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Développement d’un environnement bioinformatique dédié à la
construction d’architectures d’ARN

Les découvertes de ces dernières années suggèrent que la complexité et le degré d’évolution d’un organisme sont reliés à
l’existence de centaines de milliers d’ARN non codants, de petites et de grandes tailles. Ainsi, de «simple» acteur dans les
mécanismes de traduction (via les ARNm, ARNt et ARNr), l’ARN se retrouve être un élément clé dans un nombre toujours
croissant de mécanismes régulant les grandes fonctions biologiques et, par voie de conséquence, de mécanismes les perturbant
et impliqués dans les phénomènes de cancer, d’infections virales et d’affections neurologiques.
En conséquence, on assiste depuis quelques années au développement de nombreux outils permettant l’identification de nouveaux
ARN non codants au sein des génomes séquencés. Ils ont permis de découvrir un nombre très important de nouveaux candidats
dans les organismes modèles. La validation expérimentale de ces candidats et la compréhension de leur fonction biologique passe
par la détermination de leur architecture tridimensionnelle. Malheureusement, les limites des approches expérimentales actuelles
ne permettent pas de répondre assez rapidement à ce besoin de validation.
Dans ce contexte, nous avons décidé de développer un environnement bioinformatique permettant d’optimiser la construction et
la compréhension des architectures d’ARN.
La première partie de cette thèse se focalise sur la description de cette infrastructure nommée P.A.R.A.DIS.E (Platform to
Analyze RNA Annotations over a Distributed Environment). Son développement peut se subdiviser en trois grands axes :
– un moteur de gestion des annotations d’ARN (structures secondaires et tertiaires, alignements de séquences, . . .)
– une couche de communication permettant d’utiliser de manière transparente des algorithmes produisant ces annotations.
– une couche graphique facilitant la visualisation et la manipulation des ces annotations au moyen de représentations adaptées.
La seconde partie est plus particulierment dédiée à la description du module graphique nommé Assemble permettant de
construire un modèle de structure tridimensionnelle pour une molécule d’ARN dont la structure secondaire est connue.
Assemble dispose d’un grand nombre d’outils automatiques permettant de réaliser un modèle le plus rapidement possible
en rendant possible la génération automatique d’un premier jet de structure tertiaire, l’application de motifs structuraux sur
certaines régions du modèle et l’affinement des coordonnées du modèle en accord avec des contraintes structurales. L’utilisateur
a également la possibilité d’afficher une carte de densité électronique, servant de repère dans le processus de modélisation.
Enfin, la troisième et dernière partie du manuscrit s’attache à la validation des outils que nous avons développés, en décrivant de
façon détaillée leurs applications concrètes à des problématiques biologiques d’actualité autour de l’ARN.

Development of a bioinformatics environment dedicated to
the construction of RNA architectures

Recent discoveries suggest that the complexity and degree of evolution of an organism is linked to the existence of hundreds
of thousands non coding RNA of various sizes. Thus, from a mere actor in translation mechanisms (through mRNA, tRNA and
rRNA), RNA is found to be a key element in an ever increasing number of mechanisms regulating important biological functions,
and therefore in mechanisms disturbing them and is involved in cancer, viral infections and neurological pathologies.
In consequence, we witness, since a few year, the development of numerous tools dedicated to the identification of new non
coding RNA within the sequenced genomes. Those tools allowed the discovery of a great number of new candidates within model
organisms. Experimental validation of these candidates and understanding of their biological function rely on the determination
of their three-dimensional architectures. Unfortunately, the limitations in current experimental approaches do not allow to answer
quickly enough this need of validation.
In that context, we decided to develop a bioinformatics environment to optimize the construction and understanding of RNA
architectures.
The first part of the present thesis is focused on the description of our infrastructure named P.A.R.A.DIS.E (Platform to
Analyze RNA Annotations over a Distributed Environment). Its development can be divided in three main axes :
– an RNA annotations (secondary and tertiary structures, sequences alignments, . . .) engine
– a communication layer allowing to contact the algorithms that produce these annotations
– a graphical layer allowing to visualize and manipulate these annotations using adapted representations.
The second part is more specifically focused on the graphical tool Assemble, that allows to build a tertiary structure model for
an RNA molecule with a known secondary structure. Assemble proposes a great number of automated tools speeding up the
model construction by allowing to generate a first draft of the 3D model, to apply conformations derived from known structural
motifs and to refine the model’s coordinates according to structural constraints. The user also has the possibility to display an
electronic density map to guide him during the modelling.
The third and last part is dedicated to the validation of our bioinformatics tools and describes in details their use to answer RNA-
related biological questions.

Mots-Clés : ARN, développement logiciel, modélisation moléculaire, structure tridimensionnelle, analyse
structurale

3



Remerciements

Cette thèse a été réalisée dans l’UPR 9002 «Architecture et Réactivité de l’ARN»
du CNRS, dirigée par le Professeur Eric WESTHOF à l’Institut de Biologie Moléculaire
et Cellulaire. Ce travail a été financé à l’aide d’un contract du Human Frontier Science
Program (50-3284).

Je tiens d’abord à remercier le Professeur Eric WESTHOF de m’avoir accueilli dans
son laboratoire. Je lui suis reconnaissant de la confiance qu’il m’a témoignée, et de
m’avoir fait bénéficier de ses conseils et de son expérience.

Je remercie chaleureusement le Docteur Fabrice JOSSINET, qui m’a encadré au jour
le jour. Il a su me guider dans mes travaux tout en me laissant un grand degré de liberté.
Nos interactions quotidiennes ont été très stimulantes et sont une source d’inspiration
pour mes reflexions scientifiques.

Je remercie le Professeur Alain DENISE d’avoir accepté de faire partie du jury de ma
thèse. Ses compétences reconnues en bioinformatique des ARN et en algorithmique font
que son nom s’est imposé de lui-même lors de la constitution du jury.

Je remercie le Professeur Jean-Marie WURTZ d’avoir accepté de juger mon travail de
thèse. Ses travaux dans le domaine de la bioinformatique font qu’il était sans nul doute
la personne la plus indiquée pour remplir la charge de rapporteur interne de cette thèse.

Je remercie le Docteur Marc DELARUE, dont les recherches dans les domaines de
la cristallographie et de la modélisation moléculaire sont remarquables, d’avoir accepté
de consacrer une partie de son temps à l’évaluation de cette thèse.

Je remercie l’ensemble des membres de l’équipe Bioinformatique, modélisation et si-
mulation d’acides nucléiques pour les nombreux conseils et discussions.

Je remercie l’ensemble des membres de l’UPR pour leur interventions, questions et
conseils lors de mes présentations orales et pour m’avoir permis de travailler dans une

i



ambiance agréable.

Je remercie ma famille pour m’avoir soutenu et guidé dans mes choix, me permettant
ainsi d’approcher mon rêve d’enfant de devenir un jour un chercheur.

Je remercie tous mes amis Degausseurs pour leur soutient, leur bonne humeur et les
conseils qu’ils m’ont prodigués durant ma thèse vis à vis de la biologie, la chimie, la
programmation Java, openGL, le réseau (même si le réseau c’est mal), linux et l’infor-
matique en général. Merci Dr Kynes, Dr Emy, Dr Em, Dr Jabba, Duncan, Tite Nélène,
Dr Aktarus, Caro, Dr Gromito, Fouine (, La), Danes, AE, Dr Onclebens, Joe, Dr Dude,
Iomm, Dr Poulet, Poulette, Gounok, Nashera, Benool, M27 & Yoboka.

Je remercie toutes les personnes qui m’ont apporté du soutient.

ß õî÷ó ïîáëàãîäàðèòü ìîþ æåíó, Ìàøó, çà ïîääåðæêó è çà îäîáðèòåëüíûå

ñëîâà â òå÷åíèè ìîåé äîêòîðñêîé äèññåðòàöèè.

Áëàãîäàðþ å¼ êîíå÷íî æå çà òî, ÷òî îíà ñîãëàñèëàñü ïðîâåñòè âñþ ñâîþ æèçíü

âìåñòå ñî ìíîé. Merci Maria !
ß áëàãîäàðþ ñåìüþ Ïðîêóäèíûõ çà ò¼ïëûé ïðè¼ì â ñåìüþ è çà äîâåðèå èõ

äî÷üêè. Ïåðåäàþ ïðèâåò êåíãóðó.

Je dédie ce travail à la mémoire de notre stagiaire Yannick Krause et de notre colla-
borateur québécois Martin Larose, qui nous ont quitté bien trop jeunes, durant ma thèse,
et dont la disparition m’a profondément touchée.

ii



A ma famille

iii



iv



Table des matières

I Introduction 1

1 Introduction Générale 3

2 L’ARN 7
2.1 Les généralités structurales . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 8

2.2 La structure secondaire de l’ARN . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10

2.3 Les alignements structuraux . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12

2.4 La classification Leontis-Westhof . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13

2.5 L’isostérie entre paires de bases . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15

2.6 Les motifs structuraux d’ARN . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 17

2.6.1 Un exemple de motif structural : le Kink-Turn . . . . . . . . . . 18

2.6.2 D’autres motifs . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 20

3 L’analyse bioinformatique des architectures ARN 23
3.1 Les alignements de molécules d’ARN . . . . . . . . . . . . . . . . . . 27

3.1.1 Les alignements de séquences . . . . . . . . . . . . . . . . . . 28

3.1.2 Les alignements structuraux . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29

3.2 La prédiction de structures secondaires . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29

3.2.1 Prédiction de structures & alignement de séquences . . . . . . . 30

3.2.2 La prédiction de structures secondaires à partir d’alignements
de séquences . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 32

3.2.3 La prédiction de structures secondaires à partir d’une séquence . 34

3.3 La prédiction de structures tertiaires . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 39

v



3.3.1 La prédiction de structures tertiaires à partir d’une structure
secondaire . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 39

3.3.2 La prédiction de structures tertiaires à partir d’une séquence . . 40

3.4 L’annotation et la comparaison de structures d’ARN . . . . . . . . . . . 41

3.4.1 L’annotation de structures tertiaires . . . . . . . . . . . . . . . 41

3.4.2 La comparaison de structures & la recherche de motifs . . . . . 42

3.5 Les bases de données relatives à l’ARN . . . . . . . . . . . . . . . . . 46

3.6 La recherche de molécules d’ARN dans les génomes . . . . . . . . . . 47

3.7 Coévolution . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 49

3.8 Visualiser et manipuler les données bioinformatiques de l’ARN . . . . . 49

3.9 Les objectifs de cette thèse . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 51

4 Article 1
RNA structure : bioinformatic analysis 55

II P.A.R.A.DIS.E : une plateforme d’analyse des annotations
d’ARN 65

5 L’infrastructure P.A.R.A.DIS.E 67
5.1 Introduction . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 67

5.1.1 L’intégration des programmes et des données bioinformatiques . 67

5.1.2 P.A.R.A.DIS.E : un exemple d’infrastructure d’intégration
des données sur l’ARN . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 71

5.2 La visualisation des données d’ARN . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 75

5.2.1 Analyse de l’existant . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 75

5.2.2 Les interfaces graphiques de P.A.R.A.DIS.E . . . . . . . . 77

5.3 La modélisation informatique des concepts biologiques liés à l’ARN . . 85

5.3.1 Analyse de l’existant . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 85

5.3.2 Le modèle de concepts biologiques de P.A.R.A.DIS.E . . . 87

5.4 La distribution d’infrastructures logicielles sur un réseau . . . . . . . . 93

5.4.1 Analyse de l’existant . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 93

vi



5.4.2 Les architectures multi-agent : application à l’infrastructure
P.A.R.A.DIS.E . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 97

5.4.3 L’implémentation et l’organisation du MAS de
P.A.R.A.DIS.E . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 101

5.4.4 Les agents de P.A.R.A.DIS.E . . . . . . . . . . . . . . . . 105

5.4.5 Les requêtes . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 106

5.4.6 L’identification des agents . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 108

5.4.7 La communication entre les agents . . . . . . . . . . . . . . . . 108

5.4.8 Les algorithmes de P.A.R.A.DIS.E . . . . . . . . . . . . . 111

5.5 Les entrées et sorties de l’infrastructure P.A.R.A.DIS.E . . . . . . . 115

III La modélisation moléculaire d’ARN 119

6 Introduction 121
6.1 Les approches automatiques . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 122

6.1.1 FARNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 123

6.1.2 MC-Sym . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 123

6.1.3 Les limitations . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 124

6.2 Les approches semi-automatiques . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 127

6.2.1 RNA2D3D . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 128

6.2.2 Les approches du laboratoire . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 128

6.2.3 Les limitations . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 131

7 Le logiciel Assemble 135
7.1 Les choix techniques . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 137

7.2 De la 2D à la 3D . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 141

7.2.1 Pourquoi partir de la structure secondaire ? . . . . . . . . . . . 141

7.2.2 La visualisation et l’édition de la structure secondaire . . . . . . 142

7.2.3 La génération d’un premier jet de structure tertiaire . . . . . . . 142

7.3 L’application de motifs structuraux d’ARN . . . . . . . . . . . . . . . 144

7.3.1 Le répertoire de motifs structuraux d’ARN . . . . . . . . . . . 145

vii



7.3.2 Appliquer un motif structural . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 146

7.3.3 Etendre le répertoire de motifs . . . . . . . . . . . . . . . . . . 146

7.4 L’édition manuelle du modèle moléculaire . . . . . . . . . . . . . . . . 148

7.4.1 Le déplacement et l’assemblage des blocs de construction . . . 148

7.4.2 L’édition des angles de torsion . . . . . . . . . . . . . . . . . . 149

7.5 La construction du modèle sous contrainte de données expérimentales :
les cartes de densité électronique . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 149

7.5.1 Introduction . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 149

7.5.2 La gestion des cartes de densité dans Assemble . . . . . . . . 150

7.5.3 Utiliser plusieurs cartes simultanément . . . . . . . . . . . . . 152

7.6 La correction du modèle final par affinement de coordonnées . . . . . . 154

7.6.1 Introduction . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 154

7.6.2 Analyse de l’existant . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 154

7.6.3 RnaRT . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 155

8 Validation de l’infrastructure : Modélisation d’une molécule d’ARN 163
8.1 La modélisation du premier état . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 163

8.1.1 L’analyse de la structure secondaire . . . . . . . . . . . . . . . 164

8.1.2 La génération des hélices régulières . . . . . . . . . . . . . . . 164

8.1.3 La modélisation des boucles apicales . . . . . . . . . . . . . . 165

8.1.4 L’application des motifs structuraux . . . . . . . . . . . . . . . 165

8.1.5 La modélisation manuelle . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 167

8.1.6 La correction du modèle . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 168

8.1.7 Les figures . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 169

8.2 La modélisation du second état . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 176

8.2.1 L’analyse de la structure secondaire . . . . . . . . . . . . . . . 176

8.2.2 La génération des hélices régulières . . . . . . . . . . . . . . . 176

8.2.3 La modélisation des boucles apicales . . . . . . . . . . . . . . 176

8.2.4 L’application des motifs structuraux . . . . . . . . . . . . . . . 177

8.2.5 La modélisation manuelle . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 177

8.2.6 Les figures . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 179

viii



IV Conclusions générales et perspectives 185

9 Conclusions générales et perspectives 187

Bibliographie 195

ix



x



Table des figures

2.1 La structure de l’ARN . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7

2.2 Le squelette Ribose-Phosphate . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 8

2.3 L’hélice d’ARN . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9

2.4 Les angles de torsion entre deux nucléotides . . . . . . . . . . . . . . . 9

2.5 La structure secondaire d’un ARN . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10

2.6 Un pseudonœud . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11

2.7 Un alignement structural . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12

2.8 Les bases de l’ARN . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13

2.9 L’orientation de l’interaction par rapport à la liaison glycosidique . . . . 14

2.10 Un exemple de paires isostériques et non-isostériques . . . . . . . . . . 16

2.11 Le Motif Kink-Turn . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 18

2.12 Le Kink-Turn en 3D . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 18

2.13 Des versions alternatives du Kink-Turn . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19

2.14 Quelques motifs structuraux . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21

3.1 Les études structurales in silico de l’ARN . . . . . . . . . . . . . . . . 25

5.1 Les enchaînements d’analyses de P.A.R.A.DIS.E . . . . . . . . . . 74

5.2 RNA2DViewer . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 79

5.3 RNAlign . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 81

5.4 La visualisation de structures tertiaires dans P.A.R.A.DIS.E . . . . 83

5.5 Les propriétés structurales de deux molécules . . . . . . . . . . . . . . 88

5.6 Les concepts de P.A.R.A.DIS.E . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 89

5.7 L’écran d’accueil de P.A.R.A.DIS.E . . . . . . . . . . . . . . . . . 103

xi



5.8 Le gestionnaire de plateforme . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 103

5.9 La fenêtre de connexion . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 104

5.10 La barre d’outils de P.A.R.A.DIS.E . . . . . . . . . . . . . . . . . 104

5.11 Le comportement des Analysis et ParadiseService . . . . . . . 106

5.12 Le comportement des Analysis et algorithmes . . . . . . . . . . . . 107

5.13 La communication entre les modules de P.A.R.A.DIS.E . . . . . . 110

5.14 Les outils et algorithmes de P.A.R.A.DIS.E . . . . . . . . . . . . . 114

5.15 Comparaison entre les deux version de RnaML . . . . . . . . . . . . . 116

6.1 Les cycles d’interactions . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 124

6.2 Les étapes de modélisation avec les logiciels du laboratoire . . . . . . . 129

6.3 La boîte à boutons . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 130

7.1 Assemble . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 136

7.2 Les différents modes de rendu disponibles dans Assemble . . . . . . 140

7.3 La gestionnaire de rendus . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 141

7.4 Jessa & Nahelix . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 144

7.5 Le répertoire de motifs structuraux . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 145

7.6 L’application du motif structural Sarcin-Ricin . . . . . . . . . . . . . . 146

7.7 Le gestionnaire de blocs de construction . . . . . . . . . . . . . . . . . 148

7.8 La boîte de torsion . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 149

7.9 Des cartes de densité à haute et basse résolutions . . . . . . . . . . . . 151

7.10 Le gestionnaire de cartes de densité . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 152

7.11 Les différents rendus de cartes de densités . . . . . . . . . . . . . . . . 153

7.12 Le gestionnaire de nucléotides . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 155

7.13 Matrice creuse . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 156

7.14 L’affinement de coordonnées . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 160

8.1 La structure secondaire du premier état à modéliser . . . . . . . . . . . 169

8.2 Les boucles A, B & C (GNRA) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 170

8.3 La boucle D (UNCG) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 171

8.4 Le motif structural 1 (Sarcin-Ricin) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 171

xii



8.5 Le motif structural 2 (jonction de quatre hélices) . . . . . . . . . . . . . 172

8.6 Les trois conformations de jonctions à trois [Lescoute06b] . . . . . . . 173

8.7 Le motif structural 3 (jonction de trois hélices) . . . . . . . . . . . . . . 173

8.8 Le motif structural 4 (un nucléotide en bulle) . . . . . . . . . . . . . . 173

8.9 Le motif structural 5 (deux nucléotides en bulle) . . . . . . . . . . . . . 174

8.10 Les nucléotides 15, 16 et 199 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 174

8.11 Les nucléotides 35 à 41 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 174

8.12 Le modèle final du premier état . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 175

8.13 La structure secondaire du second état à modéliser . . . . . . . . . . . . 179

8.14 La boucle E (GNRA) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 180

8.15 La boucle F . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 180

8.16 Le motif structural 6 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 180

8.17 Le motif structural 7 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 181

8.18 Le motif structural 8 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 181

8.19 Les brins [C16 ;G23] et [U35 ;A37] . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 181

8.20 Le modèle final du second état . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 182

8.21 La superposition des modèles des deux états de la molécule . . . . . . . 183

xiii



xiv



Liste des tableaux

2.1 Les 12 familles d’interactions et leurs symboles . . . . . . . . . . . . . 15

2.2 La matrice d’isostérie de la famille cis Watson-Crick/Watson-Crick . . . 17

3.1 Approximation des temps d’exécution des algorithmes . . . . . . . . . 26

5.2 La liste des Feature de P.A.R.A.DIS.E . . . . . . . . . . . . . . 91

7.1 Les services P.A.R.A.DIS.E utilisés par Assemble . . . . . . . . 137

xv





Première partie

Introduction

1





Chapitre 1

Introduction Générale

L’ARN (Acide RiboNucléique) a longtemps été considéré comme un simple vecteur

de l’information génétique, permettant une transition entre l’ADN et les protéines

par le biais des ARN messagers, ARN de transfert et ARN ribosomiques. Toutefois,

l’exploitation des données produites par le décryptage des génomes a permis de mettre

davantage en évidence la complexité des systèmes biologiques. On sait aujourd’hui que

la complexité et le degré d’évolution d’un organisme sont directement liés à l’existence

de centaines de milliers d’ARN non-codants de tailles variables [Taft07], et qui sont

des éléments clés de machineries moléculaires réalisant d’importantes fonctions au

sein de la cellule. De nombreuses études montrent que l’ARN participe à un nombre

toujours croissant de mécanismes régulant les grandes fonctions biologiques et, par

conséquent, de mécanismes les perturbant et impliqués dans les phénomènes de cancer

[Zhang08, Dykxhoorn08], d’infections virales [Huang08, Kumar08] ou bactériennes

[Romby06] et d’affections neurologiques [Mehler07].

Ces fonctions cellulaires importantes, ainsi que la découverte continuelle de nouveaux

transcrits d’ARN de fonctions inconnues font que l’ARN connaît aujourd’hui un intérêt

grandissant. Et de ce fait, on assiste depuis quelques années au développement de

nombreux outils permettant l’identification de nouveaux ARN non-codants au sein des
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CHAPITRE 1. INTRODUCTION GÉNÉRALE

génomes séquencés.

Comme pour toute molécule, c’est la structure d’un ARN qui va déterminer sa fonction

au sein de la cellule, il est donc primordial de bien comprendre les règles qui régissent

les architectures des ARN et leur à travers la phylogénie.

Pour comprendre ces règles, il est nécessaire d’avoir à disposition un nombre

important de structures d’ARN. Malheureusement, leur production à haute résolution

par cristallographie de rayon X ou par résonance magnétique nucléaire est relativement

lente comparée au séquençage. Il en résulte un écart important entre le nombre de

molécules dont on connaît la séquence et le nombre de molécules pour lesquelles la

structure tridimensionnelle est connue.

Afin, de réduire cet écart, plusieurs approches aussi bien biophysiques, biochimiques

que bioinformatiques ont été mise en oeuvre pour obtenir ou prédire des structures

d’ARN. Avant de voir ses approches, nous allons procéder à un rappel sur l’ARN et

ses propriétés.
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Chapitre 2

L’ARN

FIG. 2.1 – La structure de l’ARN
Deux nucléotides d’une chaîne d’ARN.
Les atomes de Carbone du ribose sont
numérotés

L’ARN ( Acide RiboNucléique ) est un

biopolymère formé d’une chaîne de nucléotides.

L’ARN est une molécule proche de l’ADN, mais

en diffère notamment par le fait que le sucre de

l’ADN est un désoxyribose (un ribose auquel il

manque un l’oxygène en position 2’) et que l’ARN

substitue généralement la base Thymine de l’ADN

par l’Uracile. L’ARN est transcrit à partir de l’ADN

par des enzymes appelées ARN-polymérases et est

généralement traité ensuite par d’autres enzymes.

Certains ARN, les ARN messager (ou ARNm) sont

ensuite traduits en protéines par le ribosome (qui est

lui-même en partie constitué d’ARN).

7



CHAPITRE 2. L’ARN

2.1 Les généralités structurales

Chaque nucléotide d’ARN contient un sucre ribose (Fig. 2.2). On numérote les

atomes de carbone de ce sucre de 1’ à 5’. Une base azotée (en général Adénine,

Cytosine, Guanine ou Uracile : Fig. 2.8) est attachée en position 1’. Entre la position 3’

d’un ribose et la position 5’ du suivant, on trouve un groupement phosphate. La charge

négative de ces phosphates fait de l’ARN une molécule chargée (polyanion).

FIG. 2.2 – Le squelette Ribose-

Phosphate
En bleu : le ribose, en vert le phosphate
(qui sera complété par l’atome O3’ du
nucléotide précédent)

Une particularité structurale importante distinguant

l’ARN de l’ADN est la présence d’un groupement

hydroxyle en position 2’ du ribose. Ceci conduit

le ribose à préférer une conformation en C3’-endo

alors que le désoxyribose adopte une conformation

en C2’-endo. L’ARN prendra, en conséquence, une

conformation de forme A plutôt que de forme B

qui est plus communément observée pour l’ADN. Il

en résulte que les hélices d’ARN possède un grand

sillon étroit et profond, et un petit sillon large et peu

profond.

Bien que l’ARN soit transcrit uniquement à l’aide

de quatre bases (Adénine, Cytosine, Guanine et

Uracile) il existe environ une centaine de nucléosides

modifiés, dont notamment la thymidine ou la pseudouridine et l’inosine qui jouent un

rôle important dans les ARN de transfert.
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2.1. LES GÉNÉRALITÉS STRUCTURALES

Le squelette sucre-phosphate

FIG. 2.3 – L’hélice

d’ARN
En vert et violet, les petit
et grand sillons

Bien que les paires de bases et les empilements soient les

premiers déterminants de la structure 3D des ARN, certaines

conformations du squelette sucre-phosphate sont cruciales pour

l’activité catalytique des ARN, leur fixation avec des drogues

ou des aptamères. Ce squelette est articulé par de nombreux

angles de torsion. On trouve, le long du squelette, entre deux

nucléotides successifs, sept angles de torsion (Fig 2.4). En raison

de la variabilité des angles de torsion qui le composent, il est

plus difficile d’obtenir, par des techniques de cristallographie par

rayon X et de résonance magnétique nucléaire, une description

au niveau atomique pour le squelette que pour les bases. De

nombreuses études portent sur les conformations adoptées par le

squelette sucre-phosphate de l’ARN. [Hershkovitz03, Murray03,

Schneider04, Murray05, Hershkovitz06, Richardson08]

FIG. 2.4 – Les angles de

torsion entre deux nucléotides

Les différents angles de torsion du
squellette (α, β, γ, δ, ε et ζ) et
l’angle χ entre le sucre et la base
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CHAPITRE 2. L’ARN

2.2 La structure secondaire de l’ARN

Comme c’est le cas pour l’ADN, des liaisons hydrogène peuvent s’établir au sein

du polymère d’ARN et former des paires de bases. Ainsi une guanine peut s’apparier

avec une cytosine au moyen de trois liaisons hydrogène, et une adénine peut s’apparier

avec une uracile grâce à deux liaisons hydrogène. Ces deux paires de bases sont dites

canoniques, mais il existe d’autres types de paires, dont notamment la paire Wobble

formée par une guanine et une uracile. Le réseau de ces paires de bases constitue, à plus

grande échelle, des domaines structuraux tels que les hélices, les boucles en épingle à

cheveux, les bulles et boucles internes. Lorsque l’on regroupe ses domaines, on obtient

la structure secondaire d’un ARN. C’est cette structure secondaire qui sert de squelette

au repliement tridimensionnel de l’ARN.

FIG. 2.5 – La structure secondaire d’un ARN

Cette figure représente la structure
secondaire
de l’ARNtPHE de S.cerevisiae. En
rouge, bleu et jaune on peut voir les
hélices, les boucles terminales et les
boucle internes. Les traits simples
et doubles représentent des paires
de bases canoniques, le cercle une
paire wobble.
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2.2. LA STRUCTURE SECONDAIRE DE L’ARN

Les pseudonœuds

FIG. 2.6 – Un pseudonœud
Le pseudonœud du rétrovirus I SRV-
I issu de la structure 1E95.(source
[Staple05])

Les pseudonœuds sont des éléments structuraux

d’ARN observés pour la première fois dans

le turnip yellow mosaic virus [Rietveld82]. Ils

ont une apparence de nœud dans une structure

tridimensionnelle, mais n’en sont pas d’un point

de vue topologique. Les pseudonœuds possèdent

plusieurs types de repliements et de topologies. Dans

le repliement de type H, les bases d’une boucle en

épingle à cheveux forment des appariements avec des bases hors de la tige, causant la

formation d’une seconde tige-boucle et d’un pseudonœud. Ces deux hélices peuvent

alors s’empiler l’une au dessus de l’autre pour former une hélice quasi-ininterompue,

avec un brin continu et l’autre discontinu. Certains pseudonœuds sont connus pour

avoir une activité catalytique. Les introns de groupe I sont des ribozymes capables

de procéder à leur propre épissage, sans recourt au complexe ribonucléoprotéique

appelé spliceosome qui est en général chargé de cette tâche. L’action catalytique de

ses introns est réalisée par un pseudonœud englobant les trois hélices qui le forment.

[Adams04, Westhof02]. On trouve également des pseudonœuds dans la télomérase

[Ulyanov07, Shefer07] et dans les domaines catalytiques de structures permettant

l’hydrolyse ou la transesterification [Doudna02]. Certains ARN messagers présentent

également une structure en pseudonœud en aval d’une séquence glissante. Ceci va

ralentir le ribosome lors de la traduction et pourra potentiellement provoquer un

décalage de cadre de lecture, conduisant à la synthèse d’une protéine alternative. Cette

«erreur» de lecture ne se réalisant qu’en faible proportion, un même ARN messager

pourra être traduit en deux protéines. [Namy06, Hansen07].

[Staple05] présente un rappel des différents types de pseudonœuds et leurs occurrences

dans des structures connues.

11



CHAPITRE 2. L’ARN

2.3 Les alignements structuraux

Comme la structure tridimensionnelle d’un ARN dicte sa fonction, elle est

grandement conservée au cours de l’évolution. La structure secondaire constituant

l’échafaudage de cette structure tertiaire, il est logique qu’elle soit, à un certain degré,

également conservée. On a observé au travers des données génomiques, que la séquence

primaire n’est, quant à elle pas autant conservée. La structure secondaire est composée

d’hélices, dont les éléments unitaires sont les paires de bases canoniques. Une paire

de bases canonique peut se substituer à une autre (par mutation des deux bases qui la

composent) au sein d’une hélice sans en perturber la géométrie.

Repérer ces covariations au sein de séquences d’ARN réalisant des fonctions analogues

et appartenant à des organismes différents permet de mettre en lumière les conservations

et évolutions structurales de cette famille de molécules. Cela peut se faire par

l’alignement des séquences entre elles. Comme on considère l’information de structure

en plus des séquences brutes, il s’agit d’un alignement structural.

FIG. 2.7 – Un alignement structural
Pour une famille d’ARN donnée, chaque ligne contient la séquence d’un orthologue. Les nucléotides alignés
verticalement sont considérés comme occupant des positions structuralement équivalentes
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2.4. LA CLASSIFICATION LEONTIS-WESTHOF

Toutefois, pour comprendre pleinement la structure tertiaire d’un ARN, on ne

peut se limiter à la prise en compte des seules interactions canoniques. En effet, il

existe un nombre important d’interactions possibles entre les quatre bases azotées

de l’ARN [Hoogsteen63, Saenger84] et c’est le réseau de ces interactions qui va

véritablement dicter les particularités intrinsèques de chaque structure d’ARN. L’étude

de ces interactions à conduit à la mise en place d’une classification.

2.4 La classification Leontis-Westhof

Chaque base possède trois faces à l’aide desquelles elle peut former des interactions

au moyen de liaisons hydrogènes avec une autre base. Ces faces sont :

– la face Watson-Crick (par laquelle se forme entre autre les paires de bases

canoniques et wobbles)

– la face Hoogsteen

– la face Sugar Edge

(a) Adénine (b) Guanine (c) Cytosine (d) Uracile

FIG. 2.8 – Les bases de l’ARN
A gauche : les bases puriques, à droite : les bases pyrimidiques. Les lignes rouges, bleues et vertes
représentent les faces Watson-Crick, Hoogsteen et Sugar-Edge. La face Sugar-Edge implique également
le groupement hydroxyle O2’ du ribose
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Deux faces données peuvent former ensemble des interactions différentes en

fonction de leur orientation relative. Comme il existe trois faces, il existe 6 combinaisons

entre ces faces pouvant chacune adopter l’orientation cis ou trans. On obtient donc 12

types d’interactions possibles entre les bases de l’ARN (voir tableau 2.1).

(a) Orientation cis (b) Orientation trans

FIG. 2.9 – L’orientation de l’interaction par rapport à la liaison glycosidique
Lorsque les liaisons glycosidiques des deux nucléotides formant l’interaction sont du même coté des liaisons
hydrogènes, l’orientation de cette interaction est cis, dans le cas contraire, elle est trans

Chacun de ces types d’interactions va localement modifier l’orientation relative entre

les deux brins d’ARN porteurs des bases. La classification des paires de bases à

également conduit à la mise en place d’une nomenclature relative à ces interactions :

la nomenclature Leontis-Westhof [Leontis01]. Dans cette nomenclature, chaque face est

représentée par un symbole géométrique : un cercle pour la face Watson-Crick, un

carré pour la face Hoogsteen et un triangle pour la face Sugar Edge. L’orientation de

l’interaction est, quant à elle, représentée par un remplissage plein pour l’orientation cis

et creux pour l’orientation trans.
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2.5. L’ISOSTÉRIE ENTRE PAIRES DE BASES

N˚
Orientation de la

liaison glycosidique
Faces impliquées

Orientation locale

des brins
Symbole

1 cis Watson-Crick/Watson-Crick Antiparallèle
2 trans Watson-Crick/Watson-Crick Parallèle
3 cis Watson-Crick/Hoogsteen Parallèle
4 trans Watson-Crick/Hoogsteen Antiparallèle
5 cis Watson-Crick/Sugar Edge Antiparallèle
6 trans Watson-Crick/Sugar Edge Parallèle
7 cis Hoogsteen/Hoogsteen Antiparallèle
8 trans Hoogsteen/Hoogsteen Parallèle
9 cis Hoogsteen/Sugar Edge Parallèle

10 trans Hoogsteen/Sugar Edge Antiparallèle
11 cis Sugar Edge/Sugar Edge Antiparallèle
12 trans Sugar Edge/Sugar Edge Parallèle

TAB. 2.1 – Les 12 familles d’interactions et leurs symboles

La classification Leontis-Westhof et sa nomenclature associée permettent donc

d’annoter facilement les structures tertiaires d’ARN et de mettre en valeur les différents

réseaux d’interactions.

2.5 L’isostérie entre paires de bases

La structure tridimensionnelle des molécules homologues d’ARN change beaucoup

plus lentement que la séquence de ces molécules au cours de l’évolution. Par définition,

des molécules homologues partagent une origine biologique et une fonction commune.

Des mutations aléatoires, à des points structurellement importants des molécules

d’ARN, sont accommodées par la sélection naturelle lorsqu’elle perturbent peu la

structure locale ou lorsqu’elles sont compensées par des mutations en d’autres points de

la séquence. L’observation de ces covariations sur des interactions de type cis Watson-

Crick/Watson-Crick, a permis de prédire avec succès la conservation de doubles hélices

dans des molécules d’ARN homologues. C’est l’isostérie entre les paires de bases

canonique A-U, C=G, G=C et U-A qui est à la source de cette propriété. En effet, les

distances C1’-C1’ dans chacune de ces paires sont identiques.
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Deux paires de bases a-b et c-d sont dites isostériques [Leontis02b] si :

– les faces impliquées sont les même entre a et c et entre b et d

– l’orientation de l’interaction par rapport à la liaison glycosidique est la même

– lorsqu’on substitue a par c et b par d, on ne perturbe pas la géométrie locale (la distance

entre les atomes C1’ des deux partenaires reste fixe)

Il est à noter que si la distance C1’-C1’ est égale (ou quasi égale) il n’en est pas de même

pour le volume global occupé par les bases.

Les paires de bases appartenant à une même famille géométrique (par exemple

cis Watson-Crick/Watson-Crick) montrent des orientations relatives de leurs liaisons

glycosidiques très similaires, ce qui implique la conservation locale de l’orientation

des brins. Toutefois, toutes les paires de bases d’une famille géométrique ne sont pas

isostériques les unes par rapport aux autres, car la distance entre les C1’ peut varier

d’une paire à l’autre (voir la figure 2.10).

(a) Une paire G-C (10.3 Å) (b) Une paire A-U (10.3Å) (c) Une paire C-C (8.5Å)

FIG. 2.10 – Un exemple de paires isostériques et non-isostériques
Trois paires de bases cis Watson-Crick/Watson-Crick et leurs distances C1’-C1’ associées. (a) et (b) sont
isostériques, mais ne sont pas isostériques à (c)

Les matrices d’isostérie

Cette distance a donc été utilisée comme discriminant pour diviser les familles

géométriques en sous-familles isostériques. Ces sous familles permettent d’identifier
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2.6. LES MOTIFS STRUCTURAUX D’ARN

des paires de bases pouvant se substituer à d’autres par covariation tout en préservant

la structure tridimensionnelle. Cette information est capitale pour la modélisation

moléculaire, la prédiction de motifs structuraux et de structure tertiaire, et pour

l’obtention de meilleurs alignement structuraux. Le partitionnement d’une famille

géométrique en sous familles isostériques peut être représenté par une matrice

d’isostérie (voir tableau 2.2). Au sein d’une telle matrice, toutes les paires de bases

portant le même label sont isostériques. Les paires n’ayant pas de label, n’ont jamais été

observées au sein de structures cristallographiques.

cis A C G U

A I4 I2 I3 I1

C I2 I6 I1 I5

G I3 I1 I2

U I1 I5 I2 I6

TAB. 2.2 – La matrice d’isostérie de la

famille cis Watson-Crick/Watson-Crick

Cette famille géométrique se partitionne en 6
sous familles d’isostérie. Notons que la famille I1
correspond aux appariements canoniques formant
les doubles hélices d’ARN. La paire G-G n’a,
à ce jour, jamais été observée en structure
cristallographique.

2.6 Les motifs structuraux d’ARN

Les structures tridimensionnelles d’ARN présentent des réseaux d’interactions

complexes qui, pour une grande partie, reposent sur des paires de bases non canoniques

et forment des motifs structuraux [Westhof04, Krasilnikov04, Leontis03]. Ces motifs,

observés de façon récurrente, notamment dans les ARNr [Wimberly00, Ban00],

indépendamment de la fonction et de l’organisme de l’ARN observé, favorisent les

interactions ARN-ARN à longue distance et créent des sites de fixation pour des

protéines et de petits ligands. La conservation de tels motifs structuraux est bien plus

grande que celle de leurs structures secondaires sous-jacentes, car plusieurs structures

secondaires peuvent former des repliements tridimensionnels similaires.

On peut définir un motif par une liste ordonnée de paires de bases non canoniques
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pouvant être interrompues par des bases insérées ou en bulle. Ces motifs sont souvent

inclus dans des régions hélicales, formant ainsi des boucles internes ou des épingles à

cheveux.

2.6.1 Un exemple de motif structural : le Kink-Turn

FIG. 2.11 – Le Motif

Kink-Turn
Les cinq paires de bases
formant le motif sont
colorées et numérotées

Les motifs Kink-Turn [Klein01] sont des boucles internes

récurrentes, qui produisent une courbure importante dans les

hélices d’ARN (Fig. 2.12).

FIG. 2.12 – Le Kink-Turn en 3D
Une vue stéréographique du motif Kink-Turn tel qu’il est
observé dans la structure cristallographique du ribosome de
H.marismortui

Cette courbure rapproche les petits sillons des deux hélices

qui encadrent le motif. De nombreuses études théoriques et

expérimentales ont permis de mettre en valeur la flexibilité des Kink-Turn, ainsi que leur

besoin en magnésium et protéines [Goody04, Matsumura03, Cojocaru05, Rázga04].

Le motif du Kink-Turn, caractérisé par cinq paires de bases, peut être représenté

grâce à la nomenclature Leontis-Westhof (voir figure 2.11). Des Kink-Turn ont pu

être observés dans des structures aussi variées que la snRNP U4 [Vidovic00], la

pseudouridine synthétase à boîte H/ACA [Rozhdestvensky03], les méthylases à boîte
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C/D [Kuhn02] ou l’élément autorégulateur de l’ARNm L1 [Nevskaya05]. Plusieurs

combinaisons d’interactions pouvant adopter le même repliement tridimensionnel, on

a observé dans les structures cristallographiques de nombreuses variantes du Kink-

Turn qui correspondent aux schémas de la figure 2.11. Ces variantes ne sont pas

exhaustives et plusieurs versions sont présentées dans [Lescoute05]. On peut également

noter l’existence d’un motif Kink-Turn inversé [Strobel04].

(a) Isostérie (b) Insertion de

base

(c) Restructuration

FIG. 2.13 – Des versions alternatives du Kink-Turn
Ces trois versions du Kink-Turn différent de la version présentée en figure 2.11 : (a) Les paires 1, 4 et 5
sont remplacées par des paires isostériques. (b) Une base est insérée dans la bulle entre les paires 5 et 2.
(c) Une restructuration importante des paires de bases permet de former le même motif en 3D
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2.6.2 D’autres motifs

Hormis le Kink-Turn il existe de nombreux motifs structuraux d’ARN dont voici

quelques exemples :

– la boucle GNRA : dans certaines molécules les boucles avec une séquence

GNRA (ou R est une purine et N un nucléotide quelconque) représentent plus

d’un tiers des boucle à quatre nucléotides. Ce motif structural, relativement stable

énergétiquement, est connu pour interagir avec le petit sillon d’une hélice distante

[Jaeger94, Pley94, Costa97, Costa95]. Le motif GNRA intervient également

dans des interactions boucle-boucle [Lehnert96] [Costa97] [Costa00]. On observe

notamment ce motif dans les introns de groupe I [Lehnert96] et le ribozyme à tête

de marteau [Jucker95]

– la C-loop : ce motif est une boucle interne asymétrique qui augmente la torsion

hélicale d’une hélice d’ARN, permettant à sa boucle terminale d’établir des

interactions tertiaires [Lescoute05]. On retrouve ce motif, entre autres, dans les

ARN 23S [Ban00] et 16S [Clemons01, Wimberly00] et l’ARNm de la thréonine

synthétase [Torres-Larios02]

– Sarcin-Ricin : ce motif est un empilement de paires de bases non canoniques

servant de site pour des interactions entre l’ARN et des protéines ou d’autres

ARN [Leontis02a]. Ce motif a notamment été observé dans plusieurs structures

cristallographiques des petites et grandes sous unités du ribosome [Ban00,

Wimberly00, Schluenzen00, Harms01]

La représentation par schéma utilisant la nomenclature Leontis-Westhof , associée aux

matrices d’isostérie des différentes paires de bases, permet de mettre en valeur les

covariations menant à la conservation ou à l’évolution des motifs structuraux d’ARN à

travers la phylogénie. De plus, l’étude et la mise en valeur de motifs structuraux d’ARN

joue un rôle important dans le processus d’affinement des alignements structuraux et de

prédiction de structures tertiaires.
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(a) GNRA (b) C-loop (c) Sarcin-Ricin

FIG. 2.14 – Quelques motifs structuraux

Des études approfondies des motifs structuraux d’ARN sont présentées dans

[Lescoute05, Lescoute06a, Wexler07]
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Chapitre 3

L’analyse bioinformatique des

architectures ARN

L’analyse structurale des ARN non codants peut s’effectuer à plusieurs niveaux et

en utilisant des approches très variées. De nombreuses techniques permettant d’inférer

de l’information structurale concernant les ARN sont notamment issues de la biochimie

(sondage chimique ou enzymatique, empreinte chimique ou enzymatique, mutagénèse

dirigée ou aléatoire, . . .) et de la biophysique (cristallographie par diffraction de rayons

X, résonance magnétique nucléaire, cryo-microscopie électronique, . . .) [Felden07].

Dans le cadre de cette thèse, nous ne détaillerons pas ces techniques. L’alternative à ces

approches que nous avons considérée est l’approche bioinformatique (ou in silico).

La bioinformatique est un champ de recherche multidisciplinaire regroupant,

entre autres, l’informatique et les mathématiques appliquées dans le but de répondre à des

problèmes scientifiques posés par la biologie.

La bioinformatique est très largement utilisée pour des problématiques d’analyse de

séquences, d’annotation de génomes, d’analyse de l’expression génétique et protéique,
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de la génomique comparative. . . Dans le contexte de cette thèse, nous nous intéressons

surtout à son utilisation dans le cadre de l’étude des ARN non codants et notamment

dans leur étude structurale.

Une molécule d’ARN est entre autres caractérisée par :

– sa séquence primaire

– sa structure secondaire

– sa structure tertiaire

– sa famille fonctionnelle

– les motifs structuraux qui la composent

– ses partenaires dans la cellule

Il existe donc de nombreux sous domaines de la bioinformatique des ARN, dont le but

est de faire le lien entre ces différentes informations (qui ne sont malheureusement pas

toujours toutes connues pour chaque ARN) afin de mieux comprendre les particularités

structurales des ARN ainsi que leurs évolutions. Ses approches, résumées dans le

schéma de la figure 3.1, seront détaillées et illustrées par un certain nombre de

techniques et d’outils les exploitant.
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Algorithmes & Heuristiques

Un algorithme est une séquence d’instructions, définie dans le but de produire un résultat

à partir d’un état initial. Dans le cadre des problèmes d’optimisation (ex : «rechercher la

structure secondaire de plus petite énergie libre»), l’algorithme à pour but de trouver la

meilleure solution.

Une heuristique est une méthode de résolution de problèmes d’optimisation qui, par le biais

de simplifications du problème, permet de trouver rapidement une solution sous-optimale

mais satisfaisante du problème.

Quelques mots sur la complexité des algorithmes

On note par O(x) la complexité d’un algorithme en fonction de la quantité n de données

à traiter. Il s’agît du nombre d’opérations élémentaires à exécuter pour mener l’algorithme

à terme. Dans les programmes décrits dans ce chapitre, n représente le nombre total de

nucléotides à traiter. Le tableau 3.1 montre le temps d’exécution d’un programme en

fonction de sa complexité et de la quantité de données sur un ordinateur nécessitant une

micro seconde par opération élémentaire.

n O(n) O(n2) O(n3) O(n6) O(2n)
1 1 µs 1 µs 1 µs 1 µs 2 µs

10 10 µs 100 µs 1 ms 1 s 1 ms
100 100 µs 10 ms 1 s 12 jours 1016 ans

1000 1 ms 1 s 16 mn 32000 ans 10287 ans
10000 10 ms 100 s 12 jours 1010 ans 103000 ans

TAB. 3.1 – Approximation des temps d’exécution des algorithmes

Avec la séquence d’une molécule d’ARN, il peut être intéressant de connaître la

structure tridimensionnelle (ou à défaut la structure secondaire) qui lui est associée. La

bioinformatique propose plusieurs approches pour répondre à cette question, lorsque les

approches de biologie expérimentale s’avèrent trop coûteuses.
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3.1 Les alignements de molécules d’ARN

L’alignement de séquences est une méthode visant à arranger les nucléotides de

manière à mettre en valeur des régions présentant des similarités ou dissemblances

qui sont le fruit de l’évolution. Ainsi, si deux séquences d’un alignement ont un

ancêtre commun, les zones dissemblables sont le reflet de mutations, d’insertions

ou de délétions. Lorsqu’un jeu de séquences est correctement aligné, les éléments

alignés verticalement (nucléotides ou séries de nucléotides) représentent des régions

homologues entre les différentes séquences. L’approche a priori la plus appropriée

pour aligner deux séquences A et B, est d’utiliser la programmation dynamique afin

de trouver le nombre minimal d’éditions (mutations, insertions ou délétions) pour

transformer A en B. Toutefois, comme nous allons le voir, cette approche ne reflète

par forcement le processus naturel d’évolution entre les séquences, et notamment

l’évolution des séquences d’ARN.

Programmation dynamique

La programmation dynamique est une méthode de résolution de problèmes d’optimisation

qui consiste à déduire la solution optimale d’un problème à partir de solutions optimales de

sous problèmes le composant. Cet approche consiste donc à :

1. décomposer le problème en sous problèmes plus petits

2. trouver la solution optimale de chaque sous problème (en utilisant également cette

méthode de programmation dynamique)

3. utiliser ces solutions optimales de sous problèmes pour établir la solution optimale

du problème original.
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3.1.1 Les alignements de séquences

CLUSTAL W [Thompson94] est encore aujourd’hui l’un des outils les plus utilisés

pour les alignements de séquences de protéines ou d’acides nucléiques. L’alignement

se déroule en trois étapes : d’abord toutes les séquences sont alignées deux à

deux et classées par similarité. Ensuite, un arbre-guide est construit à partir de la

matrice de distance obtenue à la première étape. Enfin les séquences sont réalignées

progressivement, dans un ordre déterminé par l’arbre.

Opal [Wheeler07] aligne également l’ensemble des séquences grâce à un alignement

progressif de sous-alignements.

[Colbourn07] aligne les séquences trois par trois et intègre ces résultats dans un

alignement multiple.

Align-m [Van Walle04] est adapté à l’alignement de séquences qui sont très

dissemblables, grâce à l’usage de différentes matrice de scores.

MSA-GA [Gondro07] utilise un algorithme génétique et fait évoluer une population

d’alignements candidats pour obtenir l’alignement avec le meilleur score en un temps

d’exécution rapide. La qualité de chaque alignement est déterminée uniquement à partir

des informations de séquence.

MUMmerGPU [Schatz07] permet d’aligner parallèlement chacune des séquences en

entrée contre une séquence de référence. La parallélisation de ces alignements est rendue

possible en faisant usage de l’architecture CUDA de nVidia, permettant de faire exécuter

les calculs par des processeurs graphiques, ce qui rend le programme 3.5 fois plus

rapide que son équivalent utilisant le processeur principal de l’ordinateur [Delcher02].

L’alignement de deux séquences se fait en construisant un arbre de suffixes représentant

chaque séquence, et en alignant ces deux arbres.

De nombreux exemple de programmes d’alignements sont disponibles à l’adresse

[alignements]. Ce type d’approches n’est basé que sur les informations de séquence

et a surtout été utilisé pour aligner des génomes et des protéines. Comme nous l’avons

vu, les séquences d’ARN sont bien moins conservées que les structures secondaires et
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tertiaires qu’elles forment. L’intégration d’informations de structure dans un algorithme

d’alignement de séquences d’ARN représente donc un atout majeur et reflète bien mieux

la réalité biologique de ces molécules.

3.1.2 Les alignements structuraux

En général, l’analyse comparative d’une famille de séquences homologues permet

de mettre en valeur des covariations au sein de cette famille d’ARN et de définir la

position des hélices. Toutefois, déterminer le cœur conservé de structure secondaire

dans un alignement de séquences est un travail délicat et itératif, généralement fait «à

la main». Plusieurs outils facilitent ce processus en liant visuellement l’alignement à

des contraintes structurales. Ces outils se concentrent sur le respect des paires de bases

canoniques et de l’isostérie (Ribostral [Mokdad06], S2S [Jossinet05] et Sarse

[Andersen07]) ou affichent une représentation de la structure secondaire/tertiaire

pour une ou plusieurs séquences (4SALE [Seibel06], S2S [Jossinet05] et Sarse

[Andersen07]). ConStruct [Wilm08] est un outil graphique semi automatique pour

produire des alignements de séquences. Ce programme propose un premier alignement

et aide l’utilisateur à le corriger grâce à des informations de thermodynamique et de

covariation.

Dans [Gardner05], différents outils d’alignement structural de molécules d’ARN sont

comparés.

3.2 La prédiction de structures secondaires

L’alignement structural de séquences d’ARN et la recherche d’une structure

secondaire consensus pour ces séquences sont des problèmes très proches et de

nombreux outils les traitent de façon simultanée.
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3.2.1 Prédiction de structures & alignement de séquences

Plusieurs outils cherchent à produire un alignement structural et à prédire la

structure secondaire des molécules simultanement. Les outils SCARNA [Tabei06],

STRAL [Dalli06], StructMiner [Yang04] et MARNA [Siebert05] prédisent une

structure secondaire pour chaque séquence, et cherchent ensuite à aligner ces structures.

Malheureusement, le repliement individuel de chaque séquence, sur la base de l’énergie,

ne garantit pas de produire la structure secondaire fonctionnelle (voir 3.2.3).

D’autres outils se basent sur l’algorithme de Sankoff [Sankoff85] et propose

de prédire la structure des ARN et de les aligner simultanément (FOLDALIGN

[Havgaard05, Havgaard07], STEMLOC [Holmes05] ou Dynalign [Mathews02,

Mathews05, Harmanci07]).

foldalignM [Torarinsson07] couple les matrices de probabilités d’appariement de

McCaskill [McCaskill90] et celles de FOLDALIGN pour aligner les séquences. Ce

programme est également capable de partitionner les séquences et de fournir un

alignement pour chaque partition.

En raison de la complexité de ce type d’algorithme, de nombreux logiciels analogues

imposent des limitations pour rendre les calculs réalisables. Il est par exemple fréquent

que de tels outils se limitent à l’alignement de deux séquences.(SCARNA, STEMLOC,

FOLDALIGN et Dynalgin). MARNA limite la somme de la longueur de l’ensemble des

séquences à 10 000 nucléotides. STRAL tente de passer outre ce type de limitation en

employant une heuristique. MXSCARNA [Tabei08] procède à un alignement multiple de

plusieurs séquences d’ARN de la même manière que son prédécesseur (SCARNA) aligne

deux séquences. Les séquences sont alignées deux à deux et un arbre phylogénétique est

établi par la méthode UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean)

pour fusionner les différents alignements en un unique alignement multiple. aln3nn

[Kruspe07] se base sur des alignements trois par trois. Murlet [Kiryu07] utilise

une variante de l’algorithme de Sankoff pour produire un alignement de séquences

d’ARN. Une simplification de la fonction de coût permet d’utiliser moins de ressources
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informatiques tout en restant efficace. La prédiction de la structure secondaire consensus

est déléguée à un outil externe. Pour réduire le fort coût en ressources informatiques,

des outils travaillent sur des abstractions de structures secondaires, telles que les arbres

hiérarchiques de cycles RSMATCH [Liu05b].

Une autre stratégie consiste à aligner des séquences d’ARN non repliées en accord avec

une molécule de référence, pour laquelle on connaît la structure secondaire décrite à

l’aide d’un environnement probabiliste. Un environnement probabiliste est une boîte à

outils statistique qui évalue l’association d’un label à une séquence linéaire (ces labels

pouront par exemple être «gène», «intron» et «exon») [Eddy96, Eddy98, Eddy04].

Parmi ces environnements, les modèles de Markov cachés (HMM) ont été adaptés avec

succès à la prédiction de gènes. Toutefois, ils ne sont pas capables de tenir compte

d’interactions entre deux symboles distants, comme les paires de bases de l’ARN. En

représentant les ARN sous forme d’arbres, le groupe de Sakakibara propose d’aligner

cet arbre contre une séquence d’ARN à l’aide d’une extension des HMM permettant

de gérer les pseudonœuds [Matsui05], ou plus récemment à l’aide de champs aléatoires

conditionnels (Conditional Random Fields) [Sato05].

[Song06] utilise une extension des grammaires probabilistes non contextuelles (SCFG :

Stochastic context-free grammars) pour aligner des séquences d’ARN et en prédire

une structure secondaire consensus. Une amélioration de l’algorithme d’alignement par

rapport à la précédente version [Cai03] permet de baisser sa complexité de O(n4) à

O(n2).

MASTR [Lindgreen07] utilise une méthode de Monte Carlo pour produire un alignement

initial aléatoirement. Une méthode de recuit simulé est alors utilisée pour corriger

l’alignement et obtenir la structure secondaire consensus. MASTR peut également tenir

compte de contraintes d’appariement ou de non appariement pour des nucléotides

donnés.

RNA Sampler [Xu07] utilise les probabilités d’appariement de chaque base pour

produire des structures secondaires pour les séquences en entrée. Des scores

d’alignement entre les bases des différentes séquences sont utilisés pour aligner les
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séquences en accord avec les structures. De façon itérative, cet alignement est utilisé

pour corriger les structures secondaires, qui sont utilisées pour affiner l’alignement.

Ceci assure une convergence vers un alignement correct et une structure secondaire

consensus.

Méthode de Monte Carlo

La méthode de Monte Carlo est une heuristique qui utilise un échantillonage aléatoire répété

pour produire son résultat. Elle s’applique quand le domaine de recherche de l’algorithme

est trop vaste pour trouver une solution en testant toutes les possibilités dans un temps

raisonnable. La méthode de Monte Carlo suit généralement les étapes suivantes :

1. Définir le domaine des solutions possibles

2. Générer un grand nombre de ces solutions potentielles et les évaluer

3. Faire la synthèse de tous ces résultats pour en déduire une solution sous-optimale du

problème

3.2.2 La prédiction de structures secondaires à partir

d’alignements de séquences

De nombreux algorithmes prédisent la structure secondaire consensus d’un

alignement de séquences sur la base de l’information mutuelle. Toutefois des séquences

trop proches n’offrent que peut d’informations de covariations, et des séquences trop

différentes sont difficilement alignables, rendant l’information mutuelle difficile à

dégager du bruit.

[Engelen07] propose un algorithme permettant de mesurer l’aptitude d’un jeu de

séquence à être utilisé dans une approche comparative.

RNAalifold [Hofacker07] du Vienna RNA package prédit une structure

secondaire consensus pour un alignement de séquences en minimisant l’énergie libre

globale et en utilisant l’information de mutations compensatoires issue de l’alignement.
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L’outil KNetFold [Bindewald06] repose, quant à lui, sur une méthode d’apprentissage

automatique. Pour chaque pair de colonnes de l’alignement, KNetFold calcule

un score de thermodynamique, de possibilités d’appariements et de covariations.

KNetFold utilise la méthode d’apprentissage supervisé des k plus proches voisins

pour déduire une unique structure secondaire (pouvant inclure des pseudonœuds) de la

matrice de score précédemment établie.

HXMATCH [Witwer04] utilise une combinaison de scores de thermodynamique et de

covariation. Ce programme produit deux structures secondaires sans pseudonœud qui,

une fois superposées, permettent d’obtenir une structure secondaire avec pseudonœuds.

Lorsqu’un alignement de séquences d’ARN est disponible, Mifold [Freyhult05]

permet d’identifier les sites de covariation en utilisant l’information mutuelle. Cette

information est exploitée à l’aide de l’algorithme de Nussinov [Nussinov78] pour

établir une structure secondaire sans pseudonœud. Le score des bases impliquées dans

des paires est remis à zéro et une deuxième structure secondaire est calculée. De

manière analogue à HXMATCH ces deux structures secondaires permettent de déduire

une structure secondaire avec pseudonœuds.

Le programme ILM [Ruan04] utilise également une combinaison de scores de

thermodynamique et de covariation, traitée par l’algorithme de Nussinov pour

déterminer une structure secondaire avec pseudonœuds.

Lorsque l’on ne dispose pas d’un grand nombre de séquences que celles-ci sont

tellement semblables qu’aucune information de covariation ne peut être tirée d’un

alignement, il est nécessaire de disposer d’outils capables de prédire la structure

secondaire d’une molécule d’ARN, sur la base de sa séquence uniquement.

33



CHAPITRE 3. L’ANALYSE BIOINFORMATIQUE DES ARCHITECTURES
ARN

3.2.3 La prédiction de structures secondaires à partir d’une

séquence

La prédiction de la structure secondaire d’un ARN à partir de sa seule séquence

est l’un des domaines de recherche les plus anciens de la bioinformatique des ARN, et

c’est une problématique qui est encore loin d’être close aujourd’hui. Il existe plusieurs

méthodes pour y parvenir. La plus ancienne utilise des paramètres thermodynamiques et

se base sur le fait qu’à une température donnée, une séquence d’ARN va avoir tendance

à se replier en une même structure, énergétiquement plus stable que les autres.

3.2.3.1 Les approches utilisant la programmation dynamique

Les programmes de prédiction de structures secondaires les plus utilisés reposent

sur un algorithme de programmation dynamique. Ainsi, MFOLD [Zuker03], RNAFold

[Hofacker03] et RNAstructure [Mathews99, Mathews04b] utilisent une approche

déterministe qui leur garantit de trouver la structure de plus petite énergie libre,

en accord avec le modèle énergétique qu’ils emploient. Cette approche leur permet

également de proposer une groupe de structures énergétiquement sous-optimales. Par

ailleurs, la dernière version de RNAstructure autorise l’utilisateur à fixer certaines

contraintes en utilisant des données issues d’expériences de sondage chimique. La

qualité de la prédiction d’une structure secondaire d’ARN par minimisation de l’énergie

libre dépend directement de la qualité du modèle énergétique utilisé. Une estimation

précise des paramètres de ce modèle est donc primordiale [Mathews99, Andronescu07].

La limitation de cette approche réside également dans le fait que, l’ARN étant fléxible

et dynamqie, il n’adopte pas toujours le repliement dicté par la maximisation des

paires Watson-Crick et de leurs empilements. Il s’agit donc de chercher, parmi les

structures énergétiquement sous-optimales, celle pour laquelle le pourcentage de paires

de bases correctement prédites est le plus élevé. L’une des solutions consiste à prédire

la probabilité d’occurrence de chaque paire de bases [Mathews04a].
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L’espace des solutions des algorithmes de programmation dynamique est relativement

vaste, et il est nécessaire de le réduire pour que les temps de calcul soient raisonnables.

Le programme SFold [Ding05, Chan05] échantillonne les structures sous-optimales en

utilisant la probabilité de distribution de Boltzmann. Cette méthode permet de produire

une structure «centroïde» qui représente l’ensemble de l’espace des solutions sous-

optimales. La notion de «forme» (Shape) peut également être utilisée pour parcourir

la totalité de l’espace des solutions sous-optimales dans un intervalle d’énergie choisi

et calculer la probabilité de chaque structure d’appartenir à cette «forme». Ce type

d’approche est notamment utilisé par les outils RNAshapes [Steffen06], RNAcast

[Reeder05], RNAlishapes [Voss06], [Lorenz08], . . .

3.2.3.2 Les approches utilisant l’intelligence artificielle

Certains algorithmes de prédiction de structures secondaires utilisent un

échantillonage statistique de structures connues pour construire un modèle qui pourra

alors être utilisé pour prédire la structure d’une séquence donnée. L’algorithme

CONTRAFold [Do06] utilise ce type d’approche. Sa force repose dans le fait

que l’algorithme a été entraîné sur une vaste sélection de structures de la base

Rfam [Griffiths-Jones03, Griffiths-Jones05b] et contient également de l’information

thermodynamique fournie par un modèle reposant sur les grammaires stochastiques non

contextuelles. Ce type de grammaires est également utilisé par CONSAN [Dowell06] et

PFOLD [Knudsen03].

De nombreuses approches reposent sur des algorithmes génétiques. Ainsi, le programme

STAR [van Batenburg95, Gultyaev95] propose une implémentation d’algorithme

génétique destiné à être utilisé sur des ordinateurs personnels et se basant sur un petit

nombre de structures coévoluant. A l’inverse, il existe aussi des algorithmes génétiques

pour la prédiction de structures secondaires destinés à être massivement parallèles.

MPGAfold [Shapiro01] permet de faire évoluer en parallèle une population de milliers
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de structures d’ARN. Cette population pourra être visualisée avec un outil adapté

[Shapiro06].

Algorithme génétique

Un algorithme génétique est une méthode visant à trouver une solution sous optimale à

un problème d’optimisation. Il s’inspire de la théorie de l’évolution, selon laquelle plus

un individu est adapté à son milieu, plus il a de chances de survivre, de se reproduire et

donc de transmettre, via ses gènes, une partie de ses caractéristiques personnelles. Dans

le cadre des algorithmes génétiques, les individus sont des solutions potentielles à un

problème d’optimisation et leurs caractéristiques, déterminées aléatoirement, sont codées

sur des chromosomes. L’algorithme se déroule de la façon suivante :

1. Choix d’une (très grande) population initiale de solutions

2. Évaluation de l’adaptation (qualité) de chaque individu

3. pour un très grand nombre de générations

(a) Choix des individus les plus adaptés comme reproducteurs

(b) Croisement (reproduction sexuée avec crossover et mutations)

(c) Évaluation de l’adaptation de chaque descendant

(d) Mort des individus les moins adaptés (parmi les parents et les enfants)

L’introduction de hasard dans la sélection des reproducteurs et des individus qui meurent,

couplée aux mutations lors de la reproduction, empêche l’algorithme de converger vers un

maximum local.

L’ARN n’est pas une molécule statique et passe par différents états, actifs

ou non, durant sa vie dans la cellule. C’est pourquoi certains algorithmes

reposent sur une approche cinétique. Le programme KINEfold [Xayaphoummine03,

Xayaphoummine05] utilise une méthode de Monte Carlo pour produire des simulations

probabilistes de la cinétique du repliement pour des séquences allant jusqu’à 300-400

nucléotides.
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3.2.3.3 La prédiction de structures avec pseudonœuds

Algorithmiquement, la prédiction d’une structure secondaire avec pseudonœuds

est un problème qualifié de NP complet. Un problème NP complet repond à deux

propriétés :

– on peut vérifié la validité d’une solution à ce problème en un temps polynomial

– si un probèle NP complet peut-être résolue de façon rapide (temps polynomial),

alors tous les probèles NP complets peuvent l’être

A l’heure actuelle, il n’existe aucune solution rapide pour résoudre les problèmes

NP complet. Cela signifie que le programme qui cherche la solution optimale

à ce problème est inutilisable (voir le tableau 3.1). Une structure secondaire

d’ARN peut être schématisée mathématiquement par un arbre. Quand cette structure

contient des pseudonœuds, une schématisation par un graphe est nécessaire, ce qui

augmente considérablement la complexité des algorithmes. Ainsi, un algorithme de

programmation dynamique prédisant une structure sans pseudonœud a une complexité

moyenne en O(n3). Un programme de prédiction de structure avec pseudonœuds comme

Pseudoknots [Rivas99] (capable de prédire uniquement une catégorie particulière

de pseudonœuds) a une complexité en O(n6). NUPACK [Dirks03] et pknotsRG

[Reeder07b] ont une complexité respective de O(n5) et O(n4).

Pour qu’un programme de prédiction de structure secondaire avec pseudonœuds puisse

s’exécuter dans une temps raisonnable, celui-ci peut se baser sur une heuristique

plutôt que sur un algorithme. En plus, à l’aide de certaines simplifications du modèle

énergétique sous-jacent ou de la topologie des pseudonœ]uds, le programme parcourra

un espace de recherche plus petit. Les outils STAR [Gultyaev95], ILM [Ruan04] et

HotKnots [Ren05] utilisent ce type d’implémentation.

L’algorithme proposé par [Liu06] permet de prédire des structures avec pseudonœuds.

Des pondérations dynamiques sur la longueur des tiges sont introduites. Une procédure

récursive prédit des structures secondaires en cherchant à chaque étape les structures

dont la somme des pondérations des tiges est maximale.
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Sur la base de certains critères, KnotSeeker [Sperschneider08] trouve des fragments

de séquences d’ARN pouvant présenter des pseudonœuds. Ces quelques candidats

sont ensuite repliés par un algorithme de programmation dynamique pour vérifier

si ils peuvent effectivement former des pseudonœuds énergétiquement stables. Les

programmes KINEfold, MPGAfold et MC-Fold sont également capables de prédire

ce type de structures.

Par ailleurs, Pseudobase [van Batenburg00, van Batenburg01] est une base de

données contenant des pseudonœuds déterminés expérimentalement et

informatiquement.

Enfin, il est intéressant de noter que de nombreuses méthodes cherchent à éliminer les

pseudonœuds afin de comparer des structures d’ARN entre elles [Smit08].

3.2.3.4 Les autres méthodes de prédiction de structures secondaires

[Horesh07] produit une structure secondaire, et une série de structures secondaires

énergétiquement sous-optimales pour chaque séquence d’un jeu de molécules d’ARN

non alignées. Un grand nombre de structures possibles pour chaque séquence est

calculé par RNAsubopt [Wuchty99] du RNA Vienna Package. Les structures

correspondent aux sommets d’un graphe, et sont reliés par des arêtes dont la pondération

représente la distance entre ces structures. RNAspa cherche alors le plus court chemin

passant une fois et une seule par une structure de chaque séquence.

caRNAc [Touzet04, Touzet07] utilise des informations de thermodynamique, de

phylogénie et de conservation de séquences pour déduire les éléments de structure

secondaire conservés au sein d’une famille d’ARN. caRNAc prédit les hélices pour

chaque séquence d’ARN, en déduit la structure commune pour chaque paire de

séquences et enfin infère une structure globale pour la famille d’ARN.

BayesFold [Knight04] utilise le théorème de Bayes pour intégrer différentes données

telles que les paramètres thermodynamiques, la covariation et d’éventuelles données

de sondage chimique. Ces données sont ensuite utilisées pour inférer une structure
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secondaire.

RDFolder [Ying04] prédit une structure secondaire pour une séquence donnée en

utilisant deux méthodes. Pour les séquences courtes, une méthode Monte Carlo produit

de nombreuses structures secondaires par empilement aléatoire de paires de bases, la

structure la plus fréquemment générée est sélectionnée. Pour les séquences longues, 1)

une méthode de distribution des hélices produit de nombreuses structures secondaires à

l’aide de la méthode précédente. 2) L’hélice la plus fréquente est sélectionnée, puis les

hélices incompatibles avec celle-ci sont supprimées et 1) et 2) sont répétés jusqu’à ce

qu’aucune nouvelle hélice ne soit prédite.

SEED [Anwar06] utilise des tableaux de suffixes pour établir des motifs structuraux de

l’une des séquences d’entrée, choisie comme graine (seed). Ces motifs sont ensuite

validés ou rejetés en fonction de leur conservation dans les autres séquences de

l’alignement. Les motifs conservés permettent de définir une structure secondaire

consensus au jeu de séquences.

La revue suivante détaille ces différentes approches [Gardner04]. La page [ssprediction]

constitue également un bon rappel des différentes approches.

3.3 La prédiction de structures tertiaires

3.3.1 La prédiction de structures tertiaires à partir d’une structure

secondaire

L’outil MC-Sym [Parisien08] (détaillé dans le chapitre 6) permet de produire

un repliement tridimensionnel d’ARN en se basant sur des contraintes structurales

contenues dans une structure secondaire, étendue à la représentation des paires de

bases non canoniques. L’algorithme sous-jacent extrait de cette structure secondaire

étendue, un réseau d’interactions (paires et empilements de bases). Ce réseau est

ensuite décomposé en cycles d’interactions. Pour chacun de ces cycles, un équivalent
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tridimensionnel est choisi dans une banque (obtenue par «découpage» des structures

résolues présentes dans la Protein Data Bank [Berman00]). Ces différents

équivalents sont ensuite assemblés pour composer la structure tertiaire globale. L’outil

RNA2D3D [Martinez08] (détaillé dans le chapitre 6) propose de générer un modèle de

structure tertiaire éditable à partir d’une structure secondaire. Ce programme produit un

dessin de structure secondaire avec des contraintes particulières de distance entre les

nucléotides, afin de respecter la règles de la chimie. Ce dessin est ensuite étendu pour

incorporer les atomes des nucléotides. Les hélices, planes à l’origine, subissent alors

une torsion autour de leur axe pour adopter la conformation de type A. Les simples

brins sont fixés de façon rigide en fin d’hélice.

Le programme ERNA-3D, utilisé notamment dans l’étude d’hybrides entre ARN de

transfert et ARN messagers [Burks05], permet de générer automatiquement un premier

jet de modèle de structure tertiaire sous la forme d’hélices régulières, reliées par des

simple brins. L’utilisateur peut alors éditer la structure en déplaçant des hélices et des

nucléotides. Les nucléotides sont reliés de façon élastique, et lorsqu’un nucléotide est

déplacé, les angles de torsion entre celui-ci et son voisin sont modifiés en temps réel,

assurant que les différentes parties du modèle restent connectées tout en garantissant

un respect des règles stéréochimiques (distance, angle planaire et angle dihèdre). Il

est également possible de visualiser des cartes de densité électronique. Toutefois, ce

programme est payant ($1.500 pour une licence illimitée) et ne fonctionne que sur des

station de travail SGI avec Irix 6.5

3.3.2 La prédiction de structures tertiaires à partir d’une séquence

Le logiciel FARNA [Das07] (détaillé dans le chapitre 6) cherche à prédire, à partir

d’une séquence, la structure tertiaire d’énergie minimale, en se reposant sur une base de

connaissances de fonctions d’énergie et de conformation du squelette ribose phosphate.

Cette méthode s’inspire de la méthode Rosetta [Simons97] qui prédit des structures
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de protéines à basse résolution. Le coupage des outils MC-Fold et MC-Sym permet

d’obtenir le même type de résultats.

3.4 L’annotation et la comparaison de structures

d’ARN

Lorsque l’on possède la structure tridimensionnelle d’un ARN, il est intéressant

de la comparer aux structures d’ARN homologues afin d’identifier, par exemple,

des domaines conservés, insérés, altérés ou supprimés. Toutefois, une comparaison

atome par atome ne semble pas être une approche raisonnable (car techniquement non

réalisable sur des molécules de grandes tailles). C’est pourquoi, la structure de l’ARN

devra être simplifiée et schématisée, afin de ne porter que l’information nécessaire et

suffisante à une telle comparaison. Ce processus est appelé «annotation de structure

tertiaire».

3.4.1 L’annotation de structures tertiaires

L’étape d’annotation de structure tertiaire consiste à prendre toutes les données

chimiques disponibles dans une structure tertiaire et d’en produire une vue simplifiée,

mais comprenant toutefois toutes les informations nécessaires à la bonne compréhension

de la structure. De manière générale, on va produire une structure secondaire à laquelle

seront ajoutées les informations d’interactions tertiaires qui comprendront notamment :

– les paires de bases canoniques

– les paires de bases non canoniques

– l’empilement des bases

Plusieurs approches indépendantes, mais néanmoins analogues ont été développées,

on peut noter en particulier les logiciels MC-Annotate [Lemieux02], RNAview
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[Yang03] et FR3D [Sarver08]. L’algorithme RNAview est détaillé en 5.4.8.1, illustrant

le principe de l’annotation de structures tertiaires.

3.4.2 La comparaison de structures & la recherche de motifs

Comme nous l’avons vu dans le chapitre précédent, les motifs structuraux sont des

éléments primordiaux des molécules d’ARN, car ce sont ces motifs qui donnent à l’ARN

le repliement qui le rend fonctionnel, en permettant de rapprocher des éléments distants

(Kink-Turn, C-Loop) ou en créant des sites de fixation (GNRA, Sarcin-Ricin). Il est

donc vital d’étendre notre connaissance en découvrant de nouveaux motifs et en les

identifiant dans de nouvelles molécule d’ARN. La revue [Leontis06b] présente la notion

de motif structural ainsi qu’une série de programme permettant leur construction et leur

identification.

RMSD : Root Mean Square Deviation

La RMSD entre deux jeux de points (en trois dimensions) est la racine que la distance

moyenne point-à-point entre les deux jeux, lorsque leur superposition est maximale. Cela

correspond à la distance moyenne entre les deux jeux de points.

Soit θ1 et θ2 deux jeux de n points dans R3 tels que :

θ1 =



x1,1 y1,1 z1,1

x1,2 y1,2 z1,2

...
...

...

x1,n y1,n z1,n


et θ2 =



x2,1 y2,1 z2,1

x2,2 y2,2 z2,2

...
...

...

x2,n y2,n z2,n


La RMSD entre θ1 et θ2 s’obtient par :

RMSD(θ1, θ2) =
√Pn

i=1(x1,i−x2,i)2+(y1,i−y2,i)2+(z1,i−z2,i)2

n

La recherche de motifs peut avoir lieu au sein de structures tridimensionnelles.

L’outil FR3D [Sarver08] introduit la notion d’écart géométrique entre deux jeux de
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n nucléotides. Quand ces deux jeux sont superposés de façon à avoir une RMSD

minimale, on calcul la différence d’orientation de chaque couple de nucléotides

homologues. L’écart géométrique est la racine de la somme de ces n différences

d’orientations combinée à la RMSD obtenue par la superposition. L’utilisateur décrit

le motif structural en sélectionnant les nucléotides qui le forment dans une structure

tridimensionnelle. FR3D parcours alors l’ensemble des structures à sa disposition pour

retrouver toutes les occurrences de ce motif. C’est à dire toutes les sélections possibles

de nucléotides qui ont un écart géométrique inférieur à un seuil donné par l’utilisateur.

NASSAM [Harrison03] propose une simplification de la structure tridimensionnelle

d’un ARN en symbolisant la base de chaque nucléotides par deux vecteurs. Cette

représentation simplifiée permet de trouver des motifs récurrents dans des banques de

données de structures tridimensionnelles d’ARN. Le motif à chercher et la structure

étudiée sont convertis en graphes, et la recherche de candidats dans la structure se fait à

l’aide de l’algorithme d’isomorphisme de sous-graphe de Ullmann.

Le programme ARTS [Dror05, Dror06] prend en compte les coordonnées des

phosphates et des paires de bases de deux structures tridimensionnelles et en produit

un alignement. Cette alignement n’est pas représenté nucléotide par nucléotide mais

consiste en la «meilleure» superposition des deux structures, mettant en valeur les

regions conservées. Les paires de bases homologues sont listées et l’utilisateur peut

explorer une série d’alignement sous-optimaux (la RMSD étant le score classant

les alignements). Le parcours de ces solutions sous-optimales est nécessaire car les

structures sont alignées de façon rigide, et donc une forte superposition dans une region

de la structure ne permettra pas de mettre en évidence une grande conservation dans une

region distante.

Une approche a été proposée dans [Huang05] pour superposer et partitionner l’ensemble

des boucles apicales disponibles dans la banque SCOR. Des familles telles que les

boucles GNRA et UNCG ont pu être mises en valeurs par ce partitionnement.

Dans [Lemieux06] la structure tertiaire de la grande sous unité du ribosome de

H. marismortui a été décomposée en un graphe. Ce graphe est formé des cycles
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minimaux d’interactions entre les bases (empilements et appariements canoniques ou

non canoniques). Ces différents cycles ont été classés en fonction de leur nombre

d’occurrences, et l’on constate sans surprise que le cycle d’interaction le plus fréquent

entre quatre bases est l’empilement de deux paires de bases canoniques. Le second

cycle le plus fréquent est le motif GNRA, dont une étude est présentée dans cet article.

Le programme MC-Cycle [St-Onge07] repose lui aussi sur cette décomposition de

structure en cycles. L’utilisateur fournit un motif structural, en le décrivant à l’aide

cycle d’interactions, et MC-Cycle est alors capable de générer toutes les séquences

compatibles avec ce motif. Dans ces approches, il apparaît que le squelette sucre-

phosphate ne joue qu’un rôle mineur dans l’établissement des paires de bases. En effet,

des bases appartenant à des nombres différents de brins pourront former un même motif.

Toutefois, des programmes sont également spécialisés dans la recherche de motifs du

squelette sucre-phosphate.

Le squelette ribose phosphate est articulé entre chaque nucléotide par six angles

de torsion. La quantité importante d’angles le long d’un brin rend vite les calculs

conformationnels très coûteux. Des approches visent donc à simplifier la représentation

de ce squelette afin de rendre les calculs possibles. Primos [Duarte03] et COMPADRES

[Wadley04] proposent d’utiliser deux pseudo angles de torsion η et θ défini par les

atomes C4’ et P. Cette représentation simplifiée est alors utilisée pour chercher des

motifs récurrents de squelette dans des structures d’ARN.

La recherche de motifs peut également le faire au niveau de la séquence et de la structure

secondaire. RNAMOT permet de trouver les séquences compatibles avec un motif décrit

par des éléments de séquence et de structure secondaire fournis en entrée. RNABOB est

une implémentation alternative de RNAMOT dont l’algorithme repose sur un automate

non déterministe à états finis.

RNAMotif [Macke01] et PatSearch [Grillo03] permettent de définir un motif

de structure secondaire en fournissant une liste d’interactions, et cherchent dans des

banques génomiques des séquences compatibles avec ce motif.

Locomotif [Reeder07a] propose à l’utilisateur de fournir le motif de structure
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secondaire qu’il souhaite rechercher à l’aide d’un éditeur. L’utilisateur décrit le motif

à l’aide d’éléments structuraux tels que «hélice», «bulle interne», «boucle apicale»,. . .

Ces éléments peuvent avoir une longueur et/ou une séquence déterminée.

La «forme» [Steffen06] du motif est ensuite utilisée pour recherche des cibles

compatibles dans un jeu de séquences.

RNAProfile [Pavesi04] cherche dans un jeu de séquences non alignées, les regions

de chaque séquence présentant un nombre d’épingles à cheveux défini par l’utilisateur.

L’algorithme regroupe alors les regions trouvées par similarité, permettant ainsi de

mettre en évidence des motifs de structure secondaire conservés entre plusieurs regions.

CMfinder [Yao06] recherche dans une jeu de séquences non alignées les éléments de

structure secondaire les plus conservés, dont le nombre et la longueur des hélices sont

définis par l’utilisateur.

RNAmine [Hamada06] cherche des motifs récurrents d’hélices dans des séquences non

alignées, en extrayant de l’information structurale des séquences. Cet outil calcule les

probabilités d’appariement de chaque base, mais ne produit pas de structure secondaire

complète pour chaque séquence.

Une étude des différentes stratégies pour mesurer la conversation de la structure

secondaire dans un alignement est présentée dans [Gruber08]. Plusieurs approches pour

détecter des structures secondaires conservées au sein d’alignements multiples ont été

évaluées. Il apparaît que les méthodes reposant sur l’indice de conservation de structure

(SCI), telle que RNAz [Washietl05] (voir 3.6), sont globalement les plus efficaces.

LGSFAligner [Jansson06] propose de trouver des motifs communs à deux structures

secondaires en représentant ces structures par des forêts qui seront ensuite alignées par

le programme de manière analogue à [Höchsmann03].

RNACluster [Liu08] propose une méthode pour partitionner un jeu de structures

secondaires. L’utilisateur a le choix entre cinq algorithmes différents pour mesurer la

distance entre les structures.

ERPIN [Lambert04] permet de chercher des séquences compatibles avec un motif
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structural qui est automatiquement déduit d’un alignement de séquences donné en entrée

du programme.

3.5 Les bases de données relatives à l’ARN

Les informations biologiques publiquement disponibles actuellement sont très

nombreuses, de natures variées, et réparties dans de nombreuses bases de données

hétérogènes. Outre un nombre toujours grandissant de génomes, la communauté

scientifique a aujourd’hui accès à de nombreuses bases de données dédiées uniquement

ou en partie à l’ARN. Ces banques peuvent être axées sur une famille moléculaire

comme la RNase P avec la Ribonuclease P Database [Brown99]. La Genomic

tRNA Database fournie la liste des ARN de transfert trouvés dans les génomes par

le programme tRNAscan-SE [Lowe97]. La banque Mamit-tRNA [Pütz07] fournit

une liste de séquences et structures secondaires d’ARN de transfert mitochondriaux.

Il existe également de nombreuses bases de données dédiées aux microARN comme

Argonaute [Shahi06]. La base miRDB [Wang08] se focalise plus particulièrement

sur les cibles potentielles de ces microARN, alors que miRNApath [Chiromatzo07]

est dédiées aux micro ARN, à leurs cibles et aux voies métaboliques qu’ils affectent.

D’autres banques se consacrent à une famille d’organismes, par exemple ASRP

[Gustafson05, Backman08] est dédiée aux ARN non codants de petites tailles des

plantes. RNAdb [Pang05, Pang07] contient des séquences d’ARN non codants de

mammifères, accompagnées de nombreuses informations (telles que les pathologies ou

processus développementaux affectés par ces ARN).

Il existe également des banques de données plus généralistes. Ainsi, NONCODE [Liu05a,

He08] et ncRNAdb [Szymanski07] se consacrent à répertorier tous types d’ARN non

codants et fournissent diverses informations utiles les concernant. fRNAdb [Kin07]

contient une collection de transcrits non codants pouvant être annotés, et ayant subi

un certain nombre d’analyses comme la recherche de motifs de structure secondaire.
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Plus d’informations structurales sont disponibles dans la banque

Rfam [Griffiths-Jones03, He08], qui est une collection d’alignements multiples de

séquences d’ARN. Les ARN sont répartis par familles et un modèle de covariance

est disponible pour chaque famille. La base SCOR [Klosterman02, Tamura04], quant

à elle, est une collection de motifs structuraux d’ARN résolus en 3D par diffraction

de rayons X ou résonance magnétique nucléaire. Elle propose une grande quantité

de boucles internes et externes ainsi que des motifs plus complexes comme le Kink

Turn. De façon analogue, RNA FRABASE [Popenda08] est une base de données

permettant de trouver des fragments de structures tridimensionnelles d’ARN en

fonction d’une séquence ou structure secondaire. La NCIR (Non-Canonical Nase Pair

Database)[Nagaswamy02, ncir] a pour objectif de fournir un accès rapide à toutes les

structures dans lesquelles des paires de bases particulièrement rares ont été observées

et de décrire les propriétés associées à chaque paire de bases non-canonique. Enfin, la

Nucleic Acid Database (NDB) [Berman02, Berman03] contient des structures

tridimensionnelles de molécules d’ARN, obtenues par diffraction de rayons X ou par

résonance magnétique nucléaire. Elle est l’équivalent pour les ARN de la Protein

Data Bank (PDB) [Berman00].

3.6 La recherche de molécules d’ARN dans les génomes

Depuis l’existence des banques de données génomiques, la recherche de molécules

homologues est une tâche récurrente. Initialement, ces recherches se faisaient par

pure homologie de séquences, à l’aide d’outils tels que BLAST [Altschul90]. L’étude

structurale des ARN a permis de rendre ce travail plus efficace en apportant des éléments

de comparaison supplémentaires entre les molécules. Ainsi, il est possible de rechercher

une molécule compatible avec certains éléments de structure secondaire (RNAMST

[Chang06]) ou certains motifs structuraux (MilPat [Thebault06]). HomoStRscan

[Le04] permet de chercher, dans des génomes complets, les homologues d’une molécule
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d’ARN, dont l’utilisateur a fourni la séquence et la structure secondaire. Pour ce faire,

le programme fait glisser une fenêtre de la taille de la séquence le long du génome,

prédit la structure secondaire de la séquence dans la fenêtre et mesure sa similarité avec

la structure fournie par l’utilisateur. Le programme a notamment été utilisé avec succès

pour trouver l’ARN ribosomal 5S dans trois génomes bactériens. Le couplage des outils

RAVENNA [Weinberg06] et RSEARCH [Klein03] permet quant à lui de chercher des

homologues en utilisant un alignement comme référence.

L’aspect de l’ARN comme régulateur de l’expression génétique jouant un rôle important

dans de nombreuses pathologies (virus, cancer, . . .), certains outils sont dédiés à trouver

des candidats de microARN et/ou de leurs cibles potentielles (miRNAlign [Wang05],

microHARVESTER [Dezulian06], RNAmicro [Hertel06]).

D’autres outils cherchent à identifier des ARN non codants sans utiliser de séquence,

de structure ou de familles comme référence et procèdent donc à une recherche sans

a priori. RNAz [Washietl05] est un programme capable de parcours un alignement de

génomes pour chercher des candidats d’ARN non codants. L’approche se basent sur

une combinaison d’un score de stabilité thermodynamique et un indice de conservation

de structure (SCI) obtenu par une mesure de la covariation entre les séquences. Ce

programme est efficace sur des alignements de génomes de grandes tailles. D’autres

programmes permettent également de chercher des ARN non codants dans des génomes

grâce à la mise en évidence de structures secondaires conservées dans les alignements

de ces génomes. L’outil QRNA [Rivas01a] est l’un des plus utilisés et a permis

d’identifier des ARN non codants dans des génomes de bactéries [Rivas01b] et

de levures [McCutcheon03]. Toutefois, il est trop coûteux pour être utilisé sur des

génomes de grandes tailles et est limité à des alignement de deux génomes. ddbRNA

[di Bernardo03] présente ces mêmes faiblesses. MSARI [Coventry04] quant à lui, est

capable de faire une recherche dans des alignements d’une dizaine de génomes, ce qui

apporte une grande richesse d’information et rend le programme efficace. Cependant,

on ne dispose à l’heure actuelle que de peu d’alignements de cette taille.
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3.7 Coévolution

Comme nous l’avons vu, le bon fonctionnement d’un ARN constitue une importante

pression de sélection. En effet, un ARN avec une mutation invalidant sa fonction sera

rapidement éliminée par l’évolution. Ainsi, lorsque l’on observe une mutation en un

point de la molécule, on observe souvent une mutation compensatoire en un autre

point. Cette co-variation assure la conservation de la fonction de l’ARN. Toutefois,

un ARN n’est pas seul dans la cellule, il est entouré d’autres molécules qui évoluent

également. Ainsi, on observe parfois des apparitions, disparitions ou mutations de

domaines structuraux complets, qui sont compensés par d’autres mutations au sein des

molécules partenaires de cet ARN. Ces mutations sont donc difficilement explicables

en ne regardant qu’une molécule et il est important de pouvoir comparer l’évolution

de plusieurs molécules (ARN ou protéines). Cette comparaison de systèmes entiers

représente un travail considérable et sera vraisemblablement l’un des grands chantiers

de la recherche biologique et bioinformatique.

3.8 Visualiser et manipuler les données

bioinformatiques de l’ARN

Les diverses informations relatives à l’ARN peuvent être très complexes, notamment

pour des molécules de grandes tailles. Il est donc nécessaire d’avoir des outils

adaptés à la visualisation de telles informations. Il existe de nombreux visualiseurs

de structures tridimensionnelles, parmi les plus utilisées, on trouve PyMOL [pymol],

VMD [Humphrey96] et Chimera [Huang96]. Il existe également des outils permettant

de visualiser des structures secondaires d’ARN comme RNAMLView [Yang03] S2S

[Jossinet05] ou RnaViz [De Rijk97, De Rijk03]. Certains outils sont adaptés aux

alignements structuraux, c’est le cas notamment de S2S, SARSE [Andersen07]
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et Colorstock [Bendaña08]. SQUINT [Goode07] est un éditeur d’alignements

multiples d’acides nucléotides ou de protéines, qui propose également un algorithme

de programmation dynamique permettant d’obtenir un premier alignement qui sera

ensuite affiné par l’utilisateur. Ce programme offre la possibilité intéressante de pouvoir

visualiser simultanément deux positions distantes de l’alignement et de recalculer en

temps réel le score de l’alignement, mais n’offre malheureusement aucune information

structurale.

Au cours des dernières années, plusieurs revues portant sur la bioinformatique des ARN

en générale, ou sur l’une de ses spécialités, ont été publiées. Les articles suivants sont

d’un intérêt particulier [Leontis06b, Eddy06, Shapiro07, Kochiwa06]. Le site [ncrna] est

également une bonne source d’informations, et répertorie notamment un grand nombre

d’outils bioinformatiques non publiés. L’article [Jossinet07] qui clôture ce chapitre

constitue une revue récente sur la bioinformatique des ARN.
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3.9 Les objectifs de cette thèse

Comme nous nous intéressons à la structure des ARN, nous avons un réel besoin

d’avoir toujours plus de structures tridimensionnelles. Toutefois, les structures produites

par des approches de types biophysiques (cristallographie, résonance magnétique, . . .)

sont considérablement moins nombreuses que les séquences pour ces ARN. Nous avons

vu que des algorithmes tentent de combler cet écart. Malheureusement, ils s’avèrent

très coûteux en ressources et peu efficaces lorsque la taille des molécules devient très

importante.

Nous avons donc décidé de développer un outil appelé Assemble permettant de

construire des structures tridimensionnelles d’ARN de grande taille par modélisation

moléculaire. Cette construction sera réalisée entièrement par l’utilisateur, ce qui garantit

une plus grande fiabilité que pour un travail réalisé par un algorithme sans supervision.

De nombreux automatismes permettent de réduire le temps de construction en proposant

à l’utilisateur de faire appel à des algorithmes à différentes étapes de la modélisation.

Cet outil est présenté dans le chapitre 7.

Par ailleurs, nous avons vu que l’ARN présente différents niveaux d’analyse et qu’il

existe de nombreux algorithmes et outils graphiques permettant l’étude de chacun de ces

niveaux. Ces outils constituent une vaste source d’informations pour la compréhension

des ARN et leur utilisation représente un atout majeur pour la construction de modèles

moléculaires.

Toutefois, ces différents outils, développés par des équipes indépendantes n’utilisent

pas systématiquement les mêmes standards et formats de fichiers, il est donc difficile

de les interconnecter. Il est donc nécessaire d’unifier les données qu’ils exploitent

au moyen d’un formalisme commun. Pour cela, Assemble et les algorithmes qu’il

exploite reposent sur la plateforme P.A.R.A.DIS.E présentée en chapitre 5.
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P.A.R.A.DIS.E est une plateforme d’analyse des annotations d’ARN

composée :

– d’interfaces graphiques destinée à la représentation visuelle de données d’ARN

– d’un modèle informatique des concepts liés à l’ARN

– d’une couche de communication permettant l’échange d’informations entre les

interfaces graphiques et les algorithmes exploités par P.A.R.A.DIS.E

Dans une dernière partie, nous avons éprouvé nos divers outils bioinformatiques dans

des projets de modélisation de structures tridimensionnelles de grande envergure. Nous

avons notamment modélisé des structures de taille moyenne (250 nucléotides) en nous

basant sur une structure secondaire obtenue à l’aide d’alignements de séquence et de

données de biologie expérimentale. Nous avons également travaillé sur la modélisation

d’une structure de grande taille (la grande sous unité du ribosome de S. cerevisiae) en

utilisant des cartes de densité issues de la cryo-microscopie électronique.
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Chapitre 4

Article 1

RNA structure : bioinformatic analysis
F. Jossinet, TE. Ludwig & E. Westhof
Current Opinion in Microbiology (2007) 10 :279-285

Résumé
L’étendue des fonctions attribuées aux molécules d’ARN a considérablement

augmentée durant ces dernières années. Par conséquent, l’analyse et la comparaison

des séquences d’ARN sont devenues des tâches récurrentes en biologie moléculaire.

Comme la fonction biologique d’un ARN est exprimée plus par son repliement que par

sa séquence, des outils informatiques originaux, adaptés aux multiples facettes des ARN

doivent être développés. De tels outils, récemment publiés, permettent à un utilisateur

de résoudre des problèmes classiques liés à la recherche sur les ARN : construire des

alignements «structuraux» multiples, déduire des structures complètes et des motifs

structuraux de ces alignements, ou rechercher des homologues structuraux dans des

banques de données génomiques.
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Deuxième partie

P.A.R.A.DIS.E : une plateforme

d’analyse des annotations d’ARN
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Chapitre 5

L’infrastructure P.A.R.A.DIS.E

5.1 Introduction

5.1.1 L’intégration des programmes et des données

bioinformatiques

L’étude des molécules d’ARN est une problématique complexe, car la

compréhension de leur fonction biologique nécessite la mise en place et

l’interconnexion de plusieurs niveaux d’analyse : séquence, structure secondaire et

tertiaire, données de sondage chimique, alignement de séquences, interactions avec

d’autres biomolécules, . . . qu’il est nécessaire de recouper. Comme nous l’avons vu

au chapitre 3, pour chacun de ces niveaux, on trouve un nombre important et toujours

croissant d’outils et de banques de données dont il faudra exploiter les résultats. La

confrontation de ces résultats est toutefois une tâche difficile, tous ces outils ayant

été développés par des laboratoires différents, utilisant des concepts et des formats de

fichiers hétérogènes. Il existe donc un besoin d’intégration des outils existants, qui n’est

pas propre à l’étude des ARN mais se place dans la problématique générale d’intégration
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des données biologiques [Stein02].

Les progrès dans des domaines complexes comme la biologie systémique sont entravés

par le faible nombre d’infrastructures logicielles adaptées à leur étude. Pour accélérer le

développement de telles infrastructures, qui sont composées d’éléments complexes, il

est nécessaire d’intégrer des outils déjà existants. Pour cette intégration, il y a un besoin

de standardisation au niveau des techniques, et d’unification au niveau des concepts.

Au delà de la standardisation, ces outils intégrés doivent pouvoir être enchaînés, de

manière personnalisée, pour former de réels protocoles expérimentaux bioinformatiques

[Swertz07].

L’intégration de multiples ressources bioinformatiques peut se résumer à un problème

de communication. Cette communication doit pouvoir s’effectuer d’un outil à l’autre,

mais également avec le chercheur qui va valider, éditer ou rejeter les informations

biologiques fournies par ces outils et qui souhaitera également créer de nouvelles

informations. La mise en place d’infrastructures permettant cette communication

nécessitera donc :

– des interfaces graphiques permettant la visualisation, l’édition et la création

d’informations biologiques

– un langage permettant la modélisation de concepts et d’informations biologiques

échangés par les outils

– un médium de la communication permettant cet échange d’informations

Au cours des dernières années, de nombreuses initiatives ont été prises dans ce sens à

différents niveaux.

Les interfaces graphiques

Afin de bien comprendre les résultats des algorithmes, il est nécessaire de disposer

d’interfaces graphiques adaptées, permettant une représentation visuelle parlante de

ces informations. Ces interfaces devront également permettre au chercheur d’éditer les

informations affichées, afin de les affiner et de créer de nouvelles informations de novo
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pour refléter des données qui ne sont pas issues d’analyses algorithmiques.

Le fait de pouvoir interconnecter ces interfaces ou de les utiliser pour contrôler

directement les algorithmes sont des fonctionnalités intéressantes qui nécessitent une

unification de la modélisation des données biologiques.

Les librairies de concepts biologiques

De nombreuses infrastructures, ayant vu le jour dans les dernières années, proposent

une implémentation de concepts biologiques fondamentaux au sein d’un modèle

informatique, accessible le plus souvent au travers d’une interface de programmation

(API). La mise en place des infrastructures nécessite auparavant l’élaboration d’un

vocabulaire décrivant les concepts existants, leurs propriétés, les relations entre

ces concepts et permettant d’identifier de façon unique les différents objets les

implémentant. Ce type d’initiatives souligne le besoin d’ontologies appliquées au

données biologiques. Le rôle des ces ontologies est de fournir une représentation

unifiée des concepts d’un domaine particulier, par la définition d’un vocabulaire

commun, contrôlé et structuré permettant le partage d’informations entre hommes et

machines [Gruber93]. Une ontologie contient donc des définissions, compréhensibles

par l’homme et interprétables par la machine, des entités d’un domaine, de leurs

propriétés, des relations qui les relient et des contraintes régulant ces relations

[Smith05]. De nombreuses ontologies existent actuellement dans les sciences de la vie,

parmi lesquelles on trouve la Gene Ontology [Ashburner00] qui visent à décrire

les gènes et leurs produits en développant un vocabulaire reparti sur trois ontologies :

fonction moléculaire, processus biologique et composant cellulaire et en l’utilisant

pour annoter les gènes. La Gene Ontology fait partie d’un effort de classification

plus vaste : les Open Biomedical Ontologies (OBO) [Smith07] qui visent

l’orthogonalisation et l’interopérabilité des ontologies du domaine biomédical. Le RNA

Ontology Consortium travaille actuellement à la mise en place d’une ontologie

dédiées au domaine de l’ARN [Leontis06a].

69



CHAPITRE 5. L’INFRASTRUCTURE P.A.R.A.DIS.E

Grâce à de nombreux outils disponibles actuellement il est possible d’utiliser la

description informatique d’une ontologie pour générer automatiquement une API

représentant les différents concepts et leurs relations. Ces API peuvent donc servir de

fondations communes à de nombreux nouveaux outils et leur permettre d’utiliser la

même représentation des données biologiques et donc de faciliter leur communication.

Toutefois, pour pouvoir effectivement communiquer, au delà d’un langage commun, ces

entités logicielles nécessitent également un vecteur dédié au transport des messages.

Les protocoles de communication

Des initiatives récentes proposent l’implémentation de protocoles de communication

permettant l’échange de messages entre des outils bioinformatiques. Parmi les

infrastructures proposées, un certain nombre visent à faciliter la création de

véritables protocoles expérimentaux bioinformatiques en permettant la mise en

place d’enchaînement (workflow) entre les différents outils disponibles. Les divers

algorithmes reliés par ces protocoles de communication peuvent s’avérer délicats à

installer et maintenir, notamment pour des utilisateurs non informaticiens, et leurs

exigences en ressources informatiques peuvent être relativement élevées. Les protocoles

développés auront donc tout intérêt à permettre le déploiement et l’interconnexion des

outils sur plusieurs machines.

Une analyse détaillée des propositions faites dans ces domaines est donnée en 5.3 pour

les librairies de concepts et 5.4 pour les protocoles de communication.
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5.1.2 P.A.R.A.DIS.E : un exemple d’infrastructure

d’intégration des données sur l’ARN

Cette volonté d’intégration s’est traduite au laboratoire par le développement

du logiciel S2S [Jossinet05] qui permet de visualiser, de façon interconnectée, des

informations de séquence, de structure secondaire et de structure tertiaire d’ARN. Pour

ce faire, S2S propose un visualiseur de structure secondaire, un aligneur de séquences

et permet de contrôler le visualiseur 3D PyMOL. Ces trois outils sont interconnectés

et lorsque l’utilisateur focalise son attention sur une région d’une molécule dans l’un

des outils (par exemple en la sélectionnant), les autres outils synchronisent leurs vues.

Initialement, ce programme devait répondre à deux besoins :

– l’étude de structures tridimensionnelles de taille conséquente. S2S utilise

l’algorithme RNAView [Yang03] développé par la NDB permettant d’annoter

la structure tertiaire d’un ARN à l’aide d’une structure secondaire étendue (cet

algorithme et la notion de structure secondaire étendue sont détaillés dans la

partie 5.2.2.1). Cette structure secondaire est affichée par le visualiseur adaptée

et permet à l’utilisateur de naviguer au sein de la structure.

– l’étude d’une famille d’ARN orthologues. L’aligneur de séquences de S2S permet

d’afficher, au moyen d’un masque structural, le respect de contraintes structurales

imposées par une structure de référence telles que le respect ou non de l’isostérie

entre des paires de bases alignées.

Il est rapidement apparu que ces deux fonctionnalités pouvaient être grandement

améliorées grâce à l’introduction d’algorithmes permettant d’automatiser un certain

nombre d’étapes clés :

– la production du dessin de la structure secondaire, pour que celui-ci soit le plus

lisible possible

– la construction un premier jet d’alignement structural entre les différentes

molécules orthologues
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– la prédiction d’une structure secondaire pour les molécules orthologues afin de

pouvoir les aligner structuralement contre la molécule de référence

Il serait également intéressant de pouvoir éditer les structures secondaires manipulées

dans S2S lorsque celles-ci sont produites de façon erronée par les algorithmes, ou

lorsqu’elle ne répondent pas à certains critères.

Par ailleurs il est souhaitable d’ajouter à S2S la possibilité de construire un modèle de

structure tridimensionnelle pour les molécules alignées contre la molécule de référence.

Ceci implique l’ajout de nouveaux outils graphiques permettant la création et l’édition

de structures tridimensionnelles d’ARN, mais également la présence de nombreux

algorithmes optimisant le travail de modélisation.

L’ajout de plusieurs algorithmes est donc nécessaire. Toutefois, ces algorithmes

peuvent se montrer lourds à installer et maintenir, et être exigeants en ressources.

Chaque utilisateur n’a donc pas forcement envie d’avoir à gérer les algorithmes qu’il

utilise. L’utilisation d’une architecture distribuée permettrait d’installer l’ensemble des

algorithmes sur un serveur puissant au sein du laboratoire et d’utiliser les interfaces

graphiques sur l’ordinateur personnel de chaque utilisateur.

Le développement d’une telle infrastructure nécessite cependant de définir

préalablement un langage décrivant les différents concepts utilisés par les outils

graphiques et algorithmes ainsi que les relations entre ces concepts. De plus, afin

de permettre à ces différentes entités d’échanger des messages construits grâce à ce

langage, la mise en place d’un moyen de communication est également nécessaire.

L’ensemble de ces évolutions du logiciel S2S entrent dans le cadre du développement

d’une plateforme d’analyse des annotations d’ARN nommée P.A.R.A.DIS.E

(Platform to Analyze RNA Annotations over a Distributed Environment) qui sera donc

composée :

– d’interfaces graphiques permettant la visualisation des données de l’ARN
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– d’algorithmes permettant la production de données biologiques et

l’automatisation des opérations d’édition de l’utilisateur dans les interfaces

graphiques

– d’une librairie permettant la modélisation informatique de concepts et

d’informations biologiques

– d’une couche de communication permettant l’échange de données biologiques

entre les différents modules de la plateforme

S2S et son extension P.A.R.A.DIS.E ont été implémentés à l’aide du langage

de programmation Java [java]. Ce langage présente trois avantages majeurs pour

l’implémentation de notre infrastructure :

1. des capacités de modélisation poussées, reposant sur le paradigme de la

programmation orientée objet (POO), nous permettant de traduire fidèlement les

concepts biologiques et leurs relations dans un modèle programmatique

2. la possibilité d’écrire facilement des interfaces graphiques portables, à l’aide de

la librairie Swing

3. la présence de nombreuses librairies externes permettant de mettre en place des

protocoles poussés de communication (voir 5.4)

L’objectif à long terme de la plateforme P.A.R.A.DIS.E est de devenir un système de

gestion de l’information du laboratoire (LIMS : Laboratory Management Information

System) [Robinson83, McDowall88] focalisé sur les doonées de l’ARN, permettant aux

utilisateurs :

1. d’enchaîner des expérimentations bioinformatiques les plus variées possibles,

couvrant au maximum le domaine de la bioinformatique des ARN

2. d’échanger facilement leurs données et résultats au sein du laboratoire

3. d’accéder de façon transparente à des bases de données diverses

Dans un premier temps, cette plateforme sera validée en répondant aux attentes du

premier point, en permettant d’effectuer les enchaînements d’opérations décrites par

la figure 5.1.
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5.2 La visualisation des données d’ARN

5.2.1 Analyse de l’existant

5.2.1.1 Les interfaces graphiques dédiées à l’ARN

Les données produites par les algorithmes, pour les différents niveaux d’étude de

l’ARN sont souvent sous forme textuelle. Si l’on veut pleinement les comprendre, il faut

disposer, pour chaque niveau, d’interfaces graphiques permettant de les visualiser. Ces

interfaces devront proposer un affichage clair des informations biologiques et permettre

de les manipuler de façon intuitive. La visualisation et la manipulation des données

permettent à l’utilisateur de valider, rejeter ou éditer les résultats des algorithmes, et

est donc essentielle. A l’heure actuelle, la majorité des interfaces graphiques dédiées à

l’ARN se focalisent sur les alignements et les structures secondaires.

5.2.1.2 La visualisation et l’édition d’alignements

Une grande partie des outils graphiques d’étude de l’ARN sont destinés à l’affichage

et la manipulation des alignements. Ces outils peuvent être simples, comme RALEE

[Griffiths-Jones05a], qui est un module du logiciel d’édition de texte Emacs. Il existe

également des outils plus complexes comme Ribostral [Mokdad06] qui permet de

visualiser des alignements dans MATLAB. Dans cet outils les séquences sont alignées

contre une molécule de référence dont la structure tridimensionnelle est connue. Un

score est attribué à chaque paire de bases alignée avec une paire de bases de la structure

de référence en fonction du respect de l’isostérie. Ces scores permettent de mettre

en valeur la conservation structurale de certains domaines et donc de construire un

alignement structural. L’environnement jPHYDIT [Jeon05] permet de visualiser et

éditer des alignements de séquences d’ARN et de les exploiter pour l’étude de la

phylogénie. Les outils 4SALE [Seibel06] et SARSE [Andersen07] permettent d’aligner
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des structures secondaires de molécules d’ARN en plus de leurs séquences. SARSE

possède la fonctionnalité intéressante de pouvoir afficher côte à côte deux vues de

l’alignement pour présenter des régions distantes de la séquence.

5.2.1.3 La visualisation de structures secondaires

Il existe un très grand nombre d’algorithmes dont l’objectif est la prédiction de

structure secondaire. Un certain nombre d’outils permettant leur visualisation est donc

disponible. RNAstructure [Mathews07] est un programme de prédiction de structure

secondaire capable d’afficher ses résultats de façon graphique. RnaViz [De Rijk03]

est un outil dont le but est la production de dessin de structure secondaire de qualité,

afin de servir d’illustration dans des publications scientifiques. Le logiciel JViz.Rna

[Wiese05] permet de représenter des structures secondaires de diverses manières

(représentation classique, linéaire, circulaire, Dot Plot, . . .). Certains programmes

comme Pseudoviewer2 [Han03] sont spécialisés dans la représentation de structures

secondaires contenant des pseudonœuds.

5.2.1.4 Les environnements visuels intégrés

Afin de permettre la confrontation de diverses données relatives à une molécule

d’ARN et ainsi de favoriser leur compréhension, la possibilité d’afficher plusieurs

niveaux d’analyses, soit dans une même interface graphique, soit en interconnectant

plusieurs interfaces est primordiale.

De plus, la possibilité de contrôler des algorithmes directement par l’interface graphique

dédiée à afficher leurs résultats permet à l’utilisateur de ne pas avoir à lancer et gérer de

nombreux programmes et les fichiers qu’ils créent.

Le développement de telles interfaces est un travail long et délicat, ce qui explique

le faible nombre d’interfaces graphiques de qualité dédiées à l’étude des ARN face

à la grande quantité de données à étudier. ARB [Ludwig04] est un environnement
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bioinformatique d’étude de l’ARN. Les objectifs principaux de ARB sont la maintenance

d’une base de données intégrative combinant des séquences d’ARN et des données

additionelles qui leur sont liées, et la mise à disposition d’une sélection d’outils

d’études de l’ARN interconnectés avec cette base. Parmi les analyses permises par

les outils disponibles on retrouve notamment les alignements de séquences, l’édition

de structures secondaires, et la visualisation et l’édition d’arbres phylogénétiques.

Avec une approche analogue, StructureLab [Shapiro96] est une infrastructure

informatique développée pour permettre l’utilisation d’un large éventail d’approches

d’analyses structurales d’ARN. Ce système propose un certain nombre d’outils intégrés

et permettant l’utilisation de données de biologies humides dans le but de déterminer

la structure d’une molécule donnée d’ARN. StructureLab permet de manipuler

des séquences et leur alignement, des algorithmes de prédictions de structures, la

représentation de structures secondaires et tertiaires, des données taxonomiques, . . .

5.2.2 Les interfaces graphiques de P.A.R.A.DIS.E

Au sein de notre équipe, plusieurs interfaces graphiques dédiées à l’étude des ARN

ont été développées. Deux de ces interfaces, le visualiseur de structure secondaire

RNA2DViewer et l’aligneur RNAlign ont été interconnectées au sein de l’application

S2S. Cette application sert de fondation à la plateforme d’analyse des annotations

d’ARN P.A.R.A.DIS.E qui, en plus de contenir ces outils, donne accès à une

nouvelle interface, nommée Assemble constituant l’essentiel de mon travail de thèse,

et permettant la modélisation de structure tertiaire d’ARN.
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5.2.2.1 RNA2DViewer : Un éditeur de structures secondaires

RNA2DViewer est une interface graphique dont le développement a démarré avec

le logiciel RnaMLView [Yang03], pour être amélioré dans S2S [Jossinet05] puis dans

P.A.R.A.DIS.E. Cet outil a été développé à l’origine pour permettre la visualisation

et la manipulation de structures secondaires étendues obtenues par RNAView [Yang03]

à partir de structures tridimensionnelles d’ARN (voir 5.4.8.1).

Une structure secondaire étendue est une structure secondaire dans laquelle

figure également les paires de bases non canoniques, définies par la classification Leontis-

Westhof [Leontis01]. Cette représentation offre donc plus d’informations qu’une structure

secondaire classique, sans entrer dans des détails de résolution atomique.

L’algorithme RNAView qui fournit la structure secondaire propose également une

représentation de cette structure par projection orthogonale de la structure tertiaire.

Ce type de projection entraîne un fort recouvrement entre les éléments structuraux,

rendant le dessin illisible pour des molécules de grande taille. RnaMLView a donc

été développé pour permettre à l’utilisateur de naviguer dans le dessin de la structure

en lui donnant la possibilité de déplacer et orienter chaque hélice, et donc d’arranger

la représentation de la structure secondaire selon un schéma qui lui est familier (par

exemple, une feuille de trèfle pour un ARN de transfert).

RNA2DViewer représente les paires de bases à l’aide des symboles de la nomenclature

Leontis-Westhof (figure 5.2) et offre la possibilité de masquer certaines paires en

fonction de leurs types.

Grâce à l’interconnexion des outils graphiques, au sein de S2S, RNA2DViewer sert de

carte à l’utilisateur pour naviguer dans des structures d’ARN de grande taille, comme

les ribosomes. L’utilisateur peut ainsi parcourir la structure secondaire d’une molécule

et centrer la vue ou zoomer sur un élément structural particulier, ce qui se répercute par

une opération analogue dans les autres vues (visualiseur 3D et aligneur) de S2S (figure
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5.5(a)). Afin de se repérer plus aisément dans la structure, il est possible de n’afficher

que les n plus proches voisins d’un élément structural (par exemple une hélice).

En plus de la position et de l’orientation des hélices dans le dessin, de nouvelles

améliorations de cet outil dans P.A.R.A.DIS.E permettent à l’utilisateur d’éditer

directement la structure secondaire, en supprimant ou ajoutant des hélices ou des paires

de bases de tout types. De plus, de nombreux algorithmes détaillés plus loin, permettent

d’obtenir une structure secondaire à partir d’une séquence (voir 5.4.8.3), un dessin de

structure secondaire non recouvrant (voir 5.4.8.4) pour une structure secondaire, ou

encore un premier jet de structure tertiaire à partir d’une structure secondaire (voir

7.2.3).

FIG. 5.2 – RNA2DViewer
La structure secondaire de la grande sous unité ribosomale de E.coli
dessinée de façon non recouvrante dans RNA2DViewer. Les paires de
bases sont représentées à l’aide de la nomenclature Leontis-Westhof.
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5.2.2.2 RNAlign : Un aligneur de sequences

RNAlign a été développé pour étudier les familles d’ARN orthologues sur la base

d’alignements structuraux et pour permettre à l’utilisateur d’éditer et construire ces

alignements. Cet outil, déjà présent dans le logiciel S2S, indique la conservation de

séquence de manière classique en attribuant une couleur à chaque type de nucléotide.

L’avantage majeur de RNAlign sur la plupart des autres aligneurs est l’incorporation

d’informations structurales. En effet, l’une des molécules de l’alignement, dont la

structure secondaire étendue est connue, est utilisée comme molécule de référence.

Cette structure de référence est affichée en notation parenthésée.

La notation parenthésée permet une représentation textuelle d’une structure

secondaire en symbolisant les nucléotides non appariés par des points, les paires de bases

canoniques par des couples de parenthèses ouvrantes et fermantes et les paires de bases non

canoniques par des couples de symboles inférieur et supérieur.

RNAlign affiche un alignement structural en indiquant la compatibilité de chaque

séquence avec la structure de référence. Pour évaluer cette compatibilité, RNAlign

incorpore les matrices d’isostérie des paires de bases de la classification Leontis-Westhof

[Leontis02b]. Lorsqu’une paire de bases de la structure de référence est alignée avec

deux nucléotides d’une séquence, ces nucléotides sont affichés dans une certaine couleur

pour indiquer si une paire de bases du même type peut être formée avec ces nucléotides

et si la paire formée est isostérique avec celle de la structure de référence. Par ailleurs

l’interconnexion des outils de S2S permet d’analyser et d’éditer l’alignement en gardant

sous les yeux la structure secondaire et tertiaire (si elle est disponible) de la molécule

de référence.

Dans P.A.R.A.DIS.E, de nombreuses améliorations ont été apportées à cet outil.

La première est la possibilité d’afficher dans la même fenêtre plusieurs vues du

même alignement. Cette fonctionalité, qui n’existe pas dans la plupart des aligneurs,
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est particulièrement utile pour observer simultanément des régions distantes d’un

alignement entre des molécules de grande taille et l’effet des éditions sur ces régions.

Certaines de ces vues pourront afficher les séquences dans le sens 3’ vers 5’. Les

paires de bases étant affichées entre deux vues successives à l’aide des symboles de la

nomenclature Leontis-Westhof , cette symétrie entre les vues permet de mettre en valeur

les hélices (figure 5.3).

Si la structure secondaire de référence a été déduite d’une structure tridimensionnelle,

cette dernière peut servir à générer la structure des autres molécules par homologie.

En effet, lorsque deux régions sont alignées et présentent une grande conservation

structurale, les repliements tridimensionnels de ces régions sont vraissemblablement

très proches. Il est donc possible, pour une région donnée de copier le repliement de la

molécule de référence et de l’appliquer à la région homologue d’une autre molécule.

L’application de la conformation se fait par simple substitution de bases entre les

nucléotides de la molécule de référence et la séquence de la molécule générée.

FIG. 5.3 – RNAlign
Un alignement structural représenté dans RNAlign à l’aide de deux vues, l’une dans le sens 5’
vers 3’, l’autre dans le sens opposé. Les symboles de la nomenclature Leontis-Westhof sont utilisés
entre ces deux vues pour symboliser les paires de bases canoniques ou non. Les paires de bases
isostériques à celles de la structure de référence sont représentées par des carrés noirs. Des carrés
gris indiquent des paires de bases géométriquement possibles mais non isostériques.
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5.2.2.3 External Tertiary Viewer : Un visualiseur de structures tertiaires

Dans S2S, l’utilisateur peut visualiser les structures tridimensionnelles des

molécules qu’il étudie grâce au visualiseur 3D externe PyMOL [pymol]. Ce visualiseur

est interconnecté aux autres outils de S2S et les actions de l’utilisateur dans l’un d’eux

(Rna2DViewer ou RNAlign) se répercutent dans PyMOL.

L’outil nommé External Tertiary Viewer (figure 5.4) permet de contrôler

cette interconnexion. L’action à effectuer dans le visualiseur est personnalisable, et

l’utilisateur peut choisir de centrer ou zoomer sur les nucléotides sélectionnés ou bien

d’afficher ou cacher uniquement la sélection. Cet outil agit donc comme un traducteur

entre les messages produits par les outils de P.A.R.A.DIS.E et les visualiseurs

externes qui possèdent chacun leur propre langage de communication.

Dans P.A.R.A.DIS.E, cette interconnexion a été étendue aux visualiseurs 3D

Chimera [Huang96] et VMD [Humphrey96].

Cet outil nous permet donc d’exploiter des fonctionalités de ces visualiseurs externes

qui sont actuellement absentes de nos outils. Par exemple, il est possible d’afficher des

ions et des solvants, d’utiliser divers modes de rendu pour les molécules et les cartes de

densités, de faire des films de qualité grâce au lancé de rayons (Raytracing), . . .

5.2.2.4 Assemble : Un modélisateur moléculaire

Comme nous venons de le voir, S2S permet d’annoter une structure tertiaire par une

structure secondaire étendue, et d’utiliser cette structure secondaire comme structure de

référence pour l’alignement structural de séquences orthologues d’ARN. Une fois cet

alignement construit, il faudrait pouvoir construire une structure tertiaire pour une ou

plusieurs molécules orthologues. Assemble est l’outil de P.A.R.A.DIS.E dédié

à la modélisation moléculaire et propose de nombreux automatismes et fonctionalités

dont le but et de rendre cette tâche la plus rapide et aisée possible. Le développement

d’Assemble et son intégration à l’infrastructure P.A.R.A.DIS.E représentant
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(a) Les visualiseurs externes

(b) External Tertiary Viewer

FIG. 5.4 – La visualisation de structures tertiaires dans P.A.R.A.DIS.E
(a) Les visualiseurs externes (ici PyMOL et Chimera) sont interconnectés avec P.A.R.A.DIS.E
et réagissent aux évènements des autres interfaces graphiques. (b) L’External Tertiary
Viewer permet de contrôler cette interconnexion en précisant la nature du message envoyé
(voir/cacher, centrer, zoomer,. . .) et le visualiseur devant afficher une structure tertiaire donnée.

l’essentiel de mon travail de thèse, le chapitre 7 est entièrement dédié à cet outil et

aux algorithmes qu’il utilise.
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5.2.2.5 L’interconnexion des outils graphiques de P.A.R.A.DIS.E

Les différentes interfaces graphiques de P.A.R.A.DIS.E sont interconnectées et

toute action de l’utilisateur (sélection, zoom, . . .) dans l’une d’entre elles prévient les

autres outils qui peuvent réagir en fonction de leur état. Cette interaction repose sur

un échange de messages entre les interfaces graphiques. Les messages échangés ont

une sémantique très simple, car il ne s’agit que d’une liste de nucléotides sélectionnés

(l’action sur ces nucléotides est déterminée par l’état de l’outil destinataire du message).

De plus ils sont unidirectionnels (c’est à dire que l’émetteur du message n’attend pas

de réponse de la part des destinataires). La mise en place d’un protocole complexe de

communication n’est donc pas nécessaire.

Comme ce fut le cas dans S2S, la communication entre les outils de P.A.R.A.DIS.E

repose sur un système événementiel inspiré du patron de conception (design pattern)

observateur (Observer). Lorsqu’un nouvel outil graphique est lancé, celui-ci est ajouté

à la liste des outils à prévenir en cas d’actions de l’utilisateur. Lorsqu’une action est

réalisée dans un outil, un message est envoyé à tous les autres, qui réagissent suivant

l’état dans lequel ils se trouvent (zoom, simple sélection, . . .).

Les messages entre les interfaces graphiques sont assez simples, car ils ne font référence

qu’à des nucléotides et qu’indépendamment du niveau d’analyse manipulé par l’outil

graphique, la notion de «nucléotide» a toujours un sens. Cependant, lorsque que l’on

cherche à autoriser une communication, sémantiquement riche, entre outils hétérogènes

(interfaces graphiques et algorithmes manipulant différents niveaux d’analyse), le

développement d’un langage plus complet, représentant l’ensemble des concepts

biologiques manipulés et leurs relations, est nécessaire.
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5.3 La modélisation informatique des concepts

biologiques liés à l’ARN

La mise en place d’une infrastructure logicielle permettant l’analyse de données

biologiques nécessite au préalable le développement d’un système informatique visant à

modéliser de la façon la plus complète et fidèle possible les concepts biologiques étudiés

et facilitant la communication entre les différents modules de cette infrastructure. De

nombreux groupes ont travaillé sur la mise en place de tels modèles.

5.3.1 Analyse de l’existant

La O|B|F (Open Bioinformatics Foundation) est une organisation visant à

encourager le développement de projets bioinformatiques open source. Cette initiative

est née de trois projets indépendants : BioPerl [bioperl], BioJava [biojava] et

BioPython [biopython] et forment avec BioRuby [bioruby], BioDas [biodas] et

bien d’autres les projets Bio* [Mangalam02]. Les projets Bio* ont pour but de fournir,

pour un grand nombre de langages de programmation et de technologies, des librairies

pouvant servir de base à des projets bioinformatiques.

La librairie de programmation BioJava et son extension BioJavaX fournissent un

modèle informatique de concepts biologiques, exploitant rigoureusement les avantages

de la programmation orientée objet. Il est possible grâce à ce modèle de décrire

des séquences et les propriétés biologiques qui leur sont associées, à l’aide d’un

système d’annotation de séquences. Cette librairie permet également de modéliser

des alignements, de mettre en place des algorithmes reposant sur la programmation

dynamique et de développer des interfaces graphiques dédiées à l’analyse de

séquence. BioJava a été utilisé dans plusieurs projets bioinformatiques open

source [biojavainside], notamment Bioclipse [Spjuth07] une plateforme graphique
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d’analyse bioinformatique, Cytoscape [Shannon03] qui permet la visualisation de

réseaux d’interactions moléculaires et BioWeka [Gewehr07] qui permet de faire de la

fouille de données biologiques.

Le projet BioPerl [Stajich02] est une collection de modules Perl dédiés à la

bioinformatique qui connaît un important succès et a été utilisé dans de nombreux

projets de grande envergure comme la banque de données EnsEMBL [Flicek08].

De façon analogue à Bio*, BTL (Bioinformatics Template Library) [Pitt01] vise à

faciliter et à accélérer le développement de programmes bioinformatiques efficaces en

C++. Pour ce faire, BTL fournit une librairie de concepts et d’algorithmes fréquemment

utilisés en bioinformatique, sous une forme générique qui permet de les combiner de

façon flexible dans des programmes utilisant la programmation orientée objet. Le NCBI

C++ Toolkit [ncbitoolkit] propose également un environnement de programmation

C++ pour construire des modèles biologiques, à l’aide d’une librairie de concepts,

de contacter des algorithmes tels que BLAST ou ORF finder et de développer son

propre environnement logiciel (incluant des fonctionnalités graphiques, réseaux, bases

de données, . . .).

Le but du NCICB (National Cancer Institute Center for Bioinformatics) est de fournir

des infrastructures informatiques utiles à la recherche sur le cancer. Le projet caBIO

[Covitz03] a initialement été développé pour permettre l’accès aux informations de

divers projets du NCICB. Son succès a conduit à son adoption comme architecture

principale pour l’unification et l’intégration des données du NCICB. caBIO se divise

en trois couches :

1. la couche de données, qui permet de faire appel aux diverses sources

d’informations (fichiers, bases de données, . . .)

2. la couche objet, qui modélise les multiples concepts utilisés en recherche sur le

cancer. Cette couche est développée en faisant appel à la programmation orientée

objet et peut être étendue pour intégrer des concepts appartenant à l’ensemble des

domaines de la biologie.
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3. la couche de présentation, qui permet de distribuer les informations via des

serveurs web

La librairie caBIO est notamment utilisée dans l’infrastructure caCORE décrite en

section 5.4

5.3.2 Le modèle de concepts biologiques de P.A.R.A.DIS.E

Le modèle objet de l’infrastructure P.A.R.A.DIS.E peut être vu comme un

«moteur d’annotation des molécules d’ARN» et a pour but de servir de couche

intermédiaire entre les objets manipulés dans les modules graphiques et les données

brutes, produites par les algorithmes. Comme le modèle de BioJava dont il s’inspire,

il repose sur le paradigme qu’une molécule d’ARN peut être annotée en un ou plusieurs

nucléotides, contigus ou non, par certaines informations. Ceci peut être traduit par la

relation suivante entre les concepts fondamentaux de notre modèle :

Une Annotation relie un Feature à une Location d’une Molecule

Dans notre moteur d’annotation, les différents concepts liées à l’ARN sont donc

des Feature. Bien qu’inspiré du modèle de BioJava, celui de P.A.R.A.DIS.E

présente une différence essentielle, en autorisant une même information biologique

à annoter plusieurs molécules. Ainsi, une paire de bases intermoléculaire ou un

alignement de séquences sont des propriétés qui affectent plusieurs molécules. Pour

refléter cette réalité biologique, un même Feature peut être associé à plusieurs

Molecule. Chaque couple Feature/Molecule est relié par une objet de type

Annotation qui précise également la Location de la Molecule annotée par le

Feature.

Grâce à la propriété d’«héritage» de la POO, un Feature peut se spécialiser. Par

exemple, une paire de bases cis Hoogsteen-Hoogsteen est un type particulier de paire
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de bases.

De plus, une relation parent-enfant (permise par la propriété de «composition» de la

POO) pourra être mise en place entre certains Feature afin de refléter :

1. qu’un Feature est composé d’un autre Feature (par exemple, une structure

secondaire est composée d’hélices)

2. qu’un Feature est issu de l’analyse d’un autre Feature (par exemple, une

structure secondaire pourra être déduite d’une structure tertiaire par un algorithme

d’annotation)

Le tableau 5.2 présente la liste actuelle de ces concepts, leurs possibles liens de parenté,

le concept qu’ils spécialisent et leur types de Location compatibles. Les figures 5.5

et 5.6 illustrent les différentes propriétés du moteur d’annotation de P.A.R.A.DIS.E

en représentant des molécules, leurs propriétés structurales et leur modélisation au sein

de notre infrastructure.

FIG. 5.5 – Les propriétés structurales de deux molécules
La structure secondaire de deux molécules. Ces molécules forment une
hélice intermoléculaire (en vert). Cette hélice est composée, entre autre,
d’une paire de base cis Watson-Crick/Watson-Crick (en bleu).
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Il est à noter que certains automatismes ont été introduits dans ce moteur

d’annotation des ARN. En effet, lorsqu’un Feature est ajouté comme enfant d’un

autre, la Location du parent est adaptée pour englober celle de l’enfant (par exemple,

l’ajout d’une paire de bases en bout d’une hélice étend la Location de l’hélice). De

plus, la présence de certaines annotations implique la présence d’autres annotations,

qui sont automatiquement ajoutées par le système. Par exemple, lorsqu’un Feature

de type Helix est ajouté afin de décrire la présence d’une hélice, des Feature

de type cisWWInteraction symbolisant des paires de bases canoniques sont

ajoutés automatiquement et rattachés à l’hélice. De même, l’ajout d’une paire de bases

canonique entre une Guanine et une Cytosine implique l’ajout de Feature de type

AtomAtomInteraction pour symboliser les liaisons hydrogènes entre les atomes

O6, N1 et N2 de la Guanine et les atomes N4, N3 et O2 de la Cytosine. L’ajout d’hélices

qui se «croisent» entraîne l’ajout de PseudoKnot pour représenter le pseudonœud.

Le modèle informatique sur lequel repose P.A.R.A.DIS.E permet donc d’unifier

les concepts utilisés par les interfaces graphiques et algorithmes et leur sert de

langage commun. Cependant, il ne peut y avoir compréhension que si ce langage

repose sur des moyens de communication permettant d’échanger des messages. Alors

que la communication entre les interfaces graphiques repose sur un simple système

événementiel, celle impliquant les algorithmes doit répondre à des exigences plus

drastiques. Les algorithmes étant souvent difficiles à installer et maintenir et pouvant se

montrer exigeants en ressources, il est souhaitable de découpler la partie graphique de

la partie algorithmique afin de pouvoir installer les algorithmes sur un serveur puissant

et les interfaces graphiques sur l’ordinateur personnel des utilisateurs. Le protocole de

communication doit donc être capable de fonctionner sur un réseau.
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5.4 La distribution d’infrastructures logicielles sur un

réseau

5.4.1 Analyse de l’existant

Il existe de nombreuses technologies permettant de mettre en place une architecture

distribuant des ressources algorithmiques. Parmi elles, on retrouve notamment les

systèmes de grilles informatiques (Grid computing), les infrastructures pair à pair, les

services web et les systèmes multi-agent. Quelques projets illustrant ces techniques sont

détaillés dans cette section.

5.4.1.1 Les grilles informatiques

Les grilles informatiques (Grid Computing) ont pour but de décomposer un calcul

coûteux en des multiples tâches plus petites qui seront exécutées en parallèle sur un

nombre plus ou moins important d’ordinateurs. Les résultats de ces opérations seront

ensuite intégrés afin de produire le résultat global du calcul initial. Cette approche

est utilisée en bioinformatique. ABCGrid [Sun07] permet d’utiliser les programmes

NCBI BLAST[Johnson08], Hmmpfam[Eddy98] et CE[Shindyalov98] sur une grille

d’ordinateurs utilisant Windows, Linux ou Mac OS X. Grid-Allegro [Andrade07]

est une version d’Allegro[Gudbjartsson00, Gudbjartsson05] exécutable sur une

grille. Toutefois, les grilles ne sont pas adaptées à la distribution des algorithmes que

nous souhaitons appliquer à P.A.R.A.DIS.E et ne seront pas détaillées plus avant.
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5.4.1.2 Les systèmes pair à pair

La technologie pair à pair (peer-to-peer, P2P) exploite la multiple connectivité

entre les participants d’un réseau pour optimiser le partage de ressources (données,

applications, ressources physiques, . . .) en faisant abstraction d’un serveur centralisé.

Chinook [Montgomery05] est une infrastructure bioinformatique reposant sur la

technologie P2P. Le but de cette plateforme est de faciliter l’échange de techniques

d’analyse (applications) sur un réseau. Chinook fonctionne en transformant en

services des outils en ligne de commande, et en les diffusant sur un réseau virtuel.

Les avantages de cette approches sont que la maintenance des outils sont à la charge

de leurs fournisseurs et non des utilisateurs. La redondance de certains programmes

au sein d’un même réseau permet de paralléliser les analyses de grandes quantités de

données. Chinook peut également être utilisé pour comparer la qualité de plusieurs

outils équivalents.

5.4.1.3 Les services web

Parmi les technologies d’architectures distribuées les plus fréquemment utilisées

en bioinformatique on retrouve les «services web». Un service web est un système

informatique permettant l’interopérabilité des ressources logicielles et matérielles sur un

réseau. Ce système permet la communication et l’échange de données entre applications

et systèmes hétérogènes dans des environnements distribués. La communication repose

sur l’échange de fichiers XML. Suivant la grammaire et les protocoles utilisés il existe

plusieurs types de services web, les plus utilisés, notamment en bioinformatique, étant

les services SOAP (Simple Object Access Protocol) :

L’EBI (European bioinformatics institute) propose de nombreux services web

[Labarga07] notamment au travers de deux initiatives :

– SOAPlab [Senger03, soaplab] qui permet d’accéder à la majeure partie des outils

de EMBOSS [Rice00] via des services web.
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– openQBS [openqbs] permettant l’accès à la banque de références

bibliographiques MEDLINE.

La NCBI (National Center for Biotechnology Information) propose également

d’accéder à ses services Entrez Utilities à l’aide du protocole SOAP [esoap].

La DDBJ (DNA Data Bank of Japan) a développé le projet XML Central

[xmlcentral] qui propose des services web permettant d’utiliser des algorithmes tels

que BLAST, ClustalW, Ensembl, SRS,. . .

Les services web du KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), KEGG API

[keggapi], donnent accès à de nombreux outils et bases de données (ayant trait aux voies

métaboliques et régulatrices ainsi qu’à des données génomiques et chimiques).

PathPort [Eckart03, pathport] du VBI (Virginia Bioinformatics Institute) donne

accès, entre autres, aux outils Mummer, Fasta, Glimmer ainsi qu’à des informations

sur les pathogènes et des algorithmes permettant de traiter les données de puces à ADN.

Pour des revues récentes sur les principaux services web dans le domaine des sciences

de la vie, voir [Curcin05, Neerincx05, Foster05].

Les services web permettent donc d’accéder programmatiquement à des ressources

disponibles sur internet. Des environnements logiciels ont vu le jour afin de pouvoir

visualiser et manipuler le flot de données associées à ces services web. Parmi ces projets

on notera particulièrement caCORE, BioMOBY, myGrid et Taverna

caCORE [Covitz03, Komatsoulis08] est un projet du NCICB (National Cancer Institue

of BioInformatics) visant à intégrer les services bioinformatiques utiles pour la

recherche sur le cancer et la médecine. Toutefois, l’architecture caBIO au cœur de

caCORE peut être étendue à n’importe quel domaine de la bioinformatique (voir la

section 5.3). Les services reposant sur caBIO peuvent être contactés via SOAP et le

système peut lui-même utiliser SOAP pour contacter des services externes.

BioMOBY [Wilkinson02] est un projet open source visant à fournir un système de

découverte et de traitement de données biologiques en permettant à un laboratoire

d’enregistrer les services web qu’ils proposent au sein d’un annuaire appelé MOBY

central. La philosophie de BioMOBY est de proposer à chaque étape les différentes
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analyses disponibles en fonction des données dont l’utilisateur dispose. Il est

également possible de proposer à l’utilisateur une succession complexe d’analyses lui

permettant d’obtenir un certain type de données en fonction des données qu’il possède

actuellement. BioMOBY est désormais en version 1.0 et donne accès à plus de 1400

ressources bioinformatiques [Wilkinson08].
myGrid [Stevens03] est un projet développé pour accéder à plusieurs types de services

en utilisant Java et SOAP. Contrairement à BioMOBY, myGrid n’est pas en mesure

de découvrir automatiquement des enchaînements d’analyses, mais peut être dirigé par

une infrastructure logicielle appelée Taverna.

Taverna [Oinn04, Lanzén08] permet de créer des enchaînements d’analyses pour
myGrid et permet d’intégrer plusieurs types de services dont ceux de SOAPlab et

de BioMOBY [Kawas06]. Pour décrire ces enchaînements Taverna utilise son propre

langage : le Scufl (Simple Conceptual Unified Flow Language).

Enfin, des outils tels que Cyrille2 [Fiers08], GPIPE [Garcia Castro05], Pegasys

[Shah04], Wildfire [Tang05] et MOWserv [Navas-Delgado06] permettent, à l’aide

d’interfaces graphiques ou web, de mettre en place des enchaînements d’analyses

bioinformatiques en utilisant des services web.

Malgré le succès actuel des services web, cette technologie ne semblait pas présenter la

meilleure solution pour l’implémentation de notre architecture distribuée.

L’avantage majeur des services web est de pouvoir faire abstraction, de chaque

coté, du langage de programmation. Toutefois, P.A.R.A.DIS.E étant développé

intégralement en Java, l’échange d’objets entre différentes machines peut se reposer

sur la sérialisation. La sérialisation permet de représenter les objets sous forme binaire,

ce qui permet de créer des messages beaucoup plus léger qu’avec une représentation

textuelles, et notamment le format XML qui est particulièrement volumineux. Java

offre naturellement cette possibilité, grâce à la technologie RMI (Remote Method

Invocation).

En plus de la taille importante des messages XML, entraînant une lenteur dans
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la communication, la mise en place d’un service web est relativement fastidieuse.

Les différentes technologies permettant leur implémentation sont souvent dirigées

techniquement par de grands groupes commerciaux plutôt que par des initiatives open

source. SOAP évolue rapidement, et le changement de version de SOAP entraîne

souvent une incompatibilité du code écrit pour une version précédente. Il est donc

nécessaire de modifier ou réécrire une partie du code à chaque changement de version,

rendant la maintenance d’un tel système très lourde. En conséquence, la technologie que

nous avons retenue pour développer notre architecture distribuée et celles des systèmes

multi-agent.

5.4.2 Les architectures multi-agent : application à l’infrastructure

P.A.R.A.DIS.E

La modélisation de systèmes complexes nécessite l’utilisation de techniques

permettant la représentation la plus fidèle possible des concepts étudiés. De manière

analogue à la POO qui est adaptée pour modéliser les concepts biologiques et leurs

relations, la technologie multi-agent fournit une solution efficace pour modéliser

les interactions, l’organisation et la coopération des producteurs (algorithmes) et

consommateurs (interfaces graphiques) de ces données biologiques. Cette approche

intuitive, permettant d’exprimer à haut niveau les fonctionalités d’un système, tout

en procurant une conception modulaire et un mécanisme flexible d’interaction,

rend les systèmes multi-agent adaptés au développement d’architectures distribuées

[Karasavvas04].

Un système multi-agent (MAS) est un environnement composé de multiples agents

«intelligents» interagissants. Ce type de système possède les caractéristiques suivantes

– Autonomie : les agents sont, au moins partiellement, autonomes

– Vues locales : aucun agent n’a une vue globale du système, ou ce dernier est trop

complexe pour être entierment analysable par un unique agent
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– Décentralisation : il n’existe pas d’agent responsable de la gestion de tous les

autres

Chaque agent réagit aux stimuli de son environnement, par un comportement défini par

sa programmation, et agît en retour pour modifier cet environnement.

Les agents peuvent partager leur connaissances en communiquant à l’aide de protocoles

tels que le KQML (Knowledge Query Manipulation Language) ou l’ACL (Agent

Communication Language).

5.4.2.1 Les MAS en bioinformatique

Les MAS sont de plus en plus utilisés en bioinformatique [Keele05]. Ces projets

utilisent principalement les MAS afin de décomposer la résolution d’un problème en

sous tâches affectées chacune à un agent. La capacité de communication des agents

est alors exploitée afin d’intégrer leurs résultats et de produire une réponse globale

au problème. Le but du MAS proposé par [Armano07] est d’aider à identifier des

publications susceptibles d’intéresser un utilisateur donné, en parcourant les données

de BMC Bioinformatics [bmcbioinformatics] et Pubmed [pubmed]. La décomposition

du problème se fait en attribuant une couche pour chacune des tâches suivantes : gérer

les sources d’informations de natures différentes, encoder l’information contenue dans

le texte pour la classer dans des catégories, décider si la publication est pertinente en

fonction des intérêts de l’utilisateur et demander l’avis de l’utilisateur sur la publication.

Un agent est affecté à chaque couche, et la communication se fait, entre deux couches

successives, à l’aide d’agents intermédiaires. AMELIE[Vignal96, Vignal97, Vignal99]

est un MAS développé pour détecter les sites d’épissage dans des séquences. La

détection des sites (donneurs ou accepteurs) d’épissage repose sur la satisfaction de

certains critères, classés du grain le plus gros au plus fin. La décomposition du problème

se fait en affectant un agent à la vérification de la satisfaction de chaque critère.

Lorsqu’un agent constate qu’un critère est satisfait, il demande à l’agent charger de

vérifier le critère suivant (de grain plus fin) de s’exécuter.
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5.4.2.2 Les MAS pour permettre l’intégration de données

Les MAS sont utilisés notamment pour mettre en place des systèmes d’intégration

[Karasavvas02]. BioAgent [Angeletii01] est un MAS dédié à l’intégration de données

issues de puces à ADN. Ces données sont réparties sur un grand nombre de bases

de données utilisant des formats variés. BioAgent propose d’affecter un agent

par base, servant de traducteur entre le format de celle-ci et un format standard,

et d’utiliser la capacité de communication des agents pour intégrer ces différentes

données. GeneWeaver [Bryson00a] est un MAS dédié à l’analyse de génomes et

à leur annotation par des données protéiques structurales et fonctionnelles. Dans ce

système, de nombreuses ressources sont accessibles (bases de données génomiques

ou structurales, algorithmes, navigateur génomique) et un agent est responsable de la

gestion de chaque ressource. La communication entre les agents permet la production

de résultats par l’enchaînement d’analyses. BioMas [Decker02] est un système multi-

agent pour l’annotation automatique, et le stockage dans des banques, de données

de séquence. Le système se soustrait aux analyses manuelles et rend les annotations

disponibles pour les chercheurs et les autres MAS. Les agents sont répartis en trois

types responsables de l’interaction avec les banques de données, l’interaction avec les

utilisateurs et le traitement des données. De plus, chaque agent appartient à un ou

plusieurs des quatre sous-systèmes multi-agent chargés de l’intégration de bases de

données d’annotation de séquences, de gérer les requêtes provenant de l’interface web,

d’utiliser la Gene Ontology pour déterminer la fonction d’un gène, et de produire de

nouvelles séquences à annoter.

5.4.2.3 Les MAS comme système de simulation

De nombreuse initiatives ont été prise pour utiliser les MAS à des fins de simulations

de processus biologiques [Merelli07]. En effet, dans les systèmes biologiques, les

individus sont autonomes, mobiles et réagissent en fonction de leur environnement. Ce

99



CHAPITRE 5. L’INFRASTRUCTURE P.A.R.A.DIS.E

comportement est analogue à celui des agents d’un MAS, ce qui semble indiquer que

cette technologie est particulièrement adaptée à ce type de simulation.

Une plateforme de modélisation et d’analyse de systèmes biologiques est présentée

dans [Ren08]. Celle-ci a été utilisée pour implémenter un réseau d’interactions protéine-

protéine. Dans ce système, chaque protéine est modélisée par un agent. Les interactions

entre ces molécules, modélisées à partir de données biologiques, forment des petits

réseaux d’interactions. Au cours de la simulation, ces petits réseaux accomplissant une

tâche simple commencent à interagir et forment des réseaux plus grands, accomplissant

des tâches plus complexes. L’étude de l’évolution entre plusieurs réseaux d’interactions

permet d’étudier des phénomènes tels que la duplication et la délétion de gènes.

Des MAS permettent également la simulation de la transduction de signaux [Khan03].

Dans ce système, chaque «espèce» moléculaire est représentée par un agent. Les

réactions entre ces molécules se font par l’échange de messages, provoquant la

formation du produit de cette réaction (sous forme d’un nouvel agent) et la disparition

des agents représentant les réactants. Ce système simule le déplacement des molécules

au sein de leurs compartiments cellulaires selon un mouvement brownien et une

interaction se forment lorsque deux molécules entre en «colision». L’enchaînement des

réactions obtenues par ce système permet de simuler la transduction de signaux.

5.4.2.4 L’interconnexion et l’extension de MAS

Des systèmes multi-agent développés indépendamment, éventuellement à l’aide

de technologies différentes, peuvent être interconnectés si leurs protocoles de

communication respectent certains standards. De plus, le paradigme multi-agent décrit

toute entité logicielle autonome et capable de communiquer avec ses paires comme un

agent. Nous avons vu que les services web sont capables de communiquer entre eux

et montrent de plus en plus d’autonomie. Un MAS peut donc reposer sur des services

web. Agmial [Bryson00b] est une évolution de GeneWeaver visant à être hautement

distribuée et dont les agents sont implémentés sous la forme de services web, joignables
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à la fois par les autres agents et par des utilisateurs via des pages web. Un système multi-

agent peut également être étendu pour utiliser des services web externes, sous réserve

d’unifier leurs protocoles de communication (via des agents traducteurs par exemple).

5.4.3 L’implémentation et l’organisation du MAS de

P.A.R.A.DIS.E

5.4.3.1 Les choix techniques

Pour l’implémentation de notre système multi-agent, nous avions le choix entre de

nombreuses librairies compatibles avec le langage Java. On citera notamment Actor

Foundry [actorfoundary], Cougaar : Cognitive Agent Architecture

[cougaar], JADE [jade], Jason [jason] et OpenCybele [opencybele].

Nous avons choisi d’utiliser la librairie JADE (Java Agent Development Framework),

développée conjointement par Italia Telecom et l’Université de Parme. Notre choix s’est

porté sur cette librairie pour plusieurs raisons :

– elle répond totalement aux standards de la FIPA (Foundation for Intelligent

Physical Agents)

– elle est distribuée sous licence GPL (GNU Public Licence), ce qui nous assure de

pouvoir l’utiliser dans notre infrastructure sans enfreindre de licence.

– son développement est assuré par un grand groupe industriel et un groupe

universitaire en plus de la communauté Open Source

– son développement ayant débuté en 1998, elle est l’une des librairies les plus

avancées à ce jour

– son interface de programmation (API) est de qualité et une grande source de

documentation est disponible

– sa communauté de développeurs et d’utilisateurs est très active
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Grâce à JADE, il est possible de décrire les agents et leurs comportements à l’aide

du langage Java, et nous permet donc d’exploiter les avantages de ce langage. Par

exemple, l’héritage et la composition nous permettent de définir des agents généraux qui

seront ensuite spécialisés en fonction de nos besoins. La communication entre les agents

de JADE repose sur Java RMI et permet d’échaner des objets complexes. JADE a

notamment été utilisé en bioinformatique pour développer un MAS hiérarchique dédié

à la simulation de réseaux biologiques [Shafaei05].

5.4.3.2 L’organisation du MAS de P.A.R.A.DIS.E

Le système multi-agent de P.A.R.A.DIS.E devra contenir les agents

responsables des différentes ressources (algorithmes et interfaces graphiques). A son

démarrage, l’environnement contenant les agents est vide, et les agents le rejoigne au

besoin. Comme nous l’avons vu, nous souhaitons que l’architecture P.A.R.A.DIS.E

soit distribuée, afin de permettre l’utilisation des algorithmes sur un serveur au sein d’un

laboratoire et celle des interfaces graphiques sur l’ordinateur de chaque utilisateur.

L’organisation choisie pour le déploiement de P.A.R.A.DIS.E est donc de

démarrer le MAS sur un serveur et d’y intégrer un agent par algorithme disponible.

Dans P.A.R.A.DIS.E, la structure composée du cœur du MAS et des agents

responsables d’algorithmes est appelée la plateforme. Chaque interface graphique de

P.A.R.A.DIS.E est associée à un agent qui rejoint la plateforme quand l’outil

graphique est démarré.
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FIG. 5.7 – L’écran d’accueil de

P.A.R.A.DIS.E

Au démarrage de P.A.R.A.DIS.E un écran

d’accueil propose à l’utilisateur de démarrer la

plateforme et/ou les outils graphiques (figure 5.7).

Le démarrage de la plateforme affiche une fenêtre

de gestion des agents (figure 5.8), permettant de

suivre en temps réel le statut des différents agents

connectés et les échanges de messages entre ces

agents.

FIG. 5.8 – Le gestionnaire de plateforme
Cette interface graphique permet de surveiller l’activité d’une
plateforme P.A.R.A.DIS.E

Une fois la plateforme déployée, il est possible de démarrer, sur un ordinateur du réseau,

les interfaces graphiques et de rattacher leurs agents à la plateforme. Ceci provoque

l’affichage d’une fenêtre graphique (figure 5.9) demandant à l’utilisateur de fournir

l’adresse de la plateforme à contacter (l’adresse réseau de l’ordinateur hébergeant la
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plateforme).

FIG. 5.9 – La fenêtre de connexion
Cette fenêtre demande l’adresse de la plateforme à contacter

Une fois l’adresse fournie, la barre d’outil de P.A.R.A.DIS.E (figure 5.10) s’affiche

et propose un bouton pour chaque type d’interfaces graphiques disponible (voir 5.2).

La séléection d’un de ces boutons démarre l’interface graphique associée, ainsi que son

agent qui rejoint automatiquement la plateforme spécifiée au démarrage.

FIG. 5.10 – La barre d’outils de P.A.R.A.DIS.E
Cette barre d’outil permet d’ouvrir différents formats de fichiers (PDB,
CT, FASTA, RNAML, BPSEQ), et propose un bouton pour lancer chacun
des outils graphiques disponibles dans P.A.R.A.DIS.E
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5.4.4 Les agents de P.A.R.A.DIS.E

Les agents de P.A.R.A.DIS.E sont chacun en charge d’une ressource particulière

et sont divisés en deux groupes en fonction du type de cette ressource.

5.4.4.1 Les agents responsables d’interfaces graphiques

Un agent responsable d’un outil graphique (ParadiseTool) est appelé un

ParadiseToolAgent. Il a pour rôle de permettre à l’utilisateur d’accéder aux

algorithmes susceptibles de fournir des données interprétables par l’interface graphique

dont il est responsable.

Lorsqu’un utilisateur souhaite contacter un algorithme, l’interface graphique transforme

les actions de l’utilisateur en une requête (voir 5.4.5.1). Cette requête est alors transmise

à l’agent de l’interface graphique qui est chargé de trouver l’agent responsable de

l’algorithme et de lui soumettre cette requête (voir 5.4.6).

Le ParadiseToolAgent a également pour but de contacter l’interface graphique,

à la demande d’autres agents. Ainsi, lorsqu’un résultat d’algorithme est proposé au

ParadiseToolAgent, celui-ci extrait les objets du modèle de P.A.R.A.DIS.E,

contenus dans le message et les transmet à l’interface graphique. Celle-ci va alors

synchroniser ces objets avec ceux déjà présents. L’affichage graphique est alors remis à

jour pour tenir compte de ces nouvelles informations. L’agent a également pour rôle de

prévenir l’interface graphique lorsqu’il reçoit un message d’erreur de la part d’un autre

agent (le plus souvent pour indiquer que l’algorithme n’a pas pu produire de résultat). Ce

message d’erreur est alors affiché par l’interface graphique pour prévenir l’utilisateur.

Enfin, l’agent est chargé de transmettre à son interface graphique d’éventuels messages

d’information en provenance d’autres agents. Le but de ces messages est le plus souvent

d’informer de l’état d’avancement de longs algorithmes. Ainsi, l’interface graphique

peut mettre à jour la barre de progression correspondante à la requête en cours, afin que

l’utilisateur se rende compte de son évolution.
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5.4.4.2 Les agents responsables d’algorithmes

FIG. 5.11 – Le comportement des

Analysis et ParadiseService

Dans P.A.R.A.DIS.E, les

algorithmes sont pilotés par des agents

spécialisés : les ParadiseService. A

la réception d’une requête d’un autre

agent, le ParadiseService décide de

l’accepter ou non. Si la requête est acceptée,

une analyse (Analysis) est créée et

menée jusqu’à la production d’un résultat final à la requête ou jusqu’à ce

qu’une erreur survienne. En plus du résultat et d’éventuels messages d’erreur, le

ParadiseService est également chargée de transmettre à l’agent à l’origine de la

requête des messages d’information produits par l’Analysis pendant le déroulement

de l’algorithme. Le comportement des ParadiseService est schématisé sur la

figure 5.11.

5.4.5 Les requêtes

5.4.5.1 Le format des requêtes

Comme nous l’avons vu, les messages envoyés par les ParadiseToolAgent

aux ParadiseService pour l’exécution d’un algorithme contiennent des requêtes.

Ces requêtes permettent d’ajuster l’activité de l’algorithme à l’aide de trois types

d’informations :

1. les molécules qui doivent subir l’analyse par l’algorithme

2. les Feature de ces molécules à prendre en compte durant l’analyse

3. une série de paramètre, propre à chaque algorithme et permettant de l’ajuster
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Les molécules sont à fournir par la requête car, si elles existent sur l’ordinateur

de l’utilisateur, elles sont absentes de la plateforme qui contient les algorithmes.

Les Feature sont à fournir afin de lever toute ambiguïté. En effet, un algorithme

peut effectuer une analyse sur une structure secondaire, mais la molécule contenue

dans la requête peut posséder plusieurs structures secondaires alternatives, il est donc

nécessaire de préciser quels Feature sont ciblés par chaque analyse. Ce sont les

molécules qui contiennent la liste des Feature sélectionnés pour être analysés.

5.4.5.2 Les rôles des Analysis

FIG. 5.12 – Le comportement des Analysis

et algorithmes

Quand le ParadiseService

reçoit un message contenant une

requête, elle transmet celle-

ci à l’Analysis dont elle est

responsable. Le rôle de l’Analysis

est alors de vérifier la conformité de

cette requête. Un algorithme attend

un certain nombre de données en

entrée (par exemple : n molécules,

une structure tertiaire pour chaque

molécule, m paramètres). Si certaines informations sont manquantes, l’Analysis va

envoyer un message d’erreur à l’agent à l’origine de la requête pour l’en informer.

Dans le cas contraire, son rôle est de transformer ces données, actuellement sous

la forme d’objets P.A.R.A.DIS.E, en données interprétables par l’algorithme

et d’ordonner son exécution. L’Analysis joue donc un rôle de traducteur entre

P.A.R.A.DIS.E et l’algorithme, ce rôle est également primordial pour transformer

le résultat de l’algorithme en objets P.A.R.A.DIS.E.

Enfin, le dernier but de l’Analysis est de transformer tout message (d’information

ou d’erreur) qu’elle reçoit de l’algorithme en message transmis par son
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ParadiseService au destinataire idoine. Le comportement des Analysis est

représenté sur la figure 5.12.

5.4.6 L’identification des agents

Lorsqu’un ParadiseToolAgent doit soumettre une requête à un algorithme,

il doit d’abord identifier le ParadiseService responsable de cet algorithme au

sein de la plateforme. Pour ce faire, un agent particulier, provenant de l’infrastructure

JADE, et fournissant un service de pages jaunes, est présent dans la plateforme. A

leur arrivée dans la plateforme, les différents ParadiseService entrent en contact

avec l’agent de pages jaunes et s’enregistrent auprès de lui. Lorsqu’un agent est à

la recherche d’un agent fournissant un service (algorithme) particulier (prédiction de

repliement en structure secondaire, production d’un dessin de structure secondaire,

. . .), celui-ci s’adresse donc à l’agent de pages jaunes qui lui indique l’identifiant de

ParadiseService à contacter.

5.4.7 La communication entre les agents

La communication entre les agents de P.A.R.A.DIS.E (schématisée sur la figure

5.13) repose sur sept catégories de messages, décrits par la norme ACL de la FIPA

(Foundation for Intelligent Physical Agents) [fipa].

– Subscribe : un agent souhaitant soumettre une requête à un

ParadiseService, initie la conversation par ce type de message. Ceci lui

permet de s’assurer que le ParadiseService cible est bien disponible.

– Confirm : un ParadiseService recevant un message Subscribe notifie

sa disponibilité par un message Confirm. Ce système évite donc à un agent de

soumettre une requête contenant potentiellement des nombreux objets, et donc

étant lourde en ressources réseau, à un ParadiseService indisponible.
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– Request : ce type de message est utilisé par un agent pour soumettre une

requête à un ParadiseService. Ce message contient donc les différentes

informations décrites en 5.4.5.1.

– Propose : Lorsqu’un résultat est produit par un algorithme, son

ParadiseService le transmet à l’aide d’un message Propose à l’agent à

l’origine de la requête

– Inform : un agent envoie ce type de message à un autre pour lui transmettre une

information

– Failure : ce type de message est transmis par un ParadiseService pour

informer qu’aucun résultat n’a pu être produit par l’algorithme à la requête

soumise. Ce type de message peut être déclenché si la requête est mal formatée

(voir 5.4.5.1) ou si l’algorithme est intrinsèquement incapable de produire un

résultat à partir des données dont il dispose (c’est à dire qu’il n’existe pas

de réponse à la question soumise à l’algorithme). Ce type de messages peut

également être déclenché à la suite d’un problème de nature informatique

(problème de lecture de fichier, capacité de mémoire dépassée, «bug»,. . .). Le

message Failure contient toujours la raison de son émission et dans le dernier

cas, il contient également un journal d’erreur «Stack Trace» permettant aux

développeurs d’identifier précisement l’origine du problème.

– Cancel : un agent envoie ce type de message pour mettre fin à une conversation

et donc annuler les calculs et requêtes en cours. Ce type de message est envoyé à

la suite d’une action de l’utilisateur.
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5.4.8 Les algorithmes de P.A.R.A.DIS.E

La mise en place de notre infrastructure nécessite la disponibilité d’algorithmes

pour un certain nombre de fonctionnalités. Dans un premier temps, nous avons décidé

de fournir un algorithme unique, le plus représentatif à nos yeux de chaque type de

fonctionnalité, et de nous focaliser sur les algorithmes choisis afin de tester l’efficacité

du système et de mettre en place d’éventuelles améliorations. La figure 5.14 reprend

le diagramme de la figure 5.1 en nommant les outils graphiques et algorithmes de la

plateforme P.A.R.A.DIS.E.

5.4.8.1 RNAView

L’algorithme RNAView [Yang03] permet d’obtenir une structure secondaire

étendue annotant une structure tertiaire. L’utilisateur fournit un fichier au format PDB et

RNAView détermine automatiquement la structure secondaire des molécules contenues

dans ce fichier et l’exportera dans un fichier au format XML respectant la grammaire

RnaML [Waugh02]. Cette structure secondaire comprend les hélices (intramoléculaires

et intermoléculaires), ainsi que la liste de toutes les paires de bases présentes en accord

avec la nomenclature Leontis-Westhof . En plus de la structure secondaire, RNAView

fournit un dessin de celle-ci, obtenu par projection orthogonale des coordonnées des

nucléotides sur un plan. La structure secondaire étendue obtenue par RNAView peut être

étudiée à l’aide de RNA2DViewer et servir de structure de référence dans l’alignement

de la molécule avec des orthologues dans RNAlign.

5.4.8.2 RNAdistance

RNAdistance [Hofacker94] du RNA Vienna Package permet de calculer

une distance entre structures secondaires. Cet algorithme est utilisé pour produire un

premier jet d’alignement.
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5.4.8.3 RNAfold

L’algorithme RNAfold [Hofacker03] du RNA Vienna Package utilise une

approche de minimisation de l’énergie libre afin de produire une structure secondaire à

partir d’une séquence proposée. Cette structure secondaire ne pourra toutefois contenir

que des paires de bases canoniques et wobble. Cet algorithme est utilisé :

– pour obtenir une structure secondaire à partie d’une séquence non repliée

– pour préaligner une séquence contre la molécule de référence dans RNAlign. La

structre secondaire obtenue et la molécule de référence sont alignées à l’aide de

RNAdistance

Le couplage de ces deux outils ne permet pas forcement d’obtenir le meilleur alignement

possible, mais celui-ci constitue un bon départ pour un alignement manuel ultérieur. De

plus, contrairement aux approches visant à trouver une structure secondaire consensus,

il assure que lorsque la structure secondaire d’une séquence est connue, celle-ci ne sera

pas modifiée par l’algorithme d’alignement.

5.4.8.4 RNAplot

RNAplot utilise les informations de structure secondaire pour produire un dessin de

cette structure. Les coordonnées des bases issues de ce dessin pourront être utilisées par

l’outil RNA2DViewer. Le dessin proposé par cet algorithme a la propriété de présenter

un recouvrement minimal entre les éléments de la structure secondaire, ce qui assure

une grande lisibilité.

P.A.R.A.DIS.E propose également trois autres algorithmes étroitement liés au

développement de notre outil Assemble.

1. Nahelix, qui est chargé de fournir un premier jet de structure tertiaire à partir

d’une structure secondaire
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2. Motif Repository, permettant d’appliquer un repliement tridimensionnel

particulier sur une partie d’une structure tertiaire

3. RnaRT, qui permet d’affiner les coordonnées d’une structure tridimensionnelle

en fonction de contraintes structurales

Ces algorithmes sont donc détaillés dans le chapitre 7.
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5.5 Les entrées et sorties de l’infrastructure

P.A.R.A.DIS.E

P.A.R.A.DIS.E peut utiliser plusieurs formats de fichiers pour charger des

données dans une session de travail ou pour les sauvegarder : le format CT pour les

structures secondaires, PDB pour les structures tridimensionnelles et Fasta pour les

alignements et jeux de séquences non annotées. Toutefois, le format le plus adapté

à la lecture/écriture des données de P.A.R.A.DIS.E est le format RnaML (RNA

Markup Language) [Waugh02]. Ce format, qui suit la norme XML, permet de stocker

des informations de séquence, structure secondaire, structure tertiaire, alignement

et interaction intermoléculaire, tout en intégrant la nomenclature Leontis-Westhof .

P.A.R.A.DIS.E est capable de lire des fichiers RnaML dans sa version actuelle (1.0).

Toutefois, cette version officielle présente à nos yeux quelques défauts. Nous avons donc

entrepris de développer une version plus adaptée à nos besoins. En effet, la version

officielle de RnaML nécessite la présence de nombreuses balises XML imbriquées pour

le stockage d’informations, même très simples. Par exemple, la position de la base

en 5’ d’une hélice est une information numérique qui nécessite l’imbrication de trois

éléments XML alors qu’elle pourrait simplement être stocké sous la forme d’un attribut

XML. Cette complexité rend les fichiers très volumineux, notamment lorsque ceux-ci

contiennent des structures secondaires et tertiaires de molécules de grandes tailles. En

plus d’entraîner le gaspillage d’espace sur le disque stockant ces fichiers, qui peuvent

vite être assez nombreux, le désavantage majeur de cette grande taille réside dans le

temps requis pour lire et écrire un fichier. Les simplifications syntaxiques que nous

proposons permettent de réduire environ de moitié la taille des fichiers. La figure 5.15

montre la différence entre les deux versions de RnaML en ce qui concerne la sauvegarde

des coordonnées 3D et la description des hélices et paires de bases.
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FIG. 5.15 – Comparaison entre les deux version de RnaML
A gauche la version 1.0 de RnaML, à droite la version utilisée dans P.A.R.A.DIS.E. De haut en bas,
des blocs décrivant les coordonnées 3D des atomes d’une base, une hélice et une paire de bases.
On peut constater la présence d’informations redondantes dans la section dédiée aux coordonnées 3D (le
type de base peut être connu en consultant la séquence) et des balises XML inutiles dans la description des
hélices et paires de bases.
Le fichier en version 1.0 contient 774 caractères, alors que celui dans notre version en contient 332.
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Troisième partie

La modélisation moléculaire d’ARN
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Chapitre 6

Introduction

La fonction d’un ARN au sein de la cellule est déterminée par son architecture.

Le décryptage des règles qui dirigent le repliement des architectures d’ARN est donc

essentiel à la compréhension de la fonction de ces molécules et à l’analyse de leur

évolution. La compréhension de ces règles nécessite toutefois la disponibilité d’un grand

nombre de structures tridimensionnelles d’ARN. Bien que nous disposions à l’heure

actuelle d’un très grand nombre de séquences d’ARN, l’obtention de structures de haute

résolution par cristallographie de rayon X ou résonance magnétique nucléaire reste très

difficile. Ceci est d’autant plus vrai que la taille des molécules d’ARN étudiées est

importante. Il en résulte un écart entre le nombre de molécules séquencées et celles

pour lesquelles une structure tridimensionnelle a été déterminée.

Afin de réduire cet écart, la modélisation moléculaire est une alternative pour la

production de structures tertiaires d’ARN lorsque les approches expérimentales se

montrent infructueuses. La modélisation moléculaire est un ensemble de méthodes

théoriques et de techniques informatiques permettant de modéliser des molécules et

de simuler leur comportement. Les techniques employées reposent notamment sur la

chimie informatique et consistent à affecter des coordonnées cartésiennes à chaque

atome de la molécule considérée afin d’obtenir une structure tridimensionnelle.
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Le principe général de la modélisation moléculaire est de décomposer les structures

déjà résolues expérimentalement en blocs de construction, et de les assembler ensuite,

afin de construire un modèle pour la molécule considérée, en accord avec les règles

structurales connues. Suivant l’approches considérée, la taille des blocs de construction

s’échelonnent de deux ou trois nucléotides à des domaines structuraux complets.

La modélisation moléculaire s’effectue en quatre étapes :

1. analyse de la molécule à modéliser, et identification des éléments la constituant

2. création de blocs de construction correspondant à ces éléments, soit en

les extrayant de structures résolues expérimentalement, soit en les générant

algorithmiquement

3. assemblage de ces blocs pour former le modèle moléculaire

4. analyse et correction du modèle obtenu

Deux types d’approches, illustrées par des publications récentes seront détaillées dans

ce chapitre :

1. les approches automatiques, qui sont dirigées par un algorithme

2. les approches semi-automatiques, dans lesquelles l’utilisateur supervise la

modélisation

6.1 Les approches automatiques

Au cours de l’année passée, deux programmes permettant la détermination de

la structure tertiaire de molécules d’ARN ont été publiés. Ils se reposent sur la

décomposition automatique de structures en entités structurales élémentaires et leur

assemblage par un algorithme.
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6.1.1 FARNA

FARNA [Das07] est un programme qui vise à prédire la structure tertiaire d’une

séquence en utilisant un échantillonage de fragments élémentaires évalué par une

fonction d’énergie personnalisée. Comme le squelette sucre-phosphate de l’ARN est

articulé par sept angles de torsion, une approche visant à trouver la meilleure structure

possible en faisant varier ces angles est trop complexe pour être réalisable. Pour éviter

ce problème, FARNA utilise une méthode de Monte Carlo (voir chapitre 3) pour former

le squelette sucre phosphate en assemblant des fragments (trinucléotides) issues de la

structure cristallographique de la grande sous-unité du ribosome de H.marismortui. Ces

fragments sont choisis en fonction de la nature des nucléotides (purine ou pyrimidine) à

la position considérée. Un grand nombre de structures sont ainsi générées et classées à

l’aide d’une fonction d’énergie prenant en compte :

– le rayon de rotation en chaque point, favorisant un repliement hélical en

conformation de type A

– les interférences stériques, évitant aux nucléotides d’entrer en collision

– la possibilité de former des paires en fonction de la distance entre les bases

– la possibilité de former des paires en fonction de la coplanarité entre les bases

– l’empilement des bases

Ce programme a été testé sur un jeu de 20 molécules dont la structure est connue. Dans

environ la moitié des cas, l’une des cinq «meilleures» structures proposées présente une

RMSD inférieure à 4 Å avec le squelette de la structure résolue. Les paires de bases

Watson-Crick et non Watson-Crick sont prédites avec une efficacité respective de 90%

et 35%.

6.1.2 MC-Sym

L’approche de MC-Sym [Parisien08] est analogue à celle de FARNA dans le sens

où le programme cherche à reconstituer une molécule d’ARN en assemblant des pièces
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élémentaires. Toutefois, au lieu de chercher à assembler des fragments de nucléotides,

l’approche de MC-Sym repose sur la juxtaposition de cycles. Ainsi, l’ensemble des

structures de la NDB sont décomposés en cycles d’interactions, c’est à dire en groupes

indivisibles de nucléotides reliés par des appariements et empilements (figure 6.1). La

notion de cycle d’interactions, introduite dans [Lemieux06], est également utilisée pour

rechercher toutes les séquences compatibles avec un motif d’ARN donné [St-Onge07].

FIG. 6.1 – Les cycles d’interactions
La structure secondaire étendue de l’hélice 2555-2580
de la grande sous-unité du ribosome de H.marismortui
annotée par sa décomposition en cycles minimaux
d’interactions.

Lorsque l’utilisateur fournit une structure secondaire, indiquant les appariements

Watson-Crick et non Watson-Crick et les empilements de bases, MC-Sym décompose

celle-ci en cycles d’interactions et recherche dans sa banque de cycles issus de structures

tridimensionnelles ceux qui sont le plus adaptés au regard de la séquence, puis les

assemble.

6.1.3 Les limitations

Ces deux approches souffrent de limitations communes :

– elles font totalement abstraction du contexte biologique de la molécule (données

d’expérimentations biochimiques ou biophysiques, partenaires connus,. . .)
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– en travaillant à une échelle très petite (trois ou quatre nucléotides), elles

garantissent que la structure soit localement correcte (car correspondant à une

portion de structure observée), mais il n’y a aucune garantie de l’exactitude

globale. En effet, il existe plusieurs candidats valables dans la banque pour la

plupart des fragments/cycles, et le choix entre ces candidats peut influer sur le

résultat global. Par exemple, le remplacement d’un fragment/cycle candidat par

un autre à une position charnière peut modifier l’aspect général de la molécule en

rapprochant ou éloignant deux bras de la structure.

Ces limitations font que, plus une molécule est grande, plus le changement d’échelle

entre le niveau local (fragment/cycle) et le niveau global est important, et de fait, au

delà d’une certaine taille de molécule (30 et 150 nucléotides pour FARNA et MC-SYM

respectivement), les performances chutes drastiquement. Or, ce sont les molécules de

grande taille qui sont les plus difficiles à cristalliser et qui, par conséquent, nécessitent

le plus d’outils de prédiction efficaces.

Les limitations de FARNA

L’approche de FARNA présente un défaut supplémentaire : elle est dirigée par

la construction du squelette, et les paires de bases sont formées par effet de bord.

Il semble plus adapté de chercher d’abord à former des paires de bases qui auront

ensuite pour effet de stabiliser le squelette. Ces failles dans l’approche de FARNA sont

vraisemblablement à l’origine des principales faiblesses du programme :

– le fait que les paires de bases ne soient pas prédites avec une efficacité de 100%

– la difficulté à prédire des bulles internes

Ce programme obtient des résultats tout à fait honorables pour des molécules de très

petite taille, et ces performances peuvent surement être améliorées en optimisant les

pondérations de la fonction d’énergie. Toutefois, des molécules de cette taille ne peuvent

pas adopter une structure d’une complexité extrême. En effet, des éléments structuraux

tels que des jonctions entre trois ou quatre hélices ou des interactions à longues distances
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ne peuvent pas être observés dans des structures de cette taille. Et si le programme

est capable de prédire des structures en tige boucle pour des petites molécules, il est

compréhensible qu’il lui soit plus difficile de prédire des repliements complexes pour

des molécules de grande taille.

Une méthode efficace pour améliorer les performances de cet algorithme (en tout

cas pour la prédiction de structures de petite taille) serait de limiter son espace de

recherche en permettant à l’utilisateur de fournir une série de contraintes structurales

issues d’expérimentations humides (par exemple une liste de bases impliquées ou non

dans la formation de paires, comme c’est le cas dans des logiciels comme MFOLD

[Zuker03]). Comme de nombreux programmes, FARNA gère les appariements entre

deux bases, et non les interactions impliquant d’autres atomes, comme le groupement

hydroxyle en 2’ du ribose. L’intégration de tels critères dans la fonction d’énergie

peut vraisemblablement augmenter les performances pour certaines structures. Enfin,

si l’utilisation de l’échantillonnage permet de faire efficacement abstraction des angles

de torsion le long du squelette, l’importance de l’angle χ entre le ribose et la base ne

devrait pas être négligée. Introduire un certain degré de liberté sur cet angle permettrait

à certains fragments de former des paires de bases ou des empilements qu’ils ne peuvent

former dans leur état original et ainsi d’obtenir un meilleur score en satisfaisant plus de

contraintes.

Les limitations de MC-Sym

Le prédiction de structure tertiaire par MC-Sym consiste à décomposer une structure

secondaire en cycles et à trouver un candidat pour représenter chaque cycle en

trois dimensions. Toutefois, toutes les structures secondaires ne disposent pas de

suffisamment d’informations pour être décomposées en cycles, et une prédiction

de structure secondaire par MC-Fold peut être nécessaire. Cette prédiction a pour

avantage de tenir compte des interactions non Watson-Crick, mais ajoute également un

certain degré d’incertitude. En effet, si la reconstruction en trois dimensions se base sur
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une structure secondaire erronée, elle ne peut être correcte. De plus, cette méthode à un

temps d’exécuter très long pour des arns de plus que quelques dizaines de nucléotides,

tant dans l’étape de prédiction de structure secondaire que dans la recherche de cycles

candidats.

6.2 Les approches semi-automatiques

Les approches présentées dans la section précédente ont pour but d’assembler des

fragments de très petites tailles, sélectionnés indépendamment, afin de produire un

modèle moléculaire et sont non supervisées par l’utilisateur.

Les approches présentées dans cette section laissent à l’utilisateur le soin de construire

lui-même le modèle de la molécule tout en automatisant le plus d’opérations possibles.

L’idée générale de ce type d’approches est de construire le repliement du modèle

en suivant le même cheminement que la molécule elle-même. En effet, la molécule

nécessite plusieurs étapes avant d’acquérir sa conformation fonctionnelle. D’abord, des

empilements et appariement entre les nucléotides se forment et constituent les hélices

définissant la structure secondaire de la molécule. La compaction de ces éléments de

structure secondaire dans un espace à trois dimensions permet de former les interactions

tertiaires et la structure tridimensionnelle. Le repliement de la molécule est donc

hiérarchique.

Cette hiérarchie guide les approches interactives de modélisation moléculaire. La

structure secondaire permet de définir un certain nombre d’éléments structuraux (hélices

et simples brins), ces éléments sont générés en 3D et assemblés de manière à former les

interactions tertiaires souhaitées.
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6.2.1 RNA2D3D

RNA2D3D [Martinez08] est l’un des très rares programmes permettant de faire de la

modélisation moléculaire d’ARN de façon interactive. Ce programme propose, à partir

d’une structure secondaire, une première approximation d’un modèle tridimensionnel

supposé être perfectionné par l’utilisateur. Pour ce faire, le programme produit un dessin

en deux dimensions de cette structure qui est ensuite projeté en trois dimensions. Les

nucléotides en 3D sont donc répartis sur un plan et les hélices sont alors embobinées

pour adopter une conformation de type A. A ce stade, partout où cela est possible, les

hélices sont prolongées de sorte que leurs nucléotides en 5’ et 3’ forment des pseudo-

paires de bases. Cette étape est appelée la compaction. Ensuite, les hélices voisines sont

empilées afin de former une structure énergétiquement plus stable. Les brins d’ARN qui

ne sont pas impliqués dans des paires de bases ou pseudo-paires de bases peuvent alors

subir un repliement automatique. Pour ce faire, la conformation d’un fragment d’ARN

disponible dans une autre structure peut être appliquée sur le brin souhaité, à condition

que les séquences soient compatibles. Enfin, une étape d’affinement de coordonnées à

l’aide d’un champ de force est effectuée grâce aux outils de la suite logicielle Tinker

[tinker] (voir 7.6).

RNA2D3D propose diverses options, comme la possibilité d’empiler automatiquement

des hélices, d’ajouter ou supprimer des appariements entre nucléotides ou de faire de la

superposition globale ou locale entre deux structures.

6.2.2 Les approches du laboratoire

Des modèles moléculaires d’ARN ont été produits au sein du laboratoire depuis de

nombreuses années [Westhof89, Michel90] et le sont toujours actuellement [Beckert08].

Les étapes conduisant à la détermination du modèle moléculaire sont celles décrites dans

[Westhof93] et [Masquida05] :
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– détermination de la structure secondaire par expérimentations humides et/ou

analyse comparative de séquences

– identification de domaines structuraux : hélices et motifs structuraux d’ARN (voir

2.6)

– génération de ces domaines en trois dimensions

– assemblage de ces domaines

– affinement des coordonnées du modèle

Afin de réaliser ces différentes étapes, plusieurs outils logiciels, dont un récapitulatif est

donné en figure 6.2, ont dû être développés au sein du laboratoire.

6.2.2.1 NAHELIX

FIG. 6.2 – Les étapes

de modélisation avec les

logiciels du laboratoire
Les outils de S2S sont décrits
dans la section 5.2

NAHELIX [Westhof90] est un programme en ligne

de commande permettant de générer la structure tertiaire

d’une double hélice d’acides nucléiques en fonction de

sa séquence. Ce programme est capable de générer des

hélices d’ARN ou d’ADN de différentes conformations (A,

B, Z, triple hélice, . . .). La génération d’un simple brin est

également possible (en donnant une séquence vide pour le

second brin de l’hélice). La méthode utilisée pour générer

les hélices est détaillée en 7.2.3.

6.2.2.2 FRAGMENT

FRAGMENT [Westhof90] est un outil en ligne

de commande permettant de stocker dans un fichier

le repliement d’une sélection de nucléotides afin de

l’appliquer ultérieurement sur une séquence donnée.

L’utilisateur fournit un fichier contenant les coordonnées des nucléotides formant le
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motif qu’il souhaite sauver. Les coordonnées des atomes du squelette sucre-phosphate

ainsi que l’angle χ entre le sucre et la base sont alors enregistrés dans un fichier de

motif. L’utilisateur peut alors fournir une séquence nucléotidique sur laquelle il souhaite

appliquer ce motif. Les bases correspondantes à la séquence sont fixés sur les atomes

C1’ des nucléotides stockés en respectant les angles χ enregistrés et un fichier contenant

les coordonnées du «fragment» ainsi généré est produit.

6.2.2.3 NUCLIN/NUCLSQ

NUCLIN/NUCLSQ [Westhof85] est un programme en ligne de commande inspiré

de PROLIN/PROLSQ [Konnert80] permettant d’affiner les coordonnées d’une structure

tridimensionnelle d’ARN en accord avec des contraintes structurales. Cet algorithme,

réécrit en Java sous le nom de RnaRT, est détaillé en 7.6.3.

6.2.2.4 MANIP

FIG. 6.3 – La boîte à boutons

Au laboratoire, l’assemblage des modules en trois

dimensions se faisait originellement à l’aide du logiciel

FRODO [Jones85]. Le logiciel MANIP [Massire98]

a été développé pour permettre l’assemblage rapide

de modules tridimensionnels précédemment générés à

l’aide de NAHELIX et FRAGMENT, afin de former une

architecture complexe d’ARN. Ce programme a été

écrit pour être utilisé sur un ordinateur SGI fonctionnant

sur le système d’exploitation IRIX. L’assemblage est

effectué interactivement par l’utilisateur à l’aide d’un périphérique SGI appelé boîte à

bouton (figure 6.3), possédant plusieurs variateurs permettant de contrôler la translation

dans chaque direction et la rotation selon chaque axe des différents modules composant
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le modèle moléculaire. Ces variateurs donnent également la possibilité de paramétrer

la valeur de chaque angle de torsion des nucléotