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Chapitre 1

Introduction : structure et fonction
de ’ARN



Structure de ’ARN

L’acide ribonucléique (ARN) constitue, avec ’ADN et les protéines, une des trois
classes de biopolymeres a séquence codante présentes dans toute cellule vivante. Chaque
ARN est une chalne pouvant étre composée de 20 a 3000 nucléotides. Ces nucléotides
sont chacun composés d'une base azotée, d’un sucre ribose et d’un groupe phosphate
chargé négativement. Ils peuvent étre de quatre types différents selon la nature de leur
base azotée : adénine (A), guanine (G), cytosine (C), uracile (U). Les bases A et G sont

appelées purines, C et U pyrimidines.
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(a) les quatre bases azotées (b) le ribose (c¢) un nucléotide “U”




Le phosphate d’un nucléotide peut estérifier I’alcool situé en 3’ d’un autre nucléotide.
Ainsi, les nucléotides peuvent se polymériser et former une chaine. En raison de ’asymétrie
de cette liaison, 'ARN est une molécule orientée. Ses extrémités sont par convention
notées 5 et 3’.
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Un ARN de quatre bases de long. Sa séquence se note ®> GAUC® ou GAUC

La séquence de nucléotides d'un ARN constitue sa structure primaire. Cette
structure primaire s’écrit simplement avec un alphabet a quatre lettres : A, C, G et U.



Deux nucléotides peuvent effectuer des liaisons hydrogene entre eux. Pour ce faire, ils
peuvent s’agencer selon plusieurs géométries répertoriées dans [1]. Cependant, trois de
ces géométries sont particulierement stables : ce sont les paires “Watson-Crick” A = U
et G = C et la paire “Wobble” G = U.

T

/‘H/N
o’ N NH

N % N/H"

."O
H
NH N e
‘H

Géométrie des paires Watson-Crick et Wobble

La paire G = C met en jeu trois liaisons hydrogene, les paires A = U et G = U en
forment deux. Rappelons que la liaison hydrogene est une interaction d’origine pure-
ment quantique qui ne peut se produire qu’entre molécules polaires, par déplacement
des nuages électroniques. Elle joue un role crucial en biologie. Sans entrer dans les détails
chimiques, les particularités importantes de la liaison hydrogene sont sa courte portée
et sa forte directionnalité qui lui conferent un aspect saturant déterminant. Du fait
de ces propriétés, on peut considérer que chaque nucléotide ne peut former de liaisons
hydrogene qu’avec un et un seul autre nucléotide. En premiere approximation, il n’y a
pas de triplets de nucléotides. Leurs bases ne peuvent que s’apparier.

La liste de ses bases appariées constitue la structure secondaire d'un ARN.

L’ARN ressemble beaucoup a I’ADN; sauf qu’il est en général simple-brin (alors que
I’ADN est double-brin), que le sucre des bases est un ribose (et non un désoxyribose
comme dans ’ADN) et que la base uracile remplace la thymine de I’ADN. Chez 'ADN
double brin, la formation de paires stables entre chaque brin est a l'origine de sa
structure bien connue en double hélice. Chez 'ARN simple brin, elles conduisent au
repliement de I’ARN sur lui-méme. En coudant la chaine, ’ARN peut également former
des motifs hélicoidaux. En raison des particularités chimiques de ’ARN, cette hélice a
une géométrie différente de celle de I’ADN.
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hélice de type “A” de 'ARN hélice de type “B” de ’ADN

1.1 Role de ’ARN dans la cellule

L’ARN a longtemps été pensé uniquement comme un acteur de la synthese des
protéines a laquelle il prend part a plusieurs niveaux. Dans cette vision, connue sous
le nom de “dogme central de la biologie moléculaire”, un ARN, qualifié de “messager”
(ARNm), est créé a partir de PADN génomique au cours d’une opération appelée la
transcription. Cet ARNm, vecteur inerte de l'information codée dans sa séquence, est
ensuite livré au ribosome, complexe de protéines et d’ARN dits ribosomaux (ARNr),
pour donner lieu a la synthese de protéines par un mécanisme appelé traduction. Celle-ci
requiert la lecture de la séquence de ’ARNm et I'ajout successif d’acides aminés a la
protéine synthétisée : cette opération est assurée par 'ARN de transfert (ARNt).

Bien que correcte, on s’apercgoit depuis les années 90 que cette vision du role de
I’ARN dans la cellule est tres limitée. En effet, la liste de ses fonctions biologiques ne
cesse de s’allonger. Tout d’abord, de nouvelles aptitudes des ARNm, ARNt et ARNr
ont été découvertes.

e Alors qu’on pensait que ’ARNr ne servait que de plate-forme a diverses enzymes
qui, elles, catalysaient I’élongation de la protéine, on a découvert que la réalité était
en fait inverse : c’est TARNr qui, entre autres, catalyse la formation de liaisons
peptidiques au sein des protéines nouvellement créées [2].

e Les ARNt ont une structure imitée par d’autres ARN, ce qui permet a ces derniers
d’intervenir dans la réplication, I’épissage et la régulation de la traduction [3].

e [ARNm n’est pas un vecteur passif de I'information génétique : sa propre structure



joue un role dans la régulation de sa traduction. Ceci est par exemple possible par
I'intermédiaire de motifs codés dans la séquence de ’ARN comme les pseudo-
noeuds (cf chapitre 3). L’article [4] présente un exemple particulierement subtil de
réarrangements conformationnels se déroulant a dessein lors de la traduction d’un
ARNm de E. Coli. Les potentialités de la structure des ARNm éclairent d’une
lumiere nouvelle les avantages évolutifs de la dégénérescence du code génétique.

La grande révolution de ’ARN vient toutefois de la découverte des ARN non-codants
(ARNnc). Ceux-ci représentent en fait la majorité des ARN transcrits par la cellule.
Ces ARN ne sont pas traduits en protéines et interviennent directement dans plusieurs
voies métaboliques.

e Les micro-ARN (ARN), une catégorie d’ARNnc, jouent un réle crucial dans la
régulation post-transcriptionnelle du génome. Les pARN sont de courts ARN
de 22 bases de long qui régulent la traduction en s’appariant avec des ARNm,
entrainant généralement leur inhibition ou leur dégradation. Des travaux récents
ont montré que les yARN pouvait aussi promouvoir la synthese de leur ARNm
cible [5]. On pense actuellement que 30% de 'ADN codant est ainsi régulé par
des pARN [6]. Leur importance s’est avérée dans de nombreux processus comme
I'apoptose, la différenciation, le développement et la prolifération cellulaire [7].

e Les “ribocommutateurs” (riboswitches) constituent une autre catégorie d’ARNnc
qui démontre les capacités catalytiques de I’ARN. Les ribocommutateurs sont des
ARN capables de changer de conformation en réponse a certains stimuli de maniere
a exercer une fonction de régulation dans la cellule. Ces stimuli peuvent étre par
exemple la température [8] ou 'interaction avec un métabolite [9].

Les aptitudes des ribocommutateurs étayent ’hypothese du “monde ARN” [10] qui place

I’ARN comme forme primitive du génome dans le cadre de I’évolution. L’ARN est ainsi
devenu un acteur polyvalent et incontournable du métabolisme cellulaire.
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1.2 Le probleme du repliement

La clé de la compréhension des mécanismes d’action de ’ARN réside dans la connais-
sance de sa structure tridimensionnelle. Ce point de vue est justifié de maniere frappante
par 'exemple des ARNt. En raison de leur réle indispensable dans la synthese des
protéines, tous les organismes ont besoin de ce type d’ARN et des centaines d’études
ont montré que la structure tertiaire des ARNt est universellement conservée alors que
leurs séquences primaires peuvent différer considérablement d’une espece a ’autre. Ainsi,
c’est bien la structure tridimensionnelle, également appelée structure tertiaire, qui est
nécessaire a la fonction et non la séquence de bases. Comment déterminer la structure
tertiaire d'un ARN?

Les méthodes expérimentales étant encore trop cotiteuses en temps et en argent,
il est justifié de développer des méthodes bio-informatiques de prédiction de structures.
La prédiction directe de la structure tertiaire est cependant un probleme encore trop
complexe bien que quelques travaux s’y essayent [11]. Une étape intermédiaire pro-
metteuse est celle de la prédiction de structures secondaires qui est l'objet de cette
these. La connaissance de la structure secondaire apporte en effet une information tres
précieuse sur la structure tertiaire de 'ARN. Il a été montré expérimentalement que
le repliement des ARN suit un processus hiérarchique : la structure primaire code la
structure secondaire qui elle-méme sert de support a la structure tertiaire [12]. De fait,
la structure secondaire apporte la principale contribution énergétique qui explique la
structure tertiaire. Ainsi la connaissance de la structure secondaire fournit un jeu de
contraintes qui simplifie considérablement le probleme de la détermination de la structure
tertiaire. Prédire la structure secondaire est, en outre, un probleme plus général. En effet,
la structure tertiaire dépend fortement de facteurs externes comme les conditions sa-
lines. L’ARN est une molécule chargée négativement et les ions de la solution ont pour
effet d’écranter l'interaction coulombienne en en diminuant grandement la portée, ce
qui favorise les conformations tertiaires compactes. En particulier, la stabilisation de la
structure tertiaire est tres influencée par la présence d’ion magnésium divalents Mg™™ :
la cinétique et le taux de succes du repliement sont considérablement accrus lorsque la
concentration [Mg*™ ] croit [13]. La structure secondaire d’'un ARN n’est au contraire
définie que par la combinatoire des paires de bases de sa séquence.

Alors, comment déterminer la structure secondaire ?
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Ce probleme consiste a identifier quelles bases s’apparient. Sa difficulté est donc
premierement combinatoire car le nombre de possibilités croit exponentiellement avec
la longueur de la séquence : c’est le probleme informatique de I’énumération. Peut-on
écrire un algorithme de prédiction capable de proposer efficacement la bonne structure
secondaire quelle que soit la séquence? La réponse est affirmative en se limitant aux
structures ne contenant pas un certain motif structural, le pseudo-noeud. En incluant
les pseudo-nceuds, le probleme devient NP-complet [14] et des solutions efficaces sont
toujours requises.

La deuxieme difficulté réside dans la caractérisation de la structure secondaire réelle :
comment distinguer la bonne structure secondaire de repliements concurrents? Il est
d’usage d’utiliser un critere inspiré de la mécanique statistique portant sur 1'énergie
libre de ces repliements. Ce probleme de caractérisation s’identifie ainsi au probleme de
I’estimation de 1’énergie libre d’une structure secondaire.

Dans ma these, je me suis intéressé a ces deux questions en explorant pour chacune
des pistes nouvelles.

1.3 Plan de la these

Concernant le probleme de I'estimation de 1’énergie d’une structure secondaire, je
procede dans le chapitre 1 a un examen critique des modeles d’énergie actuellement
disponibles et propose une nouvelle démarche pour les reparamétrer. Les résultats,
répartis entre les chapitres 1 et 3, sont tres prometteurs. Le chapitre 4 est consacré
a d’autres travaux de simulation par dynamique moléculaire ayant le méme but mais
dont les résultats n’ont pas été utilisés.

Pour le probleme de I'énumération, je présente dans le chapitre 2 une nouvelle
classification des pseudo-nceuds qui permet de simplifier le probleme de leur prédiction.
Je propose un nouvel algorithme de prédiction de pseudo-nceuds fondé sur cette classi-
fication dans le chapitre 3 apres avoir rappelé le principe des algorithmes de prédiction
sans pseudo-noeuds. La comparaison avec les meilleurs algorithmes actuels permet de
conclure a une nette amélioration de la qualité de prédiction.
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1.4 Notations

Représentation des structures secondaires

Les structures secondaires sont représentées par des diagrammes ou la séquence est
écrite sur une ligne et ou les paires de bases sont matérialisées par des arcs tracés
au-dessus. Considérons par exemple la séquence ¥ CCCCAAAAGGGG? ou les quatre
premieres cytosines s’apparient avec les quatre derniere guanines.

Cette structure secondaire est représentée par le diagramme suivant :

@

CCCCAAAAGGGGE

Cette structure secondaire sera aussi parfois annotée a I’aide de parentheses ouvrantes
et fermantes, chacune représentant une des deux bases d’'une méme paire. Les bases libres
sont représentées par des points.

CCCCAAAAGGGG
(CCCv))))

Définitions

e la sensibilité d’une structure secondaire prédite est le rapport du nombre de
paires de bases correctement prédites au nombre total de paires de bases de la
structure secondaire réelle.

e la valeur positivement prédite (VPP) d'une structure secondaire prédite est
le rapport du nombre de paires de bases correctement prédites au nombre total de
paires de bases de la structure secondaire prédite.
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Chapitre 2

Le modele d’énergie libre
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Le but de ce chapitre est d’expliquer les raisons qui m’ont amené a construire un
nouveau modele d’énergie libre. Jy expose les principaux paramétrages actuellement dis-
ponibles dans la littérature, en discute les hypotheses implicites et explicites et en étudie
les limites. Constatant que ces différents modeles ne s’accordent pas sur leurs parameétres
les plus essentiels, 7’en conclus que cette question du paramétrage est encore ouverte et
je propose une nouvelle démarche pour y répondre. Le plan de ce chapitre est le suivant :

I) Finalité du modele d’énergie libre
Discussion sur le principe de la “minimisation d’énergie libre”, principale méthode
utilisée pour prédire des structures secondaires d’ARN

IT) Structure du modele d’énergie libre
Présentation des différents parametres du modéle

III) Paramétrage a partir de données expérimentales
Présentation du “modeéle de Turner” : description de la procédure expérimentale
et discussion des hypotheses utilisées pour interpréter les résultats

IV) Paramétrage par analyse des bases de données de structures secondaires

1) CONTRAfold

Une estimation des paramétres fondée sur le formalisme des grammaires
algébriques

2) CG

Une estimation des parametres fondée sur une optimisation mélangeant mesures
expérimentales et données structurales

V) Paramétrage par dynamique moléculaire

VI) Paramétrage par une nouvelle démarche : MC
Présentation d’une nouvelle maniére d’estimer les parametres par analyse des
données structurales. Résultats et réflexions.

16



2.1 Finalité du modele d’énergie
“Comment caractériser la structure d’équilibre d’'un ARN a température ambiante ?”

Trouver la bonne maniere dont une séquence d’ARN donnée se replie est désigné
dans la littérature comme un probléeme de “minimisation de son énergie libre” ([15], [16],
[17] ). Une telle formule peut paraitre surprenante aux yeux d'un physicien. L’énergie
libre est en effet une grandeur caractérisant la variabilité d’un systeme : elle représente
I’ensemble des configurations que peut adopter un systeme dans l'espace et ne saurait
indiquer I'une d’entre elles en particulier. Un brin d’ARN immergé dans un solvant a
une énergie libre donnée qui encode tous ses repliements possibles et celle-ci ne peut étre
I'objet d’'une minimisation. Parler de minimisation de 1’énergie libre est donc un abus
de langage qui correspond a la maniere de penser ’ARN en usage dans le domaine et
jexplicite ci-dessous ce que cette appellation désigne réellement.

Soit Z la fonction de partition d’un systeme, par exemple une molécule d’ARN d’une
certaine séquence dans un volume d’eau. Ce systeme peut adopter plusieurs configura-
tions C, ayant une énergie F(C). Z est alors donnée par :

Z= > PO on B=(ksT)"

con figurations C
L’énergie libre F' du systeme s’en déduit par :
e P =2

En physique, on s’intéresse souvent a 1’état fondamental du systeme : celui-ci correspond
a la configuration dont I’énergie est minimale. En notant Cy cette configuration, on a :

ZoePECO(14 S IO

con figurations C
#Co

Les termes [E(C) — E(Cy)] étant positifs, on voit que I’état fondamental est celui qui
domine la fonction de partition lorsque  — o0, ce qui correspond a la limite de
température nulle : la somme se réduit a un seul terme, le systeme se “gele” dans
un unique état qui est 1’état fondamental. Ce n’est donc pas cette configuration définie
sans ambiguité qui intéresse le biologiste dont les systemes d’intérét ne le sont qu’a
température ambiante. Alors comment définir “I’état natif” du systeme a température
ambiante 7 La réponse utilisée dans la littérature n’est pas un théoreme de mécanique
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statistique mais un choix de biophysicien reposant sur une certaine maniere de penser
I’ARN. La fonction de partition décrit une profusion de possibilités différemment pondé-
rées de maniere a décrire correctement les fluctuations du systeme. A priori cela s’accorde
mal avec une hypothese centrale de la biologie, étayée par d’abondantes mesures repro-
ductibles, qui implique que la structure d’un biopolymere est rigoureusement organisée
pour assurer sa fonction. Dans le cas de 'ARN, cette structure serait le résultat de
trois niveaux d’organisation hiérarchisés : les structures primaire, secondaire et tertiaire
[12]. La structure secondaire s’établit a partir de la structure primaire et la structure
tertiaire se forme une fois la structure secondaire achevée. Un tel cheminement logique
est étranger a la description du systeme par la mécanique statistique. Comment concilier
ces deux descriptions? La nécessité d’avoir une structure bien déterminée a amené a
postuler que la fonction de partition d’'un ARN naturel est telle qu'un ensemble de
configurations proches les unes des autres la domine. Ce sont les nombreuses obser-
vations des expérimentateurs qui servent de base pour définir en quoi consiste cette
proximité : sont considérées comme proches des configurations qui partagent la méme
structure secondaire, c’est-a-dire qui partagent les mémes paires de bases Watson-Crick
et Wobble.

Cette définition ne contraint pas la disposition des bases non-appariées, ce qui
explique que plusieurs configurations correspondent a une méme structure secondaire.
Cette définition suggere de réécrire la fonction de partition avec la factorisation suivante :

Z — Z Z e~ BE(Q)

structures con figurations C
secondaires S C satisfait S

et on définit “I’énergie libre d’une structure secondaire S” comme :

i D0

con figurations C
C satisfait S

de sorte que : Z = PF = Z e BF(S)

structures
secondaires S

Ainsi, on définit I’état natif d’'un ARN comme la structure secondaire S dont le poids
e PF(S) est maximal, c’est-a-dire dont I'énergie libre F'(S) est minimale. Ce repliement
est le plus stable des repliements.
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J’insiste sur I'importance cruciale du choix de cette définition : une autre définition
entrainerait une autre factorisation pour laquelle il y aurait également un ou plusieurs
poids maximal mais on suppose pour des raisons phénoménologiques que la factorisation
la plus pertinente pour décrire 1’état d’équilibre d’'un ARN a température ambiante est
celle associée a la donnée de ’ensemble de ses paires de bases. La pertinence de cette
factorisation dépend en fait d’une autre hypothese : elle suppose que les énergies d’acti-
vation nécessaires pour passer d’une structure secondaire a une autre sont fortes, tandis
que les énergies d’activation pour passer d'une configuration a une autre au sein d’une
méme structure secondaire sont faibles. Cette hypothese est cependant tres raisonnable
car, comme on le verra, les motifs principaux des structures secondaires ont des énergies
de formation tres supérieures a I’énergie thermique kg1’ a température ambiante.

J’insiste aussi sur le fait que cette méthode qui consiste a trier les configurations
microscopiques d'un systeme n’est pas une méthode “canonique” de mécanique statis-
tique ou les propriétés d’équilibre sont calculées comme moyennes prises sur 1’ensemble
des configurations. Une description de “la” structure d'un ARN par ce moyen a été
proposée dans l'article “The equilibrium partition function and base pair probabilities
for RNA secondary structure” [18]. Son auteur y calcule les probabilités P;; que la
base 7 soit appariée avec la j, pour toutes les bases de la séquence de longueur L.
Ainsi, la structure d’'un ARN est représentée par une matrice de probabilités L x L.
Cette méthode ne donne cependant pas 'image d’une structure secondaire clairement
déterminée et fixe, ni ne permet de répondre directement a la question posée par le
biologiste qui est de savoir quelle est la meilleure des structures secondaires. En effet, les
probabilités d’apparier 7 a j et k a [ ne sont pas indépendantes et on ne peut donc pas
librement combiner les probabilités lues dans cette matrice pour en effectuer I'analyse.

La méthode de “minimisation de I’énergie libre”, dont le résultat est la prédiction
d’une structure secondaire, a été ainsi construite apres que les résultats expérimentaux
ont établi comme réalité objective I'existence d'une structure secondaire déterminée et
elle propose un critere pour la prédire. Cette méthode doit étre jugée sur ses succes et
échecs.
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Unicité de la structure secondaire d’énergie libre minimale

A séquence donnée, la structure secondaire de poids maximal est-elle unique ?

Un argument biologique nous invite a le penser : le bon fonctionnement d’une molécule
étant associé a son bon repliement, la nature a sélectionné les séquences pour lesquelles le
poids de ce bon repliement se démarque clairement des autres. Cependant, de nouvelles
possibilités ont été expérimentalement montrées dans “One sequence, two rybozymes :
implications for the emergence of new rybozyme folds” [19]. Dans cet article, les auteurs
ont sélectionné deux ARN de méme longueur dont les structures secondaires respec-
tives S1 et S2 sont connues et catalysent respectivement les réactions R1 et R2. Ils ont
ensuite congu une séquence pouvant alternativement se replier selon S1 et S2 et ont
alors expérimentalement vérifié que cet ARN donnait bien lieu aux catalyses de R1
et R2. Une explication possible serait qu'une population de cet ARN existe sous les
deux formes S1 et S2 car elles correspondraient a deux minima d’énergie libre, au sens
ci-dessus. Cependant, on peut aussi objecter en considérant que ces repliements alter-
natifs sont induits par l'interaction avec les ligands propres a chacune des réactions.
A ma connaissance, aucune expérience n’a jusqu’a présent démontré l'existence d’un
ARN naturel sous une forme double, non induite par le milieu.

Interprétation de F'(S)

L’enjeu du modele d’énergie est ainsi de calculer le terme F'(S) a S donné.
Théoriquement, 1’énergie d’une configuration inclut la contribution du solvant dans
lequel baigne 'ARN. Pour éliminer la partie de cette contribution non spécifique au
repliement, on travaille avec la quantité e #AF(S) = = BEE)=FO) oy F(()) désigne
I'énergie libre de I’état “déplié” ou toutes les bases sont libres. Ce terme AF'(S) comprend
une partie enthalpique et une partie entropique.

e la partie enthalpique AH = H(S)— H(()) s’explique par une contribution interne a
I’ARN, liée a la formation de paires de bases, et une différence d’enthalpie liée aux
interactions avec 1’eau. En considérant qu’une base non appariée dans S interagit
de la méme maniere avec le solvant que dans (), la différence d’enthalpie AH est,
au final, associée uniquement a la formation de paires de bases.

e la partie entropique est due a la variabilité conformationelle des bases libres et on
peut par exemple 'estimer grace a la théorie des polymeres.

Ainsi est fait le modele d’énergie développé depuis de nombreuses années : il calcule

I’énergie libre d'un repliement comme la somme d’énergies d’appariement et de contri-
butions entropiques pour les bases libres.
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2.2 Structure du modele d’énergie

Le principe qui domine le repliement de 'ARN est la formation de paires de bases
successives, appelées hélices. La formation des ces hélices entraine en retour une certaine
organisation des bases non-appariées : celles-ci peuvent former des motifs différents et,
sur la base d’observations expérimentales, on en distingue classiquement quatre types
appelés renflements, tétes d’épingle, boucles internes et boucles multi-hélices. Je décris
dans cette section ces différents motifs et le principe de leur paramétrage.

2.2.1 Base appariées : Hélices

Il est systématiquement observé dans la nature que les structures d’ARN s’organisent
autour de successions de paires de bases qui engendrent une structure hélicoidale réguliere,
a l'instar de ’ADN.

(b)

Hélices. (a) Représentation schématique (b) Représentation diagrammatique
(¢) Représentation 3D
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Cette conformation hélicoidale compacte est le résultat de contributions “verticales” et
“horizontales”. La contribution horizontale désigne la formation de liaisons hydrogene
entre bases complémentaires de deux brins différents, tandis que la contribution verticale,
dite d’empilement (“stacking”), désigne l'interaction entre cycles aromatiques de nucléo-
tides voisins sur un méme brin. Cette derniere est la somme de plusieurs effets : interac-
tions électrostatiques, interactions 7 (de nature enthalpique) et interactions hydrophobes
(de nature entropique). Ces interactions verticales tendent a superposer parallelement
et consécutivement les cycles aromatiques composant la séquence et sont assez fortes
pour structurer un ARN simple brin en solution ([20], [21], [22]). Ainsi, dans I'optique
de paramétrer la formation d’une liaison Watson-Crick ou Wobble au sein d’une hélice,
il est insuffisant de considérer seulement la nature de celle-ci : sa contribution énergétique
dépend aussi de ses interactions avec ses voisines et il est donc naturel de la paramétrer
X-X
par un terme de la forme AF | Y-Y | o Y-V est la paire d’intérét et XX et
A
77 sont ses voisines. En se limitant aux paires Watson-Crick et Wobble, le cal-
cul d’énergie libre d’hélice requerrait ainsi 63 = 216 parameétres. Pour des raisons
d’économie du modele, liées au peu de données disponibles lorsqu’il commencait a étre

NPT X-X .
développé, les chercheurs se sont limités a des termes de la forme AF (Y?) qui
ne sont plus qu’au nombre de 36 et méme 21 si l'on tient compte des symétries ( on

. . X-X Y-Y o . (XX
doit avoir AF (Y?) = AF (YX) ). Par la suite, j'appelerai le motif <Y7>
une “dipaire” et les différences d’énergie libre associées seront notées AFy.

Pour chaque paire en bout d’hélice, un terme AF; dépendant de celle-ci et des bases
libres voisines est ajouté, ce qui représente 6 x 42 = 96 nouveaux parametres. Il n'y a
pas de symétrie qui réduise ce nombre puisqu’il concerne quatre bases dont deux sont
liées et deux sont libres.
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Voici un schéma explicatif de la fagon de calculer 1’énergie libre d’une hélice avec ce
modele :

AF (hélice) = AF; <§>é>

5 3 It
N\ o} Ak (CG)
AlV—-—{U AV—-—{U
C — G C R G —I_
G — C G — C
A — U A TR U —l_
X/ \X X/ \X

A-U
3’ 5, + AFt (X X)
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2.2.2 Bases libres

Les bases libres forment des simple brins ou des boucles et on en distingue 4 types
selon ce que ces boucles relient.

Tétes d’épingle (hairpin loops)

La téte d’épingle est le type de boucle qui relie les deux segments d’une hélice.

o L

——

Tétes d’épingle. (a) Représentation schématique (b) Représentation diagrammatique
(¢) Représentation 3D

On lui attribue une pénalité d’initiation et une pénalité entropique dépendant de la
longueur de la téete d’épingle.
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Boucles internes (internal loops)

La boucle interne est le type de boucle qui relie deux hélices. Elle peut se voir
comme une téete d’épingle interrompue par une hélice. L’ensemble des bases libres qui
la constituent est disjoint.

(b)

Boucles internes. (a) Représentation schématique (b) Représentation diagrammatique
(¢) Représentation 3D

On attribue a la boucle interne une pénalité d’initiation et une pénalité AFy;(l;,15), o
[1 et [, sont le nombre de bases libres sur chacun de ses segments. Cette pénalité contient
un terme entropique dépendant de la longueur totale de la boucle [; + [ et une pénalité
d’asymétrie dépendant de |l; - l3|. Pour les boucle internes suffisamment courtes, des
termes correctifs dépendant de la séquence peuvent étre ajoutés.
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Boucles multi-hélices (multibranch loop)

La boucle multi-hélices est une boucle reliant au moins 3 hélices. Elle peut se voir
comme une téte d’épingle interrompue par au moins deux hélices.

(b)

Boucles multi-hélices. (a) Représentation schématique (b) Représentation
diagrammatique (c) Représentation 3D

On lui attribue une pénalité d’initiation, a laquelle s’ajoutent de nouvelles pénalités
d’initiation pour chacune des k hélices issues de la boucle multi-hélices ainsi qu'une
pénalité entropique liée au nombre de bases libres constituant la boucle. Une boucle
multi-hélices dont sont issues k hélices sera par la suite appelée “boucle k-hélices”.
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Renflement (bulge)

Le renflement est une boucle nichée dans une hélice.

——

Renflements. (a) Représentation schématique (b) Représentation diagrammatique (c)
Représentation 3D

On lui attribue une pénalité d’initiation et un terme entropique dépendant du nombre
de bases libres le constituant. Comme pour les boucles internes, une dépendance a la
séquence peut étre ajoutée pour les renflements suffisamment courts.
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Linéarité du modele et notation

L’énergie libre d’une structure secondaire donnée est ainsi calculée : les différents
motifs qui la composent sont énumérés et son énergie libre est la somme des énergies
libres de ces motifs. Ainsi, on peut associer a une structure secondaire S le vecteur n(5),
ayant autant de composantes que le modele de parametres, tel que n;(.S) soit le nombre
d’occurrences du parametre ¢ dans S. En notant p le vecteur des parametres du modele,
on a alors AF(S) = n”(9)p. Cette notation vectorielle sera conservée par la suite.

Comment estimer les valeurs numériques des parameétres du modéle p ?

Deux approches principales ont été développées dans ce sens :

e La premiere, 'approche expérimentale, est celle dont les résultats sont les plus
communément utilisés : ce sont le plus souvent les parametres par défaut des
algorithmes de repliement actuellement disponibles. Cette méthode repose sur des
expériences de mesure de I'absorption ultra-violette de courts ARN en fonction de
la température. L’interprétation de ces expériences dépend d’une hypothese forte
dont je discuterai les conséquences.

e La deuxieme approche consiste a déterminer a 1’aide une certaine optimisation
le paramétrage qui rende compte au mieux des bases de données de structures
secondaires connues a ce jour. Apres avoir illustré cette approche par deux exemples
tirés de la littérature, CONTRAfold et CG, je présenterai une nouvelle démarche
qui s’inscrit dans cette méme catégorie.
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2.3 Paramétrage du modele a partir de
données expérimentales

“Comment déterminer expérimentalement les paramétres du modéle ?”

La principale expérience, abondamment utilisée depuis plus de trois décennies (de
[23] en 1974 a [24] en 2007) vise a établir les variations d’enthalpie et d’entropie AH
et AS liés & un certain repliement grace a la mesure par absorption ultra-violette (en
anglais : “optical melting”) de sa dénaturation sous 'effet de la température.

2.3.1 Principe de I’expérience

Placons-nous dans le cas le plus fréquent dans la littérature, utilisé pour étudier
hélices, renflements et boucles internes : ’ARN a deux brins. On étudie la séparation,
sous leffet de la température, de deux brins A et B complémentaires (hélices) ou
imparfaitement complémentaires (renflements et boucles internes). On suppose que :

e cette réaction a deux états : le premier, noté A+B, est celui ou il n’y a pas
d’appariement entre A et B et le second, noté AB, est celui ou les deux brins
sont completement appariés.

e les réactifs A et B sont préparés dans les conditions stoechiométriques, c’est a dire
que leurs concentrations initiales C% et C% sont égales. Notons CY = C'% = C.

On s’intéresse a la constante d’équilibre de la réaction A+ B — AB

K(T)=¢ " = % (2.1)

En notant o 'avancement de la réaction, on a :

A= [B] = (1-a)C;
[AB] = aC}
K(T) = exp (-é—?ﬁ%) —ﬁ (2.2)

Cette relation est utilisée de deux manieres différentes, dites “analyses de Van’t
Hoft” | afin de relier les quantités AH et AS aux résultats de la mesure par absorption
a 280nm (notée €(T")) de 'hypochromicité de ’ARN.
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Premiére analyse de Van’tHoff du profil ¢(7) : interpolation directe

Voici quelques profils typiques obtenus pour €(7) :

Normalized Absorbance

Temperature (°C)

Figure extraite de [25] : absorption en fonction de la température pour quatre tétes
d’épingle de séquences différentes

Ces profils sont classiquement interprétés en distinguant 3 régimes :

1. a basse température, le systeme est dans I'état AB et est caractérisé par une
absorption €45(7T) approximativement linéaire :

EAB(T) = aABT+bAB (23)

2. a haute température, le systeme est dans I’état A+B, caractérisé par une absorp-
tion €44 5(7T") également linéaire :

EA+B<T) = CZA+BT + bA+B (24)

3. un régime transitoire dans lequel les deux especes sont présentes. En notant «(7)
I’avancement de la réaction, I’absorption pendant ce régime transitoire est :

€(T) =a(T)ears + (1 —a(T))eap (2.5)
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On a ainsi :

1) —eap(T) €(T) — (aasT + bap)
o(T) = earn(T) — ean(T)  (ansn — aup)T + (bars — bap) (2.6)

En combinant les relations (2.2) et (2.6), on obtient une équation qui relie 'observation
€(T) a six parametres ( AH, AS, aap, bap, aayp, aap ). Des algorithmes d’interpolation
non-linéaire sont alors utilisés pour ajuster ces parametres, ce qui fournit en particulier
une premiere estimation de AH et AS.

Seconde analyse de Van’t Hoff du profil ¢(T") : dépendance a la concentration

On définit la “température de dénaturation” T; comme la température a laquelle la
quantité de matiere totale est également répartie entre les états initiaux et finaux, c’est
a dire a laquelle la moitié des brins A et B sont appariés. Ainsi définie, cette température
se repere facilement sur les profils K(T). A Ty, on a :

C
4] = B] = [4B) = (2.7
d’ot : o = 2 (2.8)
Cl
1 A
qui se réécrit : 1B In G + as (2.9)

Lorsque le brin A est auto-complémentaire ( c’est-a-dire que B=A), la réaction
s’écrit :

24 — A, (2.10)

C} correspond maintenant a la concentration initiale de brins A. A Ty, on a [A] = % et

[A] = <t et on obtient :

1 R AS

Cette relation differe de (2.9) par le coefficient de C;.
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T, est mesurée pour plusieurs concentrations initiales Cy, ce qui permet de tracer les

courbes (Tld, In Ct) dont voici un exemple typique :

3.79 T T | T T -
- C ® CUGCGG
3.60 OGGCGUC
BCGGCUG
VGCUGGC
A~ 3.50 vGCUAGC -
X 3.40 %1
L
]
® 3 30 =
X -
T3 20 2
H —
3.1@ =
3.00 -
> g@ 1 I | | 1 1
-6.@ -5.@ -4.0 -3.4
Iogl.(Ct.t)

Figure extraite de [26] : courbes (Tid, In C’t> pour cing séquences auto-complémentaires

Ces courbes, en illustrant la relation linéaire entre Tld et In C;,

1. établissent que AH et AS ont des valeurs constantes sur les intervalles de température
considérés.

2. permettent de calculer ces valeurs AH et AS avec une grande précision

Les valeurs de AH et AS calculées par ces deux méthodes sont jugées fiables si elles
s’accordent a moins de 15%.
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Cas particulier de la mesure d’énergie libre de formation de téte d’épingle

Les expériences étudiant la formation de tétes d’épingles mettent en jeu des séquences
dont les extrémités sont complémentaires : la téte d’épingle est formée lorsque ces deux
extrémités s’apparient. Cette réaction est du type :

A A (2.12)

En reprenant 1’étude précédente il apparait que dans ce cas la température de dénaturation
T; ne dépend plus de la concentration totale C;. Ainsi, seule l'interpolation du profil
€(T) est utilisée pour estimer AH et AS.

Le modele Turner99

Les données expérimentales s’accumulant petit a petit au cours des années, le modele
a été paramétré progressivement. Les valeurs les plus utilisées aujourd’hui ont été établies
dans les articles “Thermodynamic parameters for an expanded nearest-neighbor model
for formation of RNA duplezes with Watson-Crick base pairs” [27], “Expanded se-
quence dependence of thermodynamic parameters improves prediction of RNA secon-
dary structure” [28] et elles ont été révisées dans “Incorporating chemical modification
constraints into a dynamic programming algorithm for prediction of RNA secondary
structure” [29]. J’appelle par la suite ce paramétrage “Turner99”.

Dans le premier article, Xia et al. compilent les données de 90 mesures réalisées sur
différentes séquences complémentaires et en déduisent un jeu de valeurs pour les 10
termes d’énergie libre de dipaires A Fy n’impliquant que les liaisons Watson-Crick. Dans
le second, Mathews et al. completent le modele : ils estiment tous les autres parametres
(termes impliquant liaisons Wobble, tétes d’épingle, renflements...) en compilant les
mesures idoines et en les interprétant a partir des valeurs du premier article. Ainsi donc,
le modele n’est pas le résultat d’une optimisation globale effectuée a partir de I’ensemble
des mesures mais il s’est construit en deux temps, le premier conditionnant le deuxieme.

Examinons attentivement ce qui a été fait dans le premier article.
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2.3.2 Interprétation des expériences : estimation des énergies
de dipaires Watson-Crick et discussion de I’hypothese
implicite de différence de capacité calorifique nulle

Dans Turner99, le modele interpolé est précisément le suivant : I’énergie libre de
formation d’une hélice est la somme des énergies libres de dipaires qui la constituent,
d’un terme d’initiation d’hélice AG;,;; et d'une pénalité AG sy term S’appliquant si les
paires extrémales de 1’hélice sont des paires A—U.

Comme mentionné plus haut, 90 mesures d’énergie libre de formation d’hélices
(appariements de deux brins d’ARN complémentaires), de différentes séquences et de
différentes longueurs, sont compilées. Chacune de ces expériences j donne lieu a une
relation du type n”(S;)p = f;, ce qui permet d’écrire 'ensemble de ces données sous
forme matricielle Np = f, ou IN est une matrice a 90 lignes. Le modele d’énergie est
alors paramétré en minimisant la quantité :

x(p) = |[Np — f|° (2.13)

Cette procédure repose sur plusieurs hypotheses : la plus importante est, a mon avis,
celle portant sur la différence de capacité calorifique qui a été faite implicitement dans
le précédent exposé des méthodes de Van't Hoff. En effet, on a supposé dans toutes
les relations écrites dans cette partie que les différences AH et AS sont indépendantes
de la température, c’est a dire que la différence de capacité calorifique Ac, entre les
états A+B et AB est nulle. Renoncer a cette hypothese amene par rapport a un certain
standard les corrections :

AH(T) = AH°+ Ac,(T —T°) (2.14)
T
AS(T) = AS°+ Ac,In 7% (2.15)
T
AG(T) = AH°+ Ac,)(T —T") - TAS® — Ac,TIn 5 (2.16)

ot AH? et AS® désignent respectivement les différences d’enthalpie et d’entropie associées
ala réaction pour une certaine température 7° dite “standard” (en général la température
ambiante).
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Cette correction modifie les équations sur lesquelles reposent les analyses de Van’t
Hoff car K(T) devient :

0 _ 0 0_
AH — Ac,T N AS° — Ac, N Ac, In 1) (2.17)

RT R R 19

K(T) = exp (—

Pour pouvoir comparer entre elles les 90 mesures, il convient de les ramener a des
conditions de concentration et de température identiques. Autrement dit, ce sont les
quantités standard AH® et ASY qui nous intéressent. Est-il satisfaisant de simplement
supposer que Ac, = 0 et d’identifier AH et AS & AH? et AS?? Un argument justifiant
cette hypothese est le fait qu’on constate expérimentalement une relation linéaire entre
T; et C;. Cette linéarité est incompatible avec la présence du terme logarithmique
apparaissant dans l'expression de K(T) si Ac¢, # 0 (2.17). Cependant, cet argument
n’est pas décisif. En effet, I'examen approfondi des données expérimentales montre
qu’en pratique elles recouvrent un intervalle de température assez réduit, généralement
inférieur a 15K, bien que la concentration varie sur plusieurs ordres de grandeur. On peut

constater que c’est par exemple bien le cas dans 'exemple des courbes (Tid,ln Ct)

rapportées plus haut. Cette linéarité apparente généralement observée ne pourrait étre
ainsi qu'une bonne approximation, sur cet intervalle de température, de la relation réelle
entre 7%1 et In C; mais qui ne nous informerait qu'imparfaitement sur ce qui se passe a
des échelles plus grandes.

L’existence d’une différence de capacité calorifique non nulle a été démontrée de
la maniere la plus élégante dans article “Heat capacity changes in RNA folding :
application of perturbation theory to hammerhead ribozyme cold denaturation” [30].
En effet, si Ac, # 0, alors il apparait avec (2.16) que I'équation AG(T) = 0 a deux
solutions, alors qu’elle n’en a qu'une seule si Ac, = 0. Dans cet article, les auteurs
montrent que I’ARN qu’ils étudient subit effectivement deux dénaturations a des tempé-
ratures séparées de 50K. Il est ainsi clair que Ac, n’est pas nul et qu’il ne saurait étre
négligé des lors qu’on travaille sur des intervalles de température de plusieurs dizaines
de degrés.
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Voici un extrait des mesures compilées dans Xia et al. (extrapolées pour C; = 1M) :

—AH(Ty) —-AS(Tay)  Ta
(kcal/mol) (eu) °O)

ACGCA/ 45.40 130.4 294
AGCGA/ 46.31 133.0 30.2
CACAG/ 40.20 115.4 24.5
GCACG/ 45.31 126.2 37.5
GCUCG/ 43.38 120.1 37.2
GCGGCG/ 58.50 155.0 61.8
GCGUCG/ 52.38 140.6 53.7
GCUACG/ 58.02 162.7 45.0
GCUAGC 59.13 165.1 49.3
GGAUCC 53.70 149.1 47.6
UUGGCCAA 63.68 169.8 65.3
UUGUACAA 49.45 137.8 43.6
CAAAAAAAG/ 59.78 175.1 33.8

J’ai changé l'intitulé de la deuxieme et troisieme colonne, originellement —AH" et
—AS", en —AH(T,;) et —AS(Ty). On voit que dans ces exemples les températures Ty
s’étalent sur plus de 30K, ce qui suggere que l'inclusion d'une capacité calorifique non
nulle peut significativement influer sur le paramétrage final du modele.

La mesure précise de Ac, pour des appariements entre brins d’ARN n’a pas bénéficié
du méme effort que pour les appariements ADN/ADN et ARN/ADN. Néanmoins, ces
derniers nous donnent certainement une idée de ce qu’il en est pour les premiers.
Dans l'article “Temperature dependence of thermodynamic properties for DNA/DNA
and RNA/DNA duplex formation” [31], les auteurs effectuent les mesures des AH, AS
et Ac, de 41 hélices ARN/ADN longues de 5 a 9 bases. Voici les valeurs moyennes des
capacités calorifiques obtenues, en fonction de la longueur de 1'hélice :

Acy(5) = —0.38 kecal/mol/K
Ac,(6) = —0.65 kcal/mol/K
Ac,y(7) = —0.76 kcal/mol/K
Acy(8) = —0.97 kecal/mol /K
Acy(9) = —1 keal/mol/K (2.18)

36



Les auteurs ont utilisé leur mesures pour paramétrer un modele d’énergie de dipaires
ARN/ADN, avec ou sans 'hypothese Ac, = 0. Voici les résultats :

dipaire —AG(310K) —AG(310K)
ARN/ADN  Ac, = 0 Ac, # 0
rAA/dTT 1.0 ~0.4
rAC/dTG -2.1 -1.6
rAG/dTC -1.8 -1.4
rAU/dTA 0.9 1.0
rCA/dGT -0.9 -1.0
rCC/dGG 21 15
rCG/dGC 1.7 12
rCU/dGA ~0.9 0.9
rGA/dCT -1.3 -1.4
rGC/dCG =2.7 -2.4
rGG/dCC -2.9 =22
rGU/dCA 11 15
rUA/dAT 0.6 03
rUC/dAG 15 038
rUG/dAC 1.6 1.0
rUU/dAA 0.2 0.2

On constate des différences tres significatives pour certaines valeurs de dipaires, comme
rAA/dTT, rUA/dAT et rUC/dAG dont la valeur varie du simple au double. Le fait
que d’autres dipaires ne soient par contre pas modifiés suggere que Ac, dépend de la
séquence. On peut ainsi s’attendre & des effets similaires pour les dipaires ARN/ARN
et 'hypothese Ac, = 0 apparait comme une approximation exagérée.

(2.18) montre que Ac, dépend en moyenne linéairement de la longueur de I'hélice
formée. Le Ac, mis en jeu lors de la formation d’ARN double brin a été estimé par
plusieurs travaux ([32], [33], [34] ) & environ -0.1kcal/mol/K par paire de bases pour une
concentration en NaCl de 1M.
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Afin d’avoir une idée quantitative de I'impact d'un Ac, non nul pour le modele
d’énergie ARN/ARN qui nous intéresse, j'ai réécrit le probleme d’optimisation (2.13)
comme la minimisation de la quantité :

X(P,¢,) = [Np — f*(ep)|’ (2.19)

ol f7(cp) est maintenant la valeur de la mesure obtenue pour expérience j a 310K
corrigée selon (2.16). J’ai supposé en bon accord avec les résultats (2.18) que Ac, dépend
linéairement de la longueur [ de I'hélice a laquelle elle s’applique :

Acy(l) =ax1+b (2.20)

Ainsi, 'optimisation porte aussi sur ces deux coefficients a et b.
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Les énergies libres obtenues sont, en kcal/mol :

AFy Turner99 | Turner99 | Différence
Ac, 20 | (%)
A-U
AU -0.93 -0.83 11
A-U
U-A -1.10 -1.09 1
U-A
AU -1.33 -1.14 14
A-U
G_C -2.08 -2.11 1
C-G
AU -2.11 -2.06 2
A-U
e -2.24 -1.94 13
G-C
AU -2.19 -1.95 11
C-G
G C -2.36 -2.45 4
C-G
e -3.26 -2.95 11
G-C
e -3.42 -2.76 24
moyenne -2.11 -1.93 10
écart-type 0.78 0.68 15
AGini +4.09 +3.23 21
AGAU terminal +0.45 +0.43 4

Concernant Ac, (2.20), cette optimisation a donné pour résultats les valeurs
a = —0.11 kcal/mol /K et b = 0.19 kcal/mol/K, valeurs tout a fait compatibles avec
I'expérience [32] [34]. Tenir compte de cette capacité calorifique a pour effet d'uniformiser
les énergies, ce qui a été également rapporté dans [33]. Au final, six parametres sur 10
subissent une variation significative de plus de 10% et il est raisonnable de penser que cet
effet serait accentué en prenant mieux en compte la dépendance de Ac, a la séquence,
comme il a été fait pour les interactions ARN/ADN. Il est donc vraisemblable qu'une
mesure systématique de la capacité calorifique aurait entrainé des valeurs plus correctes
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et significativement différentes de celles proposées dans Xia et al., qui sont les valeurs
sur lesquelles repose l'interprétation des mesures de tous les autres motifs.

2.3.3 Interprétation des expériences : interpolation complete
du modele

En prenant pour acquis les valeurs de dipaires Watson-Crick proposées dans Xia
et al., Mathews et al. [28] et [29] compilent et interpretent les mesures adéquates
pour paramétrer le reste du modele. L'hypothese Ac, = 0 est toujours faite. Cette
interpolation a du s’affranchir de nombreuses difficultés liées a 'insuffisance des données
expérimentales pour certains parametres et a I'incohérence apparente de certaines mesures
qui a requis I'introduction de nouveaux bonus ou pénalités exceptionnels. Voici quelques
exemples des difficultés rencontrées :

e Hélices

G-U
auteurs ont considéré a posterior: que la valeur qui s’en déduisait nuisait a
la qualité de prédiction de structures secondaires et 'ont finalement ajustée
par un processus d’essais et erreurs.

1. Il n’y a qu’une seule mesure permettant d’estimer le terme AF}, (G_U> s les

, L - L. GGUCY 1
2. Les énergies libres des hélices contenant le motif T CUGG 5 SC sont révélées

difficiles a interpoler et les auteurs ont assigné une énergie spéciale a cette
sous-séquence de 8 bases de long.

e Tétes d’épingles : le modele de base pour les tétes d’épingle consiste en la somme
d’un terme dépendant de la nature de la paire qui ferme la téte d’épingle et d’un
terme entropique dépendant de la longueur de la téte d’épingle. D’autres termes
ont dii étre rajoutés pour rendre compte des mesures :

1. une pénalité spéciale s’applique aux boucles constitutées uniquement de
cytosines

2. un bonus s’applique si la derniere paire de 1’hélice formant la téte d’épingle
est une paire Wobble 5" G-U 3’ dont la guanine est précédée dans la séquence
de deux autres guanines

3. une autre pénalité s’applique si les bases libres jouxtant la derniere paire sont
5 UU30oub GA3 maisnonb A GJ’
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4. des tables spéciales sont introduites pour rectifier le calcul de I'énergie de
tetes d’épingle de séquence particuliere

e Boucles internes : les auteurs ont introduit des tables de valeurs pour les courtes
boucles internes (1 x 1, 1 x 2, 2 x 2) tenant compte de leur séquence et de celle
des paires extremales des hélices qui les forment. Ces tables représentent environ
2500 nouveaux parametres — en tenant compte des symétries — pour lesquels bien
moins de mesures sont disponibles. Des regles sont donc introduites pour estimer
ces parametres a ’aide d'un sous-ensemble d’une centaine.

Au final, quels résultats donne ce paramétrage ? La réponse varie selon les études :
une sensibilité de 73% est annoncée par Mathews et al., alors qu’elle est de 41% dans
“Fvaluation of the suitability of free-energy minimization using nearest-neighbor enerqgy
parameters for RNA secondary structure prediction” [35]. La différence tient aux bases
de données utilisées et a la facon de calculer la sensibilité. Dans ces deux articles, les bases
de données utilisées contiennent beaucoup de pseudo-nceuds, motifs non paramétrés par
le modele ni pris en charge par les algorithmes de repliements utilisés. Cela pose la
question du sens des mesures de sensibilité faites sur ces bases de données. Si ce modele
prédit la structure secondaire sans pseudo-nceud s’approchant le plus de la structure
réelle avec pseudo-noceuds, rien ne garantit que ce modele permettrait effectivement de
trouver la structure réelle si on l'utilisait avec un algorithme permettant les pseudo-
neeuds. En effet, cet algorithme pourrait alors trouver un nouveau minimum global de
I’énergie libre qui corresponde a un repliement tres différent. Les paires de bases consti-
tuant les pseudo-nceuds ont été comptabilisées dans le calcul de la sensibilité dans [35]
et il n’est pas précisé si cela a été aussi le cas par Mathews et al.. Cela pourrait expliquer
en partie la grande différence entre les sensibilités rapportées par ces deux articles.

Pour avoir une meilleure idée des performances de ce modele, je cite ces mesures
de prédiction réalisées dans [36] sur deux bases de données sans pseudo-nceud : 61% de
sensibilité sur 375 séquences d’ARNT 5s et 69% sur 68 séquences d’ARN SRP.

Pour améliorer ces résultats, d’autres paramétrages ont été développés par une
?
approche différente qui consiste a se donner un certain nombre de structures secondaires

et de construire le meilleur modele qui les explique. Je présente et discute ci-dessous deux
de ces paramétrages, CONTRAfold et CG.

41



2.4 Paramétrage du modele par ’analyse des bases
de données

2.4.1 CONTRAfold

Les résultats et le détail de cette méthode sont publiés dans 'article CONTRAfold :
RNA secondary structure without physics-based models [37].

Principe de Poptimisation

Dans cet article, les auteurs développent un équivalent du modele d’énergie dans un
autre cadre conceptuel : celui des grammaires algébriques [38] . Une structure secondaire
d’ARN est construite récursivement selon les regles de transformations suivantes :

S — LS|0 (2.21)
L — alc|lg|lul|laHu|uHa|gHe|cHg | gHu|uHg
H — aHu|uHa|gHc|cHg | gHu|uHg | LS
S est le motif initial de la grammaire, H permet de créer des hélices, L. permet de créer
des base libres ou d’initier une hélice tandis que a, ¢, g, u représentent les nucléotides et

sont les éléments terminaux de la grammaire. La regle H — aHwu signifie qu’une paire
A-U est ajoutée autour de la structure H.

2N
AGGACCA

est engendrée par la suite de transformations suivante :

S —- LS—LLS— LLLS — LLL — alLa — agHca

— aggHcca — aggLScca — aggLcca — aggacca

Ainsi, la structure secondaire :

A chacune de ces transformations ¢ est associée une probabilité p;.

Supposons de plus que la grammaire ne soit pas ambigué, c¢’est-a-dire qu’a chaque
structure secondaire donnée correspond un unique ensemble de transformations a utiliser.
Ainsi chaque structure secondaire S est caractérisée par un vecteur n(S) = {ny,...,ny},
ol n,; est le nombre d’occurrences de la transformation i nécessaire a la création de S.
On définit alors la probabilité de S comme :

p(S) = [} = exp(d _nilnp;) = exp(p'n(S))  avec p; = Inp;
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A séquence x et parametres p donnés, le probleme du repliement consiste a trouver
la structure la plus probable, c’est-a-dire la structure dont la probabilité est la plus
élevée conditionnellement a la séquence x. Ceci revient a rechercher la structure S dont
le vecteur n(S) maximise la quantité

Pl — S RLS)

- ; e (2.22)

On peut maintenant définir le probleme de I’estimation des parametres p :
soient x1,...,xx K séquences, chacune associée a sa structure secondaire expérimentale
respective Sy, ..., Sz, . Le modele de probabilité optimal pept est défini comme celui qui

maximise la quantité :
K
H Pp(Sa,
i=1

et il existe des algorithmes pour effectuer cette optimisation.

;) (2.23)

Les auteurs ont procédé a une modification supplémentaire de maniere a ce que
la recherche de S, tienne compte des objectifs de sensibilité et de VPP sur lesquels
I'algorithme sera évalué : un poids 7 est introduit dans le calcul de Pp(S|z) afin de
favoriser I'un ou l'autre de ces aspects.

Ce formalisme se distingue a priori de celui de la minimisation d’énergie libre par
deux aspects :

1. Les composantes de p sont négatives car ce sont des logarithmes de probabilité.
Cependant, les auteurs ont levé cette restriction dans leurs algorithmes d’optimisa-
tion car celle-ci n’est pas nécessaire pour que la quantité (2.22) soit définie. Ainsi,
cette quantité s’identifie au terme e=#¥(%) / Z défini en partie 2.1 et les résultats de
I'optimisation peuvent étre considérés comme un modele d’énergie et non plus un
modele de probabilité.

2. Comme il a été démontré dans [39], 'emploi d’'une grammaire ambigué a des
répercussions significatives et défavorables sur la qualité de prédiction. Les auteurs
ne mentionnent pas si c’est le cas dans leur étude. (Les auteurs ont en effet
approfondi la simple grammaire donnée en (2.21) afin de prendre en compte les pa-
rametres ad hoc se rapportant aux différents motifs énoncés en partie 2, a quelques
modifications pres. Par exemple, un terme prenant en compte la longueur des
hélices a été rajouté, aucune forme n’a été supposée pour la fonction d’asymétrie
des boucles internes et les tables pour boucles internes 1 x 1,1 X 2 et 2 X 2 ont été
abandonnées.)
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Bases de données

L’optimisation du modele par cette méthode s’est faite a partir de 151 structures
obtenues par comparaison de séquences dans la base de données Rfam [40].

Rfam distingue plusieurs familles d’ARN au sein desquelles plusieurs alignements de
séquences sont proposés. Les auteurs se sont restreints aux 151 familles dont la structure
consensus a été expérimentalement vérifiée et, pour chaque famille, ont sélectionné la
séquence qui, par rapport a sa structure consensus, contenait le moins de nucléotides
manquants et le moins de paires qui ne soient pas Watson-Crick ou Wobble.

Résultats

Au final, ce nouveau modele CONTRAfold donne des prédictions significativement
meilleures que Turner99 sur cette base de données de 151 séquences, la qualité de
prédiction étant estimée suivant les critéres habituels de sensibilité et de VPP (74%
et 67% pour CONTRAfold contre 69% et 60% pour Turner99). Ce paramétrage a été
testé sur d’autres séquences dans [36] et on observe qu’en moyenne il fait de moins
bonnes performances que Turner99. Une nouvelle version de ces parametres, optimisée
sur de plus grandes bases de données, a été rendue disponible récemment mais aucun
test de celle-ci n’a encore été publié.
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24.2 CG

Les travaux relatés dans cette section ont été publiés dans “FEfficient parameter
estimation for RNA secondary structure prediction [36]. La méthode CG effectue un
paramétrage du modele a ’aide d’optimisations conjointes sur les bases de données de
structures et sur les mesures expérimentales d’énergie libre.

Principe de 'optimisation

Selon un modele d’énergie idéal, la structure secondaire native S), d’une séquence x
a une énergie libre inférieure a toute autre structure secondaire .S, :

AF(SI,x) < AF(S;xz) VS, #S.
soit 1 [m(ST) —n(S)]"p < 0 VS, # S, (2.24)

En considérant plusieurs séquences x; et en créant a l’aide d'un programme comme
MFold plusieurs structures candidates S,,, la relation (2.24) permet d’écrire sous forme
matricielle un jeu de contraintes que doit satisfaire le modele d’énergie idéal :

(N"=N)p<0 (2.25)

ol les lignes N; et N/ des matrices N et N” sont les vecteurs n’(S,,) et n”(S%).
Anticipant qu'un modele satisfaisant toutes ces contraintes n’existe pas, les auteurs les
assouplissent en permettant une erreur & qui doit étre aussi petite que possible. Ainsi, le
probleme d’optimisation consiste a minimiser ||d|| sous la contrainte (N" —N)p—4 < 0.

Les mesures expérimentales d’énergie libre sont également utilisées d’une maniere
similaire. En notant f; I’énergie libre mesurée lors de ’expérience ¢ et n; le vecteur du
nombre d’occurrences des parametres du modele dans cette mesure, le modele d’énergie
idéal doit satisfaire :

nip=/f, Vi (2.26)

qui se réécrit également de maniere matricielle :
NPp — f =0 (2.27)

ou NP est la matrice telle que la ligne N corresponde au vecteur n;.
La encore, une erreur ¢ est autorisée et on cherche ainsi a minimiser ||{|| sous la
contrainte N“?p — f — ( = 0.
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Le probleme global d’optimisation traité dans l'article est finalement le suivant :

trouver p qui minimise c(A) = (1= N|[o]] + A< (2.28)
sous les contraintes : (N"—N)p—-4d <0 (2.29)
et N“Pp —f—¢=0 (2.30)

ol A est un parametre ajustable par 1'utilisateur.

Bases de données

La base de données utilisée pour le calcul des parametres et leur test comporte 1660
séquences issues de différentes compilations de structures : ARNt, RNase P, ARNr 5s,
ARNr 16s, ARNr 23s, ARN SRP et ribozymes.

Résultats

Les auteurs comparent la qualité des prédictions de leur modele avec CONTRAFold
et Turner99 et concluent a une significative amélioration de 7%. Ces résultats sont
obtenus avec un choix de A = 0.995. Pour cette valeur tres proche de 1, comme on
peut le voir avec (2.28), le probleme se ramene a la construction d’un modele optimisé
globalement sur I’ensemble des données expérimentales. Le role des données structurales
se cantonne ainsi a fournir des contraintes sur les parametres apparaissant rarement
dans les données expérimentales. Les auteurs justifient ce choix de A en signalant que la
moitié des parametres du modele ne sont représentés qu’au plus une fois dans les données
structurales. Si le choix de A donnait trop d’importance aux données structurales, cela
entrainerait de grandes incertitudes dans la détermination de ces parametres rares.
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2.4.3 Comparaison des énergies de dipaires Watson-Crick
obtenues avec chacune de ces méthodes et discussion
AF, Turner99 | Turner99 | CONTRAFold | CONTRAFold | CG

cp #0 vl v2

A-U

AU -0.93 -0.83 -1.66 -0.99 -0.5

A-U

U-A -1.10 -1.09 -1.65 -1.27 -0.73

U-A

AU -1.33 -1.14 -1.60 -1.53 -0.69

A-U

G_C -2.08 -2.11 -2.18 -2.47 -1.42

C-G

AU -2.11 -2.06 -2.09 -2.12 -1.26

A-U

C_G -2.24 -1.94 -2.16 -2.0 -1.32

G-C

AU -2.19 -1.95 -2.29 -2.78 -1.48

C-G

G_C -2.36 -2.45 -2.35 -2.64 -1.37

C-G

c-G -3.26 -2.95 -2.69 -3.10 -2.25

G-C

e -3.42 -2.76 -2.39 -2.78 -2.18
moyenne -2.11 -1.93 -2.11 -2.11 -1.32
écart-type 0.78 0.68 0.34 0.68 0.55

Ce tableau dresse un bilan des parametres de dipaires Watson-Crick que calculent les
méthodes précédentes. Les parametres de CONTRAfold étant donnés a une constante
pres, j'ai ajusté celle-ci pour faire correspondre leurs valeurs moyennes a Turner99.
En comparant deux a deux les distributions de ces parametres et leurs hiérarchies, on
s’apercoit que chaque méthode se démarque significativement des autres. Les parametres
de dipaires ont une importance capitale dans tout modele d’énergie car ce sont les prin-
cipaux parametres associés a une différence d’énergie libre négative, traduisant le fait
qu’ils dirigent le repliement. A ce titre, les disparités constatées dans ce tableau sont
étonnantes. On pourrait s’attendre a ce que les valeurs d’énergie libre de dipaires, du
fait de leur petit nombre et de leur importance unique, soient suffisamment robustes
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pour que toute méthode y converge. Les résultats ci-dessus infirment cette intuition et
illustrent la grande sensibilité de chacune de ces méthodes a leurs hypotheses :

e aucune méthode ne fournit la méme hiérarchie de valeurs qu'une autre

e l'inclusion d’une capacité calorifique dans [“interprétation des mesures expéri-
mentales induit des différences de plus de l'ordre de 10% sur plusieurs valeurs.

En particulier, I’énergie libre de (gg) est diminuée de 25%.

e les distributions des valeurs obtenues par la méthode CONTRAfold different gran-
dement selon [’ensemble sur lequel l’algorithme a été entrainé.

e les parametres de Turner99 et CG ont des moyennes significativement différentes
alors que toutes deux s’appuient sur les mesures expérimentales sans inclure de
capacité calorifique. L’ “énergie manquante” de CG est en fait compensée par un
paramétrage différent des paires extrémales d'une hélice et ceci illustre la grande
interdépendance des parametres du modele.

Il m’apparait donc que les fondements du modele d’énergie nécessaire a la prédiction
du repliement de ’ARN ne sont pas encore bien établis dans la mesure ou il n’y a pas
de vision unifiée des parametres centraux du modele. Cette perception est personnelle
et, a ma connaissance, il n’y a pas de discussion de cet aspect dans la littérature. Je cite
en exemple la conclusion de [35] : apres avoir calculé que la meilleure structure proposée
par l'algorithme Mfold v3.1 utilisé en conjonction avec Turner99 ne partage en moyenne
que 41% de paires de bases avec la structure réelle, les auteurs proposent deux pistes
pour expliquer ce faible pourcentage :

e la défaillance du paramétrage des boucles mutli-hélices, notamment 1’évaluation
des pénalités d’initiation de boucle a et d’hélices b.

e la possibilité que les structures réelles d’ARN ne soient pas a 1’équilibre thermody-

namique mais piégées dans des configurations métastables du fait de la cinétique
particuliere de leur repliement cotranscriptionnel.

Un examen attentif des erreurs de MFold montre cependant que d’autres explications
sont nécessaires.
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Considérons I'exemple de la prédiction de ’ARNt-Asp du phage T5 (dont la séquence
est répertoriée dans la Sprinzl database [41] avec la référence RD0260).

Voici la structure secondaire réelle de cet ARN¢t et les cing meilleures propositions
de Mfold :

Structure réelle de ’ARNt-Asp du phage T5. Elle s’organise autour de quatre hélices
notées H1, H2, H3 et Hj.
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Les cing meilleures structures proposées par Mfold

Pourquoi la structure secondaire réelle n’est-elle pas la structure d’énergie minimum
proposée par Mfold ?

