structure en présence de 46 contre-ions Na® a 300 K dans une

boite d’eau parallélépipédique contenant 11807 molécules d’eau.
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Figure 59 : Evolution du rmsd au cours de la simulation de la structure
caractéristique de la famille 2 de Kieken (2004) par rapport a la structure
expérimentale sur les atomes : du dimere complet (a), du groupe inter-
boucle (b), de la tige 1 (c), de la tige 2 (d), de la jonction 1 (e) et de
la jonction 2 (f)

La simulation présente globalement les méme résultats que
précédemment, a savoir que la structure reste en forme de
« kissing-complex » tout au long de la simulation. Cependant le
comportement méme de la molécule est différent dans cette famille
sur plusieurs points et en particulier, la molécule semble beaucoup
plus stable avec cette <configuration de départ qu’avec la
précédente.

En effet, on voit sur la Figure 59 qui présente 1’évolution du rmsd
de 1la molécule au cours du temps par rapport a sa structure
initiale, que la molécule reste globalement beaucoup plus proche de
sa structure d’origine, avec un rmsd maximal obtenu d’environ 6A. De
fait, 1’angle entre les axes des tiges ne subit pas cette fois
d’ouverture importante comme on peut le vérifier sur la Figure 60

présentant cet axe au cours du temps de simulation.
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Figure 60 : Evolution de 1’angle entre les axes des tiges au cours de la
simulation de la structure caractéristique de 1la famille 2 de Kieken
(2004) .

La structure de départ présentait cette fois un angle de 1’ordre de
110° entre les axes des tiges, et tout au long de la simulation,
1’7angle entre les axes des tiges fluctue autour de cette wvaleur. De
méme que pour la structure issue de la famille 1, la plus grande
déviation structurale est obtenue pour les Jjonctions tige-boucle
avec des valeurs de rmsd atteignant 3-4A. L’une des raisons de cette
déviation structurale des Jjonctions est la rupture d’une des paires
G7-C1l7 a la jonction tige-boucle. La Figure 61 présente 1’évolution
des liaisons hydrogéne entre les résidus G7 et Cl7 et de la phase
des sucres de ces résidus pour les deux tiges. Pour la tige 1, les
résidus G7 et Cl7 se désapparient au bout de 2 ns de simulation et
restent désappariés pendant les 7.8 ns de simulation suivant. Les
trois liaisons hydrogéne se rompent simultanément. On constate de
surcroit que cette rupture de la paire de base est suivie a moins
d’l ns d’un changement de conformation du sucre de Cl7 qui passe de
la conformation C3’-endo a une conformation C2’-endo. Aucun de ces

deux phénomenes ne se produit sur la tige 2.
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Figure 61 Mise en parallele de 1l’évolution de la conformation du sucre

avec les pourcentages de présence des liaisons hydrogene Watson-Crick entre
les résidus G7 et Cl7 du monomere 1 (a) et G7' et Cl7’' du monomere 2 (b) de
la simulation de la structure caractéristique de la famille 2 de Kieken
(2004) .

Les adénines a la Jjonction des boucles présentent sensiblement le
méme comportement sur les deux tiges en dépit du fait que 1’une des

paires G7-Cl7 soit désappariée et pas 1’autre. Leur configuration

reste proche de celle de la structure d’origine. Les résidus A9 et

A9’ sont partiellement empilés ensemble a 1’intérieur de 1’espace

créé par 1’interaction boucle-boucle, <ce qui correspond a leur

position originelle. Ils forment au cours de la simulation plusieurs

liaisons hydrogene temporaires avec les résidus des boucles. Les

deux résidus A8 et A8’ sont eux respectivement empilés avec les

résidus G7’ et G7, c’est a dire que chaque résidu A8 d’'un brin est

empilé avec le résidu G7 de 1’autre brin, que celui-ci soit ou non

apparié. Ceci differe un peu de la conformation d’origine, ou

l’interaction entre 1le résidu A8 d’un brin et le résidu C1l7 de

1’autre brin était établie par une liaison hydrogéne et non par un

empilement. Les résidus Al6 et Al6’ présentent un comportement

différent en fin de simulation le résidu Al6 est empilé avec le
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résidu G15 de la séquence auto-complémentaire tandis que le résidu
Al6" tend a se tourner vers 1l’'extérieur de la molécule. Cette
configuration de la molécule et de la jonction en particulier est

exposée sur la Figure 62.

Figure 62 : Représentation en vue stéréo de la conformation finale de la
simulation de la structure caractéristique de 1la famille 2 de Kieken
(2004) .

I.a.iii.Discussion—-conclusion

Nous nous sommes efforcés dans cette partie de déterminer lesquelles
des structures parues dans la littérature présentaient une forme
stable de « kissing-complex » en solution a 300 K. Dans un souci de
contrdle des résultats présentés, la simulation effectuée a partir
de la structure RMN de Mujeeb et al. (1998) avec la séquence mutée,
ainsi que les simulations réalisées a partir des deux structures
cristallographiques de Ennifar et al. (2001), en présence comme en
absence d’ions magnésium, ont été exécutées une seconde fois dans
les méme conditions sur des temps plus courts. Les molécules ont
adopté, lors de ces simulations, des comportements similaires a ceux
exposés dans ce travail. De toutes les structures gue nous avons
simulées deux présentent un grand manque de stabilité en solution.
I1 s’agit des deux structures de « kissing-complex » déterminées par
cristallographie et correspondant aux deux isolats Lai et Mal de la
tige-boucle SL1. Le plus grand changement est la destruction des
tiges. On remarque cependant des appariements inter-boucles plus
forts pour la structure de 1’isolat Lai que pour la structure de
1’isolat Mal, en accord avec les résultats d’électrophorese de
Aci et al (2004a). Cette instabilité des tiges dans les structures
cristallographiques est sans doute due a des interactions

inter-dimere existant dans le cristal.
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Figure 63 : Empilement structural dans la
maille cristalline des dimeres instables
déterminés par Ennifar et al. (2001) pour les

isolats Mal et Lai de SL1.

En effet, les purines 8 et 9 a la jonction
tige-boucle en particulier présentent une
conformation singuliere qui s’explique
lorsque 1l’on examine la maille cristalline
(

Figure 63). Ces résidus sont empilés et
rejetés a l’extérieur de sorte qu’il reste

une place suffisante, entre les deux paires

de résidus d’un méme dimeére, pour
intercaler une paire de résidus 8-9 d’un autre dimere. Cette
configuration conduit dans la maille cristalline a la formation
d"une longue chaine de purines empilées qui stabilise la structure.
De telles interactions n’existent pas en solution. En effet, il a

été montré qu’aux concentrations RMN 1’association se limitait a 1la

formation de dimere (Kieken 2004). L’absence de ces interactions
peut expliquer la déstabilisation de la structure
cristallographique. Nous n’ avons pas observé d’influence du

magnésium a notre échelle de temps.
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Figure 64 : Evolution des pourcentages d’existences des liaisons hydrogene
Watson-Crick inter-boucle pendant le temps de simulation des dimeres
instables déterminées par Ennifar et al. (2001) : a) Lai en absence d’ions
magnésium b) Lai en présence d’ions magnésium c¢) Mal en absence d’ions
magnésium d) Mal en présence d’ions magnésium
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Ainsi que le présente la Figure 64, 1l’interaction boucle-boucle plus
faible de 1’isolat Mal n’est ni compensée ni atténuée par la
présence ou 1’absence d’ions magnésium. Ceci contredit les résultats
d’Ennifar et al. (2001) et de Jossinet et al. (1999) mais est en
accord avec les expériences de Dardel et al. (1998) et de Aci et al.
(2004a) .

A 1'opposé, les structures déterminées par RMN restent toutes plus
stables que 1les structures cristallographiques. La conformation
publiée par Mujeeb et al. (1998) reste globalement stable sur les
20 ns de simulation mais subit des réarrangements locaux importants
au cours de cette période. Ces réarrangements sont principalement
localisés au niveau de la jonction et ne peuvent étre attribués a la
mutation subie par la séquence du fait gqu’une simulation effectuée
sur cette méme structure mais avec la séquence sauvage de la
tige-boucle SLlp,; conduit a des résultats analogues. La modification
majeure est la formation spontanée et durable de la paire G7-Cl7 au
bout de guelgues nanosecondes de simulation, indépendamment de 1la
séquence de la tige. Les axes des tiges conservent cependant leurs
orientations. Cette paire de bases, qui correspond a la paire
G271-C281 dans la séquence totale de 1’ARN génomique a été sujette a
plusieurs polémiques quant a son appariement. Il est intéressant de
remarquer que l’on a observé le phénomene inverse avec la structure
de la famille 2 de Kieken (2004). Contrairement a la structure de
Mujeeb et al. (1998), les résidus G7 et Cl7 sont appariés dans cette
structure initiale. Or on constate au bout de qgquelques nanosecondes
de simulation, une rupture spontanée et durable des trois liaisons
hydrogéne Watson-Crick responsables de cet appariement. Ces
observations nous incitent a penser que la paire de bases G7-Cl7
n’est pas stable en solution et que son passage entre les états
ouvert et fermé forme une transition réversible capable d’intervenir
sur une échelle de temps de quelques nanosecondes. Les études RMN
menées par Kieken (2004) sur ces résidus sont en accords avec cette
interprétation. En effet, elles ne mettent en évidence 1l’existence
de liaisons entre les résidus G7 et Cl1l7 gu’au cours d’expériences
HSQC en 2 dimensions et non par des expériences NOESY comme pour les
autres paires G-C. Cela traduit une grande dynamique de la part de

cette paire de bases avec sans doute des ruptures sporadiques de ses
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liaisons hydrogéene. Ces résultats sont également en bonne adéquation
avec les expériences de Lodmell et al. (2001), suggérant que
1’ appariement de ces deux résidus n’était pas indispensable a la
formation du « kissing-complex » dans le cas de 1’isolat Lai. Nous
avons par ailleurs montré par une étude thermodynamique que
1’énergie libre au cours de la transition reste tres faible (voir
SIV.c) .

Les trois structures déterminées pour le « kissing-complex »
présentent ainsi, pour Ennifar et al. (2001) un appariement G7-C17
tres fort, pour Mujeeb et al. (1998) des résidus G7 et Cl17
désappariés et pour Kieken (2004) un appariement G7-Cl7 relativement
lache. Ces différences traduisent 1’existence d’une distribution
d’états métastables pour la Jjonction de la tige-boucle. Il semble
que piéger 1’un ou 1’autre de ces états dépende fortement des
conditions expérimentales utilisées. Les mutations imposées a la
séquence de la tige lors des expériences menées par Mujeeb et al.
(1998) ont pu influer sur la conformation adoptée par la jonction a
la tige-boucle du dimere déterminé, de méme que la forte
concentration en ions magnésium nécessaire a la cristallisation dans
le cas d’Ennifar et al. (2001).

Un autre foyer de divergences entre ces différentes structures est
la position des purines a la jonction tige-boucle ainsi que les
liaisons hydrogene qu’elles sont susceptibles de former avec leur
environnement. D’autres modeles de « kissing-complex » ont été
déterminés par modélisation a partir de données Dbiochimiques
(Jossinet et al. 1999; Paillart et al. 1997; Pattabiraman et al.
2002) dans lesquels le positionnement des purines a été longuement
explicité. Dans tous ces modéles, les tiges et le duplexe inter-
boucles sont alignés sur un seul axe dans une conformation proche
d’"une hélice A. Le modele de Paillart et al. (1997) propose deux
liaisons hydrogene intra-moléculaires entre les résidus A8 et Al6 (
NoH (A8) N7 (Alo) et NoH(A16)-N1(A8) ) et deux liaisons inter-
moléculaires entre le résidu G9 d’un monomere et le résidu Gl2 de
l"autre ( N1H(G9)-06(G1l2) et N2H(G9)-N7(Gl2) ). Dans le modele de
Jossinet et al. (1999), les deux liaisons entre A8 et Al6 du modele
précédent sont remplacées par C2H(A8)-N7(Al6) et N6H(Al6)-N3(A8). Le

modele publié par Pattabiraman et al. (2002) est inspiré de celui de

102



RESULTATS Le dimére instable

Paillart et al. (1997) mais les liaisons hydrogene entre les résidus
9 et 12 sont modifiées, pour 1’isolat Lai par les liaisons
N6H (A9) -02 (G12) et N4H (C13)-N1 (A9) et pour 1’7isolat Mal par
N2H (G9) -06 (G12) et NI1H(GY9)-N7(Gl2). Pourtant aucune de ces liaisons
n’est observée dans les structures expérimentales parues dans la
littérature. Pattabiraman et al. (2002) constatent du reste que, sur
une courte simulation de 400 ps, la paire de bases formée entre A8
et Al6 est 1instable. Sur 1l’ensemble de nos simulations, deux
seulement présentent, mais de facon trés éphémere, des appariements
intramoléculaires A8-Al6 : la simulation de la séquence de Mujeeb et
al. (1998) de ségquence SLl;,;A avec une liaison N6H(Al6’)-N1(A8’) et
la simulation de la structure caractéristique de la famille 1 de
Kieken (2004) avec 1les liaisons NOH(A1l6)-N7(A8), NoH(A8)-N1(Alo),
N6H (A1l6")-N7 (A8’) et NO6H(A8'")-N1(Alo’). Des liaisons A9-Al6 stables
sont en revanche mises en évidence dans ©plusieurs de nos
simulations, notamment la liaison inter-moléculaire No6H(A9)-N3(Ale’)
dans la simulation a partir de la structure de Mujeeb et al. (1998)
de séquence SLl;.;A, les liaisons inter-moléculaires N6H(A9)-N3(Al6’)
et N6H(A9’)-N3(Al6) dans la simulation a partir de la structure de
Mujeeb et al. (1998) de séquence SLl;.,; et les liaisons intra-
moléculaires N6H(A16)-N7(A9), No6H(A9)-N1(Al6), NO6H(AL6')-N7(A9') et
N6H (A9’ )-N1 (Al6") dans la simulation a partir de la structure
caractéristique de la famille 2 de Kieken (2004).

Reblova et al. (2003) et Beaurain et al. (2003) ont également
réalisé des simulations de dynamique moléculaire a partir des
structures RMN de Mujeeb et al. (1998) et cristallographique de
Ennifar et al. (2001) et aboutissent a des conclusions opposées.
Dans aucune de ces deux publications n’est donné ni un descriptif
précis du comportement des tiges ni des liaisons hydrogene formées
par les purines a la Jjonction tige-boucle. Toutes deux font
néanmoins des observations similaires sur le comportement de la
structure RMN de Mujeeb et al. (1998) qui se révelent en Dbonne
adéquation avec nos résultats. En effet il apparait dans leurs deux
simulations que la modification majeure intervenant dans cette
structure est d’une part 1l’ouverture de 1l’angle entre les axes des
tiges et d’autre part, le fait que les résidus G7 et Cl7 deviennent

coplanaires. En revanche, aucune de ces deux équipes ne voit se
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former 1’appariement de G7 et Cl7. Dans les deux cas, les angles
diedres et les distances entre les atomes, dont certaines valeurs
sont tres éloignées de la normale dans la structure de Mujeeb et al.
(1998), reprennent des valeurs standards dés les premieres centaines
de picosecondes de la simulation sans modifier la structure initiale
de facon importante. Les résultats présentés sur les structures de
Ennifar et al. (2001) sont en revanche treés différents.
Reblova et al. (2003) estiment les structures cristallographiques
d’une grande stabilité. Les structures moyennes publiées sur leurs
simulations montrent en effet pour les deux isolats des structures
proches de la structure expérimentales, avec toutefois des positions
différentes pour les purines a la jonction. Dans le cas de 1l’isolat
Lai, les quatre adénines A8, A9, A8’ et A9’ forment par empilement
les unes avec les autres une tige supplémentaire. Dans le cas de
1”isolat Mal, les purines 8 et 9 restent partiellement tournées vers
1’extérieur. Pour les deux structures, les adénines 16 sont empilées
entre les résidus Cl5 et Cl7 et toutes les paires de bases des tiges
restent appariées, sauf 1l’extrémité de la tige de 1’'un des monomeres
de 1’isolat Lai. Peut-étre est-ce la une amorce de la
déstabilisation des tiges que nous avons observées avec la structure
cristallographique, car dans nos simulations a partir des structures
RMN les paires de bases des extrémités restent appariées méme apres
plus de 20 ns de simulation. Les conclusions données par Beaurain et
al. (2003) sont en meilleur accord avec nos résultats, la structure
de Ennifar et al. (2001) leur paraissant moins stable en solution
que la structure de Mujeeb et al. (1998). Ainsi 1ls observent au
cours de leur simulation de la structure d’Ennifar et al. (2001) un
enfouissement des adénines 8 et 9 a 1l’intérieur de la molécule,
total pour le monomere 1 et partiel pour le monomere 2. Ils
décrivent par contre une ouverture des paires de bases Gl0-Cl5’ et
G7"-C17", nécessaire au repositionnement des adénines, qui ne se
produit pas dans nos simulations. Nous avons alors réalisé 3
simulations de vérification a partir de la structure
cristallographique de Ennifar et al. (2001) de SLl;,;. Dans 1l’une de
ces simulations nous avons essayé de nous rapprocher au maximum des
conditions décrites par Reblova et al. (2003) dans leur article.

Nous observons une ouverture des deux premieres paires de bases des
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extrémités sur 1’un des monomeres des 600 ps de simulation. Une
autre simulation de 2 ns a été effectuée en gardant tous les atomes
présents dans le fichier de coordonnées publié par Ennifar et al.
(2001), c’est a dire que 1l’on a conservé non seulement la molécule
et les atomes de magnésium mais également toutes les molécules d’eau
contenues dans ce fichier. Au bout de 2 ns de simulation, les tiges
se désenroulent et les deux premieres paires de Dbases des tiges
ainsi que la paire U6-G18 sont rompues. Les adénines 8 et 9 a la
jonction tige-boucle ne sont plus gque partiellement tournées vers
1l’extérieur. Une derniere simulation de 10 ns a 300 K a été exécutée
en imposant des contraintes de distances sur toutes les liaisons
hydrogene canoniques du « kissing-complex ». Au bout des 10 ns, les
deux monoméres présentent des configurations tres différentes. Le
monomere 1 est completement déstructuré, sa tige est déroulée et 1la
plupart des paires de Dbases sont rompues bien que les résidus
restent proches du fait des contraintes imposées. Les adénines 8 et
9 sont tournées vers 1’intérieur de la molécule. Le monomere 2 lui a
gardé une conformation proche de la structure initiale, avec des
résidus appariés dans les tiges et des adénines 8’ et 9’ a la
jonction tournées vers 1l’extérieur. Il semble que la déstructuration
de la tige 1 soit due aux contraintes générées par les adénines de
la Jjonction pour se tourner vers l’intérieur de la molécule sans
écarter les brins des tiges, les contraintes que nous avons imposées
ne le permettant pas. Ceci nous confirme dans 1’opinion que la
position des adénines a la Jjonction dans la structure de Ennifar et
al. (2001) impose des contraintes trop fortes a la molécule pour lui
permettre d’étre stable en solution.

De toutes les structures dont nous sommes partis pour effectuer ces
simulations de dynamique moléculaire, la plus stable nous semble
étre la structure caractéristique de la famille 2 de Kieken (2004).
En effet, elle conserve une structure en « kissing-complex » pendant
toute la durée de la simulation avec des Dboucles bien appariées
ainsi que les 6 premieres paires de bases des tiges. De plus,
1’ ouverture de la paire de bases G7-Cl7 dans un monomere se produit
sans qu’il y ait de réorganisation majeure au niveau des adénines a
la jonction tige-boucle qui conservent une conformation trés proche

de la structure d’origine, ni de réorientation au niveau des axes
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des tiges. Ce résultat conforte les conclusions de Kieken (2004),
qui considére également la famille 2 comme la structure la plus
probable du « kissing-complex » de SLl:;.;. Kieken a envisagé deux
familles de structures pour la tige-boucle SLl;,; car les données RMN
ne permettaient pas de distinguer entre deux attributions
différentes pour les protons H2 des adénines A8 et A9. Cependant la
famille 2 1lui parait plus susceptible de représenter la structure
finale du dimére instable, d’une part parce que cette famille ne
présente aucune violation sur les angles diedres ni sur les
contraintes NOE alors que 1la famille 1 en présente toujours au
minimum 4, d’autre part parce que les adénines des jonctions sont
impliquées dans ©plus de liaisons hydrogene dque celles de 1la
famille 1. De plus, 1l’énergie totale de la famille 2 se révele plus

basse que celle de la famille 1.

IV.b.Etude du dimere stable de SL1

Une fois effectuée 1’étude de la structure métastable du dimere
de SL1, nous avons entrepris de contrdler la stabilité en solution
des structures publiées sur le dimere stable de la séquence SL1.

Nous donnons sur la Figure 65 les 5 groupes d’atomes utilisés

lors des analyses ainsi que la numérotation des résidus.

boucle interne boucle interne

N i PN

1 2 3 4 5 6 7’ {10 11 12 13 14 15 \17 18 19 20 21 22 23

237 22’ 21’20’ 19’18’17’ \/: 15’14’13’12’11’10’_\/ 7' 6’ 5’ 4’ 3" 2" 1/

16’ 9’ 8’

duplexe 1 duplexe 3
Figure 65 : Définition des cing groupes de résidus utilisés lors des
analyses sur les simulations du dimere stable. On appellera duplexe 1,
duplexe 2 et duplexe 3 les groupes composés des résidus {1-6 ; 18'-23"},
{10-15 ; 10’-15"}et {18-23 ; 1’'-6’} respectivement, Dboucle interne 1 et
boucle interne 2 les groupes composés des résidus {8, 9, 16’} et {lo6, 8',

97} respectivement.
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IV.b.i.Etude de la structure RMN de Girard et al. a partir
de la séquence SL1;a;

Girard et al. (1999) ont déterminé par RMN la structure du dimeéere
étendu  pour la séquence SLlp.; et publié une famille de
15 configurations correspondant a cette molécule. Afin de déterminer
laquelle de ces structures nous allions utiliser comme structure de
départ pour nos simulations, nous avons calculé la structure moyenne
de cette famille puis mesuré les rmsd entre ces 15 structures et la
structure moyenne. La Figure 66 présente les résultats de ces

mesures.

2
<
e
€
= 1.

0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
N° de la structure dans le PDB

Figure 66 : Diagramme des valeurs de rmsd de chacune des structures de la
famille déterminée pour le dimere étendu de SLl;,; par Girard et al. (1999)

par rapport a la structure moyenne de cette famille.

Nous avons choisi comme structure de départ de nos simulations la
configuration la plus proche de la structure moyenne, a savoir la
configuration n°3.

Nous avons réalisé une dynamique moléculaire de 8 ns a 300 K a
partir de cette structure en présence de 44 contre-ions Na' dans une
boite d’eau parallélépipédique contenant 6714 molécules d’eau.

Au cours de la simulation, le dimére conserve ses motifs structuraux
principaux, c’est a dire les trois duplexes en forme A et les deux
boucles internes. Cependant, ces motifs eux-mémes subissent des
modifications, en particulier le duplexe central (ou duplexe 2)
ainsi que les deux boucles internes qui présentent des rmsd moyens
sur la derniére nanoseconde de simulation de 3 A pour le duplexe 2
et de 2.6 A pour chacune des boucles internes. Les deux duplexes des
extrémités restent tres proches de la structure d’origine avec des

rmsd moyens sur la derniére nanoseconde de simulation de 1.8 A et
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1.6 A pour le duplexe 1 et le duplexe 3 respectivement. L’évolution
de ces rmsd au cours du temps est représenté sur la Figure 67.
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Figure 67 : Evolution du rmsd au cours de la simulation du dimere stable de
Girard et al. (1999) par rapport a la structure expérimentale sur les
atomes : du dimere complet (a), du duplexe 2 (b), du duplexe 1 (c), du

duplexe 3 (d), de la boucle interne 1 (e) et de la boucle interne 2 (f)

N boucle boucle
dimere duplexel interne 1 duplexe? interne 2 duplexe3
6.7 1.8 2.6 3.0 2.6 1.8
Tableau 3 : Valeurs moyennes des rmsd sur la derniére nanoseconde de

simulation du dimeére stable de Girard et al.

On remarque que les déviations structurales des éléments du dimere
sont relativement faibles, avec des valeurs de rmsd maximum autour
de 3 A. Cependant la conformation globale du diméere évolue
considérablement, jusqu’a atteindre des valeurs de rmsd de 7-8A.
Cette variation par rapport a la structure d’origine est
essentiellement due a une courbure de la molécule au cours du temps.
La Figure 68 montre 1’évolution pendant la simulation de la courbure
du dimere ainsi que la direction de cette courbure. La courbure
calculée sur la structure de départ de la molécule est de 10°. On

constate qu’au cours de la dynamique elle augmente jusqu’a atteindre
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en moyenne sur la derniere nanoseconde de simulation une valeur de

90° environ.

Angle (°)
360 -
300
240 -
180 +
120 4
60
0 T T T |
0 2000 4000 6000 8000
Temps (ps)
‘ direction — courbure ‘
Figure 68 : Evolution de 1’angle de courbure et de 1’angle de direction de

courbure au cours de la simulation du dimere stable de Girard et al.
(1999) .

De plus, la direction de courbure évolue aussi au cours du temps,
partant de 60° dans la configuration d’origine, elle oscille autour
de 300° sur la derniére nanoseconde de simulation. La Figure 69
présente la visualisation graphique des structures de début et de

fin de dynamique avec leurs axes tels que CURVES les a calculés.

Figure 69 : Représentation des structures initiale et finale de 1la
simulation du dimeére de Girard et al. (1999) et de 1l’axe de ces molécules
calculé par CURVES.

On peut constater sur cette figure que les zones de cassure de 1’axe
dans la structure finale de la simulation correspondent aux deux
boucles internes du dimere étendu. Du fait de ces cassures, la

molécule semble s’étre globalement « étirée » le long de 1l’axe. Ces
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déformations peuvent expliquer les valeurs importantes prises par le
rmsd calculé sur tous les atomes du dimere étendu durant la
simulation.

Le caractere flexible des boucles internes apparait clairement sur

la carte de flexibilité reproduite sur la Figure 70.

monomére 1 monomére 2
_A— _A—

— ~ ~
1 101 201 301 401 501 601 701 801 901

( 1

101 résidus du duplexe 1
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interne 1

monomére 1 < résidus du duplexe 2

301

résidus de la boucle
interne 2

401
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601
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701

monomére 2 <

801

901

Figure 70 : Carte de flexibilité sur la derniere nanoseconde de simulation
de la structure de Girard et al. (1999) avec des valeurs de coupure 6,=0.3 ﬁ
et 06,=0.6 A. Les zones noires correspondent a des fluctuations standards des
distances inter-atomiques inférieures a o;, les zones grises a des valeurs

comprises entre o; et o, et les valeurs supérieures a o, sont laissées en
blanc. Les numéros des atomes sont reportés sur les cbdtés de la carte.

Les trois duplexes du diméere étendu sont nettement identifiables sur
la contre-diagonale, séparés par des zones claires qui correspondent
aux boucles internes. Un examen plus attentif de ces zones claires
montre toutefois dans chacune wune tache grise de semi-rigidité
révélatrice de 1l’existence d’une corrélation entre les résidus A9
d’"un monomere et Al6 de 1’autre. Les deux régions relatives aux deux
duplexes des extrémités, en rouge et en bleue sur la Figure 70,
présentent toutes deux sept taches de forte corrélation
correspondant aux sept paires de bases de ces duplexes. On releve

cependant pour chacun de ces deux duplexes une tache de corrélation
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entre les résidus G7 d’un monomére et Cl7 de 1l’autre monoméere moins
nette que pour les autres paires de bases. Ces observations trouvent
leur explication lorsque 1’on étudie les évolutions des liaisons
hydrogene entre les résidus. Sur la Figure 71 sont reportées en
fonction du temps les moyennes des pourcentages d’existence des

liaisons hydrogeéne des paires de bases canoniques de chaque duplexe.

60 -
40 4
20 +
0 T T T )
0 2000 4000 6000 8000
Temps (ps)
\ duplexe1 ——duplexe2 ----- duplexe3\
Figure 71 : Evolution du pourcentage moyen des liaisons hydrogene

canoniques des trois duplexes au cours de la simulation du dimere de Girard
et al. (1999).

On remarque pour le duplexe 1 et le duplexe 3 que les pourcentages
moyens de liaisons hydrogene varient entre 80% et 100% alors dque
celles du duplexe 2 restent tres proches des 100% pendant presque
toute la durée de la simulation. Ces fluctuations dans les duplexes
des extrémités sont dues a des ruptures momentanées des paires

G7-Cl7" et G7’-Cl7, ainsi que 1l’expose la Figure 72.

T T U. | | HNV

100 -

N

80 80

60 60

40 40

20 20 4

T = | T - | 0— T T T
0 2000 4000 6000 8000 0 2000 4000 6000 8000

a [—G7-C17' (N4-06)  G7-C17' (N3-N1) - G7-C17' (N2-02)| b [—crc17(Na-0s) — G7-C17 (N3-N1) - G7-C17 (N2-02)]

Figure 72 : Evolution du pourcentage d’existence de liaisons Watson-Crick
entre les paires de bases G7-C1l7' (a) et G7'-Cl7 (b) pendant la simulation
du dimere de Girard et al. (1999).
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Cette séparation est en particulier visible sur la paire G7-C1l7’'
pour laquelle la rupture des trois liaisons hydrogene se fait
simultanément deux fois en fin de simulation, alors qu’une seule de
ces liaisons se rompt périodiquement dans la paire de base G7’-Cl7.
Sur la Figure 73 sont reportées en fonction du temps les liaisons
hydrogene formées en cours de simulation entre les résidus des
boucles internes. Tout au long de la simulation, les résidus 8, 9 et

10 restent empilés ensembles, et ce dans les deux monomeres.
100 4 100
80 1 804
60 - 60 4
40 4 40
20 21
0 S 4 v l 0 . } y
0 2000 4000 6000 8000 0 2000 4000 6000 800
a —— A8-A16'N6-N7 A8-A16'N6-N1 A16-A8 N6-N1 b ‘ — A8'-A16 N6-N7 A8'-A16 N6-N1 - A16-A8' N6-N1
100 -
100 4
80
80 -
60
60
40 4 40 4
20 20 4
0 T T T
0 T T T 1 0 2000 4000 6000 8000
0 2000 4000 6000 8000 —AB-C17 N6-N3 _ C17-A8 N4-N1 |
Cc [—A8-C17'N6-N3  C17'-A8 N4-N1| d
100 1 V W V 100 7
80 80 4
60 60 4
40 40
20 \ 20 4
o ‘ ‘ ‘l‘h\ | o
0 2000 4000 6000 8000 0 000 4000 6000 8000
—A9-A16'N6-N3  A9-A16' N6-N1] ‘7A9'-A16 N6-N1 — A16-A9' N6-N1 ‘
e £
Figure 73 Evolution pendant la simulation du dimere de Girard et al.
(1999) des pourcentages d’existence des liaisons hydrogéne dans les boucles
internes entre les résidus a) A8-Al6’ b) A8’'-Al6 ¢) A8-Cl1l7’ d) A8’-Cl7 e)
A9-Al6’ £) A9’ -Al6
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Ces graphiques expliquent la corrélation constatée sur la carte de
flexibilité entre les résidus A9 et Ale’ d’'une part, A9’ et Al6
d’autre part. En effet ces résidus restent appariés tout au long de
la simulation par deux liaisons hydrogéne alternatives, les liaisons
A9 (N6)-Al6’ (N1) et A9(N6)-Al6’ (N3) pour la boucle interne 1 d’une
part, A9’ (N6)-Al6(N1l) et Al6(N6)-A9(N1l) pour la boucle interne 2
d’ autre part. Les résidus 8 des deux monomeres forment
périodiquement des liaisons peu stables avec les résidus 16 et 17 du
monomére opposé. La structure obtenue en fin de dynamique est

présentée sur la Figure 74.

Figure 74 : Représentation en vue stéréo de la derniere structure de la
simulation du dimeére de Girard et al. (1999)

IV.b.ii.Etude de la structure cristallographique de Ennifar
et al. a partir de la séquence SLly.;

Nous avons réalisé une simulation de dynamique moléculaire de 9 ns a
partir de la structure publiée par Ennifar et al. (1999), en
présence des 8 ions magnésium contenus dans le fichier de
coordonnées d’origine complétés par 28 ions sodium, dans une boite
parallélépipédique contenant 7740 molécules d’eau.

La molécule reste relativement proche de sa structure initiale tout
au long de la dynamique, avec un rmsd global sur 1’ensemble des
atomes qui évolue entre 1.5 A et 4.6 A (Figure 75). Les trois
duplexes en particulier restent trés proches de leur conformation
d’origine en forme A et présentent ainsi des valeurs de rmsd
inférieures a 2 A pendant toute la simulation. Les valeurs moyennes
de ces rmsd calculés sur la derniere nanoseconde de simulation sont

reportées dans le Tableau 4.
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Figure 75 : Evolution du rmsd au cours de la simulation du dimere stable de
Ennifar et al. (1999) par rapport a la structure expérimentale sur les
atomes : du dimére complet (a), du duplexe 2 (b), du duplexe 1 (c), du

duplexe 3 (d), de la boucle interne 1 (e) et de la boucle interne 2 (f)

boucle boucle
N . 1 3
dimere duplexe 1 interne 1 duplexe 2 interne 2 duplexe
3.4 1.2 2.3 1.2 2.0 1.3
Tableau 4 : valeur moyenne du rmsd sur la derniere nanoseconde de
simulation du dimere stable de Ennifar et al. (1999)

On constate que 1les plus grandes fluctuations sont obtenues au
niveau des deux boucles internes du dimere. Encore peut-on voir sur
la carte de flexibilité reproduite sur la Figure 76 que des trois
résidus constitutifs de chacune des boucles internes, deux sont tres
fortement corrélés entre eux. Il s’agit des résidus G9 et Al6" et

Al6 et G9'.
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monomére 1 monomére 2
A —

-~
201 301 401 sb1 601

résidus du duplexe 1

201

monomeére 1 < résidus du duplexe 2

301

résidus de la boucle

interne 2
401

résidus du duplexe 3

monomére 2 <

2

Figure 76 : Carte de flexibilité sur la derniére nanoseconde de simulation
de la structure de Ennifar et al. (1999) avec des valeurs de coupure 6;=0.3 A
et 6,=0.6 A.

Seuls les résidus A8 et A8’ présentent une trés grande flexibilité
responsable des modifications subies par les boucles internes au
cours de la simulation. Ces résidus se distinguent treés facilement
sur la carte car ils se trouvent au centre d’une sorte de croix
blanche sur chacun des monoméres. Ces lignes blanches traduisent le
fait que les deux résidus 8 et 8’ ne sont corrélés avec aucun autre
résidu. Cette « non-corrélation » est en particulier visible au
centre de la région mise en relief par le carré jaune. Cette tache
dévoile une zone de semi-rigidité impliquant les résidus 3 a 15 du
monomere 1 et 4’ a 10’ du monomere 2, a l’exclusion des deux
adénines 8 et 8’, gqui ne se révelent pas plus corrélées entre elles
qu’elles ne le sont avec les autres résidus de la molécule. La
molécule présente une assez grande rigidité globale ainsi que le
suggere le grand nombre de zones grises sur la carte. Le duplexe
centrale du dimére montre six fortes taches de corrélation

correspondant a ses six paires de Dbases. En revanche les
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duplexes 1 et 3 arborent des taches moins nettes pour leurs trois
paires de bases des extrémités du dimere.

De fait, lorsque 1l’on examine le pourcentage de présence des
liaisons hydrogene canonique entre les paires de bases du dimere au

cours du temps, on remarque que certaines de ces liaisons sont assez

fragiles.
<%HB>
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80 { ¥
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0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000
Temps (ps)
‘ <duplex1> — <duplex2> ----- <duplex3> ‘
Figure 77 : Evolution du pourcentage moyen des liaisons hydrogéne

canoniques des trois duplexes pendant la simulation du dimere stable de
Ennifar et al. (1999).

La Figure 77 retrace les moyennes de ces pourcentages de présence
pour chacun des duplexes pendant la simulation. On voit sur cette
figure que si pour le duplexe 2 les appariements entre les paires de
bases restent proches de 100% avec quelques affaiblissements
anecdotiques, ces mémes pourcentages sont plutdt compris entre 80%
et 90% pour les duplexes 1 et 3, en particulier en fin de simulation
pour le duplexe 3. Cette faiblesse est due a des ruptures
momentanées des paires C1l-G23’ et Cl’-G23 des extrémités, ainsi qu’a
des relédchements de courte durée de certaines liaisons hydrogene des
paires U3-A21’, G4-C20’', U3'-A21, G4’'-C20, U6'-Al18 et G7’'-Cl7.

Les résidus des Dboucles 1internes présentent des appariements

différents exposés Figure 78.
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— G9-A16' N2-N1 ‘769‘-A16 N1-N1 — A16-G9' N6—06‘

Figure 78 : Evolution du pourcentage d’existence des liaisons hydrogene
dans les boucles internes entre les résidus G9-Al6’ (a) et G9'-Ale (b)
pendant la simulation du dimere stable de Ennifar et al. (1999).

On observe que les deux liaisons formées entre les résidus G99’ et
Al6 sont tres stables alors que 1l’unique liaison existant entre les
résidus G9 et Al6’ montre un comportement un peu plus chaotique. De
plus, le résidu G9’ contracte une liaison hydrogene stable avec le

résidu C17 qui perdure pendant toute la simulation (Figure 79).
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Figure 79 : Evolution au cours de la simulation du pourcentage d’existence

de la liaison hydrogene G9’ (N2)-C17(02) du dimére de Ennifar et al. (1999).

Les adénines 8 et 8’ ne forment aucune liaison hydrogene durable a
cause de leur position rejetée vers 1l’extérieur. Elles oscillent
pendant toute la simulation entre une position totalement rejetée a
1’extérieur et une position plus proche de la molécule. Ce phénomene

est illustré par la Figure 80.
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Figure 80 : Images instantanées des configurations prises par les résidus
A8 (en Dbleu) et A8’ (en vert) au cours de la simulation du dimere de
Ennifar et al. (1999).

Les valeurs de courbure de la molécule au cours du temps sont
retracées sur la Figure 81. La mesure de cette courbure sur la
structure initiale donne une valeur d’environ 10°. Sur la derniére
nanoseconde de simulation, cette courbure est en moyenne de 30° et

elle reste comprise entre 2° et 60° pendant toute la simulation.
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Figure 81 : Evolution de 1’angle de courbure et de 1’angle de direction de
courbure pendant la simulation du dimere stable de Ennifar et al. (1999).

A la différence de 1la structure de Girard et al. (1999), 1la
structure de Ennifar et al. (1999) a été simulée en présence d’ions
magnésium. Nous avons étudié le comportement de ces ions au cours de
la dynamique. Ennifar et al. (1999) ont identifié 8 sites de cations
divalents dans 1la structure du dimere étendu de SLly,:, détaillés
dans le Tableau 5. Nous avons conservé dans la structure initiale de
notre simulation les coordonnées originelles des 8 ions magnésium
mais pas les molécules d’eau qui leur avaient été associées.

En premiere observation, ce tableau nous montre gque les sites de

magnésium sont globalement bien conservés au cours de la dynamique,
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exception faite du site PB. Ce dernier, initialement en interaction

avec le résidu G7, forme dés le début un complexe avec les molécules

d’eau proches et se trouve en interaction avec plusieurs résidus par

la suite. Tous les autres sites restent en interactions fortes avec
les résidus auxquels ils étaient initialement associés. De plus, on
constate que tous ces sites, déshydratés en majorité dans la
structure minimisée, se réhydratent au cours de la simulation.
Systeme publié par Systeme de départ de notre Systeme final de notre
Ennifar et al. (1999) simulation (minimisée) simulation
Site Mg”* Ligand Distance (A) Ligand Distance (A) Ligand Distance (A)
- - 04 U2 3.4 = =
04 U3 2.9 04 U3 1.9 04 U3 2.0
06 G4 2.8 06 G4 1.9 06 G4 2.0
N7 G4 4.0 N7 G4 4.3 N7 G4 4.3
- - - - N4 C5 4.1
o 06 G19’ 4.6 06 G19’ 4.3 06 G197 3.9
N4 C20' 4.3 N4 C20' 2.7 N4 C20' 4.7
- - N6 A21' 2.1 N6 A21' 4.3
- - N6 A224 4.2 - -
- - 1 H,0 1.9 4 H,0 1.9 a4 2.0
= - 06 G19 4.4 06 G19 4.1
- - N4 C20 4.0 N4 C20 4.6
- - N6 A21 4.1 N6 A21 4.5
- - 04 U2’ 4.5 04 U2’ 4.9
o’ - - 04 U3’ 1.9 04 U3’ 2.0
06 G4’ 4.4 06 G4’ 3.7 06 G4’ 4.0
N7 G4’ 4.7 N7 G4’ 1.8 N7 G4’ 2.1
- - N4 C5’ 4.6 N4 C5’ 4.4
5 H,0 2.0 a 2.4 2 H,0 1.9 4 H,0 1.9 a4 2.0
= - - = OP C5 4.0
- - - - OP U6 4.0
- - OP Al4’ 3.2 - -
B - - OP C15’ 4.3 - -
06 G7 4.2 - - - -
N7 G7 4.2 - - - -
4 H,0 2.0 a 2.4 5 H,0 1.94 2.0 6 H,0 2.0
= - N4 Cc17 3.6 N4 C17 4.1
- - N6 Al8 3.6 N6 Al8 4.5
- - N4 C5’ 3.9 - -
B’ - - 04 U6’ 1.8 04 U6’ 1.9
06 G7’ 3.9 06 G7’ 2.0 06 G7’ 3.9
N7 G7’ 4.6 N7 G7’ 3.8 N7 G7’ 2.0
6 H,0 2.0 a 2.4 2 H,0 1.9 4 H,0 1.9a4 2.0
OP A8 2.4 OP A8 1.8 OP A8 1.9
OP G9 4.5 - - OP G9 4.4
- - 06 G9 2.0 06 G9 2.1
¥ N7 G9 2.2 N7 G9 2.4 N7 G9 4.1
- - 06 G10 4.8 - -
N7 G10 4.4 N7 G10 4.8 - -
4 H,0 2.1 a 2.4 2 H,0 1.9 4 H,0 2.0 a 2.1
OP A8’ 2.0 OP A8’ 1.8 OP A8’ 1.8
OP G9’ 4.6 OP G9’ 3.6 OP G9’ 4.6
, - - 06 G9’ 2.0 06 G9’ 3.8
¥ N7 G9’ 2.3 N7 G9’ 3.5 N7 G9’ 2.1
N7 G10’ 4.7 N7 G10' 4.2 N7 G10' 4.4
4 H,0 1.9 a4 2.5 1 H,0 1.9 4 H,0 1.9 a4 2.1
OP G9 2.1 OP G9 1.8 OP G9 1.8
OP G9’ 2.1 OP G9’ 1.8 OP G9’ 1.9
4 - - OP G10’ 1.8 OP G10* 1.9
4 H,0 2.1 a 2.5 - - 3 H,0 2.0 a 2.1
- - - - 04 Ull 4.1
06 G12 3.1 06 G12 1.9 06 G12 3.6
N4 C13 3.9 N4 C13 2.0 N4 C13 4.3
- - N6 Al4 3.9 - -
€ - - 04 U11’ 3.1 04 U11l’ 3.9
06 Gl12’ 3.1 06 G12’ 1.8 06 G127 2.1
N4 €13’ 3.7 N4 C13' 3.9 N4 C13 4.4
1 H,0 1.9 1 H,0 1.9 5 H,0 1.9 a4 2.0
Tableau 5 : Listing des interactions formées dans les 8 sites d’ion

magnésium décrit par Ennifar et al. (1999) dans la structure publiée par
cette équipe, dans la structure minimisée et dans la structure finale de
notre simulation.
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Cette déshydratation des sites en début de simulation est
responsable des désappariement ponctuels gque nous avons pu observer
au niveau des paires U3-A21’, G4-C20', U3'-A21, G4’'-C20, U6’'-Al8 et
G7'-Cl7. Ces liaisons se trouvent en effet par instant en
compétition avec 1’interaction générée par 1’ion magnésium du site,
et en particulier lorsqu’il y a peu de molécules d’eau dans son
environnement, 1’ion magnésium tend a interagir avec les groupements

carbonyles et amines des résidus adjacents. Les 6 sites a, o', B, B’

vy et 7' contribuent ainsi a la rigidité des tiges et des jonctions du
dimére de SLlws1. En revanche, la séparation des 8 sites en deux
groupes décrite par Ennifar et al. (1999) dans leurs travaux n'’a
plus cours en fin de simulation. Cette équipe distingue en effet les

sites a, o', B, B’ et g, pleinement hydratés et donc sans interaction

directe avec 1’ARN, des sites vy, y' et & qui, eux, présentent des
coordinations directes avec les atomes de la molécule. A la fin de
notre simulation, seul le site [ posséde un magnésium pleinement
hydraté ne présentant aucune coordination directe avec 1’ARN. Tous
les autres sites possédent au moins une interaction directe avec
1’un des atomes du dimére de SLly.:. Les deux motifs uniques 0 et &
(Figure 82), situés sur 1l’axe de symétrie de la molécule, sont trés
bien conservés au cours de la dynamique, en particulier le motif &
reliant les deux boucles internes du dimere par une interaction
directe pontée OP(G9)—Mg%—OP(G9’), motif décrit par Ennifar et al.
(1999) sous le nom de « magnesium clamp ». Ces deux sites
d’interactions peuvent en particulier expliquer la faible variation
de courbure du dimere au cours du temps, ainsi que le fait que les
boucles apparaissent comme des zones plutdt rigides sur la carte de

flexibilité (zones grisées, voir Figure 76).
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Figure 82 : Représentation des sites d’ion magnésium & et & dans la derniere
configuration de la simulation du dimere stable de Ennifar et al. (1999) Le
monomére 1 est représenté en bleu, le monoméere 2 en violet.

La structure finale est représentée en vue stéréo sur la Figure 83.
Les adénines 8 et 8’ ont adopté sur cette conformation les deux

types de configuration évoqués auparavant.

Figure 83 : Représentation en vue stéréo de la derniére structure obtenue
au cours de la simulation du dimere de Ennifar et al. (1999).

IV.b.1iii.Discussion-conclusion

Nous nous sommes dans ce chapitre attachés a étudier la stabilité en
solution a 300 K des structures déterminées expérimentalement pour
le dimere étendu de la séquence SL1 de VIH-1. Il convient toutefois
de remarquer que, contrairement aux structures publiées pour le

« kissing-complex », les structures parues pour le dimere étendu
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sont en relativement bon accord 1’une avec 1’autre. Nous avons
représenté sur la Figure 84 les wvaleurs du rmsd calculé sur le
squelette phospho-diester pour 1les 15 structures ©publiées par

Girard et al. (1999) par rapport soit a la conformation moyenne de
cette famille de structures,

(1999) .

soit a la structure publiée par Ennifar

et al.

rmsd (A)

DElai1 DElai2 DElai3 DElai4 DElai5 DElai6 DElai7 DElai8 DElai9 DElai10 DElai11 DElai12 DElai13 DElai14 DElai15 DEmal

nom de la structure

M réf: structure moyenne DE_SL1 Oréf: structure DEmal

Figure 84 Diagramme des rmsd calculé sur les atomes du squelette phospho-
diester pour les 15 structures de la famille déterminée par Girard et al.
(1999) par rapport soit a la structure moyenne de cette famille (bleu) soit
a la structure de dimere déterminée par Ennifar et al. (1999) (gris)

Nous avons également reporté dans le Tableau 6 les valeurs moyennes

de ces rmsd ainsi que les moyennes correspondant aux 5 groupes
constitutifs de ce dimére.
moyenne des rmsd
Y ., de la de la
calculés sur les du du du du
L boucle boucle
15 structures dimere | duplexel |, duplexe? |, duplexe3
interne 1 interne 2
RMN
par rapport a la
conformation 2.3 0.6 0.7 1.1 0.7 0.6
moyenne
par rapport a la
structure 4.3 1.7 3.4 3.1 3.5 1.6
d’Ennifar et al.
Tableau 6 Valeur moyenne sur l’ensemble de la famille de Girard et al.
(1999) du rmsd calculé sur les atomes du squelette phospho-diester par
rapport a la structure moyenne de la famille ou du dimére déterminé par

Ennifar et al.

(1999) .
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La structure d’Ennifar et al. (1999) differe certes de la famille
déterminée par Girard et al. (1999), notamment au niveau du duplexe
centrale et des deux boucles internes, mais dans des proportions
relativement faibles. Les valeurs de rmsd calculées sur ces 5
groupements pour la structure d’Ennifar et al. (1999) par rapport a
la famille déterminée par Girard et al. (1999) restent du méme ordre
que les évolutions du rmsd de ces méme groupements au cours de la
simulation du dimére étendu de 1’isolat Lai. De plus, le rmsd
calculé pour le dimere d’'Ennifar et al. (1999) par rapport a la
structure moyenne de la famille déterminée par Girard et al. (1999)
est de 3.7 A, or 1la conformation Delail (voir Figure 84), qui
s’avere étre la plus éloignée de cette structure moyenne, présente
exactement la méme valeur de rmsd. Les diméres étendus publiées dans
la littérature présentent donc des structures plus comparables entre
elles que les structures de « kissing-complex » évoquées au chapitre
précédent.

Au cours de ces deux simulations, les structures se révelent
relativement stables avec une structure globale proche de celle
d’une double hélice en forme A. En particulier ces deux simulations
présentent peu de modifications au niveau de leurs duplexes 1 et 3
et ces mémes duplexes se trouvent étre trés semblables d’un isolat a
1"autre dans les structures initiales. On remarque cependant pour
les deux molécules une flexibilité au niveau des boucles internes en
accord avec 1l’étude RMN de Mujeeb et al. (1999), plus accentuée et
occasionnant une courbure plus prononcée dans le cas de la structure
de Girard et al. (1999) que dans celui de la structure d’Ennifar et
al. (1999). 1I1 semble que les paires G7-Cl7" et G7'-Cl7, qui
présentent des ruptures périodiques, conférent une grande souplesse
aux boucles internes et par extension a la molécule toute entiere.
Cet affaiblissement des liaisons hydrogene des paires G7-C17’ et
G7"-C17 de 1'isolat Lai par rapport a un appariement G-C canonique a
aussi été observé par RMN (Girard 2000). Ce phénomene induit ainsi
une courbure globale du dimére qui n’existe pas dans la structure
d’origine et permet en outre de maintenir les résidus A8 a
1’intérieur des boucles internes en formant des liaisons épisodiques

entre ces résidus et les résidus Cl7. L’aptitude de ces paires de
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bases G7-Cl7" et G7'-Cl7 a se rompre de facon périodique est due a
une particularité de séquence de 1’isolat Lai. En effet, ceci n’est
possible que, d’une part parce que la paire de base précédente dans
la tige est une paire G-U, d’autre part parce que la paire G7-Cl7
est située a une extrémité de la tige, la boucle occasionnant des
contraintes plus faibles sur cette paire de bases. Le cas de la
structure d’Ennifar et al. (1999) est différent, étant donné que
1’isolat Mal de la séquence SL1 présente en amont de la paire G7-C17
non plus une paire G-U mais une paire A-U. Cette différence au
niveau de la séquence est sans doute la cause de la plus grande
solidité des paires G7-Cl7 de 1l’isolat Mal par rapport a 1l’isolat
Lai.

La différence structurale principale existant entre ces deux dimeres
est la position des adénines 8, rejetées vers 1’extérieur dans la
structure de Ennifar et al. (1999) et tournées vers 1l’intérieur dans
celle de Girard et al. (1999). Ennifar et al. (1999) suggerent
1l’existence d’un équilibre entre une conformation intérieure et une
conformation extérieure en ce qui concerne ces adénines. Ces auteurs
émettent 1’hypothése que cet équilibre serait magnésium dépendant,
ce qui expliquerait gque 1la structure isolée par diffraction de
rayons X en présence de magnésium se trouve en conformation
extérieure au niveau de la boucle interne, alors que la structure
déterminée par RMN en absence de magnésium présente une conformation
intérieure a ce niveau. Cette conformation extérieure des
boucles internes serait en particulier due aux sites de magnésium 9,
vy et ¥/ ce qui est en accord avec les résultats de notre simulation
(Figure 85). En particulier, les deux sites y restent en interaction
avec les groupements phosphate des purines 8 et 9 pendant la
simulation, restreignant ainsi la liberté de mouvement de ces
résidus.

Comme nous 1’avons dit précédemment, les adénines 8 adoptent
plusieurs conformations au cours de la simulation de dynamique
moléculaire, formant une espece de Dbalancier entre la position
tournée vers 1l’extérieur et une position plus proche des tiges.

Cependant, du fait de 1’occupation des sites 7y ainsi gque de la

fermeture entre les deux tiges provoquée par le site §, 1l est
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impossible a ces adénines 8 d’adopter une conformation intérieure au

cours de notre simulation.

Figure 85 : Représentation des sites d’ion magnésium §, y et Yy’ pour la
derniere configuration de la simulation du dimeére de Ennifar et al. (1999).
Les monomeres 1 et 2 sont représentés en bleu et violet respectivement, les
ions magnésium sont en vert, les résidus 8 et 8’, 9 et 9’ et 10’ sont
représentés en gris, orange et rose respectivement.

IV.c.Thermodynamique de fermeture de la
paire de base G7-Cl7 a la jonction de la
tige et de la boucle

La structure de Mujeeb et al. (1998) présente ce résultat
inattendu d’une tige de six paires de bases seulement, les résidus
G7 et Cl7 se trouvant désappariés et toutes les tentatives pour
forcer leur appariement conduisant systématiquement & un échec.
Cependant, une simulation moléculaire de 20 ns effectuée a partir de
cette molécule conduit a une structure asymétrique, les résidus G7
et Cl7 de 1'un des monomeres s’étant spontanément appariés au bout
de 7 ns de simulation. De plus, une simulation de 6 ns effectuée a
partir de cette méme structure mais avec la séquence sauvage de
SLlys,; conduit au méme résultat d’une conformation asymétrique
contenant sept paires de bases dans 1’une de ses tiges alors dque
1’autre n’en renferme que six. Au vu de tels résultats, nous avons

décidé d’utiliser conjointement la technique de simulation de
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dynamique moléculaire dirigée (TMD) et la méthode Weighted Histogram
Analysis (WHAM) afin de déterminer 1’énergie libre de transition
permettant le passage de la paire G7-Cl7 de 1’état ouvert a 1’état

fermé.

IV.c.i.Détermination des grandeurs thermodynamiques de
transition

Toutes les simulations présentées dans cette partie sont
réalisées a 300 K, en présence de 44 contre-ions Na+ dans une boite
parallélépipédique contenant 6987 molécules d’eau. Nous avons
utilisé comme structure de départ pour ces simulations la
conformation finale issue de la simulation de dynamique moléculaire
a 300 K de la structure de Mujeeb et al. (1998) (§IV.a.i). Cette
conformation est dissymétrique avec un monomeére 1 composé d’une tige
de 7 paires de bases et d’une boucle de 9 résidus tandis que le
monomere 2 possede une tige de 6 paires de bases et une boucle de
11 résidus. Afin de composer la structure qui servira par la suite
de cible a nos TMD, nous avons dupliqué le monomere 1 que nous avons
ensuite superposé au monomére 2. Les coordonnées de la paire G7-Cl7
ainsi obtenues constitueront la structure cible pour une simulation.

Ces conformations sont représentées Figure 86.

Figure 86 : Représentation des structures initiale et <cible de 1la
transition ainsi que des appariements entre les résidus 7 et 17 du second
monomere pour chacune de ces structures.

Le rmsd entre les paires G7-Cl7 de chacune de ces structures est de

3.1 A. Nous avons effectué a partir de cette structure initiale une

TMD constituée de 37 simulations en faisant varier py, d’abord de
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3.1 A &4 0A puis de 3.2 A a 3.6 A par pas de 0.1 A. Chacune des
37 simulations a été réalisée sur 500 ps avec une constante de force
k=2 kcal/mol.A?. Les conformations ayant été stockées toutes les

picosecondes, nous disposons d’un échantillonnage de 500 conforméres

pour chaque valeur de pg.

La méthode WHAM nous a permis d’obtenir, a partir de ces
échantillonnages, un profil d’énergie libre pour la transition entre
les états ouvert et fermé de la paire G7-Cl7. Nous avons exécuté ce
calcul en wutilisant divers sous-ensembles des 500 conformeres de
chaque simulation. Les différents profils d’énergie 1libre obtenus

sont présentées Figure 87.
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Figure 87 : Profil du AG de la fermeture de la paire de base G7-Cl7 en
fonction du rmsd entre la conformation instantanée de cette paire de
résidus et sa conformation fermée cible. Les différents sous-ensembles de
configurations utilisés pour obtenir ces AG a partir de WHAM sont soit de
tailles différentes (a) soit de tailles identiques mais extraits a des
temps différents de simulation (b).
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Nous constatons sur ces graphiques que 1’énergie libre AG entre
1’état apparié et 1’état désapparié est nulle, et que les barrieres
d’énergie les plus élevées a franchir pour passer d’un état a
1’autre ne dépassent pas une valeur de 1l’ordre de 1 a 2RT, ou R est
la constante des gaz parfaits et T la température absolue. Ces
valeurs sont bien plus faibles que 1la variation d’énergie libre
intervenant dans le processus d’ouverture des paires de bases dans
une double hélice d’ADN qui est de 1l’ordre de 10-20RT (Banavali and
MacKerell 2002; Giudice and Lavery 2003a; Giudice et al. 2003b;
Varnai and Lavery 2002).

Ce résultat ne dépend pas de la taille de 1’échantillonnage choisi
pour appliquer la méthode WHAM. La Figure 87-a présente les courbes
obtenues en considérant comme échantillonnages les ensembles
constitués respectivement par les 100, 200, 300 et 400 dernieres
configurations de 1la trajectoire. Le méme type de profil est
également obtenu en utilisant des échantillonnages contenant le méme
nombre de configurations mais extraites a des temps différents des
trajectoires (Figure 87-b). Le résultat ne dépend donc pas non plus
du temps d’équilibration précédent 1’échantillonnage. Pour toutes
ces courbes, la déviation par la méthode des moindres carrés est
toujours inférieure a 0.025 kcal/mol. Il est intéressant de noter
que les courbes présentent toutes un minimum aux environs de 3.1 A
de rmsd, ce qui correspond a notre état ouvert initial. Ce minimum
est dG a la présence, dans cette conformation ouverte, de deux
liaisons hydrogene stabilisantes entre les résidus G7 et Cl7, les
liaisons G7(N2)-Cl1l7 (02P) et G7(02’)-Cl17(N4) (Figure 86).

Nous avons également calculé les pourcentages de liaisons hydrogéene
canoniques existantes ainsi que les évolutions de 1’angle de
plissement du sucre au cours de ces simulations. Ces valeurs sont
reportées sur la Figure 88 superposées au profil de 1’énergie libre
de transition. Cette figure montre que 1’appariement se produit par
formation simultanée des trois liaisons hydrogene Watson-Crick entre
G7 et C17 et que cet appariement précede le passage du sucre de G7
de la conformation C2’-endo a la conformation C3’-endo. Ces courbes
montrent aussi gque nous avons bien, dans notre état final, des
résidus G7 et Cl7 appariés possédant des sucres en conformation

C3’ —-endo.
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Figure 88 : Superposition du profil de AG de fermeture de la paire de bases

G7-C17 obtenu sur 1l’ensemble de 300 configurations avec a) le pourcentage
de liaisons Watson-Crick entre G7 et Cl7 et b) 1’évolution de 1’angle de
phase de G7 et Cl17 en fonction du rmsd entre la configuration instantanée
et fermée de G7-Cl17.

Les calculs d’enthalpie et d’entropie 1libre ont également fait
1’objet de notre investigation. Pour réaliser ces mesures, nous nous
sommes basés sur les équations suivantes de la thermodynamique

classique
AH = AE + A(PV) (36)
AG = AH - TAS (37)

Du fait gque nos simulations sont réalisées a pression constante

(ensemble NPT) dans une boite d’eau dont la variation de volume est

trées faible, nous pouvons, avec une bonne adéquation, approximer AH

N

a la différence d’énergie totale entre les deux états AE. Pour
obtenir ces énergies totales, nous avons réalisé une équilibration
d’"1.1 ns a 300 K avant et apres la fermeture de la paire de bases
G7-C1l7 en stockant les valeurs d’énergie toutes les picosecondes.
Les histogrammes normalisés des énergies obtenues au cours de ces
étapes d’'équilibration sont reportés Figure 89 avec une résolution

de 1 kcal/mol.
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Figure 89 : Histogrammes normalisés de 1’énergie totale obtenue lors des
simulations sans contraintes des états a) ouvert et b) fermé de la paire
G7-Cl7 avec une résolution de 1 kcal/mol. Les meilleures distributions
normales obtenues a partir de ces histogrammes sont également représentées.

Les courbes de Gauss décrivant le mieux ces histogrammes sont
obtenus par la méthode de Marquardt (1963). Les valeurs moyennes des
énergies totales sont de -68438 kcal/mol et -68449 kcal/mol pour les
états désappariés et appariés respectivement. Nous obtenons ainsi la
valeur AH=-11 kcal/mol et selon 1’équation (37), nous en déduisons
la wvaleur AS=-0.037 kcal/mol.K. Ces valeurs ainsi que d’autres
données thermodynamiques extraites de la littérature sont regroupées

dans le Tableau 7.
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Paire de bases Source Systeme étudié AG AH AS
ajout de G-C « kissing-complex »
cette étude 0 -11 -0.037
aprés G-U de SLli.;
ajout de G-C (Cantor and
duplexe d’ARN 0 - -
aprés G-U Schimmel)
ajout de G-U (Cantor and
duplexe d’ARN 0 - -
apres G-C Schimmel)

fermeture par

G-C d’une (Bloomfield
tige-boucle d’ARN +5 - -
boucle de 9 et al.)
nucléotides
Tableau 7 : Parametres thermodynamiques de formation d’une paire de bases.

Les valeurs données par Cantor et Schimmel (1980) et par Blommfiel et al.
(1974) ont été déterminées dans les conditions standard, notre étude dans

les conditions suilvantes : T=300 K, [Na+]=~0.33 M. AG et AH sont donnés en
kcal/mol, AS en kcal/mol.K.

Nous avons voulu replacer cette étude de fermeture d’une paire de
base a la jonction d’une tige-boucle dans un contexte plus général.
La décomposition en deux chemins possibles pour effectuer cette
transition entre les états ouvert et fermé de la paire de bases
considérée est exposée sur la Figure 90. Le premier est celui que
nous avons utilisé pour effectuer cette étude. Le second consiste,
partant de la tige-boucle initiale avec une boucle de
11 nucléotides, a considérer tout d’abord la fusion de la tige a
1’ exception de la paire U6-G18 qui cldét la boucle. L’étape suivante
décrit 1’ouverture de cette paire de bases, transformant la molécule
en un ARN linéaire. Les étapes suivantes détaillent la formation de
la tige-boucle finale possédant une boucle de 9 nucléotides selon le
processus suivant, tout d’abord 1la formation de cette boucle de
9 nucléotides gréce a la fermeture de la paire G-C, puis la
formation de la deuxieme paire de base G-U de cette tige, enfin
1’élongation de cette tige Jjusqu’a atteindre les deux extrémités du

brin d’ARN.
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A
élong AGé].cmg
(1->5) (5->1)
I " élongation
Q )\ du duplexe
-AG, u (UC 11) AGélong
boucle 4 (7—>6)
AGboucle (GC’ 9) o
O U6-G18
formation
) -
De la boucle G7-Cl7
Figure 90 : Représentation de deux chemins possibles pour la transition

entre les états ouvert et fermé de la paire de bases G7-C1l7 d’un monomere
du dimere. On appelle AGsiong 1'énergie libre d’élongation d’un duplexe et

AGpoucie (XY, n) 1’énergie de formation d’une boucle de n nucléotides fermée
par une paire X-Y. Seul un des monomeres du dimere est représenté sur cette
figure, 1’autre monomere possédant déja une paire de bases G7-C1l7 formée.

L’énergie libre étant une fonction d’état thermodynamique, elle est

indépendante du chemin emprunté. On peut donc écrire la relation

suivante
AG= _AGélong(l - 5) - AGboucle(UC’l 1) + AGboucle(GC’9) + AGélong(7 - 6) + AGélong(s - 1)
= _AGboucle(Uc’l l) + AGboucle(Ggg) + AGélong(7 - 6) ( 38 )
=0

7

ou AG est la différence d’énergie libre entre les états ouvert et

fermé de la paire de base G-C, AGpoucie (UC,11) et AGpoucie (GC,9) sont les
énergies libres de formation d’une boucle de 11 nt fermée par une
paire U-G et d’une boucle de 9 nt fermée par une paire G-C
respectivement a partir d’un ARN linéaire et AGaong est 1’énergie

associée a la formation des paires de bases de la tige a partir
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d’une ou de plusieurs paires de bases déja existantes. Si 1’on se

réféere aux valeurs reportées dans 1le Tableau 7, on obtient 1la

relation suivante : AG, ., (UCI1)=AG,, _,(GC9).

IV.c.1ii.Discussion—-conclusion

Nous avons montré au cours de cette étude que la transition entre
les états ouvert et fermé de la paire de bases G7-C1l7 a la jonction
tige-boucle peut se faire assez facilement dans la mesure ou elle ne
demande pas une grande énergie d’activation. Les fluctuations
thermiques de 1’énergie d’interaction soluté-solvant peuvent suffire
a la provoquer. Cette hypothése est confirmée par nos simulations de
dynamique moléculaire de la structure de Mujeeb et al. (1998), dans
lesquelles nous remarquons un appariement systématique et spontané
d’une paire de bases G7-Cl7 et par notre simulation de la structure
caractéristique de la famille 2 de Kieken (2004) ou une paire G7-Cl17
préexistante est rompue. Ces résultats sont en accord avec les
résultats de Lodmell et al. (2001) et de Kieken (2004) suggérant une
grande flexibilité de cette paire de base. Du fait que la différence
d’énergie libre entre ces deux états soit approximativement nulle
ils sont équiprobables. Ceci peut expliquer que les différentes
structures parues dans la littérature présentent des différences
radicales au niveau de cette paire de bases.

Bien sir les ©parametres thermodynamiques déterminés ici ne
s’appliquent gqu’au systéeme étudié. I1 faut donc tenir compte du fait
que 1l’'on a une structure en « kissing-complex » avec une séquence
particuliere d’ARN, ainsi que du fait que sur 1’un des monomeres, la
paire de bases G7-Cl7 est déja appariée. Cependant les résultats que
nous obtenons sont en bon accord avec les valeurs expérimentales

obtenues sur des ARN ou des ADN. En effet, il a été déterminé que la

valeur de AG pour ajouter une paire de bases quelconque a une double
hélice d’ARN terminée par une paire de bases G-U est de 0 kcal/mol
(Cantor and Schimmel 1980). Bien sr notre paire de Dbases G-U ne
fait pas partie d’une double hélice d’ARN mais cldét la tige d’une
tige-boucle. Cela semble suggérer que bien que les boucles soient
appariées entre elles par 6 paires de bases, elles se révélent
suffisamment flexibles pour permettre 1’appariement de la paire G-C

a la jonction tige-boucle. Cette hypothése est soutenue par la treées
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faible valeur de AS traduisant ainsi une légére déstabilisation lors
de la fermeture de G-C, compensée par une faible enthalpie de
stabilisation. Nous déduisons de la relation de la thermodynamique
classique AG=-R-T-logk que la constante d’équilibre K de cette
transition est de 1. Il semble donc qu’en 1’absence de contraintes
extérieures ces deux résidus ont autant de chance de se trouver en
état apparié que désapparié, ce qui revient a considérer que cette
paire de bases est formée la moitié du temps et désappariée 1’autre
moitié.

I1 convient cependant d’étudier de plus pres 1’incertitude sur le
calcul de AH. L’observation des distributions normales d’énergie
révele une largeur a mi-hauteur pour chacune de ces courbes de
1’ordre de 55 kcal/mol, ce qui semble élevé comparé a la valeur de
AH de -11 kcal/mol. Il est pourtant possible de mesurer cette
incertitude. Pour les calculs effectués précédemment, nous avons
utilisé 1les 1100 conformations générées par les simulations de
dynamique moléculaire dans 1’état initial et dans 1’état final avec
une résolution de 1 kcal/mol sur les histogrammes. Si 1’on change
cette résolution, a 2 ou 5 kcal/mol par exemple, ou si 1’on divise
1’échantillonnage de 1100 configurations en deux sous-ensembles de
550 configurations chacun, nous obtenons des valeurs moyennes pour
AH comprises entre -10 kcal/mol et =12 kcal/mol. La position du
maximum de chaque distribution gaussienne est déterminée avec une
incertitude de 2 kcal/mol dans le processus de Marquardt (1963), ce
qui conduit a 4 kcal/mol pour un couple de gaussiennes. Si 1’on

tient compte de 1’ensemble des valeurs AH gue nous avons obtenues,
nous pouvons donc estimer que AH=-11%43 kcal.mol™ et

AS =-0.037+0.009 kcal.mol'K'. Les résultats que nous présentons pour

AH et AS sont du méme ordre de grandeur que les valeurs publiées sur
les appariements des différentes paires de Dbases dans les ADN
(Cantor and Schimmel 1980).

Cette étude nous permet également de mesurer la valeur de AG(UG,11)
c’est a dire 1’énergie de formation d’une Dboucle d’'ARN de
11 nucléotides fermée par une paire de bases Wobble G-U, paire de
base souvent retrouvée dans les structures d’ARN et contribuant de

plus au repliement ou aux fonctions des ARN (Lim 1994; Strobel et
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al. 1994). Nous montrons dans cette partie que AG(UG,11) a la méme

valeur que AG(GC,9) qui est 1l’énergie de formation d’une boucle de
9 nucléotides close par une paire G-C. Cette valeur a été déterminée
de +5 kcal/mol (Tableau 7). Ces résultats nous conduisent a penser
que la perte de stabilité induite par une paire U-G comparativement
a une paire G-C est dans ce cas compensée par 1l’accroissement de
1’entropie de la boucle, du fait que 1’on passe de 9 nucléotides

dans la boucle a 11.

IV.d.Transition « kissing-complex » -
dimere étendu: application de la
dynamique dirigée sur un changement
conformationnel d’importance

IV.d.i.0bjectif du travail et choix de la méthode

Une fois achevée 1’analyse de la stabilité des structures des
deux formes dimériques que peut adopter la séquence SL1, notre but
est d’étudier le chemin conformationnel qu’emprunte le dimere pour
effectuer la transition « kissing-complex » — dimére étendu. Pour
cela, nous avons résolu d’utiliser les techniques particulieres de
simulation de dynamique moléculaire que sont la dynamique
moléculaire dirigée (TMD) et la dynamique moléculaire dirigée
inverse (TMD™).

Le probleme majeur d’une telle étude réside en effet dans le temps
que prendrait la simulation si 1’on envisageait de 1l’effectuer en
dynamique moléculaire sans contraintes. Malgré 1’élaboration
d’algorithmes de plus en plus performants et 1’évolution des moyens
de calcul, 1les simulations de dynamique moléculaire ne permettent
encore d’appréhender le comportement d’un systéme de cette taille
que sur des intervalles de temps de quelques dizaines de
nanosecondes au plus. Or des réactions telles que cette transition
se produisent vraisemblablement sur des périodes de temps de 1’ordre
de la centaine de millisecondes, voire de la seconde gque nous ne
sommes pas a méme de simuler sans contraintes. Il nous faut donc
utiliser des procédés de simulation numérique particuliers afin

d’accélérer le processus de transition.
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Un autre probleme concerne le choix de coordonnées de réaction pour
contraindre une transition faisant intervenir tant de degrés de
liberté. Un des avantages de la TMD est qu’elle n’impose de
contraintes que sur le RMSD entre la structure active et la
structure de référence. Tous les autres parametres sont laissés
libres d’évoluer a leur gré. Il est capital pour que nos simulations
conduisent a un résultat plausible que les contraintes imposées sur

le systeéme soient les moins fortes possibles.

IV.d.ii.Glossalre des dénominations utilisées dans ces
expériences et particularités d’analyse

- Dénomination des structures initiales et finales
utilisées

Au cours de ce travail nous nommerons KC tout ce qui se rapporte au
« kissing-complex » et DE tout ce qui se rapporte au ‘dimere
étendu’ .

Trois structures initiales du KC sont utilisées au cours de ces

expériences, les deux structures de « kissing-complex » déterminées

par Ennifar et al. (2001) ainsi que la structure RMN publiée par
Mujeeb et al. (1998) sur la ségquence mutée. Par commodité, nous
dénommerons X-ray KCua: et X-ray KCra: les structures
cristallographiques issues de séquences SLlyar et SLlpas

respectivement et NMR KCp.i;a et NMR KCp,; la structure déterminée par

Mujeeb et al. (1998) avec la séquence mutée SLI1IA et avec la séquence
sauvage SLl;,; respectivement. Les coordonnées de cette derniére
structure ont été obtenues a partir du fichier PDB du KC isolé par
Mujeeb et al. (1998) et la mutation de séquence a été effectuée a
1’aide d’un programme développé au laboratoire nommé MUTATION. Trois
structures de DE ont également été utilisées a titre de structure
finale dans ces expériences. L’une de ces structures est la
structure cristallographique publiée par Ennifar et al. (1999) a
partir de la séquence SLly, que nous nommerons X-ray DE,.;, les deux
autres sont issues de 1’ensemble de 15 structures du DE publié par
Girard et al. (1999) et déterminées par RMN a partir de la séquence
SLliai. Les structures nommées NMR DE;,; 1 et NMR DE;,; 3 correspondent
respectivement a la structure la plus « éloignée » et a la structure
la plus proche de la structure moyenne de 1l’ensemble, le numéro de

ces structures se référant a leurs positions dans le fichier PDB.
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-2 La température

La plupart des TMD et TMD ' sont effectuées & 360K, d’une part car
une température plus élevée permet en dynamique d’accélérer les
processus de modification structurale, d’autre part du fait que la
transition « kissing-complex » - dimere étendu s’accomplit par

accroissement de température in vitro.

- Paramétres spécifiques de la TMD

On désigne par Op la variation de RMSD imposée au systéme pendant un

temps At donné. Dans certaines simulations, on effectue des étapes
d’équilibration plus longues a certaines valeurs de rmsd.

Au cours de ces expériences les contraintes ne sont imposées que sur
les atomes de phosphore du squelette phospho-diester de 1’ARN, afin
de restreindre le minimum de degrés de liberté de la molécule. La
séquence SL1 étant wun 23-mer, nous avons 44 phosphores. Pour
certaines de ces simulations, on a exclu du nombre de phosphores
contraints les trois premieres paires de bases des tiges du KC afin
de diminuer encore les contraintes imposées aux systémes. Ce groupe
est dénommé 34P par la suite, 1l’autre 44P. Dans une seule de nos
simulations, nous avons considéré tous les phosphores de la molécule

exception faite des 12 phosphores des boucles ; c’est le groupe 32P.

-2 Spécificité des analyses

Les rmsd ne sont calculés que sur le nombre de phosphores contraints
(32P, 34P ou 44P). DNous noterons toujours entre parenthéses la
structure par rapport a laquelle le rmsd est calculé. Pour
simplifier la description des évolutions structurales de la molécule
entre KC et DE, on découpe la molécule en groupes, différents selon

la structure, et présentés sur la Figure 91.

a b

s

| (| o) | o]

: -
tigel inter -houcles duplexel dup]l:lm2
inter-houcles
Figure 91 : Division des dimeres en trois groupes distincts : a) pour le
« kissing-complex » on appelle tigel 1les résidus ({1-7, 17-23}, inter-

boucles les résidus {10-5, 10’-15"} et tige2 les résidus {1’-7’, 17'-23'}
b) pour le dimere étendu, on appelle duplexe 1 les résidus {1-7, 17'-23'"},
inter-boucles ou duplexe 2 les résidus {10-5, 10’515’} et duplexe 3 les
résidus {17-23, 1'-7"}
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Par souci de clarté ne sont présentées sur les graphiques de
liaisons hydrogene que les moyennes sur 1’ensemble des liaisons

hydrogéne canoniques présentes dans ces groupes.

IV.d.iii.Transition par TMD

La premiére approche que nous avons envisagée pour mener a bien ce
travail a été d’utiliser la TMD entre le dimere instable et le
dimere stable.
Notre premiere étape a été de déterminer des valeurs raisonnables
pour les parametres entrant en Jjeu dans la TMD ainsi que nous
1’avons mentionné dans le S$IITI.b.ii et tels qu’ils apparaissent dans
la formule (23), a savoir la valeur de la constante de force kmwp, la
vitesse de variation de rmsd(DE) (3p/At) et les éventuelles étapes
d’équilibration. Il est a noter gque dans les expériences numériques
parues dans la littérature et utilisant cette méthode, aucune a
notre connaissance ne fait état d’un changement conformationnel de
cette importance (Apostolakis et al. 1999; Diaz et al. 1997; Ferrara
2000a; Kruger et al. 2001; Ma and Karplus 1997; Mendieta et al.
2004; Roche and Field 1999; Schlitter et al. 1994). La transition
« kissing-complex » — dimere étendu présente en effet un rmsd moyen
entre les structures initiale et finale d’environ 20-22 A et fait
intervenir un réarrangement dans 1’appariement des brins. En nous
basant sur le travail de Ferrara et al. (2000a), nous avons réalisé
nos premieéres TMD en utilisant les valeurs de paramétres suivants

- structure initiale : X-ray KCu.1; ce choix s’est imposé du fait

que 1l’on ne disposait a ce moment la comme structure de DE que
de la structure cristallographique de 1"isolat Mal

- structure finale : X-ray DEpa

- rmsd entre les structures initiale et finale de 20 A

- groupe de contraintes 44P

- kmp=25 kcal/mol.]f\2

- op=0.2 A pour At=3 ps. Sachant que 1l'’on a décidé de faire
évoluer rmsd(DE) de sa valeur initiale de 20 A a2 ﬁ, on va

réaliser ainsi une TMD de 270 ps.
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Cette premiére tentative s’est soldée par un échec. En effet les
premieres simulations présentent bien un rmsd(DE) calculé (p) proche

de celui demandé (py) et on voit une ouverture des paires de bases
des tiges avec rapprochement des différents brins, mais on a
rapidement rupture des paires de bases inter-boucles ainsi qu’un
enroulement des brins sur eux-mémes allant jusqu’a générer des nceuds
dans la structure. Afin de vérifier 1’influence des différents
parametres sur ces résultats de TMD, nous avons effectué dix
simulations utilisant des valeurs différentes pour les parametres et
partant des diverses structures expérimentales du KC. Toutes ont
conduit a la formation de nceceuds dans la structure générant de trop
grandes énergies de contrainte pour permettre la bonne continuation
de la simulation. A titre d’exemple, Jje présente ici les résultats
de deux de ces simulations.

Ces deux TMD ont été réalisées a partir de X-ray KCp.;. Cette
derniere structure semble en effet plus simple a déstabiliser car
une simple production de dynamique moléculaire a 300 K provoque une
destruction du KC (ouverture des paires de bases des tiges) tout en
conservant le caractéere dimérique de 1’ARN (préservation des paires
de bases boucle-boucle). Les différents parametres utilisés dans ces

simulations sont répertoriés dans le Tableau 8.

TMD1 TMD2

Structure initiale X-ray KCra.; X-ray KCr.;
Structure finale NMR DEr.; 1 NMR DE;.; 3
kewp (kcal/mol.A?) 5 25
5p/At 0.05A/2ps 0.1A/2.5ps
équilibrations 100ps / 16, 12, 8, 4 et
intermédiaires - oA *
Evolution de RMSD . . . .

de 21A a 1A de 20A a 0A
demandée (pg)
Tableau 8 : Parametres utilisés pour effectuer deux TMD directes entre le

« kissing-complex » et le dimere étendu.

* Pendant la période de temps indiquée, p, est maintenu constant aux valeurs
indiquées (en A)

La Figure 92 présente les évolutions temporelles des rmsd(DE) réels

(p(DE)) calculés au cours de la simulation et des rmsd(DE) demandés
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(po(DE)) . On peut remarquer que p(DE) et py(DE) restent relativement

proches jusqu’aux alentours de 6.5-7 A.

20 4
20 4

N

5 |

RMSDw (A)
>
RMSD w(A)

. : 0 . \
150 650 1150 100 600 1100
Temps (ps) Temps (ps)

Figure 92 : Evolution en fonction du temps de p(DE) (en gris) et po(DE) (en
noir) par rapport a la structure cible pour les TMD directes 1 (a) et 2
(b) .

En deca de ces valeurs, la molécule ne parvient plus a se rapprocher
de la structure cible.

Les valeurs des énergies de contrainte sont reproduites en fonction

du po(DE) sur la Figure 93. On peut constater sur ces graphiques que
les valeurs de ces énergies restent globalement en dessous de
50 kcal/mol pendant la premiere partie de la dynamique moléculaire
dirigée puis augmentent rapidement de facon trés importante aux
alentours de 7-8 A. Ces valeurs traduisent la présence dans cette
région conformationnelle d’une barriére de potentiel impossible a
franchir.

Les ‘snapshots’ des conformations de la molécule aux alentours de
ces valeurs de po(DE) révelent en effet la formation de « ncuds »
dans le squelette phospho-diester bloquant la transition
conformationnelle du dimere. Ces neceuds perdurent jusqu’a la fin de
la simulation, donnant a la molécule une conformation déstructurée
telle que 1’on peut le voir sur la Figure 94. On remarque également
sur la trajectoire de la seconde dynamique dirigée un phénoméne
surprenant : la force de contrainte aux alentours de 8 A est telle
qu’elle entraine la rupture du squelette phospho-diester afin de
laisser passer un brin a travers 1l’autre. Ce phénoméne est montré

sur la Figure 95.
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1000 10000
a -— b -—
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0 10 RMSDw (A) 20 0 10 RMSDw (A) :
Figure 93 : Evolution de 1l’énergie de contrainte subie par la molécule en

fonction de po(DE) pendant la TMDl (a et ¢) et la TMD2 (b et d). Ces
énergies sont représentées a des échelles différentes (a et b de 0 a
1000 kcal/mol ; ¢ et d de 0 a 100 kcal/mol) afin de mettre en évidence les
valeurs de po(DE) pour lesquelles les courbes augmentent Dbrusquement. La
fléeche indique le sens de la TMD.

Figure 94 : Structure finale obtenue pour la TMD1 (a) et pour la TMD2 (b).
Les monomeres 1 et 2 sont représentés en bleu et violet respectivement.

'gﬂvfm‘} ﬁ
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Figure 95 : Snapshots réalisés sur 1la TMD2 montrant la coupure d’un
squelette du monomere 2 (violet) au cours de la simulation.
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On a effectué parallelement 1’étude des pourcentages de présence des
liaisons hydrogene, dont les courbes sont présentées sur la Figure
96. Pour les deux simulations, nous observons une ouverture compléete
des tiges avant d’avoir atteint un po(DE) de 10 A et cette ouverture
perdure jusqu’a la fin des simulations.

Le comportement des boucles differe pour les deux simulations ; la
simulation TMD1 conserve 3 palres de Dbases fermées sur les
6 originelles, les paires de bases G10-C38, Cl11-G37 et G12-C36. En
revanche, les boucles se désapparient totalement au cours de la TMD,
sans doute du fait, comme expliqué ci-dessus, gqu’au cours de la
dynamique on a un phénomene de passage au travers du brin 2 de la

molécule.
100 + -~

VAL 100
A
& a :
I X
IS v
\%
50 50
0 ; - ; 0 e ‘
0 10 RMSDw (A) 20 0 10 RMSDw (A) 20
Figure 96 : Evolution des pourcentages moyens des liaisons hydrogene

canoniques de la tige 1 (gris), de la tige 2 (pointillés) et inter-boucles
(noir) pour les TMD 1 (a) et 2 (b). La fleche indique le sens de la TMD.

La TMD directe pour la transition entre les structures en KC et en
DE conduit donc systématiquement a un échec. Il a de ce fait fallu
envisager une autre méthode pour étudier la transition

conformationnelle du dimere de la tige-boucle SLI1.

IV.d.iv.TMD™? : mise en évidence d’une famille
d’intermédiaires

Face a la difficulté rencontrée par le KC pour effectuer la
transition par la méthode TMD, nous avons envisagé le probleme
inverse : au lieu de contraindre la molécule a se rapprocher de la
structure en DE, nous allons la contraindre a « s’éloigner » de la
structure en KC sans imposer de direction privilégiée. Les rmsd

utilisés dans cette étude sont donc relatifs a la structure en KC.
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Nous avons ainsi réalisé 20 simulations de TMD' dans des conditions
différentes ; les conditions utilisées lors de ces expériences sont

répertoriées dans le Tableau 9.

Simulations de dynamique dirigée inverse Prolongations
Nom de la| Structure Boite Sp/At équil K xeel o RMSD | Boite Sp/At RMSD
TMD™* initiale d’ eau (A/ps) | (ps/A) e final| d’eau (A/ps) final
) tétra 0.2/3 ¢ octa ¢
elail X-ray KCra; 6513/7287 |0.13/3 90/18 25 44P|360|22A 16369 0.13/3 40A
. tétra 0.2/3 ¢ octa ¢
elaill X-ray KCra; 6513 0.13/3 25 44P|360(|22A 15844 0.13/3 36A
) tétra 0.2/3 ¢ octa ¢
elailIIl X-ray KCra: 6513 0.13/3 25 44P|360|22A 15708 0.13/3 36A
. tétra 0.17/3 ¢ octa ¢
elailv X-ray KCra; 6513 0.1/3 90/15 25 44P|360|18A 16118 0.13/3 36A
. tétra 0.2/3 ¢ octa ¢
elaiv X-ray KCi.; 6513 0.13/3 5 44P (360 (22A 16075 0.13/3 36A
) tétra 0.05/2.5 ¢
elaiVvl X-ray KCra; 6513 0.03/2.5 5 44P(360|22A
. tétra 0.2/3 ¢
elaiVII X-ray KCra; 6513 0.13/3 100 44P(360|22A
) tétra 0.2/3 <
elaiVIII X-ray KCrai 6513 0.13/3 25 44P|300|22A
) tétra 0.5/25 ¢
elaiIX X-ray KCra; 6513 0.75/25 0.05 |44P|360|36A
. octa ¢
elaiX X-ray KCi.; 20935 0.5/25 - 0.05 |44P|360|36A - - -
. tétra 0.2/3 90/18, ¢ ~ _ _
mil NMR KCraia 16331/6987 [0.13/3 |22 25 |44P|360)|26A
. tétra 0.2/3 90/22, ¢
miII NMR_KCraia [g537 01373 |ag 25 44p (360|284
. tétra 0.2/3 <
mjIII NMR_KCraia |g337 0.13/3 90p/22 |25 44P|360[28A
. tétra £ octa <
mi IV NMR KCiaia |gogq 0.2/5 25 44p|360|204 |- 12 [0.2/5 364
. tétra 0.2/10 ¢ octa ¢
mjv NMR_KCraia  |cgg7 0.1/5 25 44P|360|20A 14980 0.1/5 36A
e octa ¢ octa ¢
mjlail NMR KCiai  |{c a0 0.2/5 25 44P|360|20A | oo 0.2/5 36A
. . tétra < octa ¢
mjlaiIl NMR_KCpra: 7193 0.2/5 25 44P|360|20A 16400 0.2/5 36A
. . octa §
mjlaiIII |NMR KCra; 15242 0.5/25 - 25 44P|360|36A - - -
octa 36/2000 ( )
mjlaiIV  |NMR KCp.; chgt - 20 44P|360|36A - - -
— 15242 .
continu)
. . octa §
mjlaiv NMR_KCra; 15242 0.5/25 - 25 32P|360|36A - - -
Tableau 9 : Conditions de simulation pour les 20 TMD ‘. Nous désignons par

« tétra » ou « octa » les boites respectivement tétraédriques et
octaédriques, les chiffres suivant ces désignations étant le nombre de
molécules d’eau contenues dans la boite. Dans le cas d’un changement de
boite tétraédrique, les chiffres sont séparés par un slash. La température
T est donnée en K, la constante kmp en kcal/mol.A2. NPC désigne le nombre
de phosphores contraints

L’une des idées que nous avions & l’esprit en réalisant des TMD ' &
partir du KC était que la molécule pourrait éventuellement prendre
d’elle-méme directement le chemin la menant vers le DE. C’est
pourquoi, bien que cette probabilité paraisse de prime abord tres

faible, nombre des simulations de TMD ' que nous avons d’abord

réalisées ont été arrétées a po(KC) final = 22 A, cette valeur étant
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a peu pres

structures en DE.

identique au rmsd entre les

La transition KC -> DE

structures en KC et les

Au vu des résultats que nous avons obtenus nous

avons prolongé certaines de ces TMD ' au-dela de 22 A.

La premiere prolongation devait étre réalisée Jjusqu’a po(KC)

le double de la valeur utilisée précédemment,

444,

et n’a en pratique été

réalisée que jusqu’a 40 A. On a en effet constaté qu’a cette valeur

les deux brins du dimere étaient totalement séparés.

on a choisi une valeur finale inférieure pour les autres TMD,

po (KC)

35 4
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rmsd réel / kc
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36A.
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Figure 97 Evolution des valeurs de p(KC) en fonction po(KC) pour les TMD!

a partir des structures initiales X-ray KCia;

(e).
Coefficient
TMD inverse de
corrélation
elail 0.9988
elaill 0.9994
elailll 0.9990
elailVvV 0.9990
elaiVv 0.9991
elaiVl 0.9996
elaiVll 0.9992
elaiVIll 0.9996
elailX 0.9882
elaiX 0.9810
mjl 0.9991
mijll 0.9992
mijlll 0.9997
mijlV 0.9992
mjV 0.9985
milail 0.9995
mijlaill 0.9993
mijlailll 1.0000
mijlailV 1.0000
mjlaiV 0.9993

(a), NMR KCp.x (b) et NMR KCp.;

La fleéche noire donne le sens de la simulation.

Tableau 10 Coefficients de corrélation entre les
valeurs de p(KC) et pg(KC) pour les 20 TMD™*
La Figure 97 représente la valeur p(KC) calculé

a chagque instant t en fonction de la wvaleur de

Po(KC) a cet instant. On peut remarquer sur ces

courbes que p(KC) reste globalement bien corrélé

avec po(KC), sauf en <ce gqui concerne deux

simulations, les simulations elaiIX et elaiX. On

144



RESULTATS La transition KC -> DE

voit sur le Tableau 10 qu’elles ont les coefficients de corrélation
les plus faibles de 1l’ensemble des simulations et on peut constater
que, si les wvaleurs de p(KC) suivent relativement bien celles de
po (KC) jusqu’a environ 22 A, elles stagnent par la suite aux environs
de cette wvaleur. Ces deux simulations ayant été réalisées avec une
constante de force de 0.05 kcal/mol.A2?, il semble que celle-ci soit
trop faible pour permettre 1le franchissement d’une barriere de
potentiel située aux environs de rmsd(KC)=26-28 A. Ce résultat est
confirmé par 1’étude des énergies de contraintes en fonction de la

valeur de po(KC), représentées sur la Figure 98.
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Figure 98 : Evolution des valeurs des énergies de contraintes en fonction

du po(KC) pour les TMD' & partir de la structure initiale X-ray KCp.; (a et

b), NMR KCr.ia (€) et NMR KCp,; (d). Les graphiques a et b présentent les méme
courbes mais a des échelles différentes. La fléche noire donne le sens de
la simulation.

Les deux premiers graphiques représentent 1’évolution des énergies
de contraintes en fonction de po(KC) pour les dix premieres
simulations présentées dans le Tableau 9 et désignées par le nom
générique « elai » mais a des échelles différentes. On voit
nettement la présence entre 25 A et 32 A d’une barriére de

potentiel, du fait d’une hausse brusque de la valeur de 1’'énergie de
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contrainte dans cette région. Cette constatation est accentuée par
1’ observation des énergies de contrainte des simulations elailIX et
elaiX qui, bien que présentant des valeurs supérieures aux autres
courbes des le début des simulations, restent dans des valeurs
d’ énergies inférieures a 15 kcal/mol jusqu’ aux environ de
po (KC) =22 A. A partir de ce point, les énergies de contrainte
augmentent rapidement Jjusqu’a atteindre des valeurs tres au-dessus
de la normale, ce qui s’explique par 1l’existence de barrieres de
potentiel que la molécule ne peut franchir. Cette barrieére est
nettement moins visible si 1’on se réfere a 1’évolution des énergies
de contrainte issues des simulations a partir de la structure RMN.
En effet, on peut constater sur quelques-unes unes d’entre elles un
faible pic autour de 25-28 A, encore que les valeurs restent trés en
dessous de 15 kcal/mol.A2. Il convient de noter toutefois que 1’on
ne part pas de la méme structure de KC et que les valeurs de py(KC)
reportées en abscisse ne sont pas tout a fait comparables, c’est a
dire qu’une structure & 22 A par rapport & la structure RMN peut
trés bien ne se trouver qu’a 18 A par rapport & la structure
cristallographique ou au contraire a 25 A.

La Figure 100 présente, pour po(KC)=22 A et py(KC)=36 A, les
différentes structures obtenues au cours des 20 simulations de TMD™'.
La wvisualisation de ces structures montre déja un comportement
global différent selon que 1l’on considere 1l’ensemble des structures
a 22 A ou 1l’ensemble de celles a 36 A. A 22 A, on voit que les
structures ont toutes grossierement la méme forme, celle d’un
double U plus ou moins déformé, les tiges étant déroulées et se
faisant face, les boucles restant globalement appariées.

Les distances intramoléculaires et
intermoléculaires entre les deux
branches des U sont a peu pres
équivalentes, comme illustré sur

la Figure 99. Cette structure

semble propice a un échange de

liaisons hydrogene des brins
Figure 99 : Illustration de la intramoléculaires aux brins inter-
structure en double U adoptée ,

moléculaires.

par les conformations des TMD™*
a po(KC) = 22A
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elail

elaill

36 / 35.39

36 / 35.33

elaiIll

elailv

36 / 35.15 22 / 21.44 36 / 35.28
elaivVv elaiVvl
22 / 21.70 36 / 35.49
elaiVII elaiVIII elailIX

22 / 21.40

22 / 21.38

22 / 18.40

36 / 24.73
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elaiX mjIT

36 / 23.60 22 / 21.25 22 / 21.03

mjIVv mjVv

l/ LS
[ ‘/
>4

22 / 21.41 22 / 20.89 36 / 35.38 22 / 20.89 36 / 35.76

mjlail mjlaill

22 / 21.16 36 / 35.69 22 / 22.05 36 / 35.61

mjlaiIIT mjlaiIV mjlaiVv

22 / 21.42 36 / 35.49 22 / 21.95 36 / 35.92

36 / 32.43

Figure 100 : Ensemble des structures obtenues a po(KC)=22 A et py(KC)=36 A

pour les 20 TMD'. Les p(KC) (en gras) et po(KC) sont reporté en dessous de
chacune des structures et donnés en A
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Les structures obtenues pour py(KC)=36 A divergent sensiblement entre
elles ; quelques-unes d’entre elles nous ont cependant semblé
montrer une évolution intéressante, du fait qu’elles forment deux
brins antiparalleles allongés reliés entre eux par 1les liaisons
hydrogene initialement présentes entre les paires de Dbases des
boucles. Cette conformation parait aussi susceptible de conduire a
la formation par la suite d’une double hélice. Toutefois, cette
structure n’est trouvée que pour trois des guatorze simulations

menées Jjusqu’a cette valeur de py(KC). Les autres structures obtenues

pour po(KC)=36 A présentent des configurations beaucoup ©plus
insolites, avec parfois un brin déroulé alors que 1l’autre reste en
forme de U, des entortillements de brins occasionnant la rupture de
certaines des liaisons hydrogene voire le désappariement total des
paires de bases inter-boucle entrainant la dissociation du dimére en

deux molécules distinctes.
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Figure 101 : Evolution du p(DE) en fonction du po(KC) pour les TMD ' &

partir des structures initiales X-ray KCp.; (&), NMR KCp,ia (b) et NMR KCi,;
(e¢). La fleche noire donne le sens de la simulation.

Toutes les structures observées sont assez dissemblables et du KC,

et du DE. Afin d’obtenir des informations conformationnelles
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supplémentaires, nous avons calculé 1’évolution de p(DE) en fonction
de po(KC) (Figure 101). On constate que dans la majorité des

simulations, p(DE) reste compris entre 18 A et 30 A. Les structures
obtenues par les TMD ' sont a peu prés équidistantes de KC et de DE.
Seules trois d’entre elles dépassent 30 A en fin de simulation. On
remarque que cette fois encore les divergences de structures
interviennent plutdt au-dela de po(KC)=25 A.

La Figure 102 représente 1’évolution du pourcentage d’existence des
liaisons hydrogéne base-base au cours des TMD ' en fonction de
Po(KC) . On remarque un comportement différent pour les liaisons des
tiges et pour celles impliquées dans les interactions inter-
boucles : les simulations débutent avec un pourcentage de 85% pour
les tiges alors qu’il est voisin de 100% pour les liaisons inter-
boucles. Cela signifie que le chauffage du systeme a 360 K provoque
des ruptures de liaisons dans les tiges et non dans les boucles.

Dans les simulations issues de X-ray KCi.;, les ruptures de liaisons
hydrogene interviennent en général dans la premiere paire de base de
la tige et dans la paire U6-G18 alors gque pour les simulations
issues de la structure RMN, les plus faibles pourcentages sont
essentiellement dus, d’une part a des ruptures de liaisons hydrogéne
dans ces mémes paires de bases, d’autre part au fait que les résidus
G7 et Cl7 sont désappariés dans cette structure. En ce qui concerne
les simulations de nom générique « elai », on voit que Ile
pourcentage d’existence des liaisons inter-boucle reste supérieur a
50% pour toutes les simulations jusqu’a pg(KC)=22 A.

Deux de ces simulations voient se produire un désappariement total

entre les deux molécules du dimere lorsque la simulation est

prolongée Jjusqu’a po(KC)=36 A, les simulations elailV et elaiV. On
peut constater sur la Figure 98 qu’il s’agit des deux simulations
dont 1’énergie de contrainte a subi la plus forte augmentation entre
25 A et 32 A si 1’on excepte les simulations avec une constante de
force de 0.05 kcal/mol.A2. Il y a aussi rupture de plusieurs paires
de bases inter-boucle a la fin de la simulation elaiIX. Toutes les
autres simulations conservent un pourcentage d’existence des
interactions inter-boucle supérieur a 50% tout au 1long de la

simulation.

150



RESULTATS La transition KC -> DE

100 m—\ 100
\\,
& - -
-
2 2
- o
X B3
S V 404
Va0 40
a-1
P 21
é
0 : : : : : : : 0
0 5 0 5 ™ B D B 0
mrsed demendé mrsddemendé
—dal el —elll —dalvV —daV  daM —eaMl  daMlll —ailX — elaiX —njail — il rijailll — iy — njaM]
100 100 100
&
© NIYIA ‘
A A T[T
5 5 M=
X X
v Vv 40
» C
é
‘ 0 ; ; ; S
B 0 5 10 15 0 »
rmrsd derencé mred demendé
—dal  daill —elilll —elalV—elaV eVl —eaMll — daVill — elailX — laiX ey~ Cridl_rjal_rjail_mal_ el
0 100 10
£

<%LH>
<%LH>

rrred demendé 0 5 10 1% 20
—dal  daill —dailll — dalV—daV — daM —daMl - daMVlil —dalX — el ol —ml il — gV ‘fnjla'l T ——— m.laM
Figure 102 : Evolution des pourcentages d’existence des liaisons hydrogene

canoniques des groupes inter-boucles (1), tige 1 (2) et tige 2 (3) en
fonction du po(KC) pour les TMD' & partir des structures initiales
X-ray KCp.; (@), NMR KCp.;a (b) et NMR KC.,; (e¢). La fleéche noire donne le sens
de la simulation. -

Les pourcentages moyens d’existence des liaisons hydrogéne
canoniques dans les tiges sont compris entre 35% et 70% a po(KC)=22 A
aussi bien pour la tige 1 que pour la tige 2 ; en fin de simulation,
les deux tiges sont complétement désappariées pour les simulations

elail, elaill et elailV ainsi que la tige 1 de elaiIII, tous les
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autres pourcentages d’existence sont inférieurs a 50% sauf la tige 2
de elaiIX.

L’étude des courbes des simulations de nom générique « mj » et
« mjlai » montre un comportement quelque peu différent. Pour des
valeurs de po(KC) comprises entre 0 A et 22 A, les simulations « mj »
montrent des interactions inter-boucles plus laches que
précédemment, avec deux simulations présentant au départ un
pourcentage d’existence inférieure a 80% et passant en dessous de
50% avant 22 A. Les simulations « mjlai » gardent toutes des

interactions inter-boucles supérieures a 50% d’existence Jusqu’a

po(KC)=20 A et seule la simulation mjlaiIV passe en dessous de cette
valeur a 22 A. En revanche, pour la majorité des simulations « mj »
et « mjlai », le pourcentage d’existence des liaisons hydrogene
inter-boucles passe en dessous de 50% au-dela de 22 A avec une
dissociation totale de la forme dimérique pour les simulations mjITI,
mjlail et mjlailIIl. Les paires de Dbases des tiges présentent un
comportement similaire a celui des simulations « elai », avec un
pourcentage de liaisons hydrogéne a p,(KC)=22 A compris entre 35% et
70% pour les simulations « mj », entre 5% et 60% pour les
simulations « mjlai », et un désappariement plus important voir
total intervenant entre 22 A et 36 A de rmsd. Seule la simulation
mjIII présente une tige dont les liaisons hydrogene sont présentes a
80% en fin de simulation.

L’ensemble des résultats obtenus avec la méthode TMD' suggére
l’existence de structures intermédiaires en forme de double U
facilement accessibles a partir de la structure KC puisque toutes
nos simulations nous ont conduit a des structures de ce type sans
avoir subi d’énergies de contraintes élevées. Elles sont également
distantes de la structure en « kissing-complex » et de la structure
en dimére étendu avec rmsd(KC)=rmsd(DE)=22 A, ce qui bien sir
n’'implique pas qu’elles soient identiques.

La comparaison des conformations obtenues & po(KC)=22 A, montre
qu’elles sont pour la plupart plus proches les unes des autres que
de la conformation initiale du « kissing-complex » (rmsd entre 2
structures finales compris entre 5.9 A et 20 A). Ceci indique que
les différentes simulations de TMD ' ont fait évoluer KC dans une

méme région de 1l’espace conformationnel, sinon les rmsd entre les
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structures finales seraient compris entre 0 et 44 A, puisque ces
structures sont réparties sur une hyper-sphere de centre KC et de

rayon 22 A. Cette analyse confirme donc de maniére quantitative que

les structures obtenues a po (KC)=22 A appartiennent bien
grossierement & une méme famille comme le @ suggérait leur
visualisation. La conformation obtenue lors de la simulation elail
est la plus centrale, si on définit comme telle celle dont le rmsd
moyen avec les autres conformations est le plus faible (son rmsd
moyen est de 12.6 A). La conformation la plus excentrée a été
obtenue avec mjlailV (rmsd moyen=15.5 A). Dans 1la suite de ce
mémoire cette famille de structures sera nommée UU22. Nous nommerons
d’autre part //36 1’ensemble des trois structures qui ont été
obtenues avec po(KC)=36 A et qui se présentent globalement sous la

forme de 2 brins allongés antiparalleles.

IV.d.v.Transition compléte par combinaison des méthodes de
dynamique dirigée inverse et directe

Au wvu des résultats précédents, nous pouvons imaginer deux
possibilités pour effectuer la transition compleéte selon que 1’'on
considere la famille //36 ou non ainsi que 1’illustre la Figure 103,
cette famille de structures n’ayant été observée que dans 27% de nos
simulations. ©Nous avons réalisé 18 TMD a partir de 7 structures
initiales issues des simulations de TMD '.Toutes ces simulations sont

faites a une température de 360 K.

AN
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o
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)

Figure 103 : Deux chemins possibles pour passer du « kissing-complex » au
dimére étendu, selon que 1’on passe ou non par la structure //36.
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Deux de ces structures initiales appartiennent a la famille UU22,
deux autres a la famille //36. Nous avons aussi testé trois
structures ayant des rmsd(KC) respectivement de 15 A, 18 A et 26 A.
Pour certaines structures initiales les simulations ont été
réalisées plusieurs fois en variant les parametres de simulation
afin d’éliminer de possibles artefacts. En particulier les
2 structures de dimere étendu NMR DE;,; 1 et NMR DE;.; 3 définies au

début de ce chapitre ont été utilisées comme structure cible.

TMD™* Nom de la TMD Bolte Sp/At équil .
initiale directe Po (KC) Sc d’eau (A/ps) | (ps/A) Kno | NPC |po (DE) | succes
. tétra 90/12,
elail TMDI 22 NMR DEsai 1 |5500%01 50 [0-2/3 o 25 | 44p 24 +
elail TMDTI |22 NMR_DEr,; 1 gggia 0.13/3 - 25 | 34 | 20 +
. octa
elail TMDIII |36 NMR DEi 3 |J¢seg 0.13/3 - 25 | 44p 22 -
. octa
elail TMDIV 36 NMR_DEiai 3 |J¢seg 0.5/25 - 25 | 44p 22 -
. octa
elail TMDV 26 NMR_DEiai 3 |J¢seg 0.5/25 - 25 | 44p 24 -
elail
. octa 90/18,
elail TMDVI 36 NMR_DEiai 3 |J¢seg 0.13/3 12 | 25 | aer 22
elail TMDVII |36 NMR DE,,, 3 |OCt2 0.5/25 - 25 | 34p | 22 -
- — — 116369
elail TMDVIII |36 NMR DE,,, 3 |°¢t@ 0.5/25 - 5 | 44p | 22 -
- — — 116369
. octa
elail TMDIX 36 NMR_DEiai 3 |J¢seg 0.5/25 - 0.5 | 44p 22 -
. octa
elail TMDX 36 NMR_DEiai 3 |J¢seg 0.5/25 - 0.05| 44p 22 -
) octa 90/12,
elail TMDXT 22 NMR_DEiai 3 |{gce, 0.2/3 o 25 | 44p 24 +
. octa 90/18,
elail TMDXIT |36 NMR_DE:.i_1 |J¢3gg 0.13/3 12, 6 | 25 | aer 22
. tétra 90/21,
elailV_TMDI 15 NMR DEai 1 |lcis 0.2/3 15, o | 25 | 4ep 27
90/21
. tétra 0.2/3 !
elailv_TMDIT |18 NMR DEssi 1 |ocrs76010 |oo 173 §5,O9, 25 | 44p 27 +
elailv s L
elailV_TMDIIT |18 NMR DE... 3 6;‘3‘5‘ 0.2/3 - 25 | 44p | 25 -
cota 90/19,
elaiIVv TMDIV |18 NMR DE..: 3 0.2/3 13, 7, | 25 | 44p 25 -
- — —~ 110901 1
. 90/16
, , NMR_DEr.;_1 [tétra 0.2/3 !
mjI mjT_TMD 22 oie o1d lessivesse loi1/3 10, 4,| 25 | 44p 22 +
. . . . octa
mjlaill mjlaiIl TMD 36 NMR DEr.; 1 16400 0.2/5 - 25 44p 22 -

Tableau 11 : Tableau récapitulatif des conditions de simulations des 18 TMD

réalisées a partir de TMD'. Les po(KC) et po(DE) sont donnés en A, kpp en
kcal/mol.Az. S. correspond a la structure «cible, NPC au nombre de
phosphores contraints.
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L’ensemble des conditions de simulation de ces 18 TMD est répertorié
dans le Tableau 11.

Dans le cas de elail TMDII, les contraintes sur les phosphores
originellement exclus ont ensuite été rajoutées paire de bases par
paire de bases en fin de simulation entrecoupées d’étapes
d’équilibrations de 90 ps. Nous considérons que la structure de type
dimere étendu est atteinte lorsque la valeur de p(DE) obtenue est

inférieure a 2.5 A.

w
o

30 4 a Evolution des rmsd pour les TMD b EV?'”“C’” des rmsd pour les TMD
de Iintermédiaire au NMR_DElai_1 - 25 | de lintermédiaire au NMR_DElai_3
25 - - -
<20
<20 | 3
= © 15
[
015 | . 3
- -~ £ 10 {
@ - =
£10 1 L
5 °
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 == , . . , . . 0 5 10 15 20 25 30
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Figure 104 : Evolution du rmsd(DE) réel en fonction de po(DE) pour les TMD
ayant pour structure cible NMR DE;,; 1 (a) et NMR DE;,; 3 (b). La fleéeche
noire donne la direction de la simulation.

Tableau 12 : Coefficients de corrélation entre les
Tmd Directe | COCMicent de valeurs de p(DE) et les valeurs de py(DE) pour les
18 TMD directes.
elail_TMDI 0.9999
elail_TMDII 0.9999
elail_TMDIII 0.9995 La Figure 104 ©présente tout d’abord les
elail_TMDIV 0.9997 )
ol TMDV 09978 courbes de p(DE) en fonction du po(DE). Les
elail_TMDVI 0.9995 coefficients de corrélation de ces différentes
elail_TMDVII 0.9998 . .
- courbes sont également reportés dans le
elail_TMDVIII 0.9986
elail_TMDIX 0.9955 Tableau 12. Il vy a globalement une bonne
lail_TMDX 0.9880 . .
i corrélation entre les valeurs de p(DE) et
elail_TMDXI 0.9999
elail_TMDXII 0.9999 po(DE) au cours de ces simulations. La seule
lailV_TMDI 0.9999 . .
ear- TMD qui se démarque nettement des autres
elailvV_TMDII 0.9999
elailv_TMDIN 0.9906 correspond a une simulation réalisée avec une
elailv_TMDIV 0.9897 constante de force de 0.05 kcal/mol.A2. Les
mjl_TMD 0.9999 , . , )
plus faibles coefficients de corrélation sont
mijlaill_TMD 0.9999

obtenus pour les simulations wutilisant des
constantes de force de 0.5 et 0.05 kcal/mol.A? ainsi que pour trois

TMD ne partant pas de structures UU22 ou //36, deux d’entre elles
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partant d’une structure avec po(KC)=18 A, la troisieme d’une
structure avec po(KC)=26 A. On peut remarquer de surcroit qu’en

dessous de po(DE)=4-5 A, nombre de simulations semblent éprouver des
difficultés a se rapprocher de la structure en dimere étendu, 1la
courbe formant alors un palier.

Toutes les simulations partant de la famille UU22 aboutissent a la
formation d’un dimere étendu sans rencontrer de difficultés majeures
(elail TMDI, elail TMDII, elail TMDXI et mjI TMD). On voit sur la
Figure 105 que pour ces simulations, les énergies de contrainte

restent inférieures a 15 kcal/mol jusqu’a atteindre une valeur de

Po(DE) inférieure a 1 A.

20

E {kcal/maol’
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Figure 105 : Evolution de 1’énergie de contrainte pour les quatre TMD
partant d’une structure de la famille UU22 en fonction du po(DE) : a)

elail TMDI b) elail TMDII c) elail TMDXI d) mjI TMD. La fléche noire donne
la direction de la simulation.

Ceci indique que les barrieres énergétiques rencontrées le long du
chemin de transition UU22-DE sont aisément franchissables.

Au contraire aucune des 9 TMD réalisées a partir de la famille //36
n’aboutit a la formation du DE. L’énergie de contrainte au cours de
ces simulations peut prendre des valeurs tres élevées (de 100 a

8500 kcal/Mol) dans la gamme 10-4 A. Ceci résulte de la formation
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systématique de nceceuds, voire pour certaines TMD au passage d’un brin
au travers de 1l’autre, phénomene déja évoqué au $IV.d.iii. A titre
d’exemple sur ce que 1l’on veut exprimer par la formation de
« neuds », la Figure 106 présente la structure finale obtenue pour

la simulation elail TMDIII.

Figure 106 : Exemple d’une structure présentant des ncuds, la structure
finale de la simulation elail TMDIII. Les nceceuds sont mis en évidence par
les ronds rouges.

Sur les 5 TMD réalisées a partir de structures différentes de UU22

ou //36, seule une simulation (elaiIV TMDII) sur les trois partant

de po(KC)=18 A aboutit au dimeére étendu. Encore faut-il remarquer

°

qu’aux environs de py(DE)=4-5 A, une barriere d’énergie a été
difficile a franchir car on observe une énergie de contrainte
atteignant 70 kcal/mol. Ce pic quelque peu élevé est di au passage
difficile du second brin qui a frdlé la création d’un nceud lors de
1’ enroulement du duplexe 2 au cours de la formation du
dimere étendu, information obtenue par la visualisation de 1la
trajectoire de la molécule sur cette période de temps.

Afin de suivre de manieére plus fine 1’évolution structurale subie
par la molécule au cours des transitions réussies, nous avons
calculé les pourcentages d’existence des liaisons hydrogene (Figure

107) .
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Figure 107 : Evolution des pourcentages d’existence des liaisons hydrogene
canoniques dans les groupes tige 1 (a), tige 2 (b) et inter-boucles (c)
pour les 5 TMD aboutissant a une structure de type dimere étendu. La fleche
noire donne la direction de la simulation.

Les pourcentages d’existence des liaisons hydrogene sur les
duplexes 1 et 3 du dimere étendu ne sont pas retranscrites ici car
les liaisons hydrogéene ne se forment pas dans ces TMD, sauf a la fin
de la simulation elail TMDII lorsque 1l’on rajoute les contraintes
sur les phosphores omis en début de simulation et dans des
pourcentages inférieurs a 25% pour les deux duplexes. On voit sur
ces courbes qu’au départ des TMD les tiges sont appariées avec un
pourcentage de liaisons hydrogéne compris entre 40% et 80% et sont
totalement désappariées lorsque 1l’on atteint po(DE)=10 A sauf pour la
tige 1 de elail TMDII et mjI TMD qui ne sont totalement désappariées
qu’a 4 A et 7 A respectivement. Les liaisons inter-boucles quant a
elles sont présentes a des pourcentages compris entre 90% et 100%
dans les structures de départ. Les trois simulations elail TMDI,
elail TMDII et elail TMDXI conservent une structure dimérique solide
au cours de la transition, avec des pourcentages d’existence de
liaisons hydrogene inter-boucles compris entre 80% et 100% en fin de

simulation malgré un affaiblissement localisé pour elail TMDII entre
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po(DE)=10 A et po(DE)=6 A. Il est a noter que ces 3 TMD correspondent
aux TMD réalisées a partir d’une structure UU22 sur la séqgquence

native de SLl1..;.

Les structures finales obtenues pour ces trois dynamiques sont

présentées sur la Figure 108.

elail TMDI

elail TMDII

elail TMDXT

Figure 108 : Représentation des structures finales des TMD elail TMDI,

elail TMDII et elail TMDXI. Le monomere 1 est représenté en bleu, le
monomére 2 en violet.

Les deux simulations restantes présentent un fort affaiblissement
des interactions inter-boucles en fin de simulation, avec des
pourcentages d’existence compris entre 5% et 30%. Pour la simulation

elaiIV TMDII, réalisée a partir d’une structure n’ayant pas encore
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atteint 1’état UU22, cet affaiblissement peut étre di aux
contraintes imposées sur le squelette par la formation du pseudo-
neud et en effet 1’affaiblissement des interactions inter-boucles
correspond au pic observé pour 1’'énergie de contrainte. Quant a la
simulation mjI TMD il convient de se souvenir qu’il s’agit d’une
séquence mutée de SL1 dans le but de favoriser 1’équilibre de 1la
réaction vers la formation du KC en stabilisant les tiges ; 1l est
donc possible que le fait d’imposer la transition vers le DE génére
des contraintes a 1l’origine de la rupture des liaisons hydrogéne

dans les boucles.

IV.d.vi.Discussion—-conclusion

Dans cette étude nous avons tenté de déterminer un chemin
réactionnel possible pour décrire la transition du dimére de SL1
depuis la structure KC relativement instable vers 1la structure
étendue DE plus stable. Les simulations de TMD directe ont toutes
échouées. Vingt simulations de TMD ' réalisées & partir de KC ont
toutes conduit sans contraintes excessives vers une famille de
structures (UU22) caractérisée par un rapprochement des 2 tiges
ainsi qu’un déroulement de celles-ci, tout en conservant une grande
partie des interactions boucle-boucle. Un éloignement supplémentaire
de la structure KC semble poser plus de problémes : non-convergence
des simulations et valeurs élevées des énergies de contrainte, bien
que 3 simulations aboutissent a 1la formation d’une famille de
structures ou les 2 brins sont alignés antiparallelement tout en
conservant 1’interaction boucle-boucle (//36).

Des simulations de TMD directe a partir de UU22 et //36 montrent
qu’un chemin réactionnel UU22 - DE existe alors qu’aucune des
simulations partant de //36 n'arrive a atteindre 1’état DE.
Cependant, le long du chemin réactionnel UU22 - DE, notre étude ne
permet pas de déterminer a quel endroit se forment les paires de

bases caractéristiques de DE.
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rmsd36

Elfaible barriere d’énergie KC: structure du ‘kissing-complex’
I:lbarriére d’énergie moyenne DE: structure du ‘dimere étendu’
-forte barriere d’énergie rmsdl8, rmsd22, rmsd36: structures

obtenues par TMD™' & une distance

I:lbarriére d’énergie inexplorée respective de 18, 22 et 36A du
« kissing-complex »

—> résultat de TMD™? —> résultat de TMD

Figure 109 : Représentation schématique des barrieres énergétiques
rencontrées lors des expériences de transition « kissing-complex » -
dimeére étendu réalisées, en utilisant le rmsd comme coordonnée de réaction.

En effet, les contraintes imposées au cours de la TMD ne
s’appliquent qu’aux atomes de phosphore d’une part, d’autre part il
aurait certainement fallu augmenter considérablement le temps de ces
simulations ainsi que baisser la température pour pouvoir observer
la formation des liaisons hydrogéne correspondantes. Nous obtenons
donc au final une structure proche du dimére étendu par la forme de
son squelette phospho-diester mais en aucun cas le dimere étendu
réel. La Figure 109 résume 1’ensemble de ces résultats. Une
visualisation des changements conformationnels subis par la molécule

au cours de ce chemin est présenté Figure 110.
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Figure 110 : Snapshot d’une trajectoire complete de la transition entre le
« kissing-complex » et le dimeére étendu. Le monomére 1 est représenté en
bleu et le monomere 2 en violet.

Nous avons cherché a comprendre les raisons des échecs des
simulations partant des structures //36. Pour cela nous avons varié
les parametres de contraintes, tels que la valeur de la constante de
force ou le nombre d’atomes contraints. La Figure 111 présente en
fonction du temps et par rapport a la valeur demandé 1’évolution du
rmsd (DE) pour les quatre simulations elail TMDIV, elail TMDVIII,
elail TMDIX et elail TMDX dont tous les parametres sont identiques

exceptée la valeur de la constante de force.
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Comparaison de I'évolution des rmsd
en fonction de la valeur de k
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Figure 111 : Evolution au cours du temps du rmsd(DE) des TMD directes a

partir d’une structure de la famille //36 en fonction de la valeur de la
constance de force kpp utilisée lors de la simulation.

L'idée était de vérifier que 1l’on n’imposait pas, avec une constante
de force de 25 kcal/mol.A2, de contraintes trop fortes pour le
systeme, 1’obligeant ainsi a former des necuds. Nous pouvons
remarquer qu’avec les deux dernieres constantes de force, a savoir
k=0.5 kcal/mol.A2? et k=0.05 mol.A2, le rmsd peine & rejoindre les
valeurs demandées. Cependant, la molécule forme tout de méme des
neuds au cours de la simulation, il ne semble donc pas que la valeur
de la constante de force soit le facteur premier des échecs de ces
simulations.

Un autre parametre que nous nous sommes efforcés de tester est la
vitesse de variation du RMSD ainsi que le temps d’équilibration de
chaque palier. Les simulations elail TMDIII, elail TMDIV et
elail TMDVI ne different que par ces parametres cependant on ne
parvient pas a former le dimere étendu sans dque les brins de la
molécule ne s’entremélent entre eux. Il en a été de méme lorsque
nous avons tenté d’éviter ces neuds en n’imposant les contraintes
gque sur 34 atomes de phosphores, excluant ainsi les trois premieres
paires de bases de chacune des tiges du KC du groupe d’atomes
contraints. Enfin nous avons essayé de partir d’une structure
comprise entre les deux structures intermédiaires dans la simulation
elail TMDV qui a elle aussi abouti a un échec. Il semble donc que la
condition premiére pour réaliser cette transition soit d’utiliser
UU22 comme structure de départ de la TMD, ce qui semblerait

confirmer notre impression premiere sur sa suprématie en tant que
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structure intermédiaire dans la transition « kissing-complex » -
dimere étendu.

Examinons maintenant si les résultats que nous avons obtenus sont
dépendants de la méthode employée. En ce qui concerne la TMD
directe, si la simulation aboutit sans faire intervenir des énergies
de contraintes trop élevées, on peut étre confiant que le chemin
conformationnel suivi par la molécule au cours de la transition est
un chemin possible bien que non obligatoirement unique. Par contre,
si la simulation échoue, deux causes peuvent étre invoquées : soit
le chemin conformationnel est incompatible avec un rapprochement
continu de la structure vers la structure cible mais nécessite un
détour qui 1’en éloigne temporairement, soit 1’approche de 1la
structure cible est réalisée trop rapidement de sorte gqu’a la fin de
chaque simulation intermédiaire durant la TMD la molécule n’est pas
totalement relaxée. Bien qgque nous ayons testé différentes vitesses
d’approche de la cible nous ne pouvons pas exclure cette derniere
éventualité.

En ce qui concerne la TMD inverse, si des simulations multiples
conduisent toutes au méme résultat, on peut raisonnablement penser
que le chemin emprunté correspond a une réalité. Ainsi 1’absence
d’une transition directe KC =» DE avec rapprochement continu vers DE
est confirmée par les 20 TMD inverses qui conduisent toutes vers
Uu22. Par contre, 1’échec de la TMD directe a partir des structures
//36 peut étre di soit a une approche trop rapide, soit au fait que,
pour réaliser la transition, la structure doit s’éloigner
temporairement de DE. Dans tous les cas, 1l semble néanmoins qu’au
cours de la transition KC =» DE le chemin conformationnel passe par
une structure du type UU22 puisque pour arriver a //36 il a fallu

passer par cette structure.
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Le premier objectif de notre travail était de déterminer
lesquelles, parmi les structures expérimentales du dimére de SL1
publiées dans la littérature, étaient stables en solution. De toutes
les structures du « kissing-complex » publiées, nous trouvons que la
plus stable en solution est la structure caractéristique de la
famille 2 de Kieken (2004). Les structures de « kissing-complex »
des isolats Lai et Mal déterminées par cristallographie (Ennifar et
al. 2001) se révelent tres instables en solution. Il ne semble pas
que cette déstructuration des « kissing-complex » issues de la
cristallographie soit 1le fait de la méthode employée. En effet,
toutes les structures expérimentales ont été simulées avec le méme
protocole, or les structures de « kissing-complex » issues
d’expériences RMN restent toutes relativement stables, et 1la
structure du dimére étendu déterminée par cristallographie (Ennifar
et al. 1999) et simulée dans les mémes conditions gque les
« kissing-complex » issues de la cristallographie, se montre tres
stable au cours de notre simulation. ©Nous pouvons noter sur
1’ ensemble des résultats obtenus sur les simulations des
« kissing-complex » une grande flexibilité des jonctions
tige-boucle. En ce qui concerne les diméres étendus, les deux
structures publiées sont stables en solution, bien que la structure
RMN semble plus flexible que la structure cristallographique.

Nous avons remarqué qu’une grande majorité des structures obtenues
en fin de simulation est dissymétrique, en particulier, les
structures présentant une ouverture de la paire G7-C1l7 sur 1l’un des
monomeres ne montrent Jjamails une ouverture de cette méme paire sur
1"autre monomeére. Cette dissymétrie du « kissing-complex » est déja
observée dans les résultats expérimentaux de Ennifar et al. (2001).
Nous avons relevé au cours de ces études des différences de
comportement entre les isolats Lai et Mal. La premiere de ces
différences concerne la paire G7-Cl7 qui se révele tres flexible
dans les dimeres de SL1 de 1’isolat Lai qu’il s’agisse du
« kissing-complex » ou du dimere étendu alors qu’elle est rigide
dans les dimeres de SL1 de l’isolat Mal. De plus, si 1l’on se réfere

a l’ensemble des simulations réalisées sur le « kissing-complex » et
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sur le dimere étendu, nous pouvons remarquer d’une part dque le
complexe inter-boucle est moins stable pour 1’isolat Mal que pour
1"isolat Lai, d’autre part que le dimere étendu présente une plus
grande rigidité pour 1’isolat Mal que pour 1’isolat Lai. Ces données
semblent indiquer que 1’équilibre KC < DE est plus décalé vers le
dimere étendu pour 1’isolat Mal. Il faut cependant noter que les
simulations des deux dimeres étendus Lai et Mal ont été réalisées
dans des conditions différentes, les ions magnésium présents dans la
simulation du dimére étendu Mal pouvant étre responsables de la plus
grande rigidité observée pour ce dimere en solution. Cependant, des
expériences d’électrophorese menées en parallele sur les différents
complexes de Mal et Lai en présence et en absence d’ion magnésium
ont montré que 1’isolat Lai peut former deux types de dimeres, une
forme instable dans les conditions d’ obtention du
« kissing-complex » et une forme stable dans les conditions
d’ obtention du dimere étendu, alors que Mal ne forme que le complexe
stable quelles que soient les conditions d’obtention (Aci et al.
2004a) . Ces observations sont indépendantes de la présence d’ions
magnésium et sont aussi en faveur d’un déplacement de 1’équilibre
vers le DE pour Mal. Il convient cependant de rappeler que le
« kissing-complex » de 1’isolat Mal a pu étre observé dans d’autres
conditions expérimentales (Dardel et al. 1998; Ennifar et al. 2001).
L"autre partie de notre travail a consisté en 1’étude du chemin
conformationnel suivi par le dimere de SL1 pour passer de la forme
instable a la forme stable. ©Nous avons utilisé pour cela les
techniques de dynamique moléculaire dirigée (TMD) directe et
inverse. Ces techniques sont relativement récentes et donc, en
particulier la TMD inverse, encore assez peu utilisées. La TMD
directe a jusqu’a maintenant été utilisée pour déterminer le chemin
conformationnel lors d’une transition entre deux états bien définis
d"une protéine (Apostolakis et al. 1999; Diaz et al. 1997; Kong et
al. 2002; Kruger et al. 2001; Ma and Karplus 1997; Ma et al. 2000;
Madhusoodanan and Lazaridis 2003; Mendieta et al. 2004; Roche and
Field 1999; Schlitter et al. 1994; Wroblowski et al. 1997; Yang et
al. 2002) ou pour en étudier le dépliement (Ferrara et al. 2000b;
Ferrara et al. 2000c; Ferrara 2000a). En revanche la TMD inverse n’a

été utilisée a notre connaissance que par Ferrara et al. (2000b;
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2000a) pour étudier le dépliement de 1’inhibiteur de la chymotrypsin
en 1’absence de solvant explicite. La combinaison de ces deux
techniques appliquée a une séquence d’acides aminés nous a permis de
déterminer un chemin possible pour la transition KC < DE du dimere
de SL1, et a mis en évidence un intermédiaire réactionnel de cette
transition. Nous soulignons que les simulations réalisées dans cette
étude ne concernent gu’une partie de 1la tige-boucle SL1, et le
chemin que nous observons pour la transition est vraisemblablement
facilité par 1'extrémité libre des tiges qui ont une longueur
limitée. A ce propos 1l est bon de rappeler que dans la séquence
entieére de SL1, la tige-boucle de 23 nucléotides gque nous avons
étudiée est prolongée par une boucle interne dont 1’importance a été
mise en évidence (Takahashi et al. 2000) . Bien que peu
d’"informations structurales sur cette boucle soient disponibles, on
peut supposer en effet qu’elle possede une flexibilité intrinseque
bien supérieure a celle d’une structure en double hélice, laissant
une relative liberté a la tige pour se désapparier.

Au cours du chemin réactionnel que nous proposons 1l est a noter
que les interactions boucle-boucle restent trés présentes (au moins
en ce qui concerne la séquence sauvage). Ceci est en bon accord avec
les résultats expérimentaux de Theilleux-Delalande et al. (2000) qui
mettent en évidence que la transition KC = DE s’accompagne de la
rupture des paires de bases des tiges alors que les paires de bases
inter-brins restent appariées. Notre étude ne nous permet cependant
pas d’éliminer les modéles proposés par Ennifar et al. (2001) et
Pattabiraman et al. (2002). Ces deux modeles impliquent un mécanisme
de type coupure du squelette phospho-diester suivi d’une religation
croisée, permettant le passage du « kissing-complex » au dimere
étendu sans ouverture des tiges des « kissing-complex ». Ce type de
réaction chimique ne peut étre abordé par le biais de la simulation
de dynamique moléculaire. Cependant, les résultats présentés par ces
auteurs sont en désaccord et avec 17 étude de
Windbichler et al. (2003), pour qui le mécanisme de transition entre
ces deux dimeres ne peut étre de type coupure-religation, et avec

1’étude RMN de Theilleux-Delalande et al. (2000).
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Nous avons débuté au cours de ce travail une étude d’un chemin
conformationnel possible pour effectuer la transition KC =» DE pour
le dimere de SL1. Cependant, 11 ne s’agit 1la que d’une étude
préliminaire qui demande a étre approfondie. En premier lieu, il
serait intéressant d’effectuer une analyse énergétique du systéme au
cours de la transition compléete a 1l’aide d’un logiciel tel que
DELPHI (Rocchia et al. 2001; Rocchia et al. 2002). Nous pourrions
ensuite refaire cette méme transition avec des étapes
d’équilibration plus longues et des variations Op beaucoup plus
faibles afin de déterminer le profil d’énergie libre de la molécule
au cours de la transition et d’évaluer ainsi les Dbarrieres
énergétiques a franchir pour effectuer la transition, notamment en
ce qui concerne 1l’intermédiaire réactionnel UU22 identifié.

I1 faut aussi rappeler gque lorsque nous avons commencé cette
étude, nous ne disposions alors comme structures initiales que des
structures de « kissing-complex » publiées par Mujeeb et al. (1998)
et Ennifar et al. (2001). Entre temps, Kieken (2004) a déterminé
pour le « kissing-complex » une autre structure, ou plus exactement
deux familles susceptibles de représenter cette structure. Notre
étude sur la stabilité des « kissing-complex » ayant révélée que la
structure la plus stable en solution était la structure
caractéristique de la famille 2 de Kieken (2004), il serait
judicieux de reprendre 1’étude a partir de cette structure pour
refaire la transition KC = DE. Enfin, 1" importance de la
boucle interne dans les deux étapes de la dimérisation pour la
séquence compléte de la tige-boucle SL1 a été mise en évidence par
Takahashi et al. (2000). Nous notons par ailleurs le fait que notre
transition est grandement facilitée par le fait que nous n’utilisons
que la séquence 23-mer de SL1, dont les tiges sont courtes et
1’extrémité libre. Il pourrait étre tres instructif de réitérer
notre protocole de transition a partir cette fois, non plus de la
séquence 23-mer, mais 35-mer de SL1. Cela nous permettrait de
vérifier 1l’existence de notre intermédiaire dans le cas d’une tige
plus longue contenant une boucle interne, et préciserait le rdle de

cette boucle dans le mécanisme de dimérisation.
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