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Activités de recherche

Dans la suite les références aux articles et revues dont je suis co-auteur seront respectivement
notées Pn et Rn (voir liste de publications).
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Cadre général

Entre 1987 et 1991, j'ai effectué mon DEA et ma thése de doctorat dans 1'équipe de
"Modélisation et Simulation Moléculaire" du Prof. Georges WIPFF au sein de 'URA422 dirigée
par le Prof. Jean-Marie LEHN ou je me suis intéressé a la dynamique, la solvatation et les

propriétés de reconnaissance de cryptands de synthese. Puis, de 1991 a 1993, j'ai gagné le
laboratoire du Prof. David BEVERIDGE dans lequel j'ai abordé I'étude des acides nucléiques.

Ceci m'a permis de rejoindre en 1993 1'équipe du Prof. Eric WESTHOF au sein de
I'UPR9002 dirigé par le Prof. Bernard EHRESMANN d'abord en tant que chercheur post-doctoral
puis, en 1997, en tant que CR1 (CNRS). L'activité de cette équipe consiste essentiellement a déve-
lopper une plate-forme intégrant différentes approches expérimentales et théoriques dans le but de
mieux comprendre les régles structurales sous-jacentes au repliement tertiaire de 'ARN et aux phé-
nomenes de reconnaissance associés. Une partie de ces approches théoriques comprend la cons-
truction et la modélisation tridimensionnelle d'ARN par des méthodes de modélisation moléculaire
et infographiques (Westhof et al. 1996) sur la base de données de protection obtenues a l'aide de
sondes chimiques et enzymatiques (fournies majoritairement par d'autres laboratoires et équipes),
ainsi que sur la base de données obtenues par analyse comparative de séquences (Michel et
Westhof 1990). Ceci a donné lieu au sein de l'équipe au développement d'un certain nombre de
logiciels en bioinformatique (recherches de covariations) et de logiciels de manipulation de structu-
res tridimensionnelles dédiés a I' ARN (Massire et Westhof 1998). A c6té de ces aspects de modéli-
sation, une activité de cristallogenese de fragments d'ARN a conduit a la résolution de la structure
d'un nonamere d'ARN 2 0.98 A (Masquida et al. 1999) et de divers complexes entre le site A ribo-
somique et des antibiotiques de la classe des aminoglycosides (Vicens et Westhof 2001; 2002;
2003).

Mon activité au sein de cette équipe consiste a explorer a l'aide des techniques de simula-
tion de dynamique moléculaire (DM) les propriétés structurales et dynamiques de molécules
d'ARN dans le but de mieux comprendre et de compléter les informations fragmentaires obtenues
par d'autres approches théoriques et expérimentales.
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Simulations de dynamique moléculaire d’ARN menées au sein de I’équipe d’Eric WESTHOF

Lorsque j’ai intégré 1’équipe d’Eric WESTHOF en Septembre 1993 en tant que chercheur
post-doctoral, les protocoles de simulation de DM existant conduisaient systématiquement a des
résultats tres insatisfaisant pour les ARN. Les premiers essais de simulation de DM entrepris au
laboratoire (Rubin-Carrez 1992) avaient montré que ces protocoles de simulation ne permettaient
pas d’obtenir de trajectoires stables pour les molécules d’ARN beaucoup plus sensibles au traite-
ment des interactions électrostatique que celles d’ADN. Ces instabilités se manifestaient entre au-
tres par la désagrégation rapide (< 50 ps) d'un certain nombre de contacts tertiaires essentiels au
maintien de ces structures alors que des données RMN indiquent que la stabilité de ces interactions
est de I’ordre de la micro voire de la milliseconde. Une étude plus approfondie a révélé que des
erreurs associées a la troncature des interactions électrostatiques, telles que celles mises en évi-
dence au cours de mon stage post-doctoral a partir d'études menées sur d'autres systemes (P5-1995
et R3-1997), apparaissaient dans ces simulations.

Les priorités de recherche étaient donc clairement définies : (i) mettre au point un protocole
de simulation minimisant les artefacts évoqués plus haut et permettant d’obtenir des trajectoires
stables de DM d'ARN ; (ii) développer des tests permettant de vérifier la qualité des simulations
générées a l'aide de ces nouveaux protocoles. Il était prioritaire d'atteindre ces objectifs avant de
pouvoir envisager des études d’intérét biochimique plus large.

De maniere plus générale, mes activités de recherche au sein de 1’équipe d’Eric WESTHOF
au cours de ces 10 dernieres années, d'abord en tant que chercheur post-doctoral puis CR1 (depuis
1997), se sont articulés autour de quatre thémes majeurs : (i) développements méthodologiques ;
(ii) aspects conformationnels ; (iii) hydratation des acides nucléiques ; (iv) interactions entre ARN
et ions.

Aspects méthodologiques

De ce qui précede, il apparait que la mise au point de simulations réalistes de systemes
biologiques requiert des développements méthodologiques constants. En effet, il existe une corré-
lation tres forte entre le niveau de description utilisé pour calculer les forces interatomiques et la
qualité de la simulation produite. Cette corrélation s’exprime par une dérive au cours du temps des
propriétés du systéme théorique par rapport a celles du systeme réel. Il est donc important de sys-
tématiquement repérer les points faibles des simulations en vue de trouver des solutions réalistes
permettant d’améliorer leur degré de fiabilité. En parallele, il est également essentiel de mettre au
point des méthodes de validation des protocoles utilisés. Ces différents aspects méthodologiques
sont abordés dans les revues suivantes : R2-1996, R5-1998, R15-2004 et R16-(en préparation).

Validation des protocoles de simulations :

Utilisation du caractere stochastique des trajectoires de dynamique moléculaire

Dans le but d'estimer la qualité de nos protocoles, j'ai développé une approche utilisant le
caractere stochastique des simulations de DM. La nature chaotique de ces simulations se manifeste
par une trés forte dépendance vis-a-vis des conditions initiales. Le simple fait de modifier, méme
de maniere infinitésimale, les conditions de départ conduit rapidement a produire des trajectoires
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completement décorrélées les unes des autres. Cette pro-

priété a été utilisé pour produire un ensemble de plusieurs
trajectoires indépendantes, toutes issues de la méme
structure cristallographique du bras de 1’anticodon de
I’ ARNt™P (Westhof et al. 1985). La divergence trés forte
des écarts quadratiques moyens (RMS par rapport a la

structure de référence) en fonction du temps d’un ensem-
ble de trajectoires (Fig. 1, haut) a été directement reliée a
la non prise en compte des interactions électrostatiques a
longue distance. Par la suite, nous avons pu montrer que

I’écart entre différentes trajectoires produites a partir d’un

méme protocole se réduisait considérablement en fonction
de la précision avec laquelle les interactions électrostati-
ques a longue distance étaient évaluées (P6 & P7-1995,
R2-1996).

Cette stratégie originale de simulations multiples A SRRARRESRAEI ARSI
permet ainsi (i) de tester la stabilité des trajectoires géné- Temps (ps)
rées sur une base statistique en comparant leurs dévia- Fig.1: Déviations quadratique
tions respectives par rapport a la structure initiale et (ii) moyennes (RMS) calculées
d’effectuer un échantillonnage de I’espace conformation- pour un ensemble de

I "“théori " basé ble d . . d trajectoires (R2-1996) utilisant
nel “theorique ase sur un ensemole de trajectoires ae une distance de troncature de

DM plutdt que sur une trajectoire unique. 8 A (haut), de 16 A (milieu) et
la méthode d’Ewald (bas).

Traitement des interactions électrostatiques :
La méthode d’Ewald

Comme les trajectoires obtenues en utilisant des distances de troncature de 8 A ne présen-
taient pas les critéres de stabilité requis (Fig. 1, haut), nous avons augmenté (de 8 a 16 A) la dis-
tance de troncature associée aux interactions électrostatiques faisant intervenir le solvant (P7-
1996). L'augmentation de ce parametre a nécessité un investissement informatique important (le
temps de calcul a quadruplé). Toutefois, cet investissement s’est révélé utile puisque 1’inclusion
dans le calcul de ces interactions électrostatiques a permis de réduire significativement les écarts
quadratiques moyens calculés entre les six trajectoires de 100 ps produites au cours de cette étude
(Fig. 1, milieu). Il apparait donc que ces interactions a longue distance, qui prises une a une sont
tres faibles, exercent collectivement un fort effet
coopératif. Il a été montré que cet effet coopératif
joue un role essentiel dans la préservation de la
structure tertiaire du fragment d’ARNt étudié (P7-
1996).

Toutefois, malgré les gains trés nets en sta-
bilité observés avec I’augmentation de ces distances
de troncature, les trajectoires générées présentaient

encore quelques signes de divergence (Fig.1,
milieu) nécessitant la poursuite des investigations

méthodologiques. Nous avons cette fois-ci utilisé la ~ Fig.2:  Vue stéréoscopique d'une superposition

méthode d’Ewald qui permet une évaluation de des structures finales issues de six
. . , . N . simulations de 500 ps du bras de

toutes les interactions électrostatiques a longue dis- 1’ ARN obtenues en utilisant la

tance en évitant les problémes de troncature. Ces méthode d'Ewald (P9-1996).
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méthodes de calcul permettent d'estimer les interactions électrostatiques entre une particule et tou-
tes ses images dans un réseau périodique. Elles ont été développées a 1’origine pour calculer les
constantes de Madelung dans des cristaux ioniques (Ewald 1921) et ont été trés récemment intro-
duites dans le domaine de la simulation des macromolécules biologiques (Pearlman et al. 1995;
Sagui et Darden 1999). A nouveau, nous avons observé un gain significatif de stabilité pour un
ensemble de six trajectoires de 100 ps (R2-1996) avec, cette fois-ci, une absence totale de dérive
vers des valeurs élevées des écarts quadratique moyens (voir Fig. 1, bas). Par conséquent, nous
avons décidé d’étendre la durée de chacune de ces simulations a 500 ps, générant ainsi un total de
3 ns de DM pour cette tige-boucle (P9-1996). L utilisation d’une stratégie de DM multiple a ainsi
conduit a la caractérisation de micro-états conformationnels mettant en évidence la complexité
dynamique de ces systemes (Fig. 2).

Aspects conformationnels

Les avancées méthodologiques évoquées précédemment ont permis d'atteindre une résolu-
tion dynamique tout a fait satisfaisante ce qui a conduit a la caractérisation précise d'un certains
nombre d'aspects conformationnels jouant un role fondamental dans la structure des ARN. Parmi
ceux-ci, on trouve : (i) les liaisons C-H...O/N ; (ii) 1'orientation des groupements 2'-OH des ribo-
ses ; (iii) I'étude des interactions triples présentes au coeur des ARN de transfert ; (iv) une analyse
de la distribution des nucléotides modifiées ; (v) une caractérisation des liaisons bifurquées dans les
ARN (vi) et finalement une signature structurale et phylogénétique exhaustive de la boucle de
I'anticodon des ARNt intégrant 1'ensemble des points évoqués plus haut. Par ailleurs, les aspects
conformationnels et dynamiques des ARN sont détaillés dans les revues suivantes : RI-1996, R5 &
R8-1998, R10-1999, R11-2000 et R13-2001.

Importance des interactions faibles dans le

maintien de la structure tertiaire d’ARN :

Réle structural des liaisons C-H...O

<36
En 1995, l'existence d'interactions faibles \{
du type C-H...O/N était encore sujette a de tres
vives controverses (Desiraju 1991), en particulier
en ce qui concerne les systémes biologiques. Des
simulations de DM ont permis de suggérer la pré-
sence de telles interactions au sein de la boucle de - —
Fig.3: Deux liaisons C-H...O observées dans la

l'anticodon de I'ARNt*? (P7 & P9-1996). Ces liai- structure cristallographique de P ARN{™
sons C-H...O, déja observables dans les structures au niveau de la boucle de I’anticodon
cristallographiques d’ARNt** existantes, n’avaient (P7-1996).

pas été décrites dans la littérature les concernant (Fig. 3). Par la suite, de nombreuses structures
cristallographiques d'acides nucléiques et de protéines, dont certaines obtenues a trés haute
résolution, ont confirmé l'existence de ce type d'interactions qui ont fait 1'objet d'une monographie
récente (Desiraju et Steiner 1999) dans laquelle il est fortement suggéré qu'elles contribuent
significativement au maintien de la structure de la majorité des systemes biochimiques connus. Par
ailleurs, il a été proposé qu'elles jouent un rdle important au sein de certains centres catalytiques
(Derewenda et al. 1994) et sont impliquées dans divers phénomenes de reconnaissance (Engh et al.
1996; Klaholz et Moras 2002).
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Ces travaux ont débouché sur la prise en compte des liaisons C-H...O/N dans la classifi-
cation systématique des différents modes d'interaction possibles entre nucléotides entreprise au
laboratoire (Leontis et al. 2002; Leontis et Westhof 1998b; 2001 ). Il est maintenant admis que ces
liaisons doivent étre prises en compte dans la construction de modéles tridimensionnels et l'éva-
luation de structures cristallographiques.

Préférences conformationnelles des riboses :

Orientation des groupements 2'-OH

Les groupements 2'-OH sont les principaux éléments structuraux permettant de différencier
les ARN des ADN et sont responsables (avec les modifications des U en T) des propriétés particu-
lieres associées aux molécules d'ARN (repliement tridimensionnel compact, activités catalyti-
ques, ...). Il est connu que la présence de ce groupement hydroxyle conduit & une stabilisation pré-
férentielle du plissement C3’-endo du sucre (ARN) par rapport au plissement C2’-endo (ADN).
Mais ces groupements sont également impliqués dans certains contextes dans des interactions
internucléotides. De ce fait, il est essentiel d'étudier leurs propriétés conformationnelles.

Comme aucune méthode expérimentale (cristallographie et RMN) ne permet a ce jour de
caractériser avec précision les orientations adoptées par ce groupement, il a été pendant longtemps
supposé (Saenger 1984) que les groupements 2'-OH sont impliqués dans la stabilisation de structu-
res hélicales par l'intermédiaire de liaisons O2'-H(n)...04'(n+1). Autrement dit, le groupement
2'-OH interagit avec l'oxygene cyclique O4' du sucre suivant. Cette hypothese a été infirmée par
nos simulations (P11-1997) qui ont montré que ces groupements peuvent adopter préférentielle-
ment trois types d’orientations lorsque le sucre est dans sa conformation C3’-endo (Fig.4). Sur la
base de ces résultats, il a été particulicrement surprenant de constater que le groupement 2'-OH

/ 180° \ 4 )

\ v A Y,

Fig.4: (a) Représentation des trois orientations possibles (fleches bleues) et des trois orientations interdites (fleches
rouges) du groupement hydroxyle d’un ribose dans sa conformation C3’-endo. L’axe C2°-O2’ est perpendicu-
laire au plan de la feuille (pastille jaune). La surface bleue correspond a la probabilité de trouver le groupement
2'-OH dans une orientation donnée. Les quadrants rouges correspondent aux orientations trés rarement adoptées
par ce groupe hydroxyle. (b) Représentation d’un fragment d’un squelette d’ARN dans la conformation préfé-
rentiellement adoptée dans les parties hélicoidales. Les deux sucres sont dans la conformation C3’-endo et I’axe

C2’-02’ est perpendiculaire au plan de la feuille (pastille jaune). Dans cette conformation, c’est le groupement
C2’-H (plutot que O2'-H) qui peut établir une liaison C-H...O avec I’atome O4’ du ribose en 3’ (P11-1997).
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n’adopte que trés rarement une orientation lui permettant d’établir une interaction intrahélicale du
type O2°-H(n)...04’(n+1). Plusieurs raisons conduisent probablement a ce phénomene. La plus
importante est reliée au fait que les interactions O2’-H(n)...04’(n+1) entrent en compétition avec
d'autres interactions impliquant le groupement hydroxyle et les atomes hydrophiles proches. Il ap-
parait donc que le groupement 2'-OH préfere interagir avec des groupements accepteurs forts (p.e. :
Ow) plutot qu'avec des groupements accepteurs faibles (O4' du ribose n+17). Il est a noter que les
simulations de DM sont parmi les seules techniques disponibles permettant d’estimer la résultante
des contributions enthalpiques et entropiques (en solution aqueuse) conduisant a cet équilibre de
forces.