1. En comparant la structure secondaire réelle aux structures (b), (c), (d) et (e),

I’hypothese de la défaillance des parametres de boucles multi-hélices est peu vrai-
semblable. Toutes ces structures contenant des boucles mutli-hélices sensiblement
de méme taille, on s’attend a ce que les corrections soient tres similaires, ce qui
ne permettra pas de perturber cette hiérarchie. Plus précisément, la structure (e)
et la structure secondaire réelle ont toutes deux une boucle 4-hélices, donc leur
différence d’énergie ne peut s’expliquer par le paramétrage des termes d’initiation
de ce motif. De plus, la structure (b) comportant seulement une boucle 3-hélices,
il faudrait que le terme d’initiation d’hélice diminue de 2.5 kcal /mol pour favoriser
la structure secondaire réelle, ce qui est impossible car celui-ci est actuellement
fixé a 40.4kcal/mol.
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2. L’hypothese que 1’état natif fonctionnel de ’ARN puisse étre en fait un état
métastable doit étre discutée. En effet, ¢’est une hypothese tres forte qui remet en
cause le principe de la minimisation de I’énergie libre.

Le repliement cotranscriptionnel serait le mécanisme biologique qui induit cette
alternative. Le repliement cotranscriptionnel est un repliement progressif au fur
et a mesure que la séquence est allongée de 5’ vers 3’ par la polymérase a ARN.
Dans cette vision, les hélices formées seraient les premieres disponibles au cours
de I'allongement dans le temps de la séquence et elles concerneraient donc des
sous-séquences complémentaires proches les unes des autres. Le biais que le replie-
ment cotranscriptionnel pourrait introduire dans notre probleme serait alors de
diminuer la distance moyenne dans la séquence entre bases appariées. Dans le cas
donné ici en exemple, on s’apercoit que la meilleure structure (a) a la topologie
d’une longue tige, topologie qui maximise cette distance moyenne, tandis que la
structure secondaire réelle comporte trois hélices dont les deux brins se succedent
dans la séquence. On pourrait effectivement attribuer cette erreur de prédiction
au repliement cotranscriptionnel.

Tout d’abord, précisons que I’éventualité d’un repliement métastable peut étre
expérimentalement détectée en effectuant des cycles de recuit (annealing), consis-
tant a dénaturer et renaturer ’ARN en jouant sur la température. Observer des
structures différentes au cours de ces cycles démontre l'existence de structures
métastables. Cette procédure a été suivie dans [42]. Pan et al. montrent qu’au
sein d’une population de ribozymes de “Tetrahymena ” les structures natives
cohabitent effectivement avec d’autres structures non fonctionnelles. La question
est de savoir si les structures natives correspondent au minimum d’énergie libre
ou si elles sont en fait des structures métastables. On sait que I'exécution de
cycles de recuits fait converger une population vers la structure d’énergie minimum.
Les auteurs démontrent que 'exécution de cycles de recuits fait converger la po-
pulation vers la structure native : il y a donc dans ce cas-la identité entre structure
native et structure d’énergie minimum. Ainsi, I’hypothese que ’état natif soit un
état métastable peut étre testée expérimentalement. A ma connaissance, il n’a pas
encore été trouvé d’exemple ou cette hypothese est vérifiée.

Dans le cas des ARNt, il y a déja des arguments biologiques qui permettent
de relativiser I'importance du repliement cotranscriptionnel. Certains nucléotides
d’ARNt sont en effet modifiés chimiquement aprés leur transcription et des travaux
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expérimentaux ont montré que ces modifications étaient nécessaires au bon replie-
ment de ces ARNt [43]. Ces études démontrent, au moins sur les exemples étudiés,
que ’ARN¢t n’est pas bloqué dans I’hypothétique structure métastable qu’il aurait
a la fin de sa transcription mais qu’il adopte sa configuration fonctionnelle apres
avoir été intégralement transcrit. De plus, il existe beaucoup d’exemples dans les
bases de données ot la structure secondaire réelle a la topologie d’une longue tige
(ARN SRP), alors qu’existent des structures concurrentes tres proches en énergie
pour laquelle la distance moyenne (d) entre bases appariées est bien plus faible.
Ces exemples montrent que dans certains cas le biais induit par le repliement
cotranscriptionnel ne joue pas.

Voici un exemple parmi de nombreux autres :
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(a) Structure secondaire réelle d’'un ARN SRP et meilleure structure prédite par
Mfold (b) Seconde meilleure structure prédite par Mfold.
La prédiction de Mfold est correcte et tenir compte du repliement
cotranscriptionnel pourrait favoriser de maniére erronée la structure (b) au
détriment de (a)
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Les ARNt et les ARN SRP sont des séquences relativement courtes. Il a été
discuté dans [44], article antérieur a [42], que les aspects cinétiques du repliement,
cotranscriptionnel ou non, peuvent avoir un impact pour les séquences plus longues.
Les auteurs y démontrent en effet que pour de longues séquences Mfold prédit
mieux les parties d’une séquence appelés “domaines” que la totalité de la séquence
qui n’est pourtant que la juxtaposition de ces domaines. De plus, la distance
moyenne entre paires de bases de la structure prédite est systématiquement plus
grande que celle de la structure réelle. Cependant, les auteurs se gardent de
conclure définitivement car toute leur étude dépend du modele d’énergie Turner99
(construit a partir de mesures expérimentales de courts motifs) et les pseudo-
neeuds sont exclus de I'analyse.

Dans la mesure ou il n’y a pas encore de support expérimental a ’hypothese
d’un repliement fonctionnel métastable de 'ARN et que les modeles d’énergie
disponibles peuvent étre pris en défaut sur de courtes séquences, je pense qu’il est
encore trop tot pour explorer cette voie.

. Dans le cas de 'ARNt-Asp du phage T5, la source de l'erreur peut étre facilement
mise en lumiere. En relancant Mfold en imposant comme contrainte 1’existence des
hélices 1, 3 et 4, il apparait que Mfold n’arrive toujours pas a prédire I'hélice 2.
De méme, en imposant 'existence des hélices 1, 2 et 4, Mfold ne complete pas la
structure par I’hélice 3. La plus simple explication des échecs de Mfold est donc que
les parametres utilisés pour les dipaires impliquant des paires Wobble (hélice 2) et
les renflements (hélice 3) ne sont pas satisfaisants.

23



AF = —24.50 AF = —23.97
U-&
A U-Go
{ \ / u
u\ G & s
(‘:—(‘;/— 40 A
0 ¢
C*G\ _U-A 40
L H3
30 —C—-G
T u 4
20 P9 A 3
\U/A\A H2 A/Cfa\A | A
G/ ) 20A A5()
I -G-G— k J
e b,
U
Y ey /C<C/QGG G—C H4
~C~ 10 G u—& QL I
G 7 U/ -
U c-G
¢ v oot U,
| Cig-G T g
C‘; H I A-U}-70 C
H | A | U /
| ¢¢ A-ah
i %
¢ 5 —6-C e
5 —G c
G 7
/ /\\C/C
A
(2) ) (b)

Structures prédites par Mfold (a) en imposant la présence des hélices H1, H2 et
HJ (b) en imposant la présence des hélices H1, H3 et H)

La comparaison des modeles d’énergie existants et I'examen de nombreux autres
exemples similaires a celui ci-dessus m’ont finalement convaincu de déterminer un nouveau
paramétrage. Pour ce faire, j’ai tout d’abord imaginé employer des méthodes de calculs
d’énergie libre par dynamique moléculaire. Celles-ci s’étant révélées infructueuses, une
nouvelle optimisation du modele a partir de données structurales est proposée.

2.5 Paramétrage du modele par dynamique moléculaire

Du fait de sa taille, cette section fait I’'objet d’un chapitre auquel le lecteur peut se
référer immédiatement.
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2.6 Paramétrage par une nouvelle méthode
d’optimisation a partir de bases de données
structurales : MC

Les études précédentes ont montré toute 'importance de la base de données utilisée.
Ce choix doit donc faire 'objet d’une réflexion particuliere.

2.6.1 Base de données : considérations préliminaires
Bases de données et modele d’énergie

Une information importante tirée des études précédentes est que la moitié des para-
metres du modele est représentée au plus une fois dans les bases de données actuelles.
Ceux-ci sont principalement des termes de pénalité entropique. Le modele prévoit en
effet d’affecter aux bases libres des pénalités d’entropie de tétes d’épingle, renflements,
boucles internes et boucles multi-hélices dépendant de la longueur de ces boucles mais
beaucoup de ces longueurs sont rarement observées dans les bases de données. De méme,
beaucoup de termes dépendant de la séquence pour l'estimation d’énergie libre des
courtes boucles internes ne sont pas représentés. Cet état de fait implique de faire un
choix : bien qu’il soit concevable que “dans I’absolu” ces termes aient des valeurs si-
gnificativement différentes dont il faille tenir compte, ne vaut-il pas mieux s’en passer
en pratique ? Du fait de leur rareté, leur estimation sera de toute maniere incertaine et
pourrait significativement perturber les autres parametres.

Ainsi, le modele actuel, bien que cohérent formellement, est & mon avis trop riche.
Les données actuelles, structurales et expérimentales, ne permettent d’en estimer de
maniere pertinente qu’'une partie qu’il convient de définir.

Fiabilité des bases de données

Les erreurs d’annotation dans les bases de données sont problématiques. On peut
raisonnablement penser que le risque d’erreur d’annotations augmente avec la taille des
séquences et le fait que celles-ci sont déterminées par comparaison de séquences plutot
que par 'expérience. En effet, le repliement par comparaison de séquences consiste a
reporter un repliement connu pour une séquence sur une autre légerement différente :
cette méthode peut oublier la formation de paires qui seraient propres a cette nouvelle
séquence.
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Considérons par exemple la séquence 5" AGGUXXXXACCU 3, se repliant selon le
schéma ((((....)))). L’énergie de cette hélice, consitutée de 4 paires successives, est alors
donnée par la somme de trois termes d’énergie de dipaires py, py et ps (négligeons les
énergies extrémales dans cet exemple qualitatif). Supposons que cette séquence soit
mal annotée dans une base de donnée, de sorte qu’on y lise le schéma .(((....))). .
Les algorithmes d’optimisation vont alors mettre cette derniere hélice, d’énergie ps + ps,
en concurrence avec 1'hélice (((......))) d’énergie p; + po . Considérer que la premiere
structure est la bonne résulte en la contrainte “ps < p;”. En supposant que de telles
erreurs d’annotation soient uniformément distribuées dans la base, on obtiendra ainsi
toute une série de nouvelles contraintes contradictoires p; < p; et p; < p; avec i et
j quelconques parmi les indices possibles. La seule maniere de satisfaire ces nouvelles
contraintes étant d’avoir p; = p; Vi, j, I'ajout de ces contraintes va donc intuitivement
avoir tendance a uniformiser les parametres autour de leur valeur moyenne, c’est-a-dire
de diminuer la variance de leur distribution.

Sans prétendre que cette raison soit la seule, on observe de maniere frappante ce

phénomene d’uniformisation sur les valeurs de CONTRAfold vl dont le paramétrage a
été construit uniquement a partir de séquences annotées par comparaison.
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Voici par exemple I'annotation de la séquence “RF00109_A.bpseq” dans la base de
données que les auteurs ont utilisée :

) 7\

AGAAAUUCGUAUCUUAAGGAAACAGCUUUCAAGUGCCUUUACUGCAGUUUUUCAGGAGCGCAAGAUAGAUUUGGGAU AG

Les arcs bleus représentent les paires annotées dans le fichier, les deux arcs rouges
représentent deux autres possibles paires supplémentaires. La paire G-C a sans doute
été oubliée et cet oubli engendrera des contraintes qui n’ont pas lieu d’étre ainsi que j’en
ai discuté préalablement.

Les parametres de CONTRAfold v2, entrainé sur une base de données contenant plus de
structures expérimentales, a un écart-type deux fois plus grand que ceux de CONTRA-
fold v1.

Homologie de séquences au sein d’une base de données

Une autre source de biais a prendre en compte est 'homologie entre séquences au
sein d'une base de données. Si deux séquences identiques ou tres proches sont incluses
dans la base de données, aucune information nouvelle n’est apportée mais un poids
supplémentaire leur est donné, poids dont I'impact dépend du critere d’optimisation.
Un tel poids peut étre souhaitable. Le fait que plusieurs séquences proches se replient
de la méme maniere est un gage de confiance en ce repliement qui peut étre signifié a
I’algorithme en augmentant le poids de la séquence consensus.
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2.6.2 Base de données : choix et construction

Comme discuté plus haut, le choix de la base de données est critique. Celle-ci doit
étre la plus fiable possible et comporter un grand nombre de parametres du modele afin
de pouvoir les estimer de la maniere la plus robuste. Le type d’ARN le plus étudié, dont
la structure a été le mieux établie, est sans conteste I’ARNt.

La remarquable conservation de la structure tertiaire de ’ARNt parmi le vivant offre une
garantie supplémentaire de la fiabilité des analyses. La “Sprinzl database” (http ://www.
staff.uni-bayreuth.de/ btc914/search/index.html) répertorie 3768 séquences connues,
parmi lesquelles 561 dont le repliement a été vérifié expérimentalement.

La structure consensus de 'ARNt a déja été illustrée plus haut : elle est constituée de
quatre hélices le plus souvent parfaites (c’est-a-dire sans renflements ni courtes boucles
internes), d’une boucle multi-hélices et de trois tétes d’épingle. 25 structures contiennent
en plus une boucle interne ou un renflement.

J’ai examiné une par une les annotations de ces 561 séquences afin de vérifier que

toutes les hélices répertoriées sont bien maximales. Ainsi, on peut constater par exemple
que la troisieme hélice de la séquence RD5280 ne 1'est pas :

I\

UAACCUXXXXXAGGUUA

La paire signalée en rouge n’est pas annotée dans la Sprinzl database. Dans ces cas-la,
la structure déclarée comme correcte est celle ou cette hélice est complétée par la paire
manquante. Le fait que cette paire n’ait pas été annotée ne signifie pas nécessairement un
oubli lors de la saisie de la structure ni une erreur expérimentale. Il est possible que ces
deux bases ne soient réellement pas appariées mais les raisons d’un tel état de fait sont
inexplicables par le modele d’énergie : les termes de dipaires y sont toujours favorables.
Ce modele ne peut pas déclarer comme optimale une structure non saturée. Toutes les
hélices non maximales ont été ainsi prolongées pour que l'algorithme d’optimisation ne
soit pas soumis a des contraintes qu’il ne puisse gérer.
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Les premieres tentatives de repliement m’ont amené a retirer d’autres séquences de
la base de données, pour des raisons illustrées par la figure suivante :

RX0500

\G/ U G \A
/
G U-c—¢ /
\ T ¢
A A-G-G
¢ | ©
\C\G_A/U 10 U] 3 A

:‘>40404n|)40—04>
C-0-0-0-0-0-C

() e (b)

(a) La structure secondaire réelle de la séquence RX0500 (b) Une structure secondaire
concurrente

Les structures secondaires données en (a) et (b) different seulement par une hélice
encadrée en rouge. Dans la structure secondaire réelle, cette hélice est composée de trois
paires alors qu’elle en comporte six dans la structure concurrente. Le modele d’énergie
centré sur les hélices est donc inapte a déclarer le repliement (a) comme meilleur que
celui de (b) et cette séquence a été supprimée de la base de données. La structure (b) est
sans doute moins favorable que la (a) car elle requiert la formation d’une boucle 4-hélices
fortement asymétrique et tres contrainte mais le modele simplifié n’est pas assez fin pour
rendre compte de tels effets.
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Les autres séquences que j'ai jugées inaccessibles au modele, a tort ou a raison,
sont : RC0500, RD0500, RE0500, RE0501, RE4800, RH0500, RK0501, RK6230, RL0260,
RL0501, RL0502, RL0503, RL0504, R1L2120, R1.2840, R1.9280, RM4400, RP0180, RP0500,
RP0501, RQ0500, RR0380, RR0501, RR6230, RS0500, RS7661, RV0381, RV0382, RV0500,
RV0501, RX0500, RY1140, RY2120.

Les structures d’ARNt étant fiables, les séquences présentant une homologie supérieure
a 90% ont été supprimées, en ne gardant a chaque fois que I'une d’entre elles.

Au final, la base de données d’ARN¢t utilisée contient 413 séquences.

Les bases modifiées

Travailler avec des séquences d’ARNt comporte une difficulté spécifique qu’il ne faut
pas occulter : la présence de nucléotides chimiquement modifiés. En effet, les ARNt
subissent différentes altérations post-transcriptionnelles dont certaines sont remarqua-
blement conservées, comme TH4 et W55 sur la boucle T et les dihydrouridines D16,
D17, D20a et D20b sur la boucle D. A ce jour, une centaine de ces modifications
ont été répertoriées. Elles jouent des roles multiples et il en reste stirement d’autres a
découvrir. Les bases modifiées permettent ainsi de déterminer subtilement la géométrie
de la boucle anti-codon de ARNt ([45], [46]) et par la Defficacité de la traduction
et notamment de la répression des glissements de cadres de lecture. Elles améliorent
lefficacité de 'interaction avec le ribosome [47]. Une autre aspect fonction des bases
modifiées est de stabiliser la structure des ARNt. Elles expliquent, par exemple, le
fait que les températures de dénaturation d’ARNt de certaines archaebactéries soient
particulierement élevées [46]. La structure tertiaire de I’ARNt est également stabilisée
par les bases modifiées Th4 et W55 qui forment des liaisons avec G18 et G19 de la boucle
D. L’'importance des bases modifiées dans le repliement de ’ARNt a été cependant
montré de la maniere la plus spectaculaire par la série de travaux relatés dans “The
presence of modified nucleotides is required for cloverleaf folding of a mitochondrial
tRNA” [43] et “A Watson-Crick base-pair-disrupting Methyl Group (m'A9) is suffi-
cient for cloverfolding folding of human mitochondrial tRNA™ [48] : les auteurs y
démontrent sur un exemple que le remplacement d’une adénine méthylée en position 9,
naturellement présente, par une adénine non-modifiée entraine le repliement de ’ARNt
en une structure secondaire non native, en forme de longue tige et non fonctionnelle.
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(a) La structure secondaire réelle de ’ARNt étudié dans [48] (b) Structure secondaire
de la méme séquence ot m'A a été remplacée par une adénine

La méthylation de I’adénine en position 1 empéche celle-ci de former une liaison hydrogene
avec 'uracile : elle ne peut donc pas former de liaison Watson-Crick. En la remplacant
par une adénine, on permet la formation d’une liaison Watson-Crick et il existe une
meilleure structure ou cette base est effectivement appariée.
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Comment tenir compte de ces bases modifiées dans le modele ? Il est évidemment
hors de question de chercher les parametres thermodynamiques qui leur sont propres,
ce qui rajouterait au modele des milliers de parametres faiblement contraints. J’ai décidé
de plutdt les traiter comme il a été fait dans [28] : les bases modifiées sont assi-
milées aux bases canoniques dont elles dérivent (par exemple ¥ est traitée comme U)
a l'exception de certaines d’entre elles, comme m!A, pour lesquelles la formation dune
paire Watson-Crick ou Wobble est interdite . La liste des bases ne pouvant former de
paires Waston-Crick ou Wobble a été déterminée en fonction de leur composition chi-
mique et de la littérature :

e guanines modifiées : m2Gm, galQ, m'G, Gm, manQ, yW, o2yW

cytosines modifiées : k2C, m>Cm, m3C

e uraciles modifiées : D, I, m'I, acp3U

e adénines modifides : i0°A, m*A, m'A, Ar(p), ms*t®A
. . : X-X o :
Ainsi donc, dans le modele, la contrainte AF vy )= 400 est rajoutée lorsqu’au

moins une des 4 bases impliquées est une base modifiée présente dans la liste ci-dessus.

Il a été montré de plus que la dihydrouridine D ne se superposait pas a ses voisines
W Z
X-X
une dihydrouridine. Dans tous les autres cas, les bases modifiées se comportent comme
les bases non-modifiées dont elles dérivent.

[49] : cela se traduit par 'ajout de la contrainte AF; = +o00 si W ou Z est
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2.6.3 Une forme simplifiée du modele d’énergie

La base de données choisie contient beaucoup d’hélices de compositions différentes
et de tétes d’épingle sensiblement de méme taille mais peu de boucles internes et
renflements. Il n’y a pas assez de données pour paramétrer les boucles internes et les
renflements dans toute leur généralité. Le modele d’énergie entrainé sur cette base doit
donc tenir compte de ces limites : I'accent a été mis sur les parametres se rapportant
aux hélices en limitant la quantité de termes autres. A séquence donnée, on s’attend
a ce que les meilleures structures concurrentes soient toutes constituées approximati-
vement du méme nombre de paires et donc du méme nombre de bases libres. Il est
donc vraisemblable que l’entropie des bases libres soit un facteur peu discriminant,
d’autant plus que la théorie des polymeres prévoit que ’entropie des boucles ne dépend
“que” logarithmiquement de leur longueur. Autrement dit, tenir compte de ’entropie
des bases libres ne perturbe pratiquement pas la hiérarchie établie par la restriction du
modele aux termes de dipaires. L’entropie des bases libres est par contre nécessaire pour
rendre compte de la dénaturation de ’ARN a des températures élevées mais I’étude de
cet aspect n’est pas un objectif de cette these. Ainsi, il est convenable, dans un premier
temps, de réduire le paramétrage de tous les types de boucles a seulement un terme d’ini-
tiation. Tous les bonus et pénalités exceptionnels sont supprimés comme, par exemple,
le fait qu’une téte d’épingle ne soit constituée que de cytosines. Les tables pour évaluer
les boucles internes 1 x 1, 1 x 2, 2 X 2 en fonction de leur séquence sont également mises
de coté. Un terme d’initiation indépendant de la séquence est néanmoins utilisé pour
chacune de ces boucles.

Voici une énumération compléte des parametres de ce modele simplifié :

e 6 x 6 = 36 termes d’énergie libre de dipaires AF} (i/()?(), se réduisant a 21 par

symétrie. o

s - . . X-X

e 6 x4 x4 =096 termes d’énergie libre de paire terminale AF; v 7
e 1 terme d’initiation pour les tétes d’épingle

5 termes pour les boucles internes :
— 3 termes d’initiation pour les boucles internes 1 x 1, 1 x 2, 2 x 2
— 2 termes pour les autres boucles internes : un terme d’inititation a,; et un terme
basym intervenant dans la pénalité d’asymétrie choisie de la forme :
l1 — b

F, l1,l15) =b _— 2.31
asym( 1 2) asym>< l1—|—l2 ( 3 )

1 terme d’initiation pour les boucles multi-hélices
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e 5 termes pour les renflements :
— 4 termes dépendant de la séquence pour les renflements de taille 1
— 1 terme d’initiation pour les renflements de longueur plus grande

Ce modele compte en tout 129 parametres, dont 117 s’appliquent aux hélices.
Une simplification supplémentaire a été utilisée : les termes d’initiation de tétes d’épingle
et de boucles internes ont été supposés égaux.

2.6.4 Critere d’optimisation

Si le modele d’énergie idéal est encore hors de notre portée, alors le critere d’optimi-
sation détermine de quelle maniére on s’en écarte.

Considérations préliminaires

Le critere utilisé par CONTRAfold est équivalent a la maximisation des produits
des poids de Boltzmann des structures réelles. Le critere utilisé par CG consiste a
minimiser la différence entre 1’énergie libre de la structure réelle et celle de ses meilleures
concurrentes. Ces deux criteres peuvent produire des effets différents selon les caracté-
ristiques de la base de données. Initialisons le modele d’énergie d'une certaine maniere
et supposons que la base de données contienne des séquences “faciles” et “difficiles” a
prédire. “Facile” signifie que la structure réelle a une énergie libre assez inférieure a
ses concurrentes pour pouvoir rester la structure d’énergie minimale lorsque le modele
d’énergie fluctue significativement. “Difficile” signifie 'inverse.

Les criteres d’optimisation de CONTRAfold et CG peuvent alors intuitivement donner
lieu a des stratégies différentes :

e CG ne s’occupe que de l'erreur, de sorte que les structures faciles a trouver ne
pesent pas dans 'optimisation. CG s’occupe alors seulement de minimiser I’erreur
commise sur les structures difficiles.

e A contrario, toutes les séquences contribuent au critere d’optimisation de
CONTRAfold. Une stratégie possible d’optimisation serait ainsi de maximiser les
poids de Boltzmann des structures faciles a trouver, sachant que celui des difficiles
variera peu.
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Une mesure permettant qualitativement d’apprécier ces stratégies d’optimisation est
la variance de la sensibilité : on s’attend a ce que celle des prédictions de CG soit plus
faible que pour CONTRAfold car CG s’attache plus a prédire des structures proches
de la structure réelle que CONTRAfold. Malheureusement, seules la valeurs moyenne
de la sensibilité et la VPP sont utilisées dans la littérature et il n’est pas possible de
caractériser clairement 'impact du choix du critere d’optimisation.

La minimisation du classement (MC)

Le critere d’optimisation que j’ai choisi est celui de la minimisation du classement
de la structure réelle dans la liste des structures sous-optimales a séquence donnée.
Le modele qui s’en déduit sera appelé “MC”. Formellement, ce critere s’écrit comme
suit. Soient S L Sy les structures réelles des N séquences de la base de données.
Pour chaque séquence z;, des structures candidates S;Z_, e Sf’ sont proposées par un
algorithme de repliement. Le modele d’énergie optimal p,, est défini comme celui qui

minimise la quantité :

N K,
=y Y o — AF,(SF ) (2.32)

n=1 k=1

. 0 sit<O0
ol : o(t) = { 1 sinon (2.33)
Ainsi, si pour la séquence j il y a trois séquences candidates qui ont une énergie libre
inférieure a la structure réelle, on a Z O(Fp(S;,) — p(Sfj)) = 3. La minimisation de
k=1

x revient donc bien a minimiser le classement moyen de la structure réelle. Ce critere
est clairement exigeant et traite a égalité toutes les séquences de la base de données.
Son principal inconvénient est qu’il n’y a pas de méthode de calcul du minimum global

de x(p).
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Un optimum est déterminé par une suite de minimisations locales opérées par I’algorithme
suivant :

1. initialiser p

2. engendrer K structures candidates pour chaque séquence a 'aide d'un algorithme
de repliement utilisant p.

3. ajuster p en le faisant évoluer selon 1’équation :

P _ X

_ 2.34
- P (2.34)

qui converge vers un minimum local de x(p). (Note : pour réaliser cette opération,
il faut remplacer © par une approximation continue)

4. reprendre I'opération (2) jusqu’a convergence

En initialisant le modele avec les parametres de Turner corrigés par une capacité calo-
rifique non nulle et en utilisant K = 15 structures candidates pour chaque séquence,
cet algorithme converge au bout de trois itérations en utilisant 5000 pas de temps pour
I'étape (3).

2.6.5 Résultats

En retenant la meilleure des deux premiéres structures, la sensibilité des
prédictions pour la base sur laquelle le modeéle a été entrainé est de 98,5%.

390 structures sur 413 sont retouvées parmi les deux premieres propositions (364 en
se limitant a la premiere). La valeur de 98,5% correspond au nombre total de paires
correctement prédites (a savoir 8494) rapporté au nombre total de paires de bases
présentes dans la base de données (a savoir 8620). La VPP correspondante est de 98,2%.
L’examen individuel des erreurs montre qu’en général elles consistent en la mauvaise
prédiction d'une ou deux hélice(s) de ’ARNt au profit d’'une ou deux autre(s) hélice(s)
plus longue(s).
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Voici les 23 structures non prédites, avec indiqués entre parentheses le nombre de
paires non prédites dans la meilleure des deux premieres structures proposées et le

classement de la structure correcte :

RD0260
RET780
RL7650
RQ0260
RX0540
REF7590

N N —

1,4

N~ o~

2,5¢

9,10°) RD1580 (9,5°)
44 RG9230 (6,5°)
0,4°)  RL7661 (4,12°)
) RS8560 (4,10°)
3,5°)  RX0900 (10,4°)
) RG6240 (6,> 15°)

RD9290 (1,3°)
RL1540(8, > 15°)
RL9200 (6,12°)
RV0380 (3,4°)
RX3280 (9,7°)

RV5360

(
(1,49

RE2640 (5,3¢)
RL7631(7,4°)
RP3280 (1,3¢)
RX0380 (8,10°)
RX4400 (10,12°)

Voici les parametres d’énergie libre de dipaires Watson-Crick obtenus par cette
méthode, ainsi qu'un extrait des parametres d’énergie libre de paire extrémale :

Turner99

AF,; Ac, 40 MC AF; MC | Turner99
ﬁ_g -0.83 | -1.21 ﬁé 134 -0.3
é_g -1.09 | -1.30 ﬁg 0.86 | -0.5
X‘é -1.14 | -0.82 ﬁg 199 -0.3
ég -1.94 | -2.10 ié 117 | -0.1
ig -1.95 -1.81 ig 137 | -0.2
XS -2.06 -2.07 ig 1.04| -0.2
ég -2.11 -2.12 ié 203 | -1.1
88 -2.45 -2.65 ig 1.96 | -0.2
gg -2.76 -2.65 XS 0.96 | -0.3
gg -2.95 -2.62 ng 0.68 | -1.1
moyenne -1.93 -1.93 moyenne | 1.47 -0.43
écart-type 0.68 0.61 écart-type | 0.47 0.34
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La encore, des modifications significatives ont été effectuées par rapport au modele
avec lequel 'optimisation a été initialisée. Ce nouveau modele présente des spécificités :

il est par exemple le seul a déclarer la dipaire comme le moins favorable des

A-U
U-A
dipaires et il attribue des valeurs tres similaires aux trois termes de dipaires uniquement
constitués de paires G-C. On constate également une grande variabilité des termes de
paire extrémale. Dans ’exemple ci-dessus, la différence entre le terme le moins favorable
et le plus favorable est de 1.35 kcal /mol, soit une valeur comparable a 1’énergie de dipaires
A-U. Une telle variabilité est observée sur I’ensemble des termes de paire extrémale :
ce modele attribue une grande importance a celles-ci. Il n’y a pas d’équivalent direct a
ces parametres de paire extrémale dans le modele Turner99 : ceux-ci dépendent de la
nature de la boucle connectée & cette paire extrémale (téte d’épingle, boucle interne ou
boucle multi-hélices) et doivent étre complétés de la pénalité entropique attachée a cette
boucle. Les parametres rapportés dans le tableau sont ceux afférents aux tétes d’épingles.
Dans le modele d’énergie présenté dans la partie (1.6.3), il n’y a pas de pénalité entro-
pique de boucle. Lors de I'optimisation, la pénalité entropique “réelle”, si elle existe, a
été nivelée et absorbée dans le terme de paire extrémale. Ceci explique la différence de
signe observée pour AF; entre MC et Turner99. Dans Turner99, les parametres de paires
extrémales sont tres proches les uns des autres, sauf lorsque les premieres bases libres
voisines sont 5> G A 3" ou 5’ U U 3’, auquel cas un bonus a été ajouté. MC calcule que
5" U U 3’ sont les paires voisines les plus favorables mais a I'inverse déclare 5° G A 3’ et
5" A G 3’ comme les moins favorables.

Il est intéressant de constater que ce simple modele, qui paramétre les hélices finement
et le reste grossicrement, est capable d’avoir une sensibilité de 98,5% sur une base de
données d’ARN® : leur structure secondaire peut étre simplement expliquée comme le
résultat d’'une compétition entre hélices, sans avoir a faire intervenir de liaisons tertiaires.
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Deux succes intéressants

Ce nouveau modele d’énergie prédit avec succes deux structures remarquables, que
le modele Turner99 ne reproduit pas.

(i) La premiere est 'exemple de ’ARNt se repliant différemment en fonction de la
présence d’un résidu m! A9 [48], illustré plus haut : en présence de ce résidu, le repliement
prédit est bien la structure secondaire en “feuille de trefle”. En son absence, on obtient
la structure en tige, saturée a 'aide de trois paires supplémentaires :

Ainsi, ce modele est assez sensible pour rendre compte de ’effet d’une unique modifica-
tion chimique.
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(ii) La seconde est rapportée dans “Distinctive structures between chimpanzee and
human in a brain noncoding RNA” [50]. Les auteurs y ont élucidé la structure de ’ARN
codé par la région HAR1 du génome de I'homme et du chimpanzé. Cette région fait 118
bases de long et, en dépit d’une homologie de 85%, les ARN correspondants se replient
distinctivement chez I’homme et chez le chimpanzé.