Ces simulations ont permis de proposer des régles conduisant a la description d'un espace
conformationnel réduit permettant de décrire la structure des molécules d'ARN. Ce travail s'insére
dans le cadre des travaux entrepris au laboratoire visant a proposer des regles permettant de
conceptualiser l'ensemble des interactions possibles entre nucléotides (Leontis et al. 2002; Leontis
et Westhof 1998b; 2001) sur la base d'une analyse exhaustive des structures cristallographiques
existantes. Toutefois, l'analyse des propriétés conformationnelles des groupements 2'-OH n'est
actuellement envisageable qu'a l'aide de simulations de DM. Les régles qui ont été proposées sont
comparables aux cartes délimitant l'espace conformationnel des aminoacides établies par Rama-
chandran. Ce travail a ainsi fait l'objet d'un article de revue paru dans un livre publié¢ en ['honneur
de ce dernier (R10-1999).

Stabilité d'architectures tertiaires
complexes :

Dynamique moléculaire de
I’ARNt™ de levure

Apres avoir validé nos pro-
tocoles de simulations sur un frag-
ment de I'ARNt*? (la boucle de
I'anticodon), il nous a semblé appro-
prié de les tester sur une molécule

de grande taille : ' ARNt*? dans son - X : :
., ., N Fig.5: Vues cumulées de structures extraites d'une simulation de
intégralité¢ (P15-1999). Le systeme 500 ps de ARNt*? de levure (P15-1999).

simulé comprenait les 75 nucléoti-

des de I'ARN de transfert ainsi que 8055 molécules d’eau et 74 contre-ions NH," (Fig.5). La
trajectoire totalisait 500 ps et la méthode d’Ewald a été utilisée pour calculer les interactions
électrostatiques a longue distance. Cette simulation représentait au moment de sa réalisation un
record au niveau de la taille du systéme et de la longueur de la trajectoire. A ce jour, aucune
simulation concernant des molécules d'acides nucléiques de taille supérieure et tenant compte
explicitement du solvant n'a été publiée. Mis a part les aspects méthodologiques de cette étude, un
certain nombre de points relatifs a la stabilité des architectures complexes adoptées par ces ARN en
solution ont pu étre abordés. On peut citer: (i) la stabilité des interactions tertiaires et des
interactions triples localisées dans le cceur de cet ARN de transfert ; (ii) les effets structuraux
induits par 1'absence d'ions Mg”>* dans notre modele. D'autres aspects relatifs a la stabilité
d'interactions tertiaires et au roles structuraux d'ions Mg** ont été décrits dans deux publications
concernant le ribozyme a téte de marteau (P12-1997, P12-1998).
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Cette publication représente une étape sp& Y Y ) atom
importante  dans le  développement de 0:8
simulations de DM d'acides nucléiques. Toute- g

fois, une étude récente a suggéré que le résidu (
A46 participant a une interaction triple située
dans le cceur de cet ARN serait protoné
(Csaszar et al. 2001) ce qui n'a pas été pris en
compte dans ce modele mais devra bien évi-
demment étre inclus dans les suivants.

Les nucléotides modifiés dans les ARN : - "
.} [) non modified
Une classification systématique > [ non occupied
La structure et la fonction des ARN de Anticodon loop
transfert et d'une large majorité d'autres ARN
Fig6: Distribution des nucléotides modifiés et non

sont associées a la présence de bases modifiées o N . X

. . . K modifiés des ARNt a partir d'une compila-
en des positions clés de ces molécules (Grosjean tion de 548 séquences (R7-1998).
et Benne 1998). Ces bases modifiées ont bien
évidemment été incluses dans les simulations des différents fragments d'ARNt™" que nous avons
entreprises. Ceci nous a conduit a confronter nos résultats de DM concernant les pseudouridines
(une des modifications les plus fréquemment observée) avec les données biochimiques, phylogéné-
tiques et structurales disponibles dans la littérature (R6-1998).

Asp

Par ailleurs, une compilation (Fig. 6) précisant les types de modifications apparaissant en
différentes positions des ARN de transfert a été réalisée (R7-1998). Cette compilation servira de
base a de futurs travaux concernant les roles des nucléotides modifiées.

Réles des interactions bifurquées :

L'interaction 3238 au sein de la boucle de l'anticodon

L'ensemble des simulations de la boucle de l'anticodon qui ont été entreprises a révélé que
les bases 32 et 38 qui, respectivement commence et termine la boucle de I'anticodon de I' ARNt*?,
interagissent par l'intermédiaire d'une liaison bifurquée (Fig.7). Comme il était généralement ad-
mis que les appariements entre bases nécessitent au
minimum deux liaisons hydrogene fortes pour &tre
stables (cette hypothese trouvait principalement son
origine dans le faible nombre de structures tertiaires
existantes et par conséquent dans I'absence de don-
nées statistiques concernant les appariements impli-
quant une liaison hydrogene unique) ce résultat était
particulierement intriguant et nous a incité a étudier
cette interaction sur la base de I'ensemble des don-
nées phylogénétiques et structurales existantes (P16-
1999).

Il a été montré que des appariements du type
CeA, UeU et UeA pouvaient €étre isostériques (au- Fig.7: Superposition d'un appariement
trement dit, les liaisons glycosidiques des deux ba- C32+A38 (ARNt™, en rouge),
ses sont superposables) a l'appariement UeC (ou W32¢C38 (ARNt™, en jaune) et A-U
. . (Watson-Crick) (P16-1999).
W32¢C38) présent dans la boucle de I'anticodon de
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I'ARNt*? (voir Fig.7 et 8 panneau 2), ce qui a permis d'étendre notre compréhension des é1é-
ments intervenant dans la structuration de cet élément fonctionnel majeur.

Cette étude a conduit a proposer que dans la majorité des cas, un appariement non-
Watson-Crick était présent en début de boucle (ou en fin de tige) quel que soit le motif d'ARN
considéré (les motifs faisant exception a cette regle devant étre considérés comme exceptionnels).
Par ailleurs, il est apparu que les appariements entre deux résidus A et U en fin de tige n'étaient
pas forcément du type Watson-Crick mais pouvaient adopter une conformation particuliere (voir
Fig. 8 panneau 2) propre a initier le tournant de la boucle.

Caractérisation de motifs d'ARN :
La boucle de l'anticodon des ARN de transfert

La caractérisation d'éléments structuraux conservés (motifs) a l'intérieur de molécules
d'ARN se trouve au cceur des préoccupations de 1'équipe (Leontis et Westhof 1998a; 2002; Westhof
et Fritsch 2000; Westhof et al. 1996). Dans cette étude (P19-2001), les différents éléments conser-
vés (de nature phylogénétiques et structuraux) spécifiques a la boucle de l'anticodon des ARNt ont
été regroupés de maniere a proposer une signature cohérente de ce motif (Fig. 8). Cette signature
integre a la fois des conservations de séquence (uridine en position 33, pyrimidine en position
32, ...), des conservations d'interactions tertiaires connues (U-turn, ...) et des interactions tertiaires
mises en évidence précédemment par nos travaux tel que I'appariement conservé entre les bases 32

5' 3
» . 2 A: 66%
C: 56% (
U: 3‘)‘7: > <—|C: 16%
3. d U: 13%

Gl —>

~JA: 78%
G: 21%
@ 31-39 @ v32-38 ® u33-36 ® u33-35
A-V 35% Family | U33
A-U 2% @i @i U33 %
W-A 29 ':;:-:)\(9‘ )“@“ & ” G‘%
NF A35

U-A 6%

CoA: 48% UsC: 8% OR .
G=C 23% %
C=G 25% X S
3 e @: ..... é nucleotide 36
others 9% )\(9“ )—Qv G35
UsA: 18% CoC: 8% @ U33-35
Family Il Family 111 .

/Q' non identified: 7%
nucleotide 35 : E C35

(n0 C=G or G=C pairs)
Fig.8: Signature phylogénétique et structurale de la boucle de 1’anticodon (ARNTt) incluant une interaction
conservée et non-spécifique entre U33 et le nucléotide en position 35 (P19-2001).

UeU: 11%
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et 38 (P16-1999). Un nouvel élément a été ajouté a ceux déja répertoriés. Il s'agit d'une interaction
non-spécifique entre le groupement 2'-OH de l'uridine 33 et la base centrale de I'anticodon (position
35). Cette interaction est non-spécifique puisqu'elle utilise alternativement le caractere accepteur et
donneur du groupement 2'-OH pour établir soit (i) une liaison O2'-H...N7 avec une purine en posi-
tion 35, soit (ii) une liaison O2'...H-C5 avec une pyrimidine en position 35 (Fig.8 panneau 4).
L'existence d'une interaction non spécifique a ce niveau de la boucle est rendue nécessaire par le
fait que la position médiane de l'anticodon doit accommoder approximativement 25% de chacune
des quatre bases. De telles interactions non-spécifiques sont particulierement rares (mais nécessai-
res) au sein de systémes biologiques.

Hydratation

Sur la base de nombreuses études biophysiques, il a été établi que I'eau joue un rdle structu-
rant essentiel dans les systémes biologiques en général et dans les acides nucléiques en particulier
en interagissant de maniere spécifique avec les sites hydrophiles de ces derniers (Westhof 1988;
1990; Westhof et Beveridge 1990). Les simulations de DM ont également démontré que la prise en
compte du solvant dans les modeles d'acides nucléiques en solution était essentielle pour maintenir
la structure tertiaire de ces molécules. C'est pourquoi nous nous sommes intéressés tout particulie-
rement aux modeles tenant compte de maniere "explicite" des effets de solvant. Dans la suite, un
certain nombre de points relatifs a I'hydratation des ARN et des biomolécules en général vont étre
évoqués : (i) l'effet structurant des interactions a longue distance ; (ii) 1'hydratation des groupe-
ments C-H ; (iii) I'hydratation de certains sites hydrophiles de molécules d'ARN ; (iv) I'hydratation
d'appariements Watson-Crick appartenant & des hélices d'ARN et d'ADN ; (v) l'hydratation de
structures contenant des nucléotides modifiés ; et (vi) le réle de I'eau dans les processus de fusion
d'hélices. Cet aspect de mes recherches a donné lieu a la rédaction de trois articles de revue : R9-
1999, R12-2000 et R14-2002.

Effets structurants des interactions a longue distance faisant intervenir le solvant :

Importance des forces d’hydratation

Il a été montré plus haut que l'inclusion d'interactions électrostatiques a longue distance
dans les simulations de DM permettait d'accroitre considérablement la stabilité de la trajectoire
générée (Fig.1). Ceci a permis de démontrer I'importance des interactions, faisant intervenir le
solvant, dans le maintien des structures tertiaires. Sur la base de ces résultats, nous avons suggéré
que les interactions a longue distance impliquant le solvant, autrement dit les forces d’hydratation
(Israelachvili et Wennerstrom 1996; Leckband et Israelachvili 2001), exercent un rdle important
dans les phénomenes de repliement de macromolécules biologiques ainsi que dans les phénomenes
de reconnaissance moléculaire (P7-1996). L’omission de ces interactions, en modifiant de facon
subtile 1'équilibre entre les forces hydrophiles et hydrophobes assurant le repliement de ces ARN,
conduit a la déstabilisation de leur structure tertiaire.
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Hydratation des groupements C-H :
Caractérisation de liaisons C-H...Ow

L’existence et la stabilité de liaisons
C-H..Ow ont été discutées a partir de
I’analyse de six trajectoires de 500 ps du
bras de 1’anticodon de I’ARNt*" ainsi que
d’une trajectoire de 500 ps de I’ARNt*?
dans son intégralité (P8-1996). Nous avons Fig.9: Vue stéréoscopique montrant une molécule d’eau
montré que certaines molécules d’eau éta- fe?rrll;asnég ig;gggciégﬁigngggf?gzz)(_)R ayantun
blissent des ponts entre des atomes OR de
groupements phosphate adjacents ainsi que des contacts de longue durée avec des atomes H3’ des
sucres et H5 des bases pyrimidiques (Fig.9). Le comportement hydrophile de certains groupes
C5-H a été noté, en accord avec leur caractere légérement acide déterminé par remplacement isoto-
pique H/D. Des interactions C-H..Ow du méme type que celles décrites précédemment, et qui
n’avaient pas été relevées dans la littérature concernant les acides nucléiques, ont ensuite été mises
en évidence dans certaines structures cristallographiques extraites de la Nucleic acid DataBase
(NDB, Berman et al. 1992), confirmant les conclusions de nos simulations.

G39 G39

Hvdratation des sites hvdrophiles du bras de I’anticodon de I’ARNt” :
Temps de résidence de molécules d'eau

Un des grands intéréts des méthodes de simulation de DM est de pouvoir fournir une vue
détaillée de I’hydratation de ces macromolécules pour lesquelles il n’existe que des informations
expérimentales fragmentaires (Westhof et al. 1988). A c6té de 1’étude de I’hydratation des groupe-
ments C-H décrite plus haut, une analyse de 1’hydratation des groupements hydrophiles du bras de
I’anticodon a été effectuée (P10-1997). De nombreuses molécules d’eau possédant des temps de
résidence supérieurs a 500 ps et intervenant dans la stabilisation d’interactions tertiaires ont été
mises en évidence (Fig. 10). Les réseaux de molécules d’eau les plus stables ont été observés au-
tour de deux bases modifiées, la pseudouridine 32 (¥32) et la 1-méthylguanine 37 (m!G37). Ce
résultat suggere fortement qu’un des réles de certains nucléotides modifiés est de contribuer a la
stabilisation de ces ARN par une forte structuration de leur
couche d'hydratation. Par ailleurs, les temps de résidence
des molécules d’eau en contact direct avec les groupements
hydroxyles des riboses sont tres faibles. Cela implique que
les molécules d’eau interagissant avec les groupements hy-
droxyles peuvent étre facilement déplacées rendant ainsi les
groupes 2’-OH  disponibles  pour  I’établissement
d’interactions tertiaires ARN/ARN et ARN/protéines (P11-
1997), telles que celles observées dans la structure cristallo-
graphique d’un fragment d’un intron catalytique du groupe I
(Cate et al. 1996) ou de structures cristallographiques de
complexes ARNt/synthétase.

D’une maniere générale, nos simulations confirment G34
que les molécules d’eau constituent une partie intégrante de

la structure des ARN et démontrent que les deux parties  Fig.10: Molécules d’eau pontant des
oxygenes anioniques et ayant
. L. . . des temps de résidence
nelle. La mise en évidence de motifs récurrents estimés supérieurs 2 500 ps

d’hydratation pourrait fort bien avoir des répercussions (P10-1997).

(ARN et eau) forment ensemble ['unité structurale fonction-
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importantes au niveau de la construction de modéles tridimensionnels. Par ailleurs, ces simula-
tions permettent de différencier entre deux types d'hydratation : (i) celui, relativement labile, asso-
cié a des molécules d'eau ayant des temps de résidence courts (<100 ps) ; et (ii) celui associé a des
molécules d'eau ayant des temps de résidence élevés.

Solvatation d'appariements Watson-Crick :

Etude de systemes modeles

Mis a part l'intérét évident
d'étudier des molécules biologiquement
actives, un certain nombre d'aspects
relatifs a la structure et a la solvatation
de molécules d'ARN peuvent Etre
abordé avec bien plus de pertinence et
de fiabilité a travers 1'étude de systemes
modeles. Des simulations de double-
hélices réguliecres d'ARN du type
r(CpG),, et r(UpA),, ont ainsi été entre-
prises avec pour but de rassembler des
données statistiquement significatives
concernant les appariements Watson-
Crick C=G et U-A (PI17-2000, P18§-
2001). Les sites d'hydratation entourant
les appariements Watson-Crick (Fig. 11)
ont ainsi pu étre caractérisés avec
précision et sont en bon accord avec
ceux dérivés d'une étude statistique de
structures cristallographiques d'ARN a
haute résolution (PI14-1998). Par ail-
leurs, la dynamique des molécules pré-
sentes dans la premiere couche de sol-
vatation a été caractérisée. Les molécu-
les d'eau les plus fortement lies sont
attachées aux groupements phosphates
et présentent des temps de résidence
supérieur a 700 ps. D'autres atomes
d'ARN tels que les groupements hy-
droxyles n'établissent pas de liaisons de
longue durées (<100 ps) avec les molé-
cules de solvant. A partir de ces don-
nées, il devient possible de classer les
sites d'hydratation calculés en fonction
des temps de résidence des molécules
d'eau associées.

Ces résultats peuvent étre ex-
trapolés aux sites d'hydratation obser-

vés par cristallographie pour lesquels il

\est ible de disti y it Fig.11: Différentes représentations de la couche de solvatation
fLest pas possible de distinguer fes stes d'un appariement r(C=G) calculée par DM (R12-2000,
associés a des molécules d'eau forte- R14-2002)
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ment liées ou a des molécules d'eau plus labiles. De tels résultats devraient permettre de mieux
comprendre les phénomeénes d'association puisque toute interaction directe entre deux molécules
implique le déplacement de molécules d'eau situées a l'interface. Par ailleurs, il est observé que
peu de différences existent entre les propriétés dynamiques des molécules de solvant associées aux
appariements r(C=G) et r(U-A). Par contre des différences apparaissent nettement lorsque ['on
compare les séquences équivalentes d'ADN qui ont été incluses dans ces études.

Nucléotides modifiés : les pseudouridines (¥)
Un complexe nucléotide/eau

Certaines de nos simulations ont permis de cerner
quelques rdles structuraux associés a la présence de pseu-
douridines qui sont les modifications apparaissant les plus
fréquemment dans les ARN de transfert. Il a ainsi pu étre
montré que ces dernieres modifications sont utilisées pour
stabiliser des régions fragilisées d'ARN, telles que des jonc-
tions tige-boucle, en fixant leur couche d'hydratation
(Fig. 12). Bien que ceci semble étre un role majeur de ces
pseudouridines, d'autres fonctionnalités ne sont sans doute  Fig.12: Une molécule d'eau piégée
pas a exclure. Toutes les informations relatives au roles des ﬁ;ﬁ:iﬁg:&itﬁs pg;zlgg'e N
pseudouridines dans les ARN de transfert ont été regroupées la formation d'un complexe
dans une revue (R6-1998). nucléotide/eau (R12-2000).

Nucléotides modifiés : les riboses méthylés (Nm)

L'addition de groupements hydrophobes peut stabiliser la couche d'hydratation d'un ARN

La structure et la fonction de la majorité des ARN, incluant les ARN de transfert et les
ARN ribosomaux, sont fortement liés a la présence de nucléotides modifiés en des positions clés de
ces molécules. Toutefois, les fonctions associées a ces nucléotides modifi€s sont encore mal
connues (Grosjean et Benne 1998).

A coté des pseudouridines décrites plus haut, on trouve les nucléotides méthylés en posi-
tion 2' du ribose (ou Nm). Leur r6le biologique n'est pas encore bien connu. Il a toutefois été établi
que certains enzymes de modifications appartiennent a la classe des "heat shock proteins" (Biigl et
al. 2000). Ces nucléotides semblent donc constituer un élément de réponse aux agressions, ce qui
peut s'expliquer de deux manieres (non exclusives) : (i) elles peuvent augmenter la capacité de ré-
sistances des ARN modifiés aux enzymes de dégradation ; (ii) elles peuvent augmenter la stabilité
thermique de ces ARN. Ce dernier point est confirmé par le fait que ces modifications sont extré-
mement fréquentes dans les organismes thermophiles (Biigl et al. 2000). Par ailleurs, il est établi
que la température de fusion des ARN modifiés est significativement plus élevée que celles des
ARN natifs.

Pour essayer de comprendre ce surcroit de stabilité, des simulations d'une séquence entie-
rement méthylée d'ARN : r(CmpGm);, ont été effectuées (P20-2001) sur la base de celles décrites
précédemment (P17-2000). Ces simulations ont montré que, contrairement a I'hypothése commu-
nément admise, les méthylations ne stabilisent pas 'ARN par l'intermédiaire d'une rigidification
des riboses puisque les structures moyennes de I'ARN modifié et natif sont similaires, mais par
l'intermédiaire d'une stabilisation de la couche d'hydratation en contact avec les deux sillons. En
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Fig.13: Molécule d'eau présentant des temps de résidence €levés (> 1 ns) et piégée dans une poche délimitée par deux
groupements méthyles (P20-2001).

effet, I'addition de groupements méthyles contribue & la création de poches d'hydratation du c6té du
sillon peu profond (Fig. 13) et a la capture de molécules d'eau présentant des temps de résidence
élevés. Ce résultat inattendu permet de décrire une situation apparemment paradoxale : ['addition
de groupement hydrophobe stabilise la structure de la couche d'hydratation de ces ARN. En fait,
on n'est pas ici en présence d'un effet strictement hydrophobe mais d'une combinaison complexe
d'effets hydrophobe, hydrophile et stérique qui induisent 1'effet observé.

Ces résultats montrent que les simulations de DM peuvent étre utilisées avec succes pour
caractériser des processus structuraux et dynamiques encore inobservables par les techniques ex-
périmentales actuellement disponibles. Elles permettent également d'appréhender des effets com-
plexes qui peuvent difficilement étre interprétés a l'aide des techniques expérimentales classiques.

Fusion d'ARN "in silico" :
Le réle du solvant

L'étude du repliement des ARN est une thématique de premiere importance. Une étape es-
sentielle sera atteinte lorsque 1'on sera capable de simuler et donc de comprendre au niveau atomi-
que des phénomenes simples tels que le repliement d'une tige boucle ou l'association de deux sim-
ples brins. Dans un premier temps, plutdt que de simuler de tels processus, nous avons abordé cer-
tains aspects des phénomenes biophysiques
sous tendant la fusion d'ARN. Pour cela, des 1500
simulations de DM de I'hélice modele
r(CpG),, ont été menées a trois températu- B 1000
res : 5°C, 25°C et 37°C (P21-2002). Dans (1 ]
ce domaine de températures, la structure de ]
I'hélice choisie est extrémement stable. Par (ps) 5007
contre, comme dans le cas de 'ARN mé- -
thylé, des changements importants des pro- o T T T T T 1
priétés dynamiques de la premiere couche o 1 2 3 4 5 6 7 8
de solvatation ont été observés (P20-2001). Number of water molecules
Comme on pouvait s'y attendre, les molé- : . . ;

Fig.14 : Estimation des temps de résidence de molécules
cules d'eau sont beaucoup plus fortement d'eau liées a I'atome OR des groupements phos-

associées a I'ARN a basse qu'a haute tempé- phates d'ARN en fonction de la température
(P21-2002).

Ll 1 1

H
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rature (Fig. 14). Ce résultat, qui au premier abord peut sembler trivial, suggere que préalablement a
la fusion de 1'hélice d'ARN (rupture des appariements Watson-Crick), la structure du solvant s'al-
tere et devient plus labile.

Sur la base de ces données, il est donc proposé que lorsque la température augmente, les
interactions établies entre I'ARN et le solvant ne sont plus assez forte pour contribuer au maintien
de la structure de cet édifice moléculaire. A nouveau, les techniques de simulation ont montré leur
potentialité a traquer des effets fins associés a la structure du solvant.

Interactions ARN/K* : systémes modéles

Depuis la publication de simulations de DM d'hélices d'ADN par le groupe de David
Beveridge (Young et al. 1997), il est apparu que les ions monovalents pouvaient interagir de ma-
niere spécifique avec les atomes des grands et petits sillons d'hélices d'ADN. Grace a l'intérét sus-
cité par cette étude, les techniques expérimentales existantes (RMN et cristallographie) ont été affi-
nées en vue de caractériser des sites de fixation d'ions monovalents au sein de systemes réels (Egli
2002; Hud et Polak 2001). Il a ainsi été démontré que de nombreuses poches de fixation d'ions
monovalents existent dans les ARN et jouent un rdle structural non négligeable (Conn et al. 2002;
Shiman et Draper 2000). Ces dernieres avaient pendant longtemps été "noyées" dans la couche
d'hydratation entourant ces molécules (en cristallographie, les pics de densité électronique sont
majoritairement attribués a des molécules d'eau alors que de nombreux sites d'hydratation peuvent
étre partiellement occupés pas des ions monovalents). Une étude récente décrit un certain nombre
d'erreurs qui peuvent résulter d'une mauvaise interprétation des pics de densité électronique (Das et
al. 2001).

A partir des simulations de DM d'hélices d'ADN et d'ARN entreprises au laboratoire (P17-
2000, P18-2001), il a pu étre montré qu'environ 0.5 ion K* pénetre la premiére couche de solvata-

equivalent binding sites
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Fig.15: Vues extraites de simulations de DM de deux duplexes d'ARN (P17-2000, P18-2001) montrant des sites de
fixation d'ions K* au niveau du sillon profond de I'hélice. Aucune fixation d'ions n'est observée pour les
séquences r(CpG) et r(UpA).
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tion d'appariements Watson-Crick et neutralise partiellement (par contact direct) la charge —2 por-
tée par ces derniers. Des sites de fixation d'ions monovalents ont pu étre localisé du c6té du sillon
profond (Fig. 15). De maniere plus détaillée, il a pu étre montré qu'il existe des effets nets de sé-
quence en ce qui concerne la fixation d'ions dans le sillon profond de I'ARN. En effet, un site de
fixation est présent dans le sillon profond de r(GpC), et de r(ApU), mais pas de r(CpG), et r(UpA),
ce qui peut s'expliquer par un empilement différent pour les séquences du type YpR par rapport aux
séquences de type RpY conduisant & un autre arrangement des sites de fixation et des groupements
a caractere répulsif, p.e.: —NH, (Fig. 15). Il a aussi été montré que certains sites d'hydratation
peuvent étre partiellement occupés pas des ions monovalents au sein d'hélices Watson-Crick.

La boucle E de I' ARN ribosomique 58 d'Escherichia coli

Interactions ARN/Mg** :
Différences dynamiques entre ions penta- et hexahydratés

A c6té du rdle encore mal connu joué par les ions Mg®* dans les mécanismes catalytiques
de certains ribozymes, les ions Mg** participent de maniére active a la structuration (Misra et
Draper 1998) et au repliement de la plupart des molécules d'ARN (Misra et Draper 2002). Des
simulations de la boucle de 1'anticodon de I' ARNt*? entreprises en 1996 (travaux non publiés) ont
montrées que l'inclusion d'un ion Mg** dans le modele permettait de stabiliser la structure de 'ARN
en ralentissant la dynamique des molécules d'eau entourant 1'ion. Dans le but de mieux comprendre
les interactions ARN/Mg™*, nous avons entrepris des simulations de la boucle E de I'ARN
ribosomique 5S d'Escherichia coli. Cette boucle se compose d'un empilement de sept appariements
non-Watson-Crick qui lui permet de reconnaitre de maniere spécifique la protéine ribosomique L25
(Lu et Steitz 2000). La structure cristallographique de cet ARN dans sa forme non complexée
montre cinq ions Mg>* interagissant avec I'ARN par l'intermédiaire de contacts directs et de
molécules d'eau au sein du sillon profond de I'hélice (Correll et al. 1997).

Les simulations entreprises au laboratoire avec l'aide de Lukasz Bielecki (chercheur post-
doctoral) ont permis de confirmer que la boucle E était plus stable en présence d'ions Mg** (P22-
2003). Elles ont également permis de mettre en évidence différents comportements dynamiques
associés aux ions magnésium hydratés (Fig.16). Dans les grandes lignes, il apparait que au
maximum deux des cinq sites détectés par cristallographie correspondent a un site de fixation fort
et participent de manicre active a la structuration de la boucle, confirmant des données

Fig.16 : Comportement de la couche d'hydratation de deux ion Mg** liés a la boucle E de 'ARNr 58 (P22-2003).
L'ion pentahydraté (gauche) interagit directement avec un groupement phosphate ce qui a pour effet de
limiter ses mouvements de réorientations. Il est associé a un site de fixation fort. L'ion hexahydraté
(droite) interagit avec ' ARN uniquement par l'intermédiaire de molécules d'eau. Sa mobilité est beau-

coup plus importante et il est associé a un site de fixation faible (une couleur particuliére est attribuée a
chaque molécule d'eau appartenant a la couche d'hydratation de ces deux ions).
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expérimentales obtenues au laboratoire (Serra et al. 2002). L'occupation des autres sites est reliée a
au moins deux facteurs d'ordre environnemental : (i) I'empilement cristallin qui utilise un des ions
Mg** pour stabiliser des interactions interhélicales ; (ii) la concentration en ions Mg** beaucoup
plus élevée dans la phase cristal que dans les conditions physiologiques.

Cette étude par DM va permettre d'approfondir d'autres aspects structuraux et dynamiques
associés a ce motif comme : (i) ['hydratation d'appariements non-Watson-Crick ; (ii) les
interactions ARN/protéines ; (iii) la dynamique de ce fragment en phase cristalline.

Interactions ARN/K" :
La boucle E posséede un fort caractére ionophorique

Des simulations de DM menées a des concentrations de 0.2 et 1.0 M en KCl (P23-2004)
ont permis de mettre en évidence sept régions distinctes de fixation d'ions K au sein du sillon pro-
fond de cette boucle interne (Fig.17). Ces régions impliquent essentiellement les atomes N7/06
des guanines. Il a ainsi été montré que cette boucle possede un potentiel attracteur d'ions monova-
lent plus important que celui des double-hélices "Watson-Crick" étudiées jusqu'a présent (PI17-
2000 et P18-2001). De plus, il est apparu que certaines des régions de fixation d'ions monovalents
étaient tres proches des sites de fixation d'ions Mg** déterminés par cristallographie. Ceci indique
que ces régions électronégatives peuvent accueillir un grand nombre de cations différents.

Ces résultats, ainsi que ceux évoqués dans le paragraphe suivant, ont permis d'obtenir une
vue plus précise mais en méme temps bien plus complexe de l'environnement ionique de ces acides
nucléiques qui devraient permettre, entre autre, de mieux interpréter les données cristallographi-
ques associées au solvant.

Fig.17 : Régions de fixation d'ions K* et Mg”* associées au sillon profond de la boucle E de ' ARNr 5S
d'Escherichia coli calculées a partir de simulations de DM de 10 ns menées dans trois conditions
différentes : (gauche : 4MgA/B) modele incluant des ions Mg®* (jaune) occupant initialement leurs

positions cristallographiques et K* (mauve2 20.2 M en KC1 ; (milieu : NoMg) 0.2 M en KCI sans Mg** ;
(droite : NoMgiM) 1.0 M en KC1 sans Mg™* (P23-2004).
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Interactions ARN/Anions (CL, SO, ,...) :
Les anions peuvent pénétrer la premiere
couche d'hydratation des acides nucléiques

Les simulations de DM entreprises sur
la boucle E de I'ARNr 5S a 1.0 M en KClI évo-
qués plus haut (P23-2004) ont mis en évidence
une propension des anions ClI" a établir des
contacts directs avec certains sites électropo-
sitifs de la double hélice tels que la face
Watson-Crick de guanines non-appariées
(P24-2004). Ce résultat, a priori surprenant,
nous a conduit a explorer les bases de données
structurales existantes (NDB : Nucleic acid
DataBase et CSD: Cambridge Structural
Database) a la recherche d'autres exemples
d'interactions directes entre anions et acides
nucléiques. Il a ainsi pu étre établi, d'un point
de vue statistique, que les anions les plus fré-
quemment rencontrés dans les solutions de
cristallisation (CI°, SO,, ...) pouvaient péné-
trer la premiere couche d'hydratation d'acides
nucléiques (Fig.18). En particulier, certains
d'entre eux ont été observés par cristallogra-
phie dans le grand sillon d'appariements
Watson-Crick. Les grands sillons de ces acides
nucléiques ne devraient donc pas étre unique-
ment considérés comme des régions a carac-
tere électronégatif.

Ces résultats indiquent que les acides
nucléiques qui sont des polyanions, n'intera-
gissent pas uniquement avec des cations,
comme il est communément admis, mais peu-
vent, dans certains contextes interagir de ma-
niere spécifique avec des anions. Certaines
structures cristallographiques ont montré par
exemple que des anions pouvaient (comme les
cations et les molécules d'eau) médiés des
interactions ARN/protéines.

Fig. 18 :
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Exemples, extraits de la NDB et de la CSD,
d'anions interagissant directement avec des
fragments d'acides nucléiques (P24-2004). (A)
Ion SO,* interagissant avec les sites Watson-
Crick d'une guanine. (B) Superposition de
deux structures montrant une adenosine
protonée interagissant avec un ion CI'. (C) Ion
ClO, interagissant avec une guanine. (D)
Trois ions CI interagissant avec une cytosine
protonée. (E) Ion SO,* occupant le grand
sillon d'une séquence CpC. (F) Ion SO,*
désordonné piégé dans une cavité formée par

trois appariements GeU (Masquida et al.
1999).



Projets de recherche
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L'effort actuel des laboratoires de biologie moléculaire se porte essentiellement sur le sé-
quengage et l'analyse de génomes ainsi que sur la caractérisation de structures tridimensionnelles
de systémes macromoléculaires. Toutefois, pour des raisons de complexité croissante et malgré leur
importance primordiale, les aspects dynamiques de ces systémes macromoléculaires sont encore
peu étudiés tant du point de vue expérimental que théorique.

Avec le soutien des membres de 1'équipe et de I'UPR, j'ai mis au point et développé un en-
semble de techniques de simulations de DM qui ont été appliquées avec succes aux ARN au cours
de ces dix dernieres années et ont ainsi permis d'obtenir des résultats importants concernant la
structure de ces molécules et leurs interactions avec I'environnement. Cette approche s'inteégre har-
monieusement dans l'ensemble des techniques développées au sein de I'équipe telles que: (i)
I'analyse de séquences et la mise en évidence de covariations (Massire et al. 1998); (ii) la modéli-
sation infographique (Massire et al. 1994; Massire et Westhof 1998; Michel et Westhof 1990); (iii)
la cristallographie (Masquida et al. 1999; Vicens et Westhof 2001; 2002); (iv) les techniques de
fusion optique (Brion et al. 1999; Serra et al. 2002). Cet effort collectif a pour but de mieux com-
prendre les relations existantes entre les structures et les fonctions de ces architectures moléculaires
complexes ainsi que de cerner certains de leurs aspects dynamiques en se basant sur une approche
modulaire propre aux ARN (Leontis et Westhof 1999; Westhof et al. 1996) qui consiste a recher-
cher des fragments structuraux récurrents et a étudier leurs propriétés. Dans cette perspective, mes
axes de recherche se baseront essentiellement sur un certain nombre de points qui visent a étendre
de maniere significative les travaux précédemment décrits et a aborder les principaux aspects rela-
tifs a la biochimie et la biophysique des ARN tels que :

. le r6le des forces interatomiques et intermoléculaires dans la stabilité des ARN ;
. les problémes de repliements et de dépliements ;

o les problémes de reconnaissance moléculaire ;

. la réactivité des ARN.

Dans un premier temps, il s’agira de poursuivre les études visant a mieux comprendre les
interactions "acides nucléiques — environnement" étant donné que ce dernier peut considérablement
moduler les propriétés conformationnelles et dynamiques des ARN (Saenger 1984). Bien évidem-
ment, les aspects méthodologiques resteront au coeur de mes préoccupations.

Méthodologie :

Aucun progres d'envergure ne peut-&tre réalisé si on ne préte pas une attention soutenue
aux problémes méthodologiques. En effet, méme si les ressources informatiques disponibles deve-
naient infinies, notre compréhension actuelle 1'équilibre des forces interatomiques a l'ceuvre dans
les systemes biochimiques limiterait considérablement la portée des simulations qui pourrait étre
entreprises. Un objectif primordial est donc de continuer a étendre la fiabilité des simulations de
DM en affinant la maniere dont les champs de force actuels inteégrent les interactions faibles
(C-H...O,C-H...m, cation...mw, ...), en incluant les plus récents développements informatiques et en
tenant compte explicitement des effets d'hydratation a courte et longue distance ainsi que des effets
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de contre-ions et de co-ions encore trop rarement inclus dans les simulations de DM. Il s’agira
également d’augmenter la stabilité des trajectoires sur des temps de simulation toujours plus longs
et de poursuivre l'approche statistique de validation basée sur des trajectoires multiples de DM
(voir R15-2004 et R16 en préparation).

Simulation de la phase cristalline

La boucle E de l'ARNr 58S dans un contexte cristallographique

De nombreuses incertitudes associées aux simulations de DM résultent de la différence
existant entre l'environnement modélisé (le plus souvent la phase liquide) et I'environnement du-
quel est extrait la structure initiale (généralement la phase cristalline). En effet, méme si des chan-
gements conformationnels de grandes envergures ne sont pas attendus pour les systeémes couram-
ment étudiés et les échelles de temps actuellement accessibles, il existe certainement des différen-
ces plus subtiles associées aux interactions de ces systemes macromoléculaires avec leurs environ-
nements.

Pour cerner ces effets, il semble approprié d'effectuer des simulations dans des contextes
comparables a ceux dans lesquels les données expérimentales ont été obtenues : la phase cristalline.
Bien évidemment ceci pose de nombreux problémes méthodologiques. C'est pourquoi de telles
simulations, malgré leur intérét évident, sont encore relativement rares. Des simulations de la
maille cristalline de la boucle E de I' ARNr 5S contenant quatre hélices sont en cours de traitement
au laboratoire (Fig. 19). Ces simulations permettront une confrontation précise entre résultats théo-
riques et expérimentaux. Par ailleurs, elles conduiront & une meilleure compréhension des interac-
tions intermoléculaires et de la structure du solvant (eau et ions) en phase cristalline.

Mise au point de nouvelles méthodes d'analyses

A part les techniques de simulation de DM multiples qui continueront & étre développées,
un travail de fond reste a faire en ce qui concerne la caractérisation des sites d'hydratation et de
fixation d'ions associés a ces acides nucléiques. Méme si une importante part de ce travail a déja
été effectué par nous (R12-2000, R14-2002) et d'autres (Feig & Pettitt, 1998; Henchman &
McCammon, 2002), de nombreux points restent a clarifier.

Fig.19: Vue de la maille cristalline simulée comprenant quatre duplexes d’ARN, des ions Mg** ainsi que des
ions Na* (en blanc) et des molécules d’eau (en rouge).
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Hydratation :

L’étude de I’hydratation de I’ARN a toujours constitué un axe majeur du laboratoire. Tou-
tefois, étant donné la complexité de ce type d'interactions, il reste encore énormément de points a
élucider. En particulier ceux concernant : (i) I'hydratation des plateau de bases ; (ii) I'hydratation
des appariements non-Watson-Crick ; (iii) I'hydratation de nucléotides modifiés.

Etude approfondie de l'hvdratation de doublets de plateaux de bases

Des données concernant les doublets de plateaux de bases r(CpG),, r(GpC),, r(UpA), et
r(ApU), ont déja été recueillies a partir de I'étude des hélices r(CpG),, et r(UpA),, (P17-2000, P18-
2001). 11 est apparu que la structure de la couche de solvant est fortement liée a la séquence et peut
moduler de maniere significative les phénomenes de reconnaissance moléculaire. Ces données of-
frent une premiere représentation de la maniere dont certaines molécules (protéines, fragments
d'ARN, petites molécules, ...) peuvent interagir avec des hélices constituées uniquement d'appa-
riements Watson-Crick. Néanmoins, ces données sont fragmentaires. Des simulations d'hélices
r(CpQC)y,, r(UpU),,, r(ApC),, et r(ApG),, restent a analyser. Elles permettront de constituer une base
de données complete concernant la structure de la couche de solvatation (eau et ions) d'hélices "ca-
noniques" d'ARN.

Ces données permettront de mieux comprendre : (i) les interactions ARN/ARN,
ARN/protéines et ARN/petites molécules ainsi que le role des molécules d'eau interfaciales ; (ii) les
relations entre la dynamique de ces molécules et leurs effets structurants ; (iii) elles devraient per-
mettre de mieux interpréter les données de diffraction électronique en fournissant une localisation
précise des sites d'hydratation autour de ces séquences de plateaux de bases.

Hvdratation d'appariements non-canoniques (GoU, ...)

Les molécules d'ARN comprennent
également un grand nombre d'appariements
non-canoniques, le plus fréquent étant du type
"wobble GeU". Beaucoup de structures cris-
tallographiques d'ARN contenant ce type
d'appariement sont connues. Ces structures
montrent de maniere récurrente l'existence
d'un site d'hydratation particulierement bien
défini inséré entre les bases G et U dans le
sillon peu profond (Fig.20) qui a été décrit
dans de nombreuses revues (Masquida et  Fig.20: Superposition d'appariements GeU et de leurs
Westhof 2000; Westhof 1988). Le systéme s Aot St (PLA 1908
modele r(CpG),, a déja été modifié de facon a
intégrer quatre appariements GeU. De cette
maniere des données statistiquement significatives concernant ces molécules d'eau vont pouvoir
étre obtenues (temps de résidence, type de liaisons hydrogene établies, ...), ainsi que des données
concernant l'aptitude de ces appariements a fixer des ions monovalents. Ces données completeront
utilement celles obtenues pour les appariements Watson-Crick.
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Poursuite des investigations concernant les nucléotides modifiés

Il est envisagé de continuer les études concernant les nucléotides modifiés a la fois dans le
contexte de systeémes modeles (différentes simulations d'hélices modeles incluant des nucléotides
modifiés du type W, m5C, m5U, ou Nm restent a analyser) et dans le contexte de molécules biolo-
giquement actives telles que les ARNt.

Interactions ARN/ions

Il est maintenant reconnu que les ions mono-, divalents et les anions peuvent influencer de
maniere significative les propriétés structurales et dynamiques des acides nucléiques et des biomo-
lécules en général (Egli 2002; Hud et Polak 2001). Les relations entre les ARN et leur environne-
ment ionique sont donc devenue un sujet de recherche majeur.

Interactions ARN/Mg**

Les interactions entre la boucle E de I' ARNr 5S et les ions Mg”* ont déja été abordées (P22-
2003). Toutefois, il est a noter que leur étude pose des problemes méthodologiques importants as-
sociés au fait que ces ions peuvent interagir sous deux formes avec les ARN : (i) forme pentahy-
dratée impliquant une interaction directe ; (ii) forme hexahydratée impliquant uniquement des inte-
ractions médiées par des molécules d'eau. Un probléme majeur réside dans le fait que les processus
de déshydratation (hexahydraté -> pentahydraté) sont des processus lents (de l'ordre de la micro-
seconde). De tels processus ne sont pas encore bien compris et ne peuvent en aucun cas étre
simulés avec les techniques actuellement disponibles. Ces problémes devront absolument étre
résolus dans le futur.

Interactions ARN/M*

Les interactions impliquant les ions monovalents sont beaucoup plus faciles a simuler que
celles impliquant des ions divalents, étant donné que les temps de résidence des molécules d'eau
dans leur premiere couche d'hydratation sont bien plus "raisonnables" (quelques dizaine de picose-
condes au maximum). Dans ce cas un bon échantillonnage de l'espace conformationnel associé a
ces ions peut-&tre obtenu. Il va donc étre possible, sur la base des simulations de DM d'hélices mo-
deles déja réalisées (voir plus haut), de caractériser de maniere systématique tout les sites de fixa-
tion d'ions monovalents autour d'hélices Watson-Crick (P17-2000, P18-2001) puis autour d'appa-
riements non-Watson-Crick (P23-2004) et de motifs plus complexes. Ces sites sont certainement
superposables au sites de fixation de groupes chargés d'acides aminés tels que la lysine ou l'argi-
nine (P23-2004). Détecter des sites de fixation d'ions monovalent revient donc a rechercher des
sites potentiels de fixation de groupes positivement chargés appartenant a des protéines ou des pe-
tites molécules.

Reconnaissance moléculaire

La reconnaissance moléculaire est au centre de tout les problemes de biologie moléculaire.
Cependant, pour une large part les regles sous-jacentes a ces phénomenes de reconnaissance ne
peuvent étre appréhendés qu'a un niveau phénoménologique puisqu'un équilibre tres subtil et com-
plexe existe entre les forces en jeu dans ces processus. Ces aspects ont déja été abordés par le biais
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de 1'étude des interactions ARN/eau et ARN/M* qui en sont I'expression la plus "simple". Un autre
niveau de complexité a été franchi dans I'étude des interactions entre ARN et ions Mg** hydratés.

Interactions ARN/protéines

La boucle E de I’ARN ribosomique 5S décrite plus haut peut étre considérée comme un
bon systtme modele pour I’étude des interactions ARN/protéines étant donné qu’il existe deux
structures cristallographiques de cet ARN interagissant avec des protéines ribosomiques L25 et
TLS (Fedorov et al. 2001; Lu et Steitz 2000). On peut remarquer que la structure de ' ARN n'est pas
perturbé par la présence de ces protéines. En particulier tous les appariements non-canoniques
conservent leurs structures. Des simulations de ces complexes, basées sur celles effectuées a partir
de la boucle E non complexée (P22-2003 et P24-2004), devraient permettre de mieux comprendre
les interactions ARN/protéines et le role joué par l'eau et les ions divalents présents a l'interface.
Cela est d'autant plus intéressant que cette boucle est un motif récurrent d'ARN (Leontis et Westhof
1998a) et qu'elle présente une occasion rare d'étudier les interactions entre un méme motif d'ARN
et deux protéines apparentées. Il va également é&tre
possible de comparer les sites de fixation de molécules
d'eau et d'ions monovalents calculés pour la boucle E
"libre" et les sites de fixation d'acides aminés.

Interactions ARN/antibiotiques

Les ARN ont également été reconnus comme des
cibles thérapeutiques particulicrement intéressantes
(Hermann et Westhof 1998). Des structures cristallogra-
phiques du site A de I'ARN ribosomique 16S complexé
avec des antibiotiques de la classe des aminoglycosides
(Fig.20) ont été obtenues au laboratoire (Vicens et
Westhof 2001; 2002; 2003). D'autres structures (diffé-
rents antibiotiques — différents motifs) sont en cours de
résolution. Des simulations basées sur les structures de
ces complexes sont actuellement en cours. Une connais-
sance plus approfondie des interactions ARN/antibio-
tiques et du role joué par les molécules d'eau dans ces
complexes sera précieuse a tous ceux qui sont impliqués  Fig.20: Structure cristallographique

dans la création et le développement de nouveaux anti- d'un complexe ARN/Anti-
Lo biotique montrant deux sites de
biotiques. fixation (Vicens & Westhof,
2001).

Interactions ARN/polyamines

A plus ou moins long terme, les interactions ARN/polyamines seront également abordés.
Certains roles fonctionnels des polyamines sont maintenant relativement bien documentés alors que
d'autres commencent juste a étre découverts (Igarashi et Kashiwagi 2000). Du point de vue structu-
ral les modes d'interactions de ces molécules chargées avec les ARN sont encore trés mal connus.
Des simulations de DM devraient pouvoir permettre d'étudier ces aspects. Par ailleurs, ces études
devraient fournir des compléments d'information utiles sur les modes d'interactions des aminogly-
cosides (qui peuvent étre considérés comme des polyamines fonctionnalisées) avec les ARN.
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En conclusion, les approches mises au point au laboratoire mettent en évidence que les si-
mulations de DM peuvent étre utilisées avec succes pour étudier les propriétés structurales et dy-
namiques de nombreux systémes comprenant des ARN. La stratégie développée consiste a (i) utili-
ser des systemes modeles (hélices d'ARN, ...), (ii) augmenter leur degré de complexité en y inté-
grant des appariements non-Watson-Crick et/ou des nucléotides modifiés (entre autres) puis (iii)
inclure les informations obtenues dans des fragments de systémes ayant des fonctions biologiques
reconnues (ARNt, fragments d'ARNT, ...). Cette approche, en synergie avec celles développées par
les autres membres de 1'équipe et de I'UPR, devrait fournir nombre d'informations utiles sur ces
systemes moléculaires.
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