A-G, -
L<G A
O=0
: 8
u A b
G-C
LT e
G A u-G
A%U 5-&
U-G
5 SR,
A-U 5
‘ SR
e ® %
10 —U-A f o
A
A/ (‘; 40 /u\/x\A’A/
C A 5
)\A-d A
N U }\ G
0 ALY
e~
AR, @ %
h'g

u SA-G-U W
CEopuaTe ««
/\u AT ’U‘u i
/C/A\U/ A (‘;_‘C C\ e A-U
é ] ‘G—‘C ,,/'\G/ \u auu | @
AL A /‘\—[‘J 100, ,( &~ -C\A\A c/\ A
h ?
? G-C_ L( “a ] A
20 A \
{ % b A -
u @A § A-L
A-U A @ @ u b
L Usgopah ‘ 0
& SEa P Ensany v
ki A—C—U-U-U C—U-C—-C—U-U-U-U u
i | &), \ {
—l-A— 3 A‘G—A'Gf

(2) (b)

(a) Structure secondaire de ’ARN codé par HAR1 chez I’homme
(b) Idem chez le chimpanzé

Les bases différentes entre I’homme et le chimpanzé sont cerclées de rouge si elles
participent a des paires chez ’lhomme, en bleu sinon. On voit que 12 des 18 mutations
ont pour effet de remplacer des paires Watson-Crick G—-C chez 'homme par des paires
Watson-Crick A—U. Ces mutations déstabilisent légerement les hélices, ce qui, avec la
possibilité d’en former de nouvelles via les 6 autres mutations, entraine un repliement
différent. Les structures prédites par le modele MC sont correctes dans les deux cas.
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Cet exemple et le précédent sont de fortes illustrations des limites de la
prédiction de structure par comparaison de séquences.

Dans [48] , la modification d’une unique base perturbe globalement la structure
secondaire. Dans [50], les mutations transforment des paires Watson-Crick en d’autres
paires Watson-Crick mais la structure secondaire n’est pas maintenue. Ces résultats
entachent d'un doute la plupart des bases de données actuelles, comme par exemple
la Rfam database [40] et la SRPDB [51], massivement fondées sur la comparaison de
séquences.

Ces deux exemples montrent également qu’a contrario I’approche thermodynamique
peut donner les bons résultats. C’est pourquoi je ne teste pas ce nouveau modele sur des
structures obtenues par comparaison de séquences : il n’est pas aisé de démeler le vrai
du faux. Toutes les évaluations d’algorithmes de repliement publiées dans la littérature
doivent étre nuancées du fait de I'incertitude pesant sur les bases de données, incertitude
dont on ne connait 'ampleur. L’objectif d'une sensibilité de prédiction de 100% sur ces
bases de données n’est sans doute pas souhaitable !

Quelques tests sur des séquences plus longues

Voici quelques tests supplémentaires effectués sur des structures de plus de 100
bases répertoriées dans la PDB, c’est-a-dire dont la structure tertiaire a été résolue.
Leur structure secondaire en a été extraite avec le logiciel RNAview [52]. Les structures
(a) sont les structures réelles, les structures (b) sont les meilleures prédictions. Les hélices
correctement prédites sont encadrées en bleu.
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Sur ces relativement longues séquences, les résultats sont plus mitigés, puisque seule-
ment la séquence 1243 (ARN SRP) est prédite correctement. Un examen attentif de
ces résultats montre qu’ils sont dus a la faiblesse du paramétrage des renflements et
boucles internes. En effet, certains de ces motifs présents dans les structures secondaires

5CCGAUY
JGGAUGYH
comme favorables thermodynamiquement par le modele d’énergie. De maniere générale,
on s’apercoit que le modele prédit moins de renflements et de boucles internes et plus
de boucle multi-hélices. On s’attend donc a ce que la qualité de prédiction diminue a
mesure que la structure réelle contienne beaucoup de renflements et boucles internes,
ce qui statistiquement est de plus en plus fréquent avec des séquences de plus en plus
longues.

réelles, comme la boucle interne 1 x 1 de 1c¢2x, ne sont pas déclarés

Il est donc apparent, comme on pouvait s’y attendre, que le modele est incomplet.
Il a été construit pour paramétrer correctement les hélices et a ce titre permet de
rendre compte de la structure des ARNt de maniere tres satisfaisante. Ce modele sera
testé plus encore dans la partie “Prédiction de pseudo-noeuds”. Il y sera montré que
ce modele continue a étre des plus efficaces pour prédire des structures composées
d’hélices parfaites, méme avec pseudo-nceuds : ceci démontrera clairement que I’effi-
cacité du modele ne se limite pas a la base de données sur laquelle il a été entrainé mais,
au contraire, s’élargit au type de structures secondaires pour lesquelles il a été congu,
c’est-a-dire toutes celles constituées d’hélices parfaites. Ainsi, il est raisonnable de penser
que la base de ce modele est tres bien établie et il sera développé dans de futurs travaux
par la méme démarche rationnelle pour mieux rendre compte des renflements et boucle
internes.
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Conclusion

Ainsi donc, j’ai effectué une revue critique des différents paramétrages actuellement
disponibles et ai tenu compte de leurs faiblesses pour proposer une nouvelle méthodologie
qui donne des résultats encourageants. Ces résultats ne permettent évidemment pas
de dire que ce nouveau modele s’approche plus des “valeurs réelles” que les autres,
cette prérogative étant réservée a l'expérimentateur. Certains de mes choix ne sont pas
exempts eux-mémes de critique, comme le fait d’enlever de la base de données des
structures estimées inexplicables par le modele ou le choix de n’avoir que des hélices
maximales. Cependant, j'espere avoir démontré que cette question du paramétrage
n’était pas encore résolue et que de grandes incertitudes pesaient encore sur les énergies
libres de dipaires qui sont essentielles au repliement. Ce point de vue va a ’encontre
de récents travaux expérimentaux qui visent a compléter le modele en paramétrant
leffet subtil dit d’“empilement coaxial” (c’est-a-dire l'estimation d’un bonus attaché
a lalignement des axes de deux hélices issues d’'une méme boucle multi-hélices) en
maintenant 'hypothese Ac, = 0 [53]. Je pense que l'effort expérimental requis vise
plutot a I'estimation des Ac, associées aux mesures déja disponibles.
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Chapitre 3

Le genre : un critere de classification
des structures secondaires d’ARN
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3.1 Introduction : les pseudo-nceuds

Dans le chapitre précédent, “Modele d’énergie libre”, différents motifs constitutifs
des structures secondaires, comme les hélices ou les tétes d’épingle, ont été caractérisés
et paramétrés. Un d’entre eux a cependant été laissé de coté : le pseudo-nceud. Celui-ci
est un motif de repliement comprenant des bases libres et des paires de bases. Il met
en jeu au moins deux hélices et se caractérise par I'apparition d’un croisement dans
la représentation diagrammatique des structures secondaires. Le pseudo-nceud le plus
simple est le pseudo-nceud “H” :

5 N

Le pseudo-neud “H” (a) Représentation diagrammatique (b) Représentation
schématique (c) Représentation 3D

78



Les pseudo-nceuds peuvent avoir une importance fonctionnelle comme il a été montré
a diverses reprises.

e La présence de pseudo-noeuds permet ainsi a certains ARN, notamment viraux,
de s’auto-cliver sans l'intervention de protéines. Cette propriété a été bien étudiée
dans le cas du virus satellite de 'hépatite B, le HDV (hepatitis delta virus).
Le HDV se présente sous la forme d'un ARN simple brin circulaire de 1700 bases
de long. La réplication de ce génome circulaire par la polymérase II a ARN de
I’hote eucaryote va conduire a la formation d'un long génome linéaire contenant
plusieurs unités du génome initial. Un pseudo-nceud codé dans le génome initial
va permettre a ce génome multimérique de se cliver efficacement en ses unités
adéquates [54] [55]. La structure tridimensionnelle de ce pseudo-nceud complexe a
été élucidée dans [56].

Chez les eucaryotes, certains introns ont également la capacité de s’auto-épisser
et sont désignés dans la littérature comme le “group I self-splicing introns” [57).
La structure de ces introns s’organise autour d'un pseudo-nceud [58].

e Des pseudo-nceuds sont observés en 3° d’ARN viraux, comme pour le TYMV
(turnip yeow mosaic virus) [59] ou le TMV (tobacco mosaic virus) [60]. Un des roles
de ces pseudo-noeuds, démontré expérimentalement, est de favoriser la traduction
des ARN viraux en compensant 'absence de la queue poly-(A) normalement
présente dans les ARN messagers de I'hote eucaryote du virus [61]. Cependant, le
mécanisme sous-jacent n’est pas encore compris.

e Certains pseudo-nceuds d’ARN viraux, comme le HIV, ont la capacité d’induire
un changement du cadre de lecture lors de leur traduction [62]. Ce changement
provient de I'action combinée d’une séquence glissante composée de 7 bases et d'un
pseudo-nceud situé en aval. Alors que la séquence glissante est traduite, le pseudo-
noeud enraye le coulissement de ’ARN dans le ribosome de sorte que le ribosome
marque une pause sur la séquence glissante, ce qui statistiquement entraine un
déplacement du cadre de lecture d’une base a rebours (-1 frameshifting) [63].

Ainsi donc, de nombreux exemples montrent I'importance fonctionnelle des pseudo-
neeuds. Cette importance est d’autant plus grande qu’ils sont les éléments centraux de
stratégies de prolifération virale, ce qui en fait une cible privilégiée pour de futures
thérapies.
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Dans le probleme de la prédiction des structures secondaires, les pseudo-noeuds sont
distingués des autres motifs car ils présentent une difficulté propre. Alors qu’existent
des relations de récurrence permettant d’étudier efficacement les structures secondaires
sans pseudo-nceud (cf chapitre suivant), la prédiction de pseudo-nceuds est un probleme
NP-complet [64]. Le nombre de structures comportant un pseudo-nceud a séquence
donnée est exponentiellement grand et il n’y a pas d’algorithme permettant de les
énumérer efficacement. De plus, il n’y a pas de données expérimentales permettant de
caractériser les propriétés thermodynamiques d’un pseudo-noeud.

Le but de ce chapitre est de proposer une méthode permettant de pallier a ces
problemes d’énumération et de paramétrage. Le “genre”, un indice topologique, est
introduit et permet d’effectuer une classification des pseudo-nceuds. L’étude des bases
de données montrera que les topologies des structures réelles n'ont pas la diversité
prodigieuse qu’elles pourraient théoriquement avoir. Au contraire, les topologies réelles
se distribuent de maniere tres particuliere parmi les différentes classes induites par le
genre. Le probleme de la prédiction s’en retrouvera ainsi considérablement simplifié
car nous disposerons a la fin de ce chapitre d'un critere contraignant permettant de
caractériser les pseudo-nceuds réels. Ce critere permettra a tout algorithme de prédiction
de pseudo-nceuds d’éliminer simplement et efficacement beaucoup de pseudo-nceuds
invraisemblables de sa recherche. Le paramétrage des pseudo-nceuds proposé sera de
nature topologique et non thermodynamique.

Le plan suivi dans ce chapitre est le suivant :

I) Une nouvelle représentation des diagrammes de structures secondaires

IT) Définition du genre

III) Calcul du genre

IV)
)

v

Propriétés du genre

Bilan et intéret du genre dans la prédiction de pseudo-nocuds

80



3.2 Une nouvelle représentation des diagrammes de
structures secondaires

En connectant les extrémités 5" et 3’ des diagrammes de structures secondaires et
en dessinant les arcs a 'extérieur de la courbe fermée ainsi formée, on obtient un objet
pouvant étre vu comme un polyedre. Ses sommets sont les bases appariées et les arcs
représentant les paires de bases en deviennent des arétes.

s L\ 3| O

S/ N\ ~3 Y

La caractéristique d’Euler x d’un polyedre est définie par :
xX=S—A+F (3.1)

ou S est le nombre de sommets du polyedre, A est le nombre d’arétes et F le nombre de
faces. y est un nombre entier ne dépendant que du type de la surface —plus exactement
la variété (manifold)— sur laquelle est dessiné le polyedre.
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Lorsqu’un polyedre peut-étre dessiné dans un plan, sa caractéristique d’Euler est
égale a 2, comme on peut le vérifier sur les deux exemples précédents :

a) S = 2, A = 3 (2 arétes noires et 1 aréte bleue) et F' = 3 (signalées par trois
couleurs différentes) — y =2—-3+4+3=2

b) S=6,A=9, F=5—-x=6—9+5=2

Il est clair que tout diagramme dans lequel les arcs ne se croisent pas peut étre
dessiné dans un plan : c’est pourquoi de telles structures secondaires peuvent étre
également appelées “structures planaires”. Les structures planaires ont toutes la méme
caractéristique d’Euler, qui vaut 2.

Qu’en est-il des diagrammes dans lesquels des arcs s’intersectent, c’est-a-dire des
structures secondaires comportant un pseudo-neeud ?

Considérons 'exemple du diagramme : — m

Ce diagramme n’est pas représenté par le polyedre suivant :
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En effet, en dessinant dans le plan, il faut rajouter un sommet a chaque intersection
(indiqués en rouge) pour que les faces soient bien définies. Ce polyedre a ainsi une
caractéristique d’'Euler de 2 (S = 8, E = 13, F = 7 ) mais n’a pas la topologie
demandée. Les intersections du diagramme peuvent étre levées sans rajouter de sommet
en dessinant le diagramme non plus dans un plan mais sur un tore qui est une variété
comprenant une poignée et caractérisée par y = 0 :

Sur le tore, ce polyedre délimite 3 faces ( en jaune, violet et vert), de sorte qu’on a bien
x=6—9+3=0.
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Voici un autre exemple de diagramme se dessinant sans intersection sur un tore :

Ce polyedre a également 3 faces et on retrouve xy = 0.
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3.2.1 Définition du genre

Le genre g d’un diagramme est le nombre minimum de poignées que doit contenir
une variété pour que le diagramme puisse y étre dessiné sans intersection.

Le genre se relie a la caractéristique d’Euler par :
X=2-—2g (3.2)

Le tore est une variété a 1 poignée : les diagrammes qui s’y dessinent ont un genre
de 1 et une caractéristique d’Euler de 0. Les structures planaires ont un genre nul et
une caractéristique d’Euler de 2.

Ainsi, le genre est un nombre entier qui caractérise la topologie d’'un diagramme.
Intuitivement, le genre est une mesure de la complexité d’un repliement.

3.2.2 Calcul du genre
Comment calculer simplement le genre d’un diagramme ?
La combinaison de (3.1) et (3.2) donne :

A-S—(F-2)
n 2

[Y (3.3)

11 est assez simple de relier le nombre d’arcs P d’un diagramme (c’est-a-dire le nombre
de paires de bases de la structure secondaire de ’ARN représenté) au nombre de sommets
et d’arétes du polyedre correspondant : on a S = 2P et A = 3P. Le nombre de faces est
par contre moins évident a lire directement sur le diagramme. Plus précisément, c’est la
quantité (F'—2) qui est recherchée : si on considere que 2 faces sont créées “par défaut”
lorsqu’on relie les extrémités 5 et 3’ (I'intérieure et l'extérieure, représentées en vert
et en jaune dans tous les exemples donnés précédemment), alors (F' — 2) représente le
nombre de faces supplémentaires créées par les arcs du diagramme.
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Il est possible de calculer (F' — 2) en représentant les arcs du diagramme par une
double ligne et non plus par une simple ligne [65] [66] :

Cette opération fait apparaitre des boucles, représentées en bleu et en rouge dans les
exemples précédents : ces boucles sont les bordures des faces créées par le diagramme
lorsque dessiné sur la variété adéquate. Ainsi la quantité (F — 2) est égale au nombre
B de boucles apparaissant dans cette nouvelle représentation et elle peut se calculer en
O(P) opérations. Au final, le genre se calcule simplement par :
P-B

2
Dans les deux exemples précédents, on a ainsi :

g= (3.4)

a) P =2et B =2 (deux boucles, rouge et bleue) — g = 0, comme attendu pour une
structure planaire

b) P=3et B=1— g=1: ce diagramme se dessine donc sans croisement sur un
tore, comme on peut le vérifier.
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3.3 Propriétés du genre

Afin d’étudier I'intérét que présente la connaissance du genre d’un diagramme pour
la prédiction de pseudo-nceuds, il convient d’énoncer quelques-unes de ses propriétés.

3.3.1 Invariance du genre par ajout d’arcs paralleles les uns

aux autres

L’ajout d’'un arc A2 parallelement a un autre arc Al sur le diagramme ne modifie
pas le genre. En effet, comme on peut le constater par exemple avec la représentation
en double ligne, la création d’une telle paire s’accompagne toujours de la création d’une
boucle impliquant Al et A2, de sorte qu’avec (3.4) le genre ne varie pas. En voici deux

illustrations :

(a)
AN

2—2
g:—:O

(b) 2

/\*f@\* 7
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NN

(b)

Ramenée a I’ARN, une succession d’arcs paralleles les uns aux autres représente une
hélice. Ainsi, cette propriété du genre signifie qu’il n’est pas modifié par la longueur des
hélices présentes dans un repliement. Topologiquement, les hélices s’identifient a une
simple paire. En vertu de cette propriété, les hélices ne seront par la suite plus dessinées
intégralement mais représentées par un unique arc :

38



3.3.2 Topologies de genre 1

Si le genre mesure la complexité d'un repliement, alors les diagrammes de genre 1
sont les plus simples des diagrammes contenant un pseudo-nceud. Pillsbury et al. [67]
ont montré qu’il n’existe que 8 topologies de diagrammes de genre 1, qui sont :

@) /O //7% (22)

AB AB ABC BCA

b)) (TN %—?\\\ (b2)
A BAC BC ABC BDCDA

) (TN /—\/77“\ (c2)
ABCABC ABCDBCDA

@) (7798 Kﬁﬂ% (@2)

ABCADBCD ABCDBECDEA
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(al) et (a2) représentent le type de pseudo-nceud le plus fréquemment observé dans
la nature : le pseudo-nceud “H” (PNH), déja illustré en introduction de ce chapitre.

(b1) et (b2) représentent un autre type de pseudo-nceud commun dans la nature,
le “kissing-hairpins” (KH, par exemple [68] ) :

cl) et (c2) représentent un type de pseudo-noeud qui n’a pour l'instant été rapporté
qu’une seule fois [69] :

AUUACGGACG

A AuééUéAA u
c U U
GA 8
A = .
U .C

9
u G
cuclucuacauuccauY C i e
UAéAl’JééAA';éUACGACUU 5
CUGA

A A AUUC U3’ G
u C A

UAAAUAGUAGG AGUGCAU

dl) et (d2) n’ont jamais été observés jusqu’a présent.
J J
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Ainsi, les pseudo-nceuds de genre 1 correspondent aux pseudo-noeuds les plus observés
dans la nature. Pour étayer quantitativement cette affirmation, la PseudoBase [70],
base de données de pseudo-noeuds, a été analysée. Les pseudo-nceuds répertoriés se
répartissent ainsi :

e 271 sont des pseudo-nceuds H (ABAB ou ABCBCA)

e 6 sont des KH ( ABACBC ou ABCBDCDA )

e 1 est de type ABCABC

e 1 est de genre 2, de type ABCDCADB

Ainsi, dans la PseudoBase, tous les pseudo-noeuds sauf un sont de genre 1.

La caractérisation par le genre est donc tres efficace puisqu’elle permet d’énoncer un
point commun entre la grande majorité des pseudo-noeuds répertoriés. Cette information
sera tres utile a un algorithme cherchant a les prédire.

3.3.3 Propriétés statistiques du genre

Vernizzi et al. ont étudié la distribution du genre pour des modeles d’homopolymeres,
c’est a dire pour un ARN composé d'un seul type de base pouvant former des paires
[71]. A longueur L fixée, le nombre de diagrammes de genre g est asymptotiquement :

npg & Kg3"LY72 avec Ky = T EOEy (3.5)
Ceci permet de calculer le genre moyen d’un homopolymere de longueur L :
(g9) =0.24L (3.6)

Ceci signifie que le genre d’une structure aléatoire typique est proche de L/4, sa valeur
maximale (vérifiable avec (3.4), P étant majoré par L/2).

L’analyse de la PseudoBase a montré que les genres observés dans la nature sont bien
éloignés de cette asymptote, puisque le genre maximal est de 2, alors qu’il correspond
a une séquence de 87 bases de long. Il y a cependant un biais : la PseudoBase ne
contient que des pseudo-nceuds étudiés expérimentalement (ou déduits des premiers par
comparaison de séquences) car ils ont un intérét fonctionnel. D’autres pseudo-nceuds qui
n’ont pas d’intérét fonctionnel particulier, qui ne sont “que” des éléments de structure
au méme titre que les boucles internes et tétes d’épingle, ont pu ne pas étre rapportés.
Les structures de la PDB ( Protein Data Bank ) contenant un pseudo-nceud ont donc
également été analysées : leur structure secondaire a été extraite avec le logiciel RN Aview
[52] et leur genre a été calculé en ne conservant que les paires Watson-Crick et Wobble.
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Voici la distribution des genres obtenus, en fonction de la longueur des séquences :

15t .-
._/
— e
10 e -
L .
S .-
- .
5 s -
. / -
- -
500 1000 1500 2000 2500 3000

L

Ainsi donc, le genre le plus élevé observé dans la PDB vaut 18. Les structures de moins
de 500 bases de long ont un genre inférieur ou égal a 2, ce qui confirme bien la tendance
constatée dans la PseudoBase : les genres des structures réelles sont bien moindres que
les genres de diagrammes aléatoires. On a approximativement cette relation linéaire :

L

o(L)~ o (3.7
Cette étude a été réalisée en automatisant l'analyse des fichiers .pdb disponibles sur la
PDB. La structure secondaire en a été extraite avec le logiciel RNAview et le genre a été
calculé en ne gardant que les liaisons Watson-Crick et Wobble. Dans cette procédure,
toutes les paires G-C, A-U et G-U annotées par RNAview ont été conservées. Il n’est
pas rare que beaucoup de pseudo-nceuds pris en compte dans cette étude ne soient en fait
créés que par une seule paire, ce qui n’est pas pertinent d’un point de vue topologique.
En effet, ces paires ne dirigent pas le repliement et ne sont formées qu’ “opportunément”
pour stabiliser la structure. En éliminant ces paires de ’analyse, il est clair que les genres
des structures étudiées seront encore plus faibles que ceux rapportés ici.
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3.3.4 Propriétés d’additivité du genre

Le genre a des propriétés d’additivité permettant de mieux caractériser la complexité
intrinseque d’un pseudo-nceud. Le genre d’un diagramme composé de deux pseudo-
neeuds successifs et disjoints est la somme des genres de ces deux pseudo-nceuds.

g(mm)

g(LLON )+g(LAAN)

Cette propriété se démontre simplement en constatant que les nombres de paires et de
boucles ont bien cette méme propriété d’additivité et en concluant avec (3.4).

Des pseudo-nceuds agencés consécutivement sur un meéme diagramme sont dits “en
série”. Un diagramme ne comportant pas de pseudo-noeuds en série est dit “irréductible”.
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Cette propriété d’additivité s’étend aux diagrammes constitués de pseudo-nceuds
disjoints imbriqués les uns dans les autres, comme illustré dans I’exemple suivant :

En effet, cela se démontre en constatant que ces diagrammes ont exactement la méme
9
topologie que les diagrammes “en série” dans la représentation circulaire sur laquelle

s’appuie le genre :

I
(NN 7575

Des pseudo-neeuds disjoints imbriqués les uns dans les autres sont dits “en paralléle”.
Un diagramme ne comportant ni pseudo-nceuds en série ni pseudo-nceuds en parallele
est dit “primatif”.

Les pseudo-nceuds primitifs sont ainsi les briques élémentaires (“building-blocks”) &
partir desquelles peut étre engendré ’ensemble des pseudo-noeuds par concaténation
ou imbrication.
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Afin d’estimer la complexité intrinseque des pseudo-nceuds naturels, ’analyse des
pseudo-nceuds de la PseudoBase et de la PDB a été reprise en décomposant les pseudo-
nceuds en leurs composantes primitives.

nombre
d’occurences
500
400
300

200

100

I 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
genre des
composantes
primitives

Le pseudo-nceud primitif le plus compliqué observé n’a plus qu'un genre de 13. La plupart
des pseudo-nceuds de genre supérieur a 2 sont en fait des composés de pseudo-nceuds
primitifs plus simples. Une analyse plus poussée montre que de tels pseudo-nceuds sont
organisés simplement. Des pseudo-noeuds primitifs de genre faible sont imbriqués dans un
unique pseudo-noeud primitif plus compliqué. Il n’y pas plusieurs niveaux d’imbrication
ou un pseudo-noeud A serait imbriqué dans un pseudo-nceud B, lui-méme imbriqué dans
un pseudo-neceud C.
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3.4 Bilan et intérét du genre pour la prédiction de
pseudo-nceuds dans les structures secondaires

d’ARN

Le genre est un nombre entier qui peut étre interprété comme une mesure de la
complexité d’un repliement. Il est de nature topologique, ce qui signifie en particulier
qu’il ne dépend pas de la longueur des hélices mises en jeu dans la formation du pseudo-
neeud. Ainsi, différents pseudo-nceuds peuvent étre comparés entre eux et il apparailt
alors que leurs topologies présentent des similarités frappantes bien caractérisées par le
genre. Les pseudo-nceuds les plus courants tombent dans une méme catégorie qui est
celle des pseudo-nceuds de genre 1. Les pseudo-nceuds de genre supérieur peuvent en
général se construire a partir de topologies primitives plus simples, par concaténation
et imbrication. En particulier, le pseudo-nceud primitif le plus compliqué observé parmi
les séquences de moins de 500 bases de long a un genre valant 2.

Le genre apporte donc une information extrémement utile a la prédiction de pseudo-
neeuds. En effet, la difficulté principale de la prédiction de pseudo-nceuds vient du fait
que leur nombre est beaucoup trop élevé méme pour des séquences courtes. Savoir que le
genre des structures réelles est faible permet donc de considérablement réduire 1’espace
de recherche. En pratique, le genre peut étre intégré au modele d’énergie comme une
pénalité topologique. L’énergie libre d’une structure S se calculerait ainsi comme :

AF'(S) = AF(S) + f(9(9)) (3.8)

ou AF(S) est I’énergie libre calculée selon un des modeles présentés dans le chapitre
précédent et ou f est une fonction croissante. Le role de cette pénalité f est de reproduire
la distribution du genre observée dans les bases de données, par exemple en pénalisant
lourdement les topologies de genre élevé qui ne sont jamais observées. A priori, ce terme
de pénalité topologique n’a pas vocation a caractériser une contribution énergétique
réelle et mesurable a diagramme donné auquel cas on pourrait se demander pourquoi
les pseudo-nceuds de type ABAB (PNH), ABACBC (KH) et ABCABC ont la méme
pénalité alors que leurs topologies sont manifestement différentes. f se contente de filtrer
les structures vraisemblables et c’est le reste du modele d’énergie qui permettra de
déterminer laquelle est la meilleure.
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Dans le chapitre suivant, “Prédiction de pseudo-nceuds”, la forme utilisée pour f sera
simplement :

f(g) = ng avec p>0 (3.9)

Le coefficient p est un “potentiel chimique topologique”. Dans 'article [72], il a été
montré qu'une augmentation de la concentration en ions magnésium a pour effet de
défaire les liaisons formant la structure tertiaire parmi lesquelles sont comptabilisées
les hélices des pseudo-nceuds. Le genre d’une structure diminue quand [Mg*T] croit.
Le parameétre y peut ainsi étre physiquement interprété comme une fonction de [Mg*T]
permettant d’en imiter 'influence dans le calcul de I’énergie libre d’un repliement donné.
Une forte concentration correspond a une grande valeur de pu, rendant plus difficile la
formation de pseudo-nceuds.

L’étude du genre développée dans ce chapitre a été également présentée dans ’article
“Topological classification of RNA structures” [73].
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Chapitre 4

Algorithmes de repliement
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Dans ce chapitre, je présente le principe d’algorithmes de prédiction de structures
secondaires avec et sans pseudo-nceud.

Les idées et la structure générale des algorithmes de prédiction sans pseudo-noeud
seront exposées. Le principe général en est connu depuis [74] et [75] et a fait I'objet
de raffinements successifs pour pouvoir prendre en charge un modele d’énergie de plus
en plus riche. Plusieurs implémentations en sont actuellement disponibles ([76], [77],
[78]). La principale difficulté rencontrée par ces algorithmes est la prise en charge des
composantes non-linéaires du modele d’énergie comme l’entropie des boucles multi-
hélices (logarithmique) ou 'asymétrie des boucles internes pour laquelle un exemple
d’approximation sera exposeé.

Apres un bref exposé de I'état de l'art, un nouvel algorithme de prédiction de
structures secondaires avec pseudo-nceuds utilisant le paramétrage topologique présenté
dans le chapitre précédent sera détaillé. Ses résultats seront évalués et comparés a
ceux d’autres algorithmes, concluant a une significative amélioration de la qualité de
prédiction.

Le plan suivi dans ce chapitre est :

I) Algorithme de prédiction de structures secondaires sans pseudo-nceud
1. Principe général : la récurrence
2. Un exemple d'implémentation avec un modele d’énergie libre détaillé
3. Une approximation pour traiter I’asymétrie des boucle internes
IT) Algorithme de prédiction de structures secondaires avec pseudo-nceuds
1. Etat de I'art
Réflexions préliminaires
Un nouvel algorithme : TT2NE
Résultats

Discussion

ok o
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4.1 Algorithmes de repliement sans pseudo-noeud

4.1.1 Principe général : la récurrence

Le nombre de structures secondaires sans pseudo-nceud constructibles a partir d’une

séquence de longueur L varie comme 3LL~3 [71]. 11 est ainsi hors de propos de rechercher
la meilleure structure secondaire par I’énumération complete des possibilités.
Les algorithmes de repliement tirent parti de la linéarité du modele d’énergie libre qui
permet d’exprimer 'énergie libre d’un repliement comme la somme d’énergies libres de
ses sous-structures. La fonction de partition peut ainsi étre efficacement calculée a 'aide
de relations de récurrence.

Soit une séquence x de longueur L dont on numérote les bases de 1 a L. Soit
Z = Z(1,L) sa fonction de partition. Soit Z(7,j) la fonction de partition associée
au segment [i,j] de la séquence ie Z(i,7) est la fonction de partition de la séquence de
longueur j-i+1 correspondant a la sous-séquence [i,j] de z. Supposons pour l'instant un
modele d’énergie minimal ou 1’énergie d’une structure secondaire serait simplement la
somme d’énergies € portant sur les seules paires de bases {(k,1)} la constituant.
On peut alors écrire la relation suivante :

J

2(i,j+1) = 2(6,5) + Y Z(i, k — 1)e P=1 Z(k + 1, )
k=1
(—k—o
1 J
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Cette relation de récurrence permet de sommer toutes les structures secondaires sans
pseudo-nceud avec leur bon poids de Boltzmann. Chaque Z(i,7) se calculant en O(L)
opérations, la fonction de partition totale requiert, au final, O(L?) opérations. Cette
complexité est tres satisfaisante et permet 1’étude des séquences d’ARN les plus longues
connues a ce jour. Cette relation de récurrence peut étre adaptée pour rechercher la
structure d’énergie libre minimale plutot que pour calculer la fonction de partition. En
appelant AF'[i, j| 'énergie libre du repliement d’énergie libre minimale sur [i,j], on a :

AFi,j + 1] = min {AF[i,j] min (AP k= 1] + e g1 + AF[k + 1,j])} (4.1)
et AF[1, L] se calcule également en O(L?).

Cette idée peut se développer pour prendre en charge le modele d’énergie linéaire
désiré. Parmi les variantes disponibles, je présente une structure générale du programme
s’inspirant de “An improved algorithm for RNA secondary structure prediction” [64].

4.1.2 Un exemple d’implémentation avec un modele d’énergie
détaillé

5 tableaux sont introduits, notés V, VBI, VM, WM et W :

e I est un tableau L x L tel que V(i,7) soit I’énergie du meilleur repliement sur la
sous-séquence [i,j] ol i et j sont appariés.

e VB est un tableau L x L x L tel que VBI(i, j,[) soit I’énergie du meilleur replie-
ment sur la sous-séquence [i,j] ou i et j sont appariés et forment une boucle interne
ou un renflement de longueur /.

e VM est un tableau L x L tel que VM(i,j) soit ’énergie du meilleur repliement
sur la sous-séquence [i,j] o i et j sont appariés et forment une boucle multi-hélices.

e WM est un tableau L x L utilis¢é comme intermédiaire dans les relations de
récurrence portant sur les boucles multi-hélices. Il représente la meilleure jux-
taposition d’hélices entre ¢ et j avant que la boucle mutli-hélices ne soit créée par
la formation d’une paire de bases (7', j') avec i/ < i < j < j'.
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e IV est un tableau de taille L utilisé pour la récurrence finale.

Ces tableaux sont remplis a I'aide de différentes relations de récurrence qui les relient
les uns aux autres. La valeur d'un de ces tableaux en (i, ) s’exprime en fonction des
valeurs en (7', j') des autres tableaux, avec i < ¢’ < j' < j. Ainsi la récurrence porte sur
la longueur |j — i|. Les tableaux sont initialisés en (i,7 + 1) pour tout ¢. A partir de ces
conditions initiales, les valeurs en (i,7 + 2) sont calculées pour tout i, puis (7,7 + 3) et
ainsi de suite. La récurrence prend fin quand la valeur de tous les tableaux en (1, L) a
été calculée.

| Y%

La formation d'une paire (i, ) peut donner lieu a la création d’une téte d’épingle, d'un
dipaire dans le cas ou la paire (i + 1, j — 1) serait déja présente, d’une boucle interne ou
enfin d’une boucle multi-hélices. Ceci est exprimé ainsi :

AFt.e.(i7j>
o V(z’+1,j—1)+AFd<“T1]_.1)
V(i,j) = min vt (4.2)
min{VBI(i, j. 1)}
VM(i, 7)

ou AF,.(i,j) désigne le cout de création de la téte d’épingle fermée par la paire
(1,7). Si i — j| < 4, AF;(i,7) vaut +oo car, du fait de la rigidité de ’ARN, une téte
d’épingle doit comporter au moins 4 bases.
Le calcul de V(i,j) s’effectue en O(L) (a cause de la troisieme ligne) : le tableau V se
remplit donc en O(L?).

\ W

Une fois calculés les V(i,75), W(k) construit la meilleure juxtaposition de ces sous-
structures V' (7, 7) pour i < j < k, avec la relation :

W (k) = min{W(k — 1), 1%1£k{w(2 — 1)+ V(i,k)}} (4.3)

Ainsi, 'énergie de la meilleure structure est donnée par W (L) qui s’obtient en O(L?)
opérations.
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\ VM et WM

Les relations engendrant les boucles multi-hélices dépendent de la forme de la fonction
d’énergie libre associée. En notant [ la longueur d’une boucle k-hélices, une facon de
faire a été trouvée dans [18] en supposant une pénalité linéaire, de la forme :

AFbmh(k’,l) =a+bxk+cxl (44)
Les relations utilisées sont les suivantes :
V(i,7)+0
. . WM(i,j—1)+c
WM(i,j) = min WM+ 1,5) +c (4.5)

mlin{WM(ia k—1)+WM(k,j)}

et :
VM(i,j) :AF(i,j)+WM(i+1,j— 1)+a (4.6)

ou AF(i,7) désigne le cotut de formation de la paire isolée (i, 7).

WM construit des hélices affectées d'une pénalité b (ligne 1) et les juxtapose (ligne
4) en affectant une pénalité ¢ a toutes les bases libres entre ces hélices (ligne 2 et 3).
VM(i,j) construit la boucle mutli-hélices en formant une paire (7, j) autour de la structure
représentée par WM (i+1, 7 —1)et en ajoutant la pénalité a de création de boucle multi-
hélices. WM (i, j) se calcule en O(L) et VM (i, j) en O(1). (Note : le tableau VM est en
fait facultatif car '’équation (4.6) peut directement étre écrite dans (4.2). )

\ VBI

Les boucles internes d’énergie minimale sont calculées comme suit :

VBI(i+1,j—1,1—2)+ AF(i,j) —AF(i+1,j—1)4¢
VBI(i,j,]) =ming V(i+1,7—-1—-1)+AFA{@G,j);6@+1,7—-1—-1)}
V@i+l4+1,7—1)+AF{(,j);(i+1+1,7—1)}
(4.7)
Les deuxieme et troisieme lignes construisent les deux renflements de taille | fermés
par la paire (i, j), délimités respectivement par les paires (i+1,j—1{—1) et (i+1+1,5—1)
et dont I’énergie libre est notée AF,. La premiere ligne stipule que la meilleure boucle
interne de longueur [ se déduit de la meilleure boucle interne VBI(i+ 1,5 — 1,0 —2) en
otant la paire (i + 1,5 — 1) et en ajoutant la paire (4, j) ainsi qu'une correction ¢ liée a
la forme utilisée pour ’entropie des boucles internes.
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Cette relation est rigoureusement exacte avec le modele utilisé dans larticle [64],
pour lequel une boucle interne délimitée par les paires (7, j) et (i, j') aveci < i’ < j' < j
a une énergie de la forme :

AFR{(i,4); (7,5} = AF (i, j) + AF(i', ')
+api + b X [(' = i) + (G = J)] + o X [ =) = (G = J)| (4.8)

ap; est un terme d’initiation, by; est une pénalité sanctionnant la longueur [(i'—i)+(j—j')]
de la boucle interne et ¢,; une pénalité sanctionnant son asymétrie |(¢/ — i) — (j — 7')|.
Avec (4.8), la validité de la premiere ligne de (4.7) se démontre par :
= mkin{AF(i,j)—l—AF(i—i-l—k,j—k)
—i—abi—i-bbi X l—|—6bi X |l—2]{3|} (49)

= AF(i,j) = AF(i+ 1,5 — 1) + 2by
—i—mkin{AF(z' +1,j— 1)+ AF(G+1—Fk,j+k)

“+ap; + bbi X (l — 2) + cp; X |l — 2]€|}

= AF(i,j) — AF(i+1,j — 1) + 2by,
+VBI(i+1,j—1,1—2) (4.10)

La forme requise dans (4.7) est obtenue avec & = 2by;. Un ressort essentiel de cette
démonstration est la linéarité de la pénalité d’asymétrie qui assure que la boucle interne
délimitée par {(7,7),(7,j')} a la méme pénalité d’asymétrie que {(i + 1,5 — 1),(¢', j')}.

Ainsi VBI(i, j,1) peut se calculer en O(1) avec (4.7) et le tableau V BI se remplit en
O(L?). L’article [64] présente également une astuce élégante permettant d’économiser
les L3 unités de mémoire nécessaires au stockage de VBI.

Complexité de 1’algorithme

Tous les tableaux se remplissent par au plus O(L?) opérations : cet algorithme a
donc une complexité de O(L?). L’énergie libre minimale est donnée par W (L).
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4.1.3 Une approximation pour une autre fonction d’asymétrie
des boucles internes

La fonction d’asymétrie linéaire ci-dessus n’est sans doute pas physiquement réaliste
et pose un probleme de cohérence interne au modele. Par exemple, dans Turner99,
I’entropie des renflements dépend logarithmiquement de leur longueur et non linéairement.
Ainsi, I’énergie d’une boucle interne 1 x L et celle d’'un renflement de taille L divergent
lorsque L croit. Or on s’attend plutot a une convergence étant donné que le renflement
n’est qu’une boucle interne particuliere, 0 x L. Il convient donc de chercher de nouvelles
manieres de traiter 'asymétrie des boucle internes. Supposons par exemple cette forme :

(i) i/ ./ _ i i/ ./ s Crs |(i/_i)_(j_j/)|
ARG ) (000} = AP J) + ARG J) + an + e x “ar—i—r—pn (411)

Avec cette forme, la pénalité d’asymétrie est bornée par ¢; et il est alors possible de
mettre ay; et ¢; en relation avec les coefficients paramétrant les renflements pour assurer
plus de cohérence interne au modele. Reprenons la démonstration (4.10) :

[ —2k
VBI(i,j,1) = mkin{AF(iaj)+AF(i+l_kaj+k)+abi+Cbi%}

— AF(i,j) — AF(i+1,j—1)
+in{AF( +1,5 = 1)+ AF(i + 1~ k,j + k)
| — 2k
+ap; + Cbi|l_—2| + (k) }
— AF(i,j) — AF(i+1,j— 1)
—i—mk@n{AFbi {i+1,7—1}h{i+1—Fkj+k})+0k)} (4.12)

avec

I — 2k I — 2k]
YT
11— 2K
11—2)

5(l€) = Cp;

= —2052‘
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Ainsi, le résidu § dépend de k et la relation (4.7) ne peut plus étre utilisée pour déduire
VBI(i,5,l) de VBI(i+ 1,7 — 1,1 —2) en temps constant. En utilisant (4.9), le calcul de
V BI(i, j,1) requiert O(l) opérations de sorte que le tableau V BI se remplit en O(L%),
rendant 'algorithme trop long a utiliser sur des séquences de quelques centaines de
bases. Cependant, en remarquant que (k) varie en [~! et devient négligeable lorsque I
est grand, il est justifié de calculer V BI(i, j,1) en distinguant ces deux cas :

1. Concernant les boucles internes de longueur au plus U4, V BI(i, j,1) se détermine
en examinant exhaustivement les [ boucles internes en compétition.

2. Pour les boucles internes de taille supérieure, on peut utiliser 1’approximation
suivante : garder en mémoire les l,,,, meilleures boucles internes fermées par (i, j)
de taille [ —2 et déterminer V BI(i, j, 1) selon (4.12) a partir de ces l,,q, candidates.

Le calcul de V BI (i, j, ) se fait ainsi en au plus l,,,, opérations dans chacun de ces cas.
Avec I, = 10, cette approximation est trés bonne. Le cott en mémoire de V BI(i, 7,1)
est par contre augmenté et devient O(lmaxL?’). J’ai utilisé cette implémentation du
programme pour les travaux relatés dans le chapitre “Modele d’énergie libre” nécessitant
I’emploi d'un algorithme de repliement sans pseudo-nceud.

Dans cette derniere section, il a été montré comment une pénalité d’asymétrie non

linéaire peut-étre gérée par un algorithme de repliement sans pseudo-nceud tout en
gardant une complexité de O(L?). L’entropie des boucles multi-hélices est une autre
composante non linéaire du modele d’énergie mais a 1’heure actuelle aucune solution n’a
été trouvée pour la prendre en charge en O(L?).
Einert et al. [79] proposent une nouvelle relation de récurrence en O(L*) supportant
n’importe quelle forme pour 'entropie des boucles et montrent que de significatives
différences sont observées selon que la modélisation de I'entropie des boucles multi-
hélices soit linéaire ou logarithmique. La théorie des polymeres prédit une dépendance
logarithmique de la forme AS = ¢RT Inl avec ¢ = 1.75 pour des polymeres auto-évitants.
Les auteurs montrent en particulier que cette valeur théorique de ¢ ne peut s’appliquer
directement a ’ARN et que certaines données expérimentales sont mieux reproduites
avec ¢ = 2.3. Ces travaux récents doivent étre testés plus amplement pour savoir si le
gain qu’amene une meilleure modélisation de I'entropie des boucles compense la perte
d’un ordre de grandeur dans la complexité de ’algorithme.
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4.2 Un algorithme de repliement avec pseudo-noeuds

La prédiction de structures secondaires d’énergie libre minimale pouvant comporter
des pseudo-nceuds est un probleme NP-complet [14]. Ceci signifie que sa résolution
requiert inévitablement des calculs dont la complexité augmente exponentiellement avec
la longueur de la séquence étudiée. Ainsi, tout algorithme s’y essayant aura a choisir
entre :

o effectuer des calculs exacts, ce qui entrainera forcément une limite a la longueur
des séquences que l'algorithme peut prendre en charge en un temps raisonnable

o effectuer des approximations qui repoussent la limite de longueur mais perdent la
garantie que la structure prédite corresponde effectivement au minimum d’énergie
libre

o effectuer des calculs exacts en se restreignant a certaines classes de pseudo-neeuds
pour lesquelles le probleme n’est plus NP-complet

4.2.1 Bref état de ’art

Plusieurs algorithmes se répartissant dans ces différentes catégories sont disponibles
actuellement. Voici une breve description des principaux :

e Gultyaev et al. [80] (1995, STAR) : les auteurs utilisent un algorithme génétique
qui ajoute et retire des paires de bases avec une certaine probabilité fonction de
leur énergie et qui inteégre un mécanisme de “fusion” de structures candidates.

e Rivas & Eddy [81] (1999) : cet article présente le premier algorithme capable
de prédire des pseudo-nceuds par minimisation de 1’énergie libre en un temps
polynomial. Les auteurs présentent des relations de récurrence contenant un méca-
nisme de génération de pseudo-nceuds. Ce mécanisme engendre une certaine classe
de pseudo-nceuds difficile a caractériser a prior: mais qui contient au moins les trois
topologies de genre 1 observées dans la nature. Cet algorithme a une complexité
polynomiale en O(L®) ce qui, en pratique, rend son usage difficile : il faut compter
plusieurs heures pour replier une séquence de 100 bases de long.

e Dirks & Pierce [82] (2003, NUPACK) : les auteurs se restreignent a une classe
de pseudo-noeuds uniquement composés de pseudo-nceuds H agencés en série et
en parallele et sont capables d’écrire des relations de récurrence I’engendrant en

o(L%).
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Reeder & Giegerich [83] (2004, PKnots-RG) : les auteurs présentent un algorithme
en O(L*) décrivant la méme classe de pseudo-nceuds que I'article précédent mais ot
des contraintes supplémentaires pesent sur les hélices formant des pseudo-nceuds.

Isambert & Siggia [84] (2000) : les auteurs utilisent une simulation Monte-Carlo 3D
incorporant des considérations cinétiques et thermodynamiques. Cette simulation
peut prédire des états métastables et converge vers la distribution boltzmannienne
mais il n’a pas été montré a quelle vitesse.

Ruan & et al. [85] (2004, ILM) : Les auteurs présentent un algorithme glouton
qui construit itérativement une structure secondaire S ainsi :

1. identifier la meilleure hélice H de la séquence et 'ajouter a S.

2. supprimer de la séquence toutes les bases de cette hélice et reprendre en (1)
jusqu’a ce que S soit saturée.

Ren & et al. [86] (2005, HotKnots) : les auteurs présentent un algorithme heuristique
qui construit des structures secondaires par ajouts d’hélices successifs. L’algo-
rithme organise sa recherche sous forme d’arbre dont les nceuds représentent
des structures secondaires “en construction”, non saturées. L’algorithme choisit
les noeuds “fils” a explorer selon un critere fondé sur 'estimation de 1’énergie
libre gagnée en saturant avec un algorithme comme Mfold (sans pseudo-nceud) la
structure secondaire du nceud “pere”.

Pillsbury et al. [67] (2005) : les auteurs décrivent la maniere de construire des
relations de récurrence calculant la fonction de partition d’une séquence incluant
des repliements de genre maximal donné. Quand ce genre maximal est fixé a 1, les
relations de récurrence obtenues se calculent en O(L®). Cette méthode n’a jamais
été testée en pratique.

Metzler & Nebel [87] (2007, McQfold) : les auteurs utilisent une modélisation des
pseudo-nceuds par grammaire algébrique stochastique. Pour ce faire, ils enrichissent
d’un nouveau symbole terminal ¢ la grammaire habituellement utilisée pour les
structures secondaires sans pseudo-noeud. Leur algorithme engendre une structure
sans pseudo-nceud dans laquelle des sous-séquences non appariées sont marquées
par un symbole ¢. Une chaine de Markov est ensuite utilisée pour apparier ces
différentes sous-séquences de maniere a former des pseudo-nceuds.
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4.2.2 Quelques réflexions préliminaires

Ces algorithmes sont construits en regard d’un certain modele d’énergie : il s’agit
bien str d’inclure un paramétrage des dipaires, renflements, etc... mais surtout un
paramétrage des pseudo-nceuds. Pour les termes habituels du modele, la plupart des
algorithmes suivent Turner99 mais peuvent différer en ce qui concerne les pseudo-nceuds.
En effet, chacun a son propre mécanisme de génération de pseudo-nceuds auquel se
rattache naturellement une maniere de les paramétrer. On peut cependant observer
une démarche commune : prenant appui sur une représentation diagrammatique, ces
paramétrages consistent a pénaliser le nombre d’intersections des éléments de structures
que manipulent les algorithmes. Ces éléments de structure peuvent étre des hélices
(HotKnots) ou des matrices gap (Rivas & Eddy). Ainsi donc, ces paramétrages ne sont
pas de nature topologique. Par exemple, les pseudo-nceuds ABAB et ABACBC auront
des pénalités respectives de p et 2p en notant p la pénalité unitaire de formation de
pseudo-nceud. Avec le paramétrage topologique présenté dans le chapitre précédent,
ces deux pseudo-nceuds auraient la méme pénalité, étant tous deux de méme genre.
En I'absence de données expérimentales, décider si le pseudo-nceud ABACBC doit avoir
une pénalité différente du ABAB est une affaire de gout. Cependant, je donnerai a la fin
de ce chapitre un exemple pratique qui illustre une différence plus fondamentale entre
ces deux paramétrages, touchant a la définition de ce qu’est un pseudo-nceud. On pourra
déja discuter de cette différence sans données expérimentales.

Cahier des charges pour un nouvel algorithme de prédiction de pseudo-noeuds

Dans les algorithmes précités et notamment ceux reposant sur des relations de
récurrence, le mécanisme de création de pseudo-nceuds induit leur paramétrage. Dans
mon cas, le probleme se pose différemment : disposant en premier lieu d’un nouveau
paramétrage topologique, je dois imaginer un algorithme qui puisse engendrer des pseudo-
noeuds tout en calculant leur genre. De plus, afin de pouvoir clairement analyser les
résultats et en particulier les effets de ce nouveau paramétrage, il est préférable que
I’algorithme effectue des calculs exacts et garantisse de trouver le minimum d’énergie
libre. Comme mentionné en préambule de cette section, I’exactitude des calculs dans un
probleme NP-complet s’accompagne nécessairement d’une limite a la taille des séquences
que l'algorithme peut traiter. Comme nous le verrons plus loin, les temps d’exécution de
I’algorithme que je proposerai deviennent effectivement trop longs pour des séquences
de plus de 150 bases.
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Une telle limite peut néanmoins étre nuancée :

e il est a mon avis encore utopique de vouloir prédire les pseudo-nceuds de structures
de grande taille alors qu’on peut constater que les modeles d’énergie échouent le
plus souvent a prédire de grandes structures secondaires pourtant sans pseudo-
noeud.

e la limite de taille est repoussée par la puissance de calcul de machines de plus en
plus accessibles.

Ce choix de l'exactitude n’a été fait pour aucun des algorithmes pré-cités. A modele
d’énergie donné, le principe de chacun exclut d’emblée la garantie de trouver le minimum
d’énergie libre, méme pour de courtes séquences. Ceci pose un probleme pour I’évaluation
de ces algorithmes. Sans cette garantie, il est apres tout théoriquement possible qu'une
prédiction correcte soit en fait une “heureuse erreur”, c¢’est-a-dire que ’algorithme ait fait
une bonne prédiction parce qu’il n’a pas trouvé le minimum d’énergie qui correspondait
pourtant a une structure autre. Ayant un modele d’énergie intégralement reparamétré
a tester, je me suis donc appliqué a chercher des méthodes exactes pour pouvoir faire la
part des choses dans I'analyse de mes résultats.
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4.2.3 Un nouvel algorithme : TT2NE

Le nouvel algorithme présenté dans cette section, TT2NE, est le seul algorithme
de prédiction de pseudo-nceud pouvant prédire n’importe quel type de pseudo-noeud
en garantissant de trouver le minimum d’énergie libre. La structure de cet algorithme
s'inspire de [88] : a séquence donnée, la meilleure structure secondaire est construite a
partir de la liste des hélices possibles. Cette liste d’hélices est organisée en graphe et
ce graphe est parcouru de maniere adéquate pour trouver la structure d’énergie libre
minimale. Quelques modifications sont apportées afin que ce parcours s’effectue aussi
rapidement que possible. TT2NE est testé sur 35 séquences de moins de 130 bases de
long et est comparé a HotKnots et QmacFold, démontrant une nette amélioration de la
qualité de prédiction.

Représentation des structures secondaires

Pour pouvoir calculer la structure d’énergie libre minimale a séquence donnée, il
faut que l'algorithme puisse avoir acces a tous ses repliements possibles. Leur nombre
est exponentiel mais il est possible de tous les coder simultanément en mémoire grace a
un objet combinatoire : le graphe (au sens informatique du terme).

Soit x une séquence d’ARN et soit {H;}, y 1'ensemble des hélices pouvant étre
formées & partir de z. Ces hélices sont ordonnées par énergie libre croissante : H; est
I’hélice la plus stable et Hy_ la moins stable. La construction de cet ensemble consiste
A identifier toutes les sous-séquences de x complémentaires. Elle s’exécute en O(l,,4, L?)
ol lnqe est la longueur maximale des hélices de la séquence. Ces hélices constituent les
neeuds d’un graphe complet et tout couple de noeuds est relié par un arc qui peut étre de
deux types, “vert” ou “rouge” selon que les hélices associées sont compatibles ou non.
Des hélices sont déclarées incompatibles lorsqu’elles ne peuvent coexister dans une méme
structure, par exemple si elles ont une base en commun. En effet, une base ne peut former
deux paires, de sorte que seule I'une ou I'autre des hélices peut I'accaparer. Afin d’éviter
de futures redondances dans ’algorithme, sont aussi déclarées incompatibles des hélices
dont la concaténation crée une hélice déja présente dans le graphe.

Une structure secondaire étant un ensemble d’hélices toutes compatibles entre elles,
les structures secondaires possibles sont alors codées dans le graphe G comme [’ensemble
des sous-graphes constitués de neeuds tous reliés deur a deuz par des arcs verts. Un tel
sous-graphe est dit admissible.
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Les hélices trop courtes peuvent étre supprimées de G. En effet, elles ne peuvent
pas faire partie d’une structure secondaire d’énergie minimale si leur énergie libre de
formation n’est pas favorable, c’est-a-dire si elle est positive. Les hélices de longueur 1
(paires isolées), la plupart des hélices de longueur 2 et beaucoup d’hélices de longueur
3 peuvent étre ainsi négligées sans perte d’exactitude. Cette opération est évidemment
conditionnée par le modele d’énergie : un certain modele peut déclarer comme favorable
une courte hélice alors qu’'un autre la négligera, de sorte que le nombre N, de nceuds de
G dépend du modele utilisé.

6

Un exemple de graphe obtenu pour une séquence contenant sixz hélices possibles.
L’hélice 1 est la plus favorable et 6 la moins favorable. L’analyse de ce graphe montre
que le meilleur des sous-graphes admissibles est celui constitué des hélices 1, 3 et 4.
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Un algorithme exhaustif, exact et inefficace pour parcourir les sous-graphes
admissibles de G

Les sous-graphes admissibles de G sont parcourus exhaustivement une et une seule
fois grace a I'algorithme récursif suivant qui fait appel a deux procédures , “ Trouve_Minimum”
et “Erzplore”, manipulant les variables globales S, S,.in, AF et AF,;, :

Initialisation des variables globales :
Structure secondaire courante S = ()
Structure secondaire d’énergie libre minimale S,,;, = ()
Energie libre courante AF' = 0
Energie libre minimale AF,,;, = 0

Procédure Trouve_Minimum
for(i = 1..N,)
Explore( H;, S)
end for
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Procédure Explore( hélice H; , structure secondaire S )
(1) Test de compatibilité entre S et H;
If( H; n’est pas compatible avec S) exit

(2)Ajout de H; a S et mise a jour de son énergie libre
AF = AF(S)

(3) Test pour savoir si la structure obtenue est
la meilleure trouvée jusqu’a présent

If(AF < AF,)
AF i = AF
Smin - S

(4) Appel récursif pour continuer a ajouter des hélices a S,
qui contient maintenant H;

for (j =i+ 1..N, )
Explore( Hj, S)

end for

(5)Retrait de H; de S : a la fin de la fonction Ezplore, S est
la méme qu’au début. Ceci est nécessaire pour que l'opération (4)
soit valide telle qu’elle est écrite. Il est en effet supposé que S est
la méme a chaque appel de la boucle “for”.

AF = AF(S)
(6) fin
exit

A la fin de I'exécution de la procédure Trouve_Minimum, S,,;, contient la structure
d’énergie libre minimale et AF,,;, son énergie libre. La fonction Explore peut étre facile-
ment modifiée pour trouver en plus les n meilleures structures sous-optimales avec n > 1
et les détails techniques de cette modification ne seront pas exposés. Cet algorithme
résout exactement le probleme puisqu’il explore exhaustivement tous les sous-graphes
admissibles de G. Cependant, pour cette méme raison, il est inefficace et devient en
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pratique trop long a utiliser avec des séquences comportant plus de 400 hélices possibles.

Ainsi formulé, I’algorithme est indépendant du modele d’énergie utilisé. Il permet en
particulier d’incorporer le calcul du genre, qui doit s’effectuer a chaque mise a jour de
I'énergie AF dans I'étape (2) de la fonction Explore.

Une méthode de séparation et évaluation progressives, adaptée au modele
d’énergie simplifié construit dans le chapitre “Modele d’énergie libre”

Pour accélérer I'algorithme, une méthode de séparation et évaluation progressives
(“Branch-and-bound” [89]) a été utilisée. Dans le cas présent, le principe de cette
méthode se traduit ainsi : une fois qu'une bonne structure secondaire candidate a
été trouvée, alors beaucoup de sous-graphes admissibles, constitués d’hélices faibles,
ne peuvent plus concourir et n’ont plus besoin d’étre explorés de maniere approfondie.
Une facon d’accélérer 'algorithme est donc de savoir estimer le plut tot possible quels
sous-graphes n’ont pas ou plus besoin d’étre explorés : il faudra pour cela trouver une
borne inférieure au gain d’énergie libre attendu en explorant un sous-graphe.

Notations

Les détails de cette opération nécessitent I'introduction de nouvelles notations :

e Soit My le modele d’énergie construit dans le chapitre “Modele d’énergie libre”,
auquel s’ajoute la pénalité topologique liée au genre. Il s’agit du modele selon
lequel on désire trouver le minimum d’énergie libre. Je rappelle que dans M,
I’entropie des différents types de boucles a été négligée et les termes d’initiation
de tetes d’épingle et de boucles internes sont absorbés dans les énergies de paire
extrémale d’hélice. Selon M, I’énergie libre d’une structure secondaire S est :

AFM(S)= Y F(H;)

helices H;

+ Z fasym(B]i)

boucles internes BI;

-+ nbmh(S) X Qpmh + ,ug(S) (413)

Ol Ay, est la pénalité d’initation de boucles multi-hélices,; ny,,(S) est le nombre
de ces boucles dans S’ et fusym est la fonction pénalisant ’asymétrie des boucles
internes.
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e Soit M; le modele d’énergie obtenu a partir de My en supprimant les pénalités de
boucles internes, de sorte que

AFM(S)y =Y F(H;) + mm(S) X apm + pg(S) (4.14)

helices H;

e Soit M, le modele d’énergie ne comportant que les énergies libres de formation

d’hélices :
AFM(S)= Y F(H;) (4.15)
helices H;
e Soit SM (j) la structure secondaire d’énergie libre minimale obtenue avec le modéle

M; et construite uniquement avec des hélices d’indices supérieurs a 7, c’est a
dire avec les N, — j 4 1 hélices les moins favorables. Je note AFM (j) Dénergie
libre de cette structure. Avec cette notation, la structure d’énergie libre minimale
recherchée est S0 (1).

min

Minoration de AF(S)

Soit S = H;, UH;,U ... UH, une structure composée de n hélices, ou les indices sont
ordonnés : 1 <14y < ip < ... <, < N.Soit S, = H; UH;,U ... UH,, larestriction de cette

structure a ses k meilleures hélices. Symétriquement, notons Sj, = H;,  UH; ,U..UH;
de sorte que S = S, U S, Vk,1 < k <n. On a alors les inégalités suivantes :
Vk<n : AFM(S) > AFM(S,) + AFM (i, +1) (4.16)
Vk<n : AFM(S) > AFM2(S,) + AFY (i, +1) (4.17)
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La preuve est immédiate :

AFMl(S) = ZAF(H%) + nbmh(S) X Qpmh + MQ(S)

p=1

i [(me) + () X+ 19(S) | + D2 AF(H,)

p=k+1
or :
Nomh (S) > Mpmn(Sk) }
car S, C S
9(S) = 9(Sk) ;
> F(H;,) = AF)2 (igs1) par définition de AFLZ(5)
p=k+1
AFM (401) > AFM2 (3, 4-1) car gy > ip + 1
donc :
k
AFMi(S) > (Z AF(Hip)) + Nt (Sk) X @y, + 119(S) | + AFM2 () 4- 1)
p=1

> AFM(S) + AFM (3, 4 1)

min

Note : cette démonstration est correcte uniquement si ay,,, et p sont positifs. La
preuve de (4.17) n’est qu'un cas particulier de la démonstration ci-dessus.
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Une nouvelle version de Ezplore plus rapide

Supposons que les AFM2 (i) aient été calculés Vi < N. La relation (4.16) peut étre
utilisée pour accélérer la recherche des AFM! (4) en introduisant ce nouveau test entre

les étapes (2) et (3) de la procédure Ezplore, renommée Ezplore2 :

Procédure Explore2( hélice H; , structure secondaire S )
(1) Test de compatibilité entre S et H;
If(H; n’est pas compatible avec au moins une hélice de ) exit

(2)Ajout de H; a S et mise a jour de son énergie libre

AF = AFMe(S)  avec My = M, ou M,

selon qu’on veuille calculer AFM ou AFM2

(2b) Ce nouveau test détecte s’il est impossible d’obtenir une
meilleure structure que Sy, en continuant a rajouter
des hélices a la structure courante S

If( AF + AFM (i +1) > AF,,;, ) aller & étape (5)

min

(3)Ajout de H; a Sy et mise a jour de son énergie libre

(5) Retrait de H; de S

(6) fin

exit

Si, a un moment donné, la structure courante S constituée d’hélices dont I'indice le
plus bas est i vérifie AFM1(S) + AFM2 (i 4-1) > AF,,, alors il est inutile d’essayer de
chercher le minimum d’énergie libre en rajoutant a S des hélices d’indices inférieurs a ¢
comme le fait I’étape (3). En effet, toutes les structures S’ qu’on pourrait obtenir de la
sorte vérifieraient alors S C S’ et donc d’apres (4.16) :

AFM(S") > AFM(S) + AFM2 (i + 1) > AFun (4.18)

min
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AF nj‘fli(z—i—l) représente I’énergie qu’on peut au plus gagner en continuant la recherche.
Si celle-ci est insuffisante pour obtenir une énergie inférieure a AF,,;,, il faut arréter

d’explorer cette voie.

Ainsi, la connaissance des AF%;(Z) permet d’économiser de nombreux appels récursifs
inutiles lors de I'étape (3). Le test (2b) sera d’autant plus efficace que la valeur AF,,;,,
variable mise a jour en cours d’exécution, sera proche du minimum.

Il n’est cependant pas question de calculer I'ensemble des AFM2 (7) car ce serait
uniquement reporter le probleme. Un juste milieu consiste a calculer uniquement ces
termes pour les M dernieres valeurs de 7. Il y a une maniere efficace de procéder.
Une mauvaise maniére de calculer les quantités AFM2 (N, — M), AFM2 (N, — M +1)

min
., AFM2 (N serait la suivante :

Procédure Calcule A FMz

for(i = N, — M...N,)
Explore( HZ, S )
AEN2 (i

Aszn =0
end for

mzn

En effet, celle-ci est bien meilleure :

Procédure Calcule_ AF,%Z;L
for(i = N,...N, — M)
ExploreZ( Hz-, S)

Aszn - O
end for
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L’intérét de calculer A FM2 (1) avec ¢ décroissant est le suivant : lorsque la procédure

mwn

Calcule AFM2 appelle la fonction Explore(H;, S) pour une certaine valeur de j, les
quantités AFY2 (i) avec i > j ont déja été calculées. On peut donc d’ores et déja
avoir recours au test (2b) de la fonction Explore2. Ainsi, le calcul de AEFM (i) avec i
décroissant est coopératif et incomparablement plus rapide qu’avec ¢ croissant. Il est
possible en général de calculer ces termes en un temps satisfaisant, de 'ordre de la
minute sur un Mac PowerBook G4, pour M = 400.

Cette accélération permet au final de trouver le minimum d’énergie libre dans un
graphe contenant environ 750 nceuds. Des graphes de cette taille correspondent généra-

lement a des séquences de 100 bases de long.

Revenons maintenant sur la nécessité de travailler avec les modeles M; et My au lieu
de Mo.

Comme mentionné précédemment, 1'idée de la méthode est d’estimer a tout moment
I’énergie libre qu'une structure secondaire S en construction peut gagner au miecux
en explorant telle ou telle branche du graphe. Pour que cette méthode permette les
meilleures économies de temps de calcul, il convient de surestimer le moins possible
cette quantité afin que le test (2b) soit le plus exigeant. Comme il a été démontré, il est
exact d’employer le terme AFY2 (j 4 1) ol i est I'indice de la plus faible hélice consti-
tuant S. Peut-on faire mieux ? La quantité AFH%; (i+1), qui inclut en plus les pénalités
de boucle multi-hélices et de genre, est un candidat naturel. Mais a-t-on 1’équivalent de
(4.16), a savoir :

Yk <n : AFM(S) > AFM(S,) + AFM (if, + 1) (4.19)
En reprenant les notations et la démonstration de (4.16), on s’apergoit que (4.19) n’est
vraie que si :

nbmh(S) Z nbmh(Sk)—l—nbmh(S_k) (420)
> g(Sk) +9(Sk) (4.21)
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Maheureusement, ces deux relations ne sont pas toujours satisfaites. Voici un exemple
pour (4.21) :

A. _
Sk =1 1
s/ N w5 N
S =S5, U S_k
g(5) =1
/\ \
N ™ //\x
Nbmh (Sk) = Nomn (k) = 1
S =5,U Sk/_\
N A
Nbmh S) 1

Dans l'exemple (A), Sy, Sk et S ont toutes trois la topologie d’'un pseudo-nceud H et
sont de genre 1, contredisant la relation (4.21). L’exemple (B) contredit aussi (4.20).
Des contre-exemples similaires portant sur les boucles internes montrent qu’on ne peut
non plus remplacer M; par M, dans (4.16). La relation (4.16) est au final la meilleure
que j’aie pu trouver.
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Il y a encore une maniere d’économiser du temps de calcul sans perte d’exactitude
mais cette fois pour des raisons biologiques et non théoriques. Le parcours est initié par
la procédure Trouve_Minimum dont le corps est :

S est initialisé a ()
Procédure Trouve_Minimum

for(i = 1...N,)
Explore2( H;, S )
end for

Cette procédure construit tour a tour la structure d’énergie libre minimale dont la
meilleure hélice est H;, avec ¢ croissant. En pratique, comme je 1’ai constaté systémati-
quement pour toutes les bases de données que j’ai étudiées, les structures secondaires
des ARN naturels contiennent toujours au moins une hélice forte qui se classe parmi les
10% les plus stables. Il est donc pleinement satisfaisant de limiter la boucle for de la
procédure a N, /10 :

Procédure Trouve_Minimum

for(i = 1...N, /10)
Explore2( H;, S)
end for

L’algorithme décrit jusqu’ici permet donc de trouver le minimum d’énergie libre d’une
séquence d’environ 100 bases de long avec pseudo-nceuds en un temps raisonnable selon
le modele d’énergie M;. Or, la question de départ concernait le modele M, c’est a dire
un modele prenant en compte en plus 'asymétrie des boucles internes. Ces corrections
étant faibles, je propose de :

1. utiliser TT2NE pour trouver les K meilleures structures selon M;
(exemple : K = 25).
2. recalculer les énergies de ces K structures selon M et les reclasser si besoin est.
Cette idée est la méme que pour les algorithmes Mfold et efn2 [28] : efn2 recalcule
I’énergie des meilleures prédictions de Mfold en utilisant un meilleur modele pour les
boucles multi-hélices et les reclasse. Quelques résultats seront présentés apres la section
suivante.

123



Une heuristique raisonnable pour aller plus loin

Afin de pouvoir traiter des séquences encore plus longues, j’'introduis une heuristique
reposant sur 1'idée que les ARN naturels se structurent préférentiellement autour des
hélices fortes disponibles dans leur séquence. Cette idée peut étre vérifiée quantitative-
ment sur les bases de données, bien que je ne l'aie pas fait de maniere systématique.
Etant donné un graphe G contenant beaucoup de nceuds, 'heuristique consiste a résoudre
exactement le probleme pour un sous-graphe G’ de G constitué des N, meilleures hélices
{H;}1<i<n, o Ny, est choisi tel que G’ puisse étre étudié suffisamment rapidement avec
les techniques précédentes. Le résultat de cette étude est la donnée des K meilleures
structures de G’ avec, par exemple, K, = 500. Ces structures sont ensuite utilisées comme
amorces : elles sont saturées de la meilleure maniere possible par les hélices restantes
{H;}n,+1<i<n en utilisant encore la procédure Explore2. La structure d’énergie minimale
trouvée par ce processus est la prédiction finale de I’algorithme. Avec cette heuristique,
des séquences contenant jusqu’a 1200 hélices peuvent étre traitées de maniere satis-
faisante : ceci correspond a des séquences d’environ 130 bases. L’algorithme devient
trop long au-dela de 150 bases.

4.2.4 Résultats

J’al comparé, sur une sélection de séquences tirées de la Pseudobase [70] et de
la PDB, la sensibilité du programme HotKnots, de TT2NE utilisé avec le modele
d’énergie INN-HB et de TT2NE utilisé avec M;. Je n’ai pas comparé TT2NE a d’autres
algorithmes car il a été montré que les performances de HotKnots sont meilleures que
celles des algorithmes 'ayant précédé. McQfold a été également testé, étant postérieur
a HotKnots. Voici des précisions techniques que le lecteur doit avoir a 1’esprit pour
apprécier les résultats :

e Pour chaque séquence, les hélices possibles et leur énergie ont été déterminées en
permettant des renflements de taille 1 et des boucles internes 1 x 1. Les renflements
et les boucles internes plus grands restent réalisables en concaténant les hélices
adéquates mais sans contribuer a l’énergie.

e la pénalité de formation de pseudo-nceud p a été fixée a 0.9u.

e j’ai rajouté dans TT2NE 'interdiction de prédire des pseudo-noeuds de type
ABCABC. La raison sera précisée ultérieurement.

e les résultats, obtenus pour le modele d’énergie M, sont présentés sans avoir été
recalculés selon M.
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sequence longueur | HotKnots | McQfold | TT2NE+INN-HB | TT2NE + M,
1u8d 68 0.69 0.69 0.88 0.88
AMV3 113 0.84 0.76 0.98 0.94
BBMV 116 0.81 0.86 1* 1*
BVDV 74 0.56* 0.72 0.96 0.85
Bp_PK2 90 0.81 0.84 1 1
BWYV 50 1* 1* 1* 0.88
Bt-PrP 45 0.41 0.41 1 0.41
CGMMV 85 0.64 0.32 0.54 0.64
CcTMV 73 0.42%* 0.53 0.53 0.42
CoxB3 73 0.68 0.92 0.92 0.96
EC_PK4 52 1* 0.63 1 1
Ec-Rpml 72 0.58% 0.48 0.55 0.48
Ec PK1 30 1 1 1 1
Ec_S15 67 1 0.94* 1 1
Ec_alpha 108 0.45 0.61 0.62* 0.62
GLRaV-3 75 0.65 1 1 1
HAV 55 0.58 0.58 * 1* 1
HCV _229E 74 0.79 1 1 0.95
HDV 87 1* 0.75 1 1
HDV _anti 91 1* 1 0.4 1*
Hs PrP 45 0 0.81* 0 0.45
IBV 56 1 0.94 1 1
Lp_PK1 30 1* 0.40 1* 1
MMTV 34 1 1 1 1
MMTV-vpk 34 1 1 1 1
Mengo-PKC 26 0.37* 0.37 0.25% 1*
RSV 128 0.97 1 0.97 0.97*
SRV-1 38 1 1 1 1
T2 _gene3?2 33 1 1* 1 1
T4 _gene32 28 1* 0.63 1 1
™V 74 0.52 0.48 0.48%* 0.8
TYMV 74 0.7 0.72 0.72 1
Tt-LSU 65 0.95 0.85% 0.95 1*
minimallBV 45 1 1 1 1
pKA-A 36 1 1 1 1
satRPV 73 0.59 0.81 0.81 1
moyenne 0.76 0.78 0.84 0.91




Pour chaque séquence et chaque algorithme, les sensibilités des deux meilleures
prédictions ont été mesurées et c’est la meilleure de ces deux sensibilités qui est rapportée
dans le tableau. Lorsque celle-ci est en fait la sensibilité de la seconde meilleure prédiction,
cela est signalé par une astérisque (*).

e Cette sélection de séquences inclut la plupart des 33 séquences contenant un
pseudo-neeud sur lesquelles HotKnots a été montré comme plus performant que
ses prédécesseurs. La comparaison avec HotKnots sur cette sélection permet donc
“par transitivité” de situer TT2NE par rapport a I’état de I'art.

e TT2NE-INNHB a une sensibilité bien meilleure que Hotknots sur cette liste de
séquences. Le modele INN-HB est un sous-ensemble de Turner99, modele d’énergie
utilisé par HotKnots. Ceci montre que les meilleurs résultats de TT2NE-INNHB
sont dus a l'algorithme et au nouveau paramétrage des pseudo-nceuds.

e Le modele M; donne lui-méme de meilleurs résultats que INN-HB. Ceci prouve que
M; permet une nette amélioration moyenne de la sensibilité de prédiction sur une
base de données autre que celle ’ARN¢t sur laquelle il a été entrainé. La plupart de
ces séquences étant composées d’hélices parfaites, ces résultats étayent 'intuition
que M, et par la M, estiment bien cette classe de structures secondaires.

Bien que la sensibilité soit le critere habituel d’estimation de la performance d'un algo-
rithme de prédiction, cette seule mesure est trop limitée pour se faire une idée précise
de ses capacités et de ses limites. Je vais donc analyser plusieurs des échecs de TT2NE
et de HotKnots pour comprendre leurs causes et pouvoir dire comment améliorer encore
ces résultats.

Analyse approfondie des résultats de TT2NE utilisé avec M,

1. 22 séquences ont été correctement prédites

2. 7 le sont avec une sensibilité supérieure a 85%
3. 1 avec une sensibilité de 80%
4

. 6 autres le sont avec une sensibilité inférieure & 65%
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Structures correctement prédites

Parmi ces 22 structures, la prédiction de TYMV (“turnip yellow mosaic virus”) est
particulierement intéressante car elle annonce un pseudo-nceud additionnel par rapport

a la structure expérimentalement déterminée dans [90] :

C~"~C
30
¢ A
C. C
p

Vg
C«—c\ c\G —
7, - 40
COA S AL
U\ /G A\U
_ / \ /ufe\c
¢ G- G- R
G-C-C-C
c
A o

pseudo-noeud
expérimental :

cCC
GGG

pseudo-noeud
supplémentaire
prédit :

"AGUU,
UCAAY

Comme mentionné dans [90], la structure de TYMV a une forte ressemblance avec
celle des ARNt et cela a un intérét fonctionnel. Le pseudo-noeud supplémentaire prédit
par TT2NE est tres pertinent car il accentue encore plus cette ressemblance en imitant
Iinteraction entre les boucles D et T de 'ARNt. Ce pseudo-nceud doit étre vérifié
expérimentalement. Cette prédiction est ainsi de genre 2. La meilleure structure de
genre 1, obtenue en jouant sur la pénalité p de formation de pseudo-nceud, est bien la
structure expérimentale.
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Structures prédites avec une sensibilité supérieure a 85%

Etant donné la relative petite taille des séquences concernées, une sensibilité supérieure
a 85% signifie en fait que moins de trois paires de bases ont été incorrectement prédites
par séquence. L’examen de ces structures montre que les paires incorrectement prédites
sont dues a des imperfections du modele d’énergie. Ces erreurs ne concernent jamais le
pseudo-nceud mais le plus souvent des paires extrémales mal décidées selon ce principe :

AN\A AN

AGGAAAACCUGCAAAAGCA AGGAAAACCUGCAAAAGCA

Chacune des deux hélices rouges peut étre prolongée d'une dipaire supplémentaire
en formant une paire A-U. Ces deux hélices sont donc en compétition pour la base U et
le modele d’énergie doit décider a qui 'attribuer, ce qu’il fait parfois de maniere erronée.
Dans ces cas-la, la structure secondaire réelle est toujours tres proche de la meilleure
structure prédite dans la hiérarchie établie par TT2NE.

Dans les diagrammes dessinés par la suite, la convention suivante sera toujours appliquée :
e les arcs rouges désignent une paire G-C ou C-G.

e les arcs bleus désignent une paire A—U ou U-A.
e les arcs pointillés bleus désignent une paire G-U ou U-G.
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Structure prédite avec une sensibilité de 80% : TMV

Cette structure est constituée de trois pseudo-nceuds H en série. La structure
secondaire réelle est [91] :

ACGGAUUGUGUCCGUAAUCACACGUGGUGCGUACGAUAACGCAUAGUGUUUUUCCCUCCACUUAAAUCGAAGGG

tandis que la structure prédite est :

RN RN
. [ 13 O

’ Ny A ..’
' 115 s Q

ACGGAUUGUGUCCGUAAUCACACGUGGUGCGUACGAUAACGCAUAGUGUUUUUCCCUCCACUUAAAUCGAAGGG

Ainsi, une hélice de quatre paires de bases est prédite au détriment d’une hélice
comparativement moins stable dans la structure réelle. Les structures réelle et prédite
sont toutes deux de genre 3.

129



Structures prédites avec une sensibilité inférieure a 65%

Je présente les détails de toutes les structures prédites avec une sensibilité de moins

de 65% afin de les discuter ultérieurement.

e Bt PrP [92]
La structure secondaire réelle est en fait la troisieme meilleure prédite par TT2NE
Les deux premieres contiennent des pseudo-noeuds différents, tous deux de genre 1.

La meilleure structure prédite a la topologie d’un pseudo-nceud H :

L
” 4
. e
‘ N
s M
’ - \
K T .- = OO ‘ O
‘ >
K ‘. . , @ ““ . .
] . .
1 ’l 'I .... \\ \ \‘
\ )
.. \ \ “
1
1 1

1
1
]
1

GCCCCAUGGAGG’UGGCUGGGGCCAGCC(.]CAUGGAGGUGGCUGGGG
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o CGMMYV et CeTMV [91]

Ces deux structures ont été déterminées par comparaison de séquences avec TMV

qui, elle, I'a été expérimentalement.

Voici la structure théorique de CcTMV :

Vi Wi V@i

AGUUUGGUCGUACUUAACGACCUAGGGGCUUACCGAAAUAAGCCGUGUUUAAGAGUCCACGCAAAUCGAACUC

et voici la meilleure structure prédite par TT2NE :

- -
- -
-~

i 7\ |

AGUUUGGUCGUACUUAACGACCUAGGGGCUUACCGAAAUAAGCCGUGUUUAAéAGUCCACGCAAAUCéAACUC

En comparant la structure obtenue par comparaison de séquences et la structure
prédite par TT2NE, cette derniere apparait plus vraisembable. La structure obtenue
par comparaison de séquences comprend une hélice de trois bases de long contenant
une paire G-A. Si on considere que cette hélice qui, de plus, forme un pseudo-nceud
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est trop peu stable pour apparaitre dans la structure réelle, alors on s’apercoit que
les structures théorique et prédite sont toutes deux constituées de 5 hélices, dont
3 sont en commun. Les deux autres hélices sont constituées de 7 paires de bases
pour la structure théorique et de 9 pour la structure prédite. La structure prédite
fait de plus I’économie de la création d’un pseudo-nceud : elle est seulement de
genre 1. Ainsi, il y a de bonnes raisons de penser que la structure prédite est plus
vraisemblable que celle théorique et cela demande une confirmation expérimentale.

Le structure théorique de CGMMYV est :

L L L
ACCUCGAAAGCUUAGUUUCGAGGGUCUUCUGAUGGUGGUGCACACCAAAGUGCAUAGUGCUUUCCCGUUCACUUAAAUCGAACGG

tandis que la structure prédite est :

N .

ACCUCGAAAGCUUAGUUUCGAGGGUCUUCUGAUGGUGGUGCACACCAAAGUGCAUAGUGCUUUCCCGUUCACUUAAAUCGAACGG

Ec_RpmlI [93]

La structure secondaire réelle contient une boucle interne 2 x 1 que ni M; ni
My ne déclarent favorable :

UGGAAGUUAUUAAAAUGCCAA

La structure secondaire réelle privée de I’hélice intérieure de cette boucle interne
est prédite en septieme position.
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e FEc_alpha [69]

Ec_alpha est, pour l'instant, la seule structure connue dont le pseudo-nceud a la
topologie ABCABC. Comme mentionné plus haut, prédire cette topologie a été
interdite a TT2NE. En I'autorisant uniquement pour cette séquence, la structure
prédite n’est toujours pas la bonbe. Elle a la topologie d'un KH (ABACBC)
et I'énergie qui lui est associée est considérablement inférieure a celle de la to-
pologie ABCABC attendue : la premiere est de -19.9u tandis que l'autre vaut
-15.6u. La structure prédite (ci-contre) contient une boucle interne 9 x 1 fortement
asymétrique et une autre 2 X 1 mais la prise en compte des pénalités qui leur sont
associées ne change pas la hiérarchie.

25

G\ il

1
1
UGUGCGUUUCCAUUUGAGUAUCCUGAAAACGGGCUUUUCAGCAUGGAACGUACAUAUUAAAUAGUAGGAGUGCAUAGUGGCCCGUAUAGCAGGCAUUAACAUUCCUGA

La structure réelle est :

1
UGUGCGUUUCCAUUUGAGUAUCCUGAAAACGGGCUUUUCAGCAUGGAACGUACAUAUUAAAUAGUAGGAGUGCAUAGUGGCCCGUAUAGCAGGCAUUAACAUUCCUGA
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o Hs PrP [94]

La meilleure structure proposée ne contient pas de pseudo-nceud :

- -

GCCUCAUGGUGGUGGCUGGGGGCAGCCUCAUGGUGGUGGCUGGGGE

alors que la structure réelle est :

- -

’ ’ ~~ ‘
’ ‘ “‘

1

~
~

1
1 1 1
1 1 \ 1
L] 1 1 1
1

GCCUCAUGGUGGUGGCUGGGGGCAGCCUCAUGGUGGUGGCUGGGG

En comparant ces deux structures, on s’apercoit qu’elles sont constituées d’hélices
en tout point semblables : composition et bases libres voisines. La seule différence
que fait le modele d’énergie entre ces structures vient de :

1. la présence d'un renflement de taille 4 dans la structure secondaire prédite.
2. la présence d'un pseudo-noeud de genre 1 dans la structure réelle.

Je rappelle que ces résultats ont été obtenus en négligeant les contributions des
boucles internes asymétriques et des longs renflements et que I’énergie des structures
obtenues n’a pas été recalculée en les incluant. Ici, cet exemple fournit une contrainte
portant sur la pénalité des renflements de taille 4 AF,.(4) et la pénalité de formation
de pseudo-nceuds p. Pour pouvoir prédire la structure correcte, il faut que p soit
inférieure a AF,(4). C'est bien le cas dans M, avec le choix u = 0.9u et, en
reclassant les structures, la structure réelle devient la structure d’énergie minimale.
Cette erreur de prédiction n’est donc due qu’a ’approximation du modele d’énergie
utilisée par ’algorithme.
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4.2.5 Discussion : une explication commune aux erreurs de
prédiction

22 séquences sur 36 sont correctement prédites. Parmi les 14 structures imparfaite-
ment prédites, 9 le sont a cause de légeres imperfections du modele d’énergie et sont
proches de la structure réelle. Une prédiction differe de sa structure théorique obtenue
par comparaison de séquences mais il est permis de douter de la validité de cette derniere.
Enfin 4 prédictions (Ec_alpha, Bt_Prp, TMV, CGMMYV ) présentent des différences
significatives avec les structures expérimentales.

Comment expliquer ces mauvaise prédictions ? L’algorithme de prédiction étant exact,
celles-ci sont bien les structures d’énergie libre minimale. Le grand nombre de structures
par ailleurs correctement prédites laisse penser que le modele utilisé M; n’est pas un
coupable si facile pour expliquer ces échecs. Ceci est d’autant plus vrai que les structures
incorrectement prédites font peu appel aux parametres que ce modele estime mal.
Alors, y-a-t-il une autre raison ?

Je propose une explication remettant en cause une “hypothese cachée” dans toute la
théorie du repliement de ’ARN, stipulant qu'une structure secondaire d’ARN réelle est
représentée par un diagramme, de sorte que la prédiction d'une structure particuliere
revient a prédire son diagramme. Cette affirmation n’est absolument correcte que si la
réciproque est vérifiée, a savoir : “a tout diagramme correspond une structure secondaire
réelle”. L’examen des fausses prédictions de TT2NE pour les séquences TMV, Bt_PrP,
CGMMYV et Ec_alpha amene a penser que ce n’est pas le cas : la représentation en
diagramme néglige les contraintes stériques auxquelles est soumise une structure secon-
daire réelle. Un certain repliement dessiné sur un diagramme peut en fait étre irréalisable
par un ARN dans I'espace a trois dimensions. Contrairement a ce que j’ai fait jusqu’ici,
il faut distinguer les notions de “meilleure structure” et “meilleur diagramme”.

135



Essayons de dessiner le pseudo-nceud représenté par “le meilleur diagramme” calculé

pour la séquence Bt_PrP :

_____

’ .~
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,’ e /““ ‘ S
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] ’ [N
. 3
l’ 1l l' .... * ‘\
) (7 \ )\
\ '
1

1

]

1
GCCOCCAUGGAGGUGGCUGGGGCCAGCCUCAUGGAGGUGGCUGGGG

'3

Le pseudo-noceud H dessiné sur le diagramme est clairement irréalisable en pratique.

La longueur de ses hélices est trop grande par rapport aux longueurs [ et [3 des segments
de bases libres qui les rejoignent. /; ne contient que deux bases libres et I3 n’en contient

pas.
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Examinons maintenant le second meilleur diagramme :

- ~

GCCCCAUGGAGGUGG’C’UGGGGCCAGCC(.]CAUGGAGGUGGCUGGGG

l5
— —"= ~ 3/
l3
—
avec

~ —— — % ll =5
gt ls = 0
ls =6

La encore il est vraisemblable que ce pseudo-nceud ne soit pas réalisable a cause de la
contrainte /3 = 0. Ainsi donc, dans le cas de Bt_PrP, les deux meilleurs diagrammes
proposés par l'algorithme ne correspondent pas a des structures secondaires réelles.
La prédiction a retenir est donc le troisieme meilleur diagramme qui correspond bien a
la structure secondaire réelle. Pour Bt_PrP, la meilleure structure prédite est correcte
mais elle ne correspond qu’au troisieme meilleur diagramme.

137



En les dessinant, il est tres clair que les pseudo-nceuds prédits pour TMV et CGMMV
ne sont pas réalisables et cela est également tres vraisemblable pour le KH prédit pour
Ec_alpha. Dans tous les cas, réaliser ces topologies implique de diminuer la taille des
hélices pour avoir plus de bases libres dans les segments qui les rejoignent, ce qui signifie
aussi augmenter leur énergie. On peut raisonnablement espérer qu’a ce jeu la structure
réelle devienne a chaque fois la structure d’énergie minimale.

La présence de contraintes stériques est la raison pour laquelle j’ai interdit a TT2NE
la formation de pseudo-nceuds ABCABC, comme précisé en début de section. TT2NE
a en effet tendance a prédire beaucoup de ces pseudo-nceuds alors que leur topologie
particuliere est tres exigeante en bases libres.

Il n’est pas aisé de se représenter mentalement ce pseudo-noeud. Dans I'article [83],
il est représenté ainsi :

Malheureusement, ce schéma est faux puisque les appariements entre b et b’ sont
paralleles, alors qu’ils devraient étre anti-paralléles. Pour réaliser ce pseudo-noeud, ’ARN
doit effectuer plus de “contorsions”.
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Dans larticle ou il a été originellement présenté [69], ce pseudo-nceud ABCABC est
représenté ainsi :

AUUACGGe‘C’JGA

A AUECUGA, U
U
C A
J B :
A = G
U G
b
U C G
cuclucuccauUtcaUY C UU -
UAéAUGéAAGGUACGACUU %
CUGA
A A AUUC U3, G
U C A

UAAAUAGUAGG AGUGCAUY

ol on observe que seulement 41% de bases sont appariées. Il y a en particulier un long
segment de bases libres, en comprenant 26, qui relie les hélices A et B.

J’ai observé une nette amélioration de la qualité de prédiction en interdisant la
formation de ce pseudo-nceud et ceci doit étre vu comme une grossiere mais efficace
prise en compte des contraintes stériques.

L’absence de contraintes stériques est donc la principale source d’erreurs de TT2NE
et cette question doit faire l'objet de futures recherches. Celles-ci peuvent se développer
selon deux axes :

1. L’¢tude exhaustive des pseudo-neeuds primitifs de genre 1.
En étudiant les bases de données et en utilisant des logiciels de modélisation
3D ou de dynamique moléculaire, il est possible de déterminer exactement sous
quelles conditions stériques peuvent se former les pseudo-nceuds les plus simples.
Ces conditions peuvent étre alors écrites dans des tables auxquelles se réfere
I’algorithme de repliement. Concernant les pseudo-noeuds H qui ne mettent en jeu
que deux hélices, ces conditions peuvent étre directement codées dans le graphe
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en reliant par un arc rouge deux hélices formant un pseudo-noeud H stériquement
impossible.

2. Le paramétrage des pseudo-neeuds primitifs de genre supérieur.

La partie précédente a montré que les pseudo-noeuds primitifs de genre strictement
supérieur a 1 sont beaucoup plus rares et apparaissent généralement a partir de
séquences longues de plus de 200 bases, bien qu’il y ait des contre-exemples comme
le HDV (“hepatitis delta virus”). Cette observation peut-étre reproduite en affec-
tant des pénalités particulieres selon que des pseudo-nceuds de genre strictement
supérieur a 1 sont primitifs ou non. Deux pseudo-nceuds de genre 1 agencés en
série seraient moins pénalisés qu'un pseudo-nceud primitif de genre 2.

La prise en charge de ces futures contraintes se rajoute facilement a TT2NE, sous la
forme d’un test adéquat entre les étapes (2b) et (3) de la procédure Ezplore2. Ce nouveau
test, en plus de rendre les résultats meilleurs, permettra aussi d’accélérer 1'algorithme
puisqu’il évitera le parcours de nombreux sous-graphes.

Analyse des résultats de HotKnots

L’examen des erreurs de HotKnots montre clairement la source de ses insuffisances :
16/20 des structures incorrectement prédites par HotKnots ne contiennent en fait pas
de pseudo-nceud. Par exemple, les structures prédites pour AMV3, BBMV, CoxB3
sont les structures secondaires réelles privées d’une hélice constituant le pseudo-nceud.
La structure prédite pour TMV ne contient aucun pseudo-noeud alors qu’elle est com-
posée de trois pseudo-nceuds H en série. TT2NE prédit pourtant correctement beaucoup
de ces structures lorsqu’utilisé avec le modele INN-HB qui n’est qu’un sous-ensemble
de Turner99 utilisé par HotKnots. Cette différence vient du paramétrage des pseudo-
neeuds : tandis que TT2NE utilise une pénalité p = 0.9u pour pénaliser le genre,
HotKnots affecte une pénalité p = 3u a chaque croisement d’hélices observé sur le
diagramme. Lorsque le pseudo-nceud considéré est un simple pseudo-nceud H, p et p
jouent le méme role. Pourquoi les auteurs ont-ils décidé de choisir une pénalité si élevée
alors qu’une plus faible aurait ainsi donné de meilleurs résultats sur plusieurs cas?

Les auteurs suivent le paramétrage adopté dans [82]. Dans cet article, Dirks et
Pierce utilisent Turner99 comme modele d’énergie et établissent la valeur de p comme
le meilleur compromis entre deux impératifs :

1. Prédire correctement des pseudo-nceuds.

2. Ne pas induire de pseudo-noeud dans des structures n’en comprenant pas.
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Le premier point utilise la Pseudobase et contraint p positivement. Le second s’ap-
puie sur une sélection aléatoire de 200 séquences d’ARNt et contraint p négativement.
Les auteurs ont considéré p comme trop petit si les structures prédites pour ces ARNt
contiennent un pseudo-nceud.

Cette méthodologie est incorrecte car les auteurs ne se sont pas assurés que Mfold
peut prédire la structure secondaire des ARNt sélectionnés. Si Mfold le peut, alors la
prédiction erronée d’un pseudo-noeud ne serait effectivement due qu’au parametre p. Si
Mfold ne peut pas prédire la meilleure structure secondaire sans pseudo-nceud, alors la
prédiction d'un pseudo-nceud n’est pas forcément le fait d’'un mauvais paramétrage de
p. Elle peut simplement étre une nouvelle facon de se tromper qui reflete une défaillance
générale du modele d’énergie. Il n’y a aucune raison de préférer une prédiction fausse
sans pseudo-nceud a une prédiction fausse avec pseudo-nceud. Ainsi, en attribuant a p
la responsabilité de toute prédiction erronée de pseudo-nceud, les auteurs induisent une
contrainte négative excessive qui tend a surestimer cette pénalité.

J’ai vérifié que le choix de g = 0.9u n’induisait pas de pseudo-nceud dans une

dizaine de séquences d’ARNt correctement prédites par un algorithme de repliement
sans pseudo-nceud.
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Un avantage d’utiliser une pénalité topologique

En comparant les prédictions de HotKnots et de TT2NE avec INN-HB, ’exemple de
Bp_PK2 [95] a un intérét particulier. Son diagramme, correctement prédit par TT2NE,
est :

L
CCGCUGCACUGAUCUGUCCUUGGGUCAGGCGGGGGAAGGCAACUUCCCAGGGGGCAACCCCGAACCGCAGCAGCGACAUUCACAAGGAAU

tandis que la structure prédite par Hotknots est :

WA 77

CCGCUGCACUGAUCUGUCCUUGGGUCAGGCGGGGGAAGGCAACUUCCCAGGGGGCAACCCCGAACCGCAGCAGCGACAUUCACAAGGAAU
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HotKnots échoue a prédire une hélice formant un pseudo-noeud. Cependant, ce n’est,
dans ce cas, pas a cause d'une pénalité p excessive car p est fixée a 3u tandis que I’hélice
manquante a une énergie de -5u. Il serait donc favorable de la créer. La source de 'erreur
de HotKnots est que la pénalité appliquée n’est pas p mais 2p car ajouter ’hélice man-
quante entraine deux intersections sur le diagramme. Le genre, quant a lui, vaut 1 ce
qui signifie que ce diagramme a en fait une des quatre topologies de genre 1 et que la

pénalité p ne s’applique qu’une fois. Voici un schéma donnant une idée de la structure
3D de Bp_ PK2 :

Avec ce schéma, il est apparent que ce pseudo-nceud a la topologie ABAB. Les hélices H;
et Hy peuvent étre vues comme une seule hélice imparfaite, interrompue par une boucle
multi-hélices. Une fois qu'une de ces deux hélices est formée, former la deuxieme ne
revient pas a créer un pseudo-noeud supplémentaire et il est logique de n’appliquer qu'une
seule fois p ou p. La complexité d’un pseudo-nceud ne se relie pas systématiquement au
nombre de croisements d’hélices sur un diagramme : la description topologique a ainsi
I’avantage de détecter les hélices équivalentes.
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Analyse des résultats de McQfold

Le principe de McQfold repose sur une description des repliements d’ARN en termes
de grammaire. Dans cette approche, I'équivalent du modele d’énergie est la donnée de
probabilités associées aux différentes regles de la grammaire. De ce point de vue, le
modele utilisé par McQfold est beaucoup plus simple que M; puisqu’il ne fait intervenir
que 15 parametres. Il n’y a par exemple pas de terme de dipaires et seules les simples
paires de bases sont prises en compte. La principale source d’erreur de McQfold réside
ainsi dans ce modele simplifié. Beaucoup d’hélices contenant des renflements ou des
boucles internes ne sont pas prédites. On observe également que la contrainte stérique
interdisant aux tétes d’épingle de contenir moins de trois bases n’a pas été implémentée.

Il est cependant remarquable que McQfold donne en moyenne de meilleurs résultats
que HotKnots sur la base de données testée. Cette performance s’explique encore par la
grande difficulté de HotKnots a prédire des pseudo-nceuds car la perte de sensibilité qui
s’ensuit est plus dommageable sur cette base de données que la difficulté de McQfold
a prédire des boucles internes et renflements. Il est clair que McQfold sera bien plus
performant lorsqu’il pourra prendre en charge un modele d’énergie complet.
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Conclusion

Ainsi donc, TT2NE améliore clairement 1’état de ’art. Il permet de prédire n’importe
quelle topologie de pseudo-neeud tout en garantissant de trouver le minimum d’énergie
libre. Le nouveau paramétrage des pseudo-nceuds de nature topologique s’avere pertinent.
Au-dela des succes de TT2NE, on s’apercoit que les prédictions erronées ont le méme
genre que les structures réelles ce qui permet de dire que le genre permet a TT2NE de
cibler la bonne catégorie de structures secondaires. Toutes les erreurs ne découlant pas
des faiblesses du modele d’énergie s’expliquent par l'absence de contraintes stériques
dans la représentation diagrammatique des structures secondaires. Le principe de la
minimisation d’énergie libre n’est en particulier remis en cause par aucun des tests
effectués. Les résultats de TT2NE suggerent plutot d’approfondir la prise en charge des
contraintes stériques.

TT2NE souffre principalement de deux limites qui doivent également faire l'objet de
travaux futurs :

e TT2NE ne peut pas calculer de fonction de partition

e La taille des séquences pouvant étre traitées par TT2NE est limitée. En effet,
I’exécution de I'algorithme prend plusieurs heures pour des séquences de 150 bases
de long sur un processeur simple. Cette limite de taille peut étre repoussée en
parallélisant le programme car, la routine de TT2NE consistant en 1’exploration
de sous-graphes d’un graphe construit une fois pour toute en début de programme,
rien ne s’oppose a ce que cette recherche soit partagée entre plusieurs processeurs.
La qualité de prédiction de TT2NE sur des séquences plus longues sera néanmoins
toujours tributaire de la qualité du modele d’énergie utilisé.

145



146



Chapitre 5

Dynamique moléculaire
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Comme mentionné dans le chapitre “Modele d’énergie libre”, j’ai entrepris d’effectuer
des simulations de dynamique moléculaire pour calculer les différents parametres du
modele d’énergie libre avec, en premier lieu, les énergies libres de dipaires. Afin de tester
la validité des résultats, j’ai mis en place un test de cohérence interne qui a révélé que les
nombreuses problématiques de la dynamique moléculaire n’ont pas toutes été résolues
dans mes travaux.

Le but de ce chapitre est de rapporter l'idée que j’ai utilisée pour calculer les
parametres du modele et de présenter le plus clairement possible la difficulté a maitriser
cet outil de dynamique moléculaire. Au-dela de la difficulté purement technique liée a
la manipulation d’un grand nombre d’algorithmes compliqués, concevoir une simulation
souleve également des difficultés conceptuelles qui seront exposées.

Le plan suivi dans ce chapitre est :

I) Introduction a la dynamique moléculaire
Cette introduction présente le principe général de la dynamique moléculaire et
certaines de ses nécessaires approximations

IT) Le calcul d’énergie libre en dynamique moléculaire
Cette partie présente différentes méthodes de calcul d’énergie libre. Une d’entre
elles, lintégration thermodynamique, sera retenue pour le calcul des parametres
du modele d’énergie

III) Application de l'intégration thermodynamique au calcul de I’énergie libre d’appa-
riement de deux brins d’ARN
Cette partie détaille le principe de la simulation que j’ai concue pour calculer
I’énergie libre d’appariement de deux brins d’ARN

IV) Détails techniques de la simulation
Cette partie traite des nombreuz réglages requis par la dynamique moléculaire

V) Résultats
Cette partie expose brievement quelques résultats
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5.1 Introduction a la dynamique moléculaire

La dynamique moléculaire est un outil puissant en constant développement dont le
but est la simulation du comportement de molécules représentées au niveau atomique
selon les équations de la mécanique classique. Elle permet 1’étude de propriétés d’équilibre,
comme la valeur moyenne de ’énergie potentielle d'un systeme ou la distance moyenne
entre deux atomes d’intérét mais aussi d’aspects de dynamique hors d’équilibre comme
la viscosité d’un fluide ou la cinétique de la fixation d’un ligand sur une protéine.
Elle permet d’avoir acces a des détails atomiques encore trop fins pour étre mesurés
par 'expérience et permet a ce titre de donner des éclairages pionniers sur le fonction-
nement des biopolymeres du vivant.

5.1.1 Approximations de la dynamique moléculaire

L’emploi de la mécanique classique nécessite quelques approximations pour repré-
senter des phénomenes d’origine quantique cruciaux, parmi lesquels on peut citer la
liaison hydrogene et la liaison covalente. Ces phénomenes jouant un role primordial
dans la structuration des biopolymeres, il faut donc les formuler de maniere a ce que la
dynamique moléculaire puisse rendre compte de leurs effets. Les solutions communément
adoptées distinguent “interactions liées” (comme la liaison covalente) de “interactions
non-liées” (comme l'interaction coulombienne).

Interactions liées

Les liaisons covalentes ne pouvant émerger naturellement d’une simulation en méca-
nique classique, celles-ci doivent étre spécifiées en amont par 'utilisateur. Il incombe
a l'utilisateur de fournir la liste des paires d’atomes liés de maniere covalente et cette
liste ne sera pas modifiée lors de ’exécution du programme. Autrement dit, I'utilisateur
fixe une fois pour toutes la topologie des molécules de son systeme avant de lancer la
simulation. Cela signifie en particulier qu’on ne peut pas simuler de réaction chimique
par dynamique moléculaire car décrire par exemple la simple réaction HT+OH~ — H,0
demanderait la création d'une nouvelle liaison covalente. Une fois définie la topologie
d’une molécule, sa géométrie est contrainte par I'introduction de potentiels portant sur
les liaisons et les angles destinés a imiter le plus fidelement les comportements observés
expérimentalement.
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Interactions non liées

A T'impossibilité de traiter adéquatement des interactions de nature quantique s’ajoute
une contrainte informatique : les seules interactions permises sont celles mettant en
jeu deux et seulement deux atomes car autoriser les interactions a plus de 3 atomes
seraitaccompagné d’un cout supplémentaire de temps de calcul dissuasif. Cette condi-
tion exclut entre autres les interactions entre dipoles.

Les effets des interactions non liées sont capturés en jouant sur la calibration des
parametres des atomes en interaction, comme par exemple leur charge électrique.
Citons-en deux conséquences qui peuvent paraitre surprenantes au premier abord :

e Dans le modele d’eau populaire TIP3P, la charge de I'atome d’oxygene est fixée a
-0.834e et celle des atomes d’hydrogene a +0.417e, au lieu de -2e et +1e.

e Dans les modeles d’ARN, au sein d’'un méme nucléotide, des atomes d’oxygene
peuvent ne pas avoir les mémes parametres, selon qu’ils participent ou non a la
liaison hydrogene que doit pouvoir former le nucléotide avec son complémentaire
Watson-Crick.

5.1.2 Aspects techniques généraux

Une configuration du systeme étudié est la donnée de ’ensemble des positions et des
impulsions {r;, p;} des atomes ¢ qui le constituent. Le but de la dynamique moléculaire
est de faire évoluer ces positions et impulsions selon les équations du mouvement afin
d’engendrer une suite de configurations dans le temps représentant fidelement les états
possibles du systeme. Cette suite de configurations dans le temps est appelée “trajectoire”.

Les ingrédients de la dynamique moléculaire sont :

e un hamiltonien définissant les interactions entre les atomes d’un systeme.

e une collection d’algorithmes permettant de faire évoluer le systéeme selon ce
hamiltonien et d’analyser cette évolution.
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Collection d’algorithmes

Mon choix s’est porté sur la collection GROMACS (GROningen Machine of Chemical
Simulation, www.gromacs.org, [96]), du fait de sa rapidité, de son ergonomie, de sa
gratuité et du dynamisme de la communauté des utilisateurs de GROMACS qui répondent
rapidement aux questions posées dans les forums. J’ai utilisé la derniere version dispo-
nible au moment ou j’ai effectué ces travaux, a savoir GROMACS 3.3.

Description du hamiltonien

Le hamiltonien utilisé par GROMACS a une forme standard. Ses variables sont les
vecteurs position r; et impulsion p;. Chaque atome est represente g)ar 4 parametres : sa
masse m;, sa charge électrique ¢; et deux parametres CZ- et C intervenant dans le
potentiel Lennard-Jones décrit plus loin.

Notons r;; = r; — r; et r;; = |7r;5]. On a :

H({ri,pi}) Z E.(pi)
+ Z Vis(rij)
+ Z]: Veoutomb (i)
+ Z]: Veou(Ti5) \
i

+ g Vangte(Tij, Tjk)
Z'7j7k

+ g Viorsion(Tijs Tk, Tkl)
i7j7k7l

+ E Vidinedre(Tij, Tik, Tit)

ivjvkyl J

interactions non liées

interactions liées
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o FE.(pi) est I'énergie cinétique de I'atome i :

P
2m,~

® Veouoms €St le potentiel de I'interaction coulombienne :

4iq;
471'607”1']‘

VC’oulomb (rij) ==

e V7 ; est un potentiel de Lennard-Jones qui modélise le principe de répulsion de

Pauli & courte distance par un terme en r;? et 'interaction attractive de Van der
Waals a grande distance par un terme en ri_jﬁ ;

c? oy (k) (&) (0)
Vig(rij) = ri? - Tg' ou Cy" =14/C;7C;
i iJ
(12)
Ce potentiel a un minimum en 7,,;, = (%)%

Vi

5,

0.1 0.2 0.3\0.4—6-5 0.6 0.7
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V.oo est le potentiel reproduisant la liaison covalente. La liaison covalente est
de nature quantique et ne peut étre idéalement prise en charge en dynamique
moléculaire. Elle est imitée par un potentiel harmonique qui la maintient a sa
longueur convenable, notée b°’. Pour des atomes 7 et j, on a :

1 Ccov COov
Veou(Ti5) = ikij (rij — bij )2

Vangle €st le potentiel contraignant ’angle entre deux liaisons successives ij et jk.
La encore, un potentiel harmonique est couramment utilisé :

1 Tois P

a 0 \2 N gV jk

Vangte(Tig, Tik) = Skii (O — 05)° ot 0, = arccos | ———=
2 TijT ik

Viorsion contraint I’angle de torsion entre trois liaisons successives 17, jk et kl.

‘/torsion(lrij7 Irjka ’rkl) = kzjkl( 1 + Cos(n(bijkl - ¢0) )

ou ¢;;; est 'angle entre les plans ijk et jkl

Viineare €st un potentiel harmonique utilisé pour contraindre la géométrie de trois
liaisons 47, jk et jl ayant en commun 'atome j :

1
Vidinedre(Tij, Tk, Tj1) = §k‘d(¢ijkz — ¢o)?

ou ¢, est 'angle entre les plans ijk et jkl
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Principe général de I’algorithme de dynamique moléculaire

A partir d’un jeu de conditions initiales, I’algorithme de dynamique moléculaire effec-
tue des mises a jours successives des positions et des impulsions du systeme. Ces mises
a jour sont appelées “pas” et sont associées a l'intervalle de temps 7, généralement de
I'ordre de la femtoseconde, utilisé pour discrétiser les équations du mouvement. Un pas
comporte deux étapes :

1. Calcul des forces F; exercées sur 'atome i :

OH

Fy=—
81"1-

2. Résolution numérique des équations du mouvement :

dp; dr; p;
—F, ot _ P
dt T T m,

en utilisant le schéma de discrétisation dit du “saut de grenouille”, ou les positions
sont estimées aux temps discrets de la forme tq 4+ n7 avec n entier, tandis que les
impulsions le sont aux temps de la forme ¢y + (n + %)T :

pilt + 3) = pilt = 3) + (1)

rilt 4+ 7) = 7alt) + Tpilt + )

L’article “Molecular dynamics simulation of nucleic acids : successes, limitations and
promise” [97] récapitule quelques-uns des succes de la dynamique moléculaire comme
I’étude de la courbure de ’ADN ou des interactions de ’ADN avec les ions Na™t et Cl™.
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5.2 Le calcul d’énergie libre en dynamique moléculaire

Le calcul de différences d’énergie libre est ce qu’on peut faire de plus compliqué a
I’heure actuelle par la dynamique moléculaire. Cela implique de trouver des stratégies
permettant d’estimer correctement ’entropie, étant donné qu’une énumération exhaustive
des configurations possibles du systeme est hors de portée de la simulation. Je présente
dans cette section quatre techniques de calcul d’énergie libre, en expliquant pourquoi
les trois premieres sont inadéquates et comment la derniere s’applique au probleme de
mesure des énergies de dipaires. L’idée générale de chacune de ces méthodes est de re-
lier I’énergie libre F' a des valeurs moyennes d’observables effectivement calculables par
dynamique moléculaire.

Il convient tout d’abord de préciser certaines notations et effectuer quelques rappels
de mécanique statistique.

5.2.1 Notations et rappels de mécanique statistique
Fonction de partition

On note Z la fonction de partition du systeme :
Z - A drdp; e PH{ripi})
[ [ vt

avec A un préfacteur tenant compte des symétries du systeme, N le nombre d’atomes
du systeme et 3 = (kgT)™!, ol kp est la constante de Boltzmann et T la température.
Par commodité, le préfacteur et le domaine d’intégration ne seront plus précisés. Soit
R le vecteur a 3N composantes des positions des N atomes du systeme et P celui
des impulsions, de sorte que H({7;, p;}) se note plus simplement H(R, P). Cependant
je n’expliciterai plus systématiquement la dépendance du hamiltonien en ses variables.
Notons dR = [[ dr; et dP =[] dp;.
(2 (]
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Avec ces conventions, la fonction de partition s’écrit de maniere plus concise :
Z= / dRdPe "™

La fonction de partition “code” les états microscopiques d’un systeme a 1’équilibre et
les grandeurs macroscopiques d’intérét se relient a elle de différentes manieres.
Poids de Boltzmann

A T’équilibre, la fréquence d’occurrence d’un état caractérisé par des positions R* et

des impulsions P* est décrite par sa densité de probabilité :
L e PHRPY)
R P)= —F—

p( ) Z

également appelée “poids de Boltzmann”.

Grandeurs macroscopiques

Une observable O du systeme, expérimentalement mesurable, est la moyenne de la
valeur qu’elle prend sur les états microscopiques du systeme selon la densité de proba-
bilité ci-dessus. On a :

Orny = (O) = / dRIP O(R, P) p(R, P)

iriP 0 <"

Energie libre

L’énergie libre F' d’un systeme se relie a sa fonction de partition par la relation :

F=-f'lnz
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Gaz parfait

Le gaz parfait est un modele important de mécanique statistique car analytiquement
résoluble. Dans ce systeme, les molécules n’interagissent pas, de telle maniere que le
hamiltonien se réduit a sa composante cinétique. On a alors :

p?

nmP) = YL
By
Zgaz parfait X /(H dpz)e 7

2
Py

o H/dpie_ﬁz’“i

5.2.2 Premiére méthode de calcul de I : Estimation de (e™?~F))

En notant F, I'énergie cinétique d'un systeme, la quantité (et#(H=Fe)) ge relie

directement a son énergie libre F'. On a en effet :
—BH
(eTPUtre)) = / dR dP tP0-E) 5 & =

1
= Z / dR dP e 7"
Z

gaz parfait

Z

Ol Zgn, parfait €St la fonction de partition du gaz parfait associé au systeme. Cette
fonction de partition est connue analytiquement. On a donc au final :

F = -3z
B (e PTED)) 4 Fos parjait (5.1)

Ainsi, le calcul par simulation de (e™?7*=Fe)) donne directement la valeur de F. Cette
méthode n’est en fait pas utilisable en pratique et n’a qu’un intérét théorique. En effet, le
terme (etPH=Ee)) est dominé par les configurations ou le potentiel H — E, est maximal
et ce sont également les configurations les plus rares étant donné que leur poids de
Boltzmann est proportionnel & e™?". Ces configurations ne sont en général jamais
échantillonnées en des temps de simulation raisonnables et cette méthode échoue a
donner la bonne valeur de F' dans des cas tres simples, comme par exemple un systeme
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de 200 molécules d’eau.

On ne connait en fait pas de méthode pratique permettant de calculer directement
I’énergie libre d’un systeme par la simulation. Il est seulement possible de calculer des
différences d’énergie libre lors d’évolution entre deux ou plusieurs états et c’est ce que
font les trois méthodes présentées ci-dessous. Ces méthodes different entre elles par le
parametre de I’évolution : température, potentiel supplémentaire ou variable mécanique.

5.2.3 Dénaturation d’un ARN sous ’effet de la
température : la REMD

“Comment échantillonner des configurations rares a température ambiante mais
communes a haute température ? 7

A température donnée, la différence d’énergie libre entre deux états se relie direc-
tement au rapport des fréquences auxquelles ils sont observés a 1’équilibre. Ainsi, a
température ambiante, il est théoriquement possible de mesurer la différence d’énergie
libre entre I’état natif d'un ARN double brin et son état dénaturé en comptant le nombre
d’occurrences de chacun de ces états dans une simulation suffisamment longue. L’état
dénaturé étant tres rare a température ambiante, cette procédure est inefficace car de
tres longs temps de simulations sont en fait requis. Ce comptage direct a été effectué une
fois par un groupe disposant de moyens informatiques colossaux [98]. Dans cet article,
Sorin et al. simulent une courte téte d’épingle a 1’équilibre pendant 200 us a l'aide de
40000 processeurs et observent seulement deux fois cette dénaturation.

L’idée de la REMD (“replica exchange molecular dynamics”) [99] est d’obtenir plus
rapidement des configurations dénaturées a température ambiante, correctement dis-
tribuées selon la statistique de Boltzmann, en conduisant en parallele des simulations
du méme systeme a des températures plus élevées et en permutant périodiquement les
configurations entre températures. L’état dénaturé est en effet le plus fréquent pour
T > T, ou T, est la température de dénaturation de P’ARN considéré. En notant 77 la
température d’intéret, la REMD consiste a pratiquer N simulations a N températures
différentes T < T < ... < Ty < ... < T en brassant les structures de manieére a obtenir
pour chaque simulation une trajectoire distribuée selon la statistique de Boltzmann
relative a sa température. Concretement, a intervalles de temps réguliers, les configura-
tions obtenues a T; et T; sont permutées avec une certaine probabilité P(i < j) donnée
par :

P(i < j) = min(L exp[(8; — B)(Us = Up) + (Bips — Bp) (Vi = V)) (5.2)
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avec (3; = (kgT;)~t et U;, p; et V; I'énergie, la pression et le volume de la configuration
1 au moment ou l'interversion est tentée.

On peut montrer que ce choix de P(i < j), qui s’apparente & un critere de Métropolis
généralisé, garantit la convergence de ’ensemble des trajectoires vers leur distributions
boltzmaniennes.

Apres convergence, 1'énergie libre d’appariement AF,,,(T;) se déduit en calculant la
fraction P" des configurations ou les brins sont appariés dans la trajectoire i et en
utilisant :

AGapy(T;) = —f; [In P — In(1 — P{™)] (5.3)

La REMD permet ainsi d’échantillonner correctement a température ambiante les
configurations dénaturées rares. Cependant, son cout de calcul peut paraitre excessif a
plus d’un titre.

Désapparier deux brins d’ARN complémentaires est la simulation par REMD la plus
simple que nous puissions imaginer pour calculer des énergies de dipaires. Pour observer
la dénaturation de ce systeme, il est nécessaire de choisir une température maximale
Ty supérieure a la température de dénaturation 7, a laquelle se séparent les brins. Il
est notoire que les modeles d’énergie actuels de biopolymeres surestiment largement
cette température T, car ils ne sont optimisés que pour des températures proches
de la température ambiante : ceci accroit en premier lieu l'intervalle de température
a couvrir. De plus, pour des ARNs double brin de quelques paires de bases, T, est
en général bien supérieure a 100°C, température a laquelle I'eau bout sous pression
atmosphérique. Les modeles d’eau actuels ne permettent pas de rendre compte d’une
transition liquide-vapeur, ce qui invalide la vraisemblance physique des trajectoires
simulées a ces niveaux de températures. Il faut donc les considérer uniquement comme
de cotiteux intermédiaires de calculs nécessaires a I’'obtention de la distribution de confi-
gurations recherchée a température ambiante : il n'y a aucune information thermody-
namique fiable a en tirer.

En outre, pour pouvoir prétendre avoir engendré a température ambiante une tra-
jectoire représentative comportant des configurations ou les brins d’ARN sont séparés,
il faut que le brassage entre les différents niveaux de température soit bon. Il est d'usage
de chercher & obtenir des probabilités d’échange P(i < i + 1) de 'ordre de 25% et cela
fixe en retour le nombre de trajectoires intermédiaires a simuler entre la température
minimale et la température maximale.
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En effet, on peut estimer la valeur de P(i «<» i 4+ 1) en remplagant les énergies par leurs
valeurs moyennes :

(ﬁiJrl - ﬁz)(Ul - Ui+1) ~ (ﬁi+1 - 6@)(<U>ﬁz - <U>ﬁi+1>
d(U)

~ (B — 6)? a7 (5.4)
Bi

Et en premiere approximation, en notant Ngg; le nombre de degrés de libertés du
systeme :

N,
(D1, = —NaakpTi = — ;ﬂ (5.5)
d<U> Nddl
— N o— 5.6
W, T o0
Pour que la quantité (5.4) soit d’ordre 1, il faut donc avoir
Bi
Biv1 — B;) o« 5.7
( +1 ) \/m ( )
soit :
(Topy — T}) o —2 (5.8)
i+1 i Nddl .

Le nombre de températures intermédiaires requis est donc de l'ordre de /Ngy, ce qui
limite encore la taille des systemes pouvant étre efficacement pris en charge par la
REMD.

Ainsi, la principale limite de cette méthode est son cotit de calcul.

Considérons 'exemple étudié dans I'article “Molecular Dynamics Simulation of the
Structure, Dynamics, and Thermostability of the RNA Hairpins uCACGg and cUUCGg”
[100], ou la REMD est utilisée de maniére canonique. Dans cet article, le systéme étudié
est une courte téte d’épingle de quatre bases de long fermée par une paire Wobble ou
Watson-Crick, en solution. Les auteurs ont trouvé une température de dénaturation
d’environ 400K et ont eu recours pour leur étude a 48 simulations en parallele couvrant
une plage de température allant de 297K a 495K. La convergence a été jugée satisfai-
sante au bout d’un temps simulé de 30 ns pour chaque trajectoire, ce qui représente un
temps simulé cumulé de 1,44 us.
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Pour mesurer une énergie de dipaire par REMD), il me parait inévitable de considérer
un systeme de deux brins complémentaires contenant la dipaire d’intérét. Afin que la
mesure ne soit pas biaisée par des effets de bords, la dipaire d’intérét doit étre située
au centre de I’ARN double brin et chaque brin devrait au moins avoir une longueur de
6 bases. Ainsi, ce systéeme minimal (deux brins d’ARN complémentaires de 6 bases de
long) est déja bien plus stable que la téte d’épingle étudiée dans 'article. Sa température
de dénaturation sera plus élevée et sa simulation nécessitera plus de températures
intermédiaires. Etant donné qu’il y a 21 énergies de dipaires différentes a mesurer, il
faudra un temps de simulation cumulé de 'ordre de la milliseconde et je ne dispose pas
de la puissance de calcul nécessaire. Il est en particulier inconcevable d’aller plus loin en
cas de succes, a savoir mesurer des énergies associées aux renflements et courtes boucles
internes.

En conclusion, la REMD est mal adpatée au probleme de la mesure de I'énergie
libre de dipaires. Sa finalité est d’obtenir des trajectoires distribuées selon une statis-
tique correcte a différentes températures et elle est notamment utilisée pour étudier
des changements conformationnels subtils dépendant de la température. Quand seule la
différence d’énergie libre a une température donnée nous intéresse, le cout a payer est
trop élevé.
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5.2.4 Perturbation du systeme sous 1’effet d’un
nouveau potentiel : le “umbrella sampling”

Comment échantillonner un sous-espace de configurations rares caractérisé par un
certain parametre d’orde x ¢

Soit un parametre d’ordre y (R, P). On cherche a déterminer 1'énergie libre associée au
sous-espace de configurations ou ce parametre prend une valeur y;. Cette énergie libre
F(x1) s’exprime :

F(x1) = =8 'mZ(x1)
= —f'In / dR dP 5(x(R, P) — x,)e PHEP)

e BH

= [ 'mz-p"! ln/dR dP 6(x — x1)
= F—3""In{6(x — x1)) (5.9)

Si x1 est éloigné de la valeur d’équilibre (), alors il est problématique d’estimer le
terme (d(x — x1)) par la simulation, les configurations correspondantes étant rares. Pour
ce faire, I'idée de 'umbrella sampling [101] consiste a introduire un nouveau potentiel
qui favorise les trajectoires présentant des valeurs de y proches de x; : par exemple
V(x) = K(x—xx*)?, avec K > 0 et y* proche de x;. Le hamiltonien devient H' = H+V
et une simulation avec ce nouveau potentiel permet de calculer la variable d’intérét en
remarquant que :

[ dR 4P 5(x — xi)e

5 _— pum
_ JdAR AP 6(x — x1)e VY [dR dP e PUY)
B [dR dP e=B(H+V) [dR dP e-B(H+V-V)
(00 = x1)e™ )ap
(€T )y
_ eV (x — X)) 5 10
B (et )3 (5:10)
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Le numérateur est dorénavant accessible par la simulation mais le probleme s’est
reporté sur le dénominateur comme on peut s’en convaincre par le méme argument
que donné en 5.2.2 : (e*#V);, est dominé par les configurations ot le potentiel V est
grand, alors que celles-ci sont rares car leur poids de Boltzmann est proportionnel a
e M = e=FHe=BV  Cependant, le dénominateur —indépendant de y;— peut-étre éliminé
en considérant une autre valeur du parametre d’ordre y» bien échantillonnée par le méme
potentiel. En effet on a en utilisant (5.9) et (5.10) :

F(x2) - F(x1) = _5—1111%
_ V(Xl) . V(XQ) - B—l IDM

(6(x —xa))w

ol tous les termes sont maintenant accessibles par simulation.

Ainsi, on peut calculer toute différence d’énergie libre F'(x) — F'(xo) en choisissant
suffisamment de valeurs x; et de potentiels V; intermédiaires, tels que les V; permettent
de bien échantillonner les espaces de configurations correspondants a x; et x;t1.

Le umbrella sampling permet également d’obtenir le profil d’énergie libre F'(x) .
En effet, deux simulations avec les potentiels V; et Vj;; nous permettent d’obtenir les
profils d’énergie libre Fj(x) et Fj+1(x) sur des intervalles [a;, b;] et [aj11,b;41], chacun
& une constante prés qui vaut respectivement In (e*?V5) et In (et#¥5+1) 5 . En ayant
choisi les potentiels V; et V;; de maniere a ce que leurs intervalles de valeurs bien
échantillonnés se recouvrent (ie : b; > aj;1), on obtient simplement le profil d’énergie
sur [aj,bj11] en “raccordant” Fj; et Fji;, c’est a dire en éliminant les constantes sans
calcul en choisissant une valeur x* € [a;;1,b;] et en imposant Fj(x*) = Fji1(x*).
Des méthodes statistiques automatisées, comme la weighted histogram analysis method
(WHAM, [102]) permettent de réaliser cette opération de maniere optimale.

Cette puissante méthode de dynamique moléculaire est abondamment utilisée dans
la littérature mais je n’ai pas trouvé de maniere de ’adapter au probleme du calcul
d’énergie de dipaires. En effet, il me semble que 'unique maniere de procéder consiste
a se donner un systeme contenant des liaisons Watson-Crick, puis a ouvrir certaines
d’entre elles par un potentiel bien choisi.

La question sous-jacente a laquelle je me suis inévitablement heurté dans ma réflexion
a alors été : qu’est ce qu’une liaison Watson-Crick ouverte ?
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Une liaison Watson-Crick peut se définir facilement. Par exemple, pour A=U, on
peut la définir comme l'ensemble des configurations ou les deux liaisons hydrogene
caractéristiques de cette paire existent, c’est a dire lorsque les distances entre (U)H3..N1(A)
et (U)O4..H6(A) sont bien de 'ordre de rp; = 2A. Les configurations ot la paire est
ouverte sont alors les configurations ou ces distances ne sont pas proches de rpgy. Or,
avec la méthode du umbrella sampling, on ne peut pas définir négativement un état
d’intérét. On ne peut s’intéresser qu’a des transitions entre états associés a des valeurs
données du parametre d’ordre. S’'intéresser seulement aux configurations ou les distances
précitées valent par exemple 4A serait une réduction excessive de 'état “paire ouverte’’.
Ce probleme ne se poserait pas s’il existait une caractérisation expérimentale de ce qu’est
une paire Watson-Crick s’ouvrant spontanément (du point de vue conformationnel) mais
le fait que cet état soit forcément instable rend utopique I’espoir de 1’observer.

Dans la littérature, le cas du retournement de base est fréquemment étudié ([103],
[104]). En toute généralité, un axe est défini de maniere & ce qu’une rotation autour
de celui-ci permette de faire sortir une base a 'extérieur de I’hélice. La diversité des
manieres de faire illustre ce probleme de définition : le choix de l'axe, le choix de
faire tourner les deux bases ou seulement une et, dans ce dernier cas, le choix de cette
base, le traitement du reste de la structure (les liaisons voisines sont-elles maintenues ?)
sont autant de problématiques qui démontrent la multiplicité de ’état “paire ouverte”.
En conséquence, ces simulations ne peuvent pas permettre de calculer le parametre ther-
modynamique d’énergie de dipaire.

Ainsi, je n’ai pas pu mettre en place de simulation de umbrella sampling a cause
d’inextricables problemes de définition. La méthode suivante permet de les contourner.
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5.2.5 Transformation mécanique du systeme :
I’intégration thermodynamique

“Comment calculer la variation d’énergie libre au cours d’une transformation
mécanique et continue du systeme ? 7

Soit A\ la variable réactionnelle d’une telle transformation, telle que I’état de départ
corresponde a la valeur A = 0 et I’état final a A = 1. En notant H, les hamiltoniens du
systeme au cours de sa transformation, on a :

Ffinal - Enitial

Or :

dZy
dA

Donec :

Ffinal - Fimtial

F(Azl)—F(/\zo):/o dA‘%

din Z
—5/&“A

1 dZ
—371 27
g /d)\ZA dA

d dR dR ¢ P (p,9)

d\
dH)‘ —BH A
3 / AR AP “ 2

1 BH
- / d)\/deP dHye”

A
B dH,
- /odeA>

(5.11)

Les relations ci-dessus requierent seulement que le parametre A n’influe pas sur la
température ( ie % = 0) et que les H,, soient bien dérivables par rapport a A. Il n’y a pas
de contrainte donnée sur la nature de la transformation. En particulier, elle n’est pas

tenue d’étre physiquement réaliste, ce qui laisse de la place pour I'imagination.
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Application de l’intégration thermodynamique au calcul de I’énergie libre
d’hydratation d’une molécule [105]

Cette liberté fait de l'intégration thermodynamique un outil efficace pour calculer
I’énergie libre d’hydratation d’'une petite molécule c’est-a-dire la différence d’énergie
libre résultant de I'ajout de cette molécule dans de 'eau. En effet, I'intégration thermo-
dynamique permet d’éviter de simuler I'immersion de cette molécule par cette astuce :
il suffit de créer directement dans la solution une molécule analogue inerte (c’est-a-dire
sans interaction avec son milieu) et de lui conférer progressivement les propriétés d’in-
teraction de la molécule désirée. Concretement, en dynamique moléculaire les atomes
sont représentés par une masse m, une charge électrique ¢ et deux parametres Cy et Co
intervenant dans le potentiel Lennard-Jones. L’analogue inerte de la molécule étudiée
est tout simplement une molécule de méme topologie dont les atomes n’interagissent
pas avec le milieu, c’est-a-dire pour lesquels ¢, Cg et Cio ont été fixés a 0. L’intégration
thermodynamique consiste alors a faire tendre ces parametres vers leurs valeurs réelles
q", C§ et C7,. Cela peut se faire par exemple avec le paramétrage suivant :

aA) = A
Co(N) = ACy
Ci2(A) = ACH,
Pour A = 0 la molécule n’interagit pas avec le milieu. Pour A\ = 1 ses parametres

ont les bonne valeurs. La différence d’énergie libre entre ces deux états, calculée par
intégration thermodynamique, correspond bien a 1’énergie libre d’hydratation.
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5.3 Application de l'intégration
thermodynamique au calcul d’énergie libre
d’appariement de deux brins d’ARN

5.3.1 Principe

L’intégration thermodynamique est une méthode astucieuse permettant d’immerger
une molécule sans simuler son immersion, qui est un processus dynamique complexe.
De meéme, elle peut étre adaptée pour calculer des énergies d’appariement sans avoir
a désapparier de brins. Profitant de la ressemblance des pyrimidines C et U entre elles
et des purines A et G entre elles, il est possible de contintiment transformer I'une en
I’autre en gardant en place des brins d’ARN appariés pour déduire toutes les énergies
de dipaires a une constante pres. Voici un exemple en clarifiant le principe :

() (2)

N

—_—

> > >
ccc

~~
faV)
v
> > >
L
+
]|
ccc

(b)

—

ARGy

> 0 >
|

+

]
ccc
>0 >
ccc

Pour connaitre la différence d’énergie libre de formation entre une paire A-U et une
paire G-U, il faut pouvoir calculer la quantité AF{7Y — AGEE, ces deux termes étant

associés respectivement aux réactions (a) et (b) du schéma précédent.
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L’intégration thermodynamique permet de calculer la différence d’énergie libre associée
a la transformation d’une guanine en une adénine dans les réactions (1) et (2).

L’énergie libre ne dépendant pas du chemin réactionnel suivi, on peut conclure par :
AFL — AFGY = AFY: + AFy" — AFy*" (5.12)

Les termes de droite sont tous calculables par simulation et les complexes simulations
d’appariement (a) et (b) sont évitées.
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5.3.2 Transformation des purines et des pyrimidines

Comme mentionné en 4.1.1, les contraintes informatiques de la dynamique moléculaire
imposent que la transformation d’une molécule en une autre garde constant le nombre
de liaisons covalentes. Cela se réalise en créant un nouveau type (noté ‘X’) d’atome
inerte, c’est a dire dont les parametres ¢, C et C55 sont nuls. Cet atome est utilisé
comme cible pour les atomes devant disparaitre au cours d’une transformation, ce qui
permet de maintenir les liaisons covalentes. On “prolonge” ainsi les topologies de chaque
nucléotide de maniere a ce que G et C puissent se transformer en respectivement A et U
par de simples transformations atomiques, comme illustré par le schéma suivant :

H X

N o)
H/ x/

—
N NH NH
x/
H
o o)

169



5.3.3 Planification des simulations

Toutes les énergies de dipaires Watson-Crick et Wobble se calculent a une constante
pres en réalisant une succession de transformations selon ce schéma :

A-U .
U-A U-G C-G
RSN
G U G-U
U G C-G
G C C

U

U
A

' G
A~ U-G  CG

Le calcul des différences d’énergie libre associées aux fleches noires permet d’obtenir
toutes ces énergies de dipaires a une méme constante pres. Simuler les fleches bleues est
facultatif a cet effet mais, du fait que celles-ci ferment des cycles le long desquels on
doit avoir AF = 0, leur calcul fournit un test tres efficace de la cohérence des valeurs
obtenues et il doit étre réalisé a ce titre.

Pur—Pyr
Pyr—Pur
C : . e Pur—Pyr Pyr—Pur
similaire doit donc étre également réalisée pour ceux de type (PurPyr) et (PurPyr) .
Au final toutes les énergies de dipaires seront données a trois constantes pres qu’il
sera facile de paramétrer par des méthodes d’optimisation a posteriori sur les bases de

données.

Le schéma ci-dessus ne concerne que les dipaires de type . Une opération
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5.3.4 Systeme simulé

Le systeme simulé générique est un ARN double brin complémentaire placé dans
une cellule dodécahédrique remplie de molécules d’eau et d’ions Na™ et Cl™ a une
concentration de 1M.

s
>>>ZI>>>
|
| |
cccziXiccc
%
o’

B o’.\oHZO

Chaque brin fait 8 bases de long : par défaut un brin est composé de 8 adénines

]\]\/{N est placé au centre de ’ARN
double brin. Les nucléotides destinés a muter au cours de l'intégration thermodynamique
sont modifiés par I'ajout adéquat d’atomes inertes X ainsi qu’expliqué précédemment.
La structure initiale de ’ARN double brin est construite suivant le modele de double

hélice référencé 1qcu dans la PDB.

et 'autre de 8 uraciles. La dipaire d’'intéret
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5.4 Détails techniques de ’intégration
thermodynamique

5.4.1 Description de H),

L’intégration thermodynamique a été implémentée dans GROMACS. J’explicite dans
cette section la dépendance en A des différents potentiels constituant Hy.

Cas général

Les atomes mutants sont modifiés linéairement suivant le schéma :

m* = (1 -=X)m®+ Am!
7 = (1=N¢"+ A

Les parametres intervenant dans les potentiels d’interactions liées sont transformés
de la méme maniere. Dans le cas de potentiels harmoniques, notés en toute généralité
V(z) = %(az — Zypep)?, il sagit de k et @0, qui deviennent :

o= (1= Nk + Ak

xi\ef = (1_)‘)xgef+/\xief

Tous les potentiels d’interaction, a l’exception du potentiel Lennard-Jones, gardent
la méme forme en tenant compte de ces nouvelles dépendances en \ :

A A
. 4; 45
% 7, = !
C’oulomb( ]) £Ti;
k'/\
Vh);wmonique = 7(1’ - ‘T?)“\ef)2
Vi = — ¢
dihedre propre ( + COS(TL¢§Z5 ¢ref))
A P’
P =
¢ 2mA

Le potentiel Lennard-Jones constitue un cas a part.
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Cas du potentiel Lennard-Jones

Supposons qu’a l'instar des autres potentiels le potentiel Lennard-Jones devienne
simplement :
cy  Cp
A 12 6
Vig(r) = 55 =5
avec: CF = (1—-XNCY+\C
Ch = (1=NCh+ Ay

Cette forme conduit a de grandes difficultés de calcul dans le cas de la création
ou annihilation de particules. Plagons-nous par exemple dans le cas de la création de
particule, ¢’est-a-dire ot CQ = 0 et C%, = 0. On a alors V}; = AV}, et :

1. V2,(r) tend simplement vers 0 Vr # 0 quand A — 0

2. VL1 (1) est indépendant de A et YA > 0, Y22(0) = VL, (0) =
. —&L(r) est indépendant de X et VA > 0, —kL(0) = V;(0) = +o0

Le point (1) signifie que 'effet répulsif du potentiel Lennard-Jones dit de “noyau
dur” perd en amplitude lorsque A tend vers 0 de sorte que le systeme peut explorer de
plus en plus facilement des configurations ou r s’approche de 0. Or d‘g’ ne dépend pas
de X et n’est donc pas atténué lorsque A tend vers 0. Comme ce terme est divergent en

A
r = 0 pour tout A, il en résulte que (dg"’ ) peut varier sur plusieurs ordres de grandeur
lorsque A tend vers 0.
Ce phénomene a été observé sur des exemples simples [106]. Le calcul de 'intégrale
(5.11) est alors peu convenable car son évaluation requiert un nombre tres cotteux de

simulations pour compenser les erreurs de mesure induites par la forte variation de
A

<dZ§J>A a approche de A = 0.
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Il est donc nécessaire de trouver une autre dépendance en A, non linéaire. Parmi
les différentes possibilités, 'approche dite de noyau mou (“soft-core”) s’est imposée en
pratique. Elle consiste en ce paramétrage :

Vis(r) = AVL(Ri(r))
avec :  RMr) = (aCi(l— MNP+ )5 a>0,p>0

Ainsi, pour A = 0 et A = 1, V}; a bien la forme attendue, tandis que la divergence
en r = 0 lorsque A — 0 disparait. a et p sont deux parametres choisis de maniere a
ce que le profil obtenu soit le plus régulier possible, afin que les erreurs inhérentes a la
discrétisation de I'intégrale soient les plus faibles possible. En général, on choisit o = 1
et p = 2. Voici quelques tracés de V7, pour différentes valeurs de X illustrant effet de
noyau mou :

A
Vis
20r
15}

10}

Lorsque s’opérent simultanément créations et annihilations de particules, le potentiel
Lennard-Jones utilisé est :

V() = AV (RY(r) + (1 = NVE,(RyA(r)
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5.4.2 Autres parametres de la simulation

Réaliser une simulation de dynamique moléculaire requiert le réglage d’une cen-

taine d’autres parametres. La liberté de choix et le manque d’études comparatives
systématiques de leur conséquences justifient partiellement que la dynamique moléculaire
soit parfois qualifiée d’“art” [107]. Dans la littérature, on peut observer une grande
diversité de réglages des parametres principaux de la dynamique moléculaire et ceux-ci
sont rarement justifiés.
L’objet de cette section est de donner un apercu de la difficulté du choix des modeles
d’eau et des modeles d’énergie (également appelés “champs de force” dans ce contexte)
pour ’ARN. Il y a quatre principaux champs de force utilisés pour simuler les biopo-
lymeres (ADN, ARN et protéines) : GROMOS, AMBER, OPLS et CHARMM, chacun
ayant plusieurs versions. Il y a aussi une grande variété de modeles d’eau disponibles,
les plus populaires étant TIP3P, SPC, SPC/E, TIP4P, TIP4P-EW et TIP5P.

Quelle combinaison choisir pour le probleme de calcul d’énergie libre de dipaires
d’ARN en solution ?

Modeles d’eau et interactions a longue portée

Les modeles d’eau ont été développés indépendamment des champs de force. Chacun
de ces modeles d’eau est le résultat d’une optimisation selon un critere spécifique mais,
au final, aucun ne permet de rendre compte simultanément des propriétés thermodyna-
miques, cinétiques et électrostatiques de I'eau a température ambiante.

Ces modeles different en nature. Dans TIP3P [108], SPC et SPC/E [109] l'eau est
modélisée par deux atomes d’hydrogene et un atome d’oxygene affectés de charges
électriques partielles. Les modeles TIP4P [108] et TIP4P-EW [110] rajoutent a ces trois
atomes une quatrieme particule, sans masse mais possédant une charge pour mieux
reproduire le dipole de '’eau. TIP5P quant a lui modélise 'eau par 5 particules. Dans
tous ces modeles, la géométrie de la molécule d’eau est fixée, ce qui implique qu’elle
n’est pas polarisable.

L’optimisation des parametres effectuée pour ces différents modeles est aussi associée
a d’autres réglages, notamment la maniere de traiter les “interactions a longue portée”.
Cette derniere est une nécessité imposée par des contraintes informatiques. En effet,
la complexité des algorithmes de dynamique moléculaire est proportionnelle au nombre
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de paires d’atomes en interaction dans le systeme. La plupart des petits systemes
d’intérét en solution requierent un nombre d’atomes de I'ordre de 10* mais il serait
bien trop cotiteux de calculer & chaque pas de temps les énergies des 4.5 x 107 paires
associées. Il convient donc en pratique de fixer une limite supérieure a la portée des
interactions non-liées (Coulomb et Lennard-Jones) pour restreindre autant que possible
le nombre réel de paires d’atomes a considérer. En s’'imposant une valeur 7,,,,, au-dela de
laquelle les interactions non liées a longue portée doivent étre nulles, plusieurs manieres
de procéder existent :

o tronquer Voouiomb/Ls & Tmaz (“cut-off”)

e remplacer le potentiel Viouioms/rs(r) par f(r) X Voowoms/ra(r), ot f(r) est une
fonction décroissante valant 1 en r = 0 et 0 pour r > 7pa. (“shift”)

o conserver Veoouoms/Ls(r) a lidentique sur un intervalle [0,7] avec 11 < 7y €t
appliquer 'opération précédente sur [r1, 7pmaz| (“switch”)

Ces trois méthodes induisent une altération plus ou moins brutale du potentiel
Veoutomb/Ls(r). Dans le cas ou les conditions au bord sont périodiques (c’est-a-dire o
chaque face de la cellule communique avec la face opposée), une quatrieme méthode,
la “sommation d’Ewald”, permet de calculer correctement et efficacement les interactions
coulombiennes a longue portée. Sans détailler techniquement, la sommation d’Ewald
décompose 'interaction coulombienne en un terme de courte portée calculé directement
et un terme a longue portée que les conditions périodiques permettent de calculer effica-
cement en passant par sa transformée de Fourier. Il en existe d’efficaces implémentations
( “particle-mesh Ewald”, PME [111]). Dans ce cas, 'emploi de conditions périodiques
nécessite de mettre la molécule d’intérét en solution dans suffisamment d’eau pour étre
écrantée de I'influence de ses propres images périodiques. Enfin, citons aussi la méthode
RF (“Reaction field”) qui estime l'interaction coulombienne au-dela de 7., en suppo-
sant que le milieu se comporte comme un champ homogene.

Les modeles d’eau évoqués précédemment ont ainsi été développés en liaison avec
un certain traitement des interactions a longue portée. TIP3P et TIP4P utilisent par
exemple un switch de interaction coulombienne entre 7.5A et 8.5A alors que TIP4P-EW
est un reparamétrage de TIP4P en utilisant PME. Voici un tableau extrait de [112]
qui illustre comment différents modeles reproduisent la constante de diffusion D, la
permittivité diélectrique €y, la densité p et I'énergie potentielle E,,; de I’eau en fonction

du traitement des interactions coulombiennes a longue portée (PME, switch, switch?2,
shift, cut-off, RF' ).
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model cutoff D10°cm?s™' ¢ o (g/L) Epot (kd/mol)

expt 2.3 785 997 —41.7
TIPSP PME 5.76(0.03)  92(4) 970.9(0.2) —39.882(0.002
switch ~ 4.26(0.11)  102(5) 1004.3(0.2) —40.705(0.003
Switch2  5.65(0.15)  103(5) 987.3(0.2) —40.133(0.002
Shift 5.8(0.2) 101(5) 981.5(0.2) —39.823(0.002
Cut-Off  3.88(0.02)  48(1) 1000.8(0.2) —41.698(0.003
RF 3.72(0.02)  54(3) 991.0(0.3) —41.318(0.003
TIP4P PME 3.73(0.02)  49(2) 980.4(0.2) —41.282(0.002
switth  2.65(0.02) 53(2) 1026.5(0.2) —42.293(0.003
) (
)

switch2 ~ 3.53(0.08

)
)
)
)
)
)
)
)
52(2) 998.4(0.2) —41.528(0.003)
)

shift 3.78(0.04)  51(2) 990.3(0.2) —41.172(0.003
cutoff  3.9(0.5) 41(1)  1010.9(0.3) —41.19(0.01)
RF 3.02(0.03) 72(3) 981.2(0.2) —40.282(0.005

TIP5P PME 2.95(0.05
switch 2.72(0.04

(
(
(
(
(
(
) ( )
) 88(7) 969.3(0.2) —40.232(0.006)
) (6) 988.6(0.3) —40.353(0.005)
switch2  2.75(0.07)  89(6) 983.5(0.3) —40.521(0.005)
shift 2.94(0.06) (6) 980.4(0.2) —40.139(0.005)
cutoff  4.48(0.09)  43(1) 991.2(0.2) —42.359(0.006)
RF 4.38(0.05)  65(3) 974.3(0.2) —41.610(0.003)
SPC  PME 4.29(0.04)  67(3) 963.9(0.2) —41.535(0.003)
switch ~ 3.24(0.01)  72(4) 1005.5(0.3) —42.375(0.006)
switch2 ~ 4.11(0.06) (3) 982.3(0.2) —41.794(0.003)
) ( )
(
(
(
(
(
(

shift 427(011)  62(3) 973.9(0.2) —41.452(0.003
cutoff  2.9(0.2) 43(1) 1014.5(0.3) —47.55(0.01)
RF 2.71(0.04)  77(4) 996.000.2) —46.668(0.004

) )
SPC/E PME 2.70(0.04)  62(4) 986.5(0.2) —46.618(0.004)
switch  2.11(0.02)  74(5) 1027.8(0.3) —47.414(0.005)
switch2  2.55(0.01)  76(5) 1003.6(0.2) —46.873(0.004)
shift 2.71(0.18)  78(5) 995.7(0.2) —46.515(0.009)

On s’apercoit de la grande variabilité des résultats et que ceux-ci, du moins pour
les grandeurs estimées ci-dessus, peuvent étre qualitativement meilleurs en utilisant un
traitement des interactions a longue portée différent de celui avec lequel le modele a été
développé (par exemple, considérer les performances de TIP3P avec switch?2 et cut-off).

Champs de force

Les champs de force ont été développés, chacun selon sa propre méthode, de maniere
a reproduire des données expérimentales comme les géométrie, spectres vibrationnels
ou énergies conformationnelles de petites molécules. Historiquement, ces modeles ont
d’abord été développés pour les protéines, ensuite pour 'ADN et enfin pour '’ARN.
Chacune des optimisations de ces modeles a été effectuée en utilisant un certain modele
d’eau : ainsi CHARMM et AMBER s’appuient sur TIP3P, GROMOS sur SPC et OPLS
sur TIP4P. Il n’y a actuellement pas eu de mises a jour consécutives aux progres
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ultérieurement effectués sur les modeles d’eau (comme I’évolution de TIP4P en TIP4P-EW
et SPC en SPC/E) mais rien n’exclut que ces champs de force soient effectivement plus
performants avec des modeles d’eau autres que ceux avec lesquels ils ont été établis.

La comparaison systématique des aptitudes de ces champs de force a reproduire
une variété de données simples, comme certaines propriétés structurelles ou des énergies
d’hydratation, est toujours un sujet d’actualité. Concernant I’ADN, ’accent a été mis sur
la bonne reproduction de sa forme réguliere canonique “B” mais la validité des modeles
concernant 1’étude de structures non canoniques, comme les renflements, n’a jamais été
définitivement établie, bien que certains travaux présentent des résultats encourageants.
La validation de ces modeles pour I’ARN est encore plus rare, surtout en ce qui concerne
les mesures d’énergies libres d’hydratation.

L’étude comparée des énergies libres d’hydratation des acides aminés, en fonction
des modeles d’eau et des modeles d’énergie, est un travail relativement récent [113]
et montre que les différentes combinaisons de modeles surestiment globalement ces
dernieres. Dans cet article, Shirts et al. ont également montré que le modele d’eau le
plus performant de ce point de vue était TIP3P-MOD, une version de TIP3P rarement
utilisée et reparamétrée pour reproduire I’énergie libre d’hydratation du méthane. Ce
dernier point étaye la recommandation générale qui veut que, pour un probleme donné,
il vaille mieux utiliser les jeux de parametres qui ont été optimisés pour le probleme qui
s’en rapproche le plus. Il n’y a pas encore de “modele universel” qui permettrait d’avoir
des performances du niveau de I’état-de-I’art sur toutes les questions classiques étudiées
dans la littérature.

Pour le probleme qui m’intéresse, 'idéal serait de disposer d'un modéle d’eau et
d’un champ de forces ayant été conjointement optimisés pour reproduire des énergies
libres d’appariement d’acides nucléiques ou au moins leurs énergies libres d’hydratation.
De tels modeles ne sont pas disponibles. De plus, ’étude de Shirts et al. n’a, a ma
connaissance, pas encore eu d’équivalent avec les ribonucléotides. Il me semble donc
que la question du choix du modele d’eau et du champ de forces pour mon probleme
reste ouverte et ce sera le travail de simulation que j’entreprends qui, en cas de succes,
permettra a posteriori d’établir la validité de tel ou tel choix de modeles pour calculer
des énergies libres d’appariement.

J’ai finalement décidé d’utiliser comme champ de force la paramétrisation 1999 de
AMBER, AMBER99 [114], en conjonction avec le modele d’eau TIP4P-EW, combinaison
déja utilisée dans [100].
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Ce dernier choix implique d’utiliser la méthode PME pour traiter les interactions cou-
lombiennes a longue portée et donc d’utiliser des conditions aux bords périodiques.

Intégrateur

La méthode proposée pour calculer des énergies libres d’appariement par intégration
thermodynamique requiert seulement le calcul de <%> pour plusieurs valeurs de .
Les aspects cinétiques des fluctuations du systeme a 1’équilibre ne sont pas impor-
tants. Ainsi, ce n’est pas I’équation newtonienne du mouvement qui a été utilisée mais
plutot I'équation de Langevin. Celle-ci inclut en plus un terme de frottement et un
processus stochastique de sorte que les trajectoires ne sont pas physiquement réalistes
mais convergent plus rapidement vers I’ensemble Boltzmannien. Pour ’atome ¢ :

dp;

mi— = —m&p; + Fi(ri) + ((1) (5.13)

ou &; est un coefficient de frottement et (; est un bruit gaussien vérifiant :

(G(t)G(t + 8)) = 2mumikpT6(s)04 (5.14)
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Autres réglages

Une simulation de dynamique moléculaire avec GROMACS requiert de nombreux
autres réglages. Par exemple, la géométrie des molécules d’eau étant fixée, une procédure
spéciale est requise pour mouvoir ces molécules sans perturber cette géométrie.
L’algorithme SETTLE a ainsi été utilisé.

Ces nombreux autres réglages ne seront pas présentés ici et ont le plus souvent été
choisis de maniere standard.

5.5 Résultats

Les différentes transformations indiquées dans la figure “Planification des simula-

tions” ont été réalisées. Le profil général de (‘T—/\W A observé pour ces transformations est

le suivant :

(T (fmol)
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Profil obtenu pour la transformation (C’G) — (U G)
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Ces courbes ont été discrétisées en calculant (%} aux points A = 0,0.05,
0.1,0.15,0.25,0.35,0.45,0.55,0.65,0.75,0.85,0.9,0.95, 0.95, 1. Pour chacun de ces points,
le temps simulé a été de 3 ns et seules les dernieres 2 ns ont été conservées pour calculer
ces valeurs moyennes. L’'intégrale (5.11) correspond a 'aire de la surface en dessous de
la courbe.

Il s’est avéré que la condition “AF = 0” qui doit étre respectée par les cycles indiqués
sur la figure “Planification des simulations” n’a été satisfaite pour aucun d’entre eux. Les
résultats ne sont donc pas cohérents et sont inutilisables. Plusieurs explications peuvent
étre avancées :

e la quantité (CT—/\W est difficile a mesurer car elle est petite par rapport a 1’énergie

totale du systeme (qui comprend en général environ 5000 molécules d’eau).
La convergence de cette quantité est difficile a déterminer.

e Dans toutes les transformations considérées, une paire Watson-Crick devient une
paire Wobble ou inversement. Or ces deux types de paires n’ont pas la méme
géométrie. Passer de I'une a 'autre requiert un réarrangement qui ne se fait pas
toujours completement dans les temps de simulation considérés.

e Pour chaque valeur de A, la simulation a été initialisée en utilisant la configura-
tion finale obtenue pour la valeur de A\ précédente. Par exemple, la configuration
initiale de la simulation correspondant a A = 0.5 est la configuration obtenue au
bout des 3 ns de simulation de A = 0.4. En procédant ainsi, il est possible qu'une
anomalie non détectée puisse se transmettre d’une simulation a 1’autre.

Une analyse des résultats qui ne sera pas présentée a montré que ces différents
problemes se retrouvaient dans les trajectoires simulées. Il n’est évidemment pas exclu
que d’autres problemes non mentionnés surviennent. Apres avoir fait ce constat, ces
travaux de simulation ont été abandonnés car ils demandent trop de temps de calcul et
trop de travail pour une seule personne.
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5.5.1 Un “a-coté”

Dans larticle [115], Azuara et al. présentent un nouveau modele d’eau fondé sur un
approfondissement de I’équation de Poisson-Boltzmann incluant le moment dipolaire de
I'eau (équation GPBL). Les propriétés de ce modele ont été comparées a celles d'un
modele d’eau explicite a ’aide d’une simulation que j’ai effectuée.

Le but de cette simulation était d’étudier la distribution moyenne des molécules d’eau
autour de la protéine référencée 1TIM dans la PDB. Cette protéine a été placée dans une
cellule cubique de 7.35 nm complétée de 12548 molécules d’eau SPC/E. La géométrie de
cette protéine extraite de la PDB a été maintenue fixe tout au long de la simulation en
appliquant a chacun de ses atomes des potentiels harmoniques les contraignant dans leur
position initiale. Ce sont les trajectoires des molécules d’eau autour de cette architecture
rigide qui font l'intérét de la simulation. Trois simulations de 8 ns ont été effectuées
en utilisant le champ de forces GROMOS-53A6. Les trajectoires ont été analysées en
découpant la cellule en une grille de maille @ = 2.1A ou a = 1.4A et en calculant selon
un protocole standard décrit dans [116] :

e d(r) : la densité, c’est a dire I'occupation moyenne de chaque maille par des
molécules d’eau.
e P(r) : l'orientation moyenne de ces dipoles pour chaque maille.

Ces deux cartes ont été comparées aux solutions de I’équation GPBL, ce qui a per-
mis de mettre en évidence des différences de nature entre ces modeles. L’équation
produit des cartes plus homogenes que la dynamique moléculaire ou des pics de
densité sont bien plus marqués. Les autres résultats de ces analyses sont présentés
dans I'article.
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Une ligne de niveau de la carte d(r)
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Conclusion

Ainsi donc, dans ce chapitre, il a été exposé une méthode de calcul d’énergie libre
de de dipaires par dynamique moléculaire. Bien que son principe soit théoriquement
correct, la définition précise de simulations souleve plusieurs autres problemes techniques
et conceptuels qui n’ont certainement pas tous de réponse définitive en I’état actuel du
développement de la dynamique moléculaire. Bien qu’elle n’ait pas été présentée dans ce
chapitre, la complexité de I'analyse des volumineuses données engendrées par la dyna-
mique moléculaire ne doit pas non plus étre occultée. La somme de toutes ces difficultés
explique au moins partiellement mon incapacité a obtenir des résultats cohérents dans
les temps que j’ai consacrés a ces travaux.
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Chapitre 6

Conclusion

Dans les travaux présentés dans cette these, les deux grandes problématiques de la
prédiction de structures secondaires ont été étudiées.

Un examen des deux méthodes principalement utilisées pour calibrer les différents
parametres du modele d’énergie libre a soulevé plusieurs interrogations. L’interprétation
des valeurs expérimentales repose sur une simplification qui a été démontrée comme
excessive dans le cas de 'ADN et il y a un ensemble d’indices qui laissent penser qu’il
en est de méme pour ’ARN. Les méthodes s’appuyant sur 1’étude des bases de données
ne s’assurent pas suffisamment de la qualité de I'information que ces dernieres emma-
gasinent : beaucoup de structures ne sont pas vérifiées expérimentalement et il y a de
nombreuses erreurs d’annotation.

MC, un nouveau paramétrage, est ainsi proposé en rationalisant toutes les étapes
de l'optimisation. La base de données choisie est une base de données d’ARNt a la
structure secondaire sure et la présence de bases chimiquement modifiées est prise en
compte. Au final, 98.5% des 413 séquences utilisées sont expliquées par ce nouveau
paramétrage. De plus, la qualité de la prédiction de structures avec pseudo-noeuds se
voit aussi significativement améliorée. Cependant, n’ont été calibrés que les parametres
que cette base de données permettait de calibrer. D’autres, comme les parametres des
boucles internes et renflements, ne sont que passablement estimés. De futurs travaux
doivent donc s’intéresser aux carences de ce paramétrage. Tout d’abord, les raisons pour
lesquelles MC ne permet pas une prédiction de 100 % sur la base de donnée utilisée
doivent étre trouvées. La base de données étant irréprochable, les 1,5 % manquants
contiennent une information d’une valeur certaine. Ensuite, la méme démarche doit étre
poursuivie pour paramétrer renflements et boucles internes. Ceci signifie compiler des
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données expérimentales sures et se poser la question de la forme et du nombre des
parametres que ces données permettront d’estimer correctement.

TT2NE, un nouvel algorithme de prédiction de structures secondaires avec pseudo-
neeuds, a été détaillé. TT2NE se différencie des algorithmes actuellement disponibles en
étant le seul a pouvoir proposer n’importe quelle topologie de pseudo-nceuds tout en
garantissant de trouver le minimum d’énergie libre. Cette approche porte ses fruits sur
les séquences testées puisque TT2NE améliore clairement 1’état de ’art représenté par les
algorithmes McQfold et HotKnots. La réussite de TT2NE tient a la fois a I’algorithme, au
modele d’énergie et au traitement des pseudo-noeuds utilisés. Une nouvelle classification
des pseudo-nceuds a en effet été présentée et sa pertinence a été justifiée quantitati-
vement et qualitativement. Cette classification fondée sur le genre, un nombre entier
de nature topologique, permet de caractériser efficacement les pseudo-nceuds observés
dans la nature. TT2NE utilise cette classification pour restreindre sa recherche aux
structures les plus vraisemblables, ce qui lui permet de faire des calculs exacts dans une
certaine limite de taille. Les principales erreurs de prédiction commises par TT2NE sont
dues a une difficulté liée au pseudo-noeuds qui n’a pas été prise en compte dans ces
travaux : les contraintes stériques. Contrairement aux structures secondaires planaires
qui sont toujours stériquement possibles en vertu de leur nature arborescente, le pseudo-
nceud est un motif tridimensionnel contraint. Il est ainsi possible qu'un pseudo-nceud
dessiné sur un diagramme ne corresponde a aucune structure réelle car la rigidité de
I’ARN empéche d’effectuer toutes les contorsions requises. Une compréhension fine des
contraintes stériques est ainsi nécessaire pour mieux prédire les pseudo-nceuds. Lorsque
cette source d’erreur aura été maitrisée, les capacités de TT2NE devront étre développées
pour pouvoir prendre en charge des séquences plus longues car il est actuellement limité
a des séquences de 150 bases de long sur un simple processeur. Pour se faire, une premiere
idée est d’implémenter TT2NE sur une architecture parallele, opération a laquelle son
principe —I’exploration d'un graphe— se préte bien. Il est cependant aussi judicieux de
chercher de nouvelles stratégies d’optimisation de ’exploration par toute sorte d’analyses
préliminaires a I'image de la méthode de séparation et d’exploration progressives déja
présentée.

Les différents travaux présentés dans cette these reposent sur la méme philosophie :
se donner les moyens d’avoir une précision de prédiction de 100% dans des cas simples,
ARNY et courts pseudo-noeuds. L’objectif n’est pas de pouvoir revendiquer les meilleurs
résultats sur les quelques 3500 structures secondaires répertoriées dans les bases de
données, sur lesquelles MC et TT2NE n’ont souvent méme pas été testés. Mon but a été
plutot de recenser les faiblesses de notre compréhension du repliement de ’ARN et de
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concevoir des manieres d’y pallier. Mon sentiment est qu’il faut étre en mesure de pouvoir
expliquer individuellement chaque échec si on veut trouver une maniere de tous les
résoudre. Cela implique entre autres I’examen parfois fastidieux de nombreuses séquences
et erreurs de prédiction. De nouvelles voies ont été ainsi partiellement explorées et les
résultats préliminaires présentés dans cette these laissent espérer qu’a ’avenir elles nous
rapprocheront encore plus du but.

Pour conclure, considérons 'exempe du ribocommutateur TPP. La structure de cet
ARN lié & son substrat a été résolue [117]. Sa structure sans substrat ne 'est pas encore
mais le groupe du Professeur Doniach y travaille. En attendant les résultats, voici les
prédictions de structures obtenues avec les modeles MC et Turner99 :
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(a) Meilleure structure secondaire obtenue avec Turner99
(b) Meilleure structure secondaire obtenue avec MC
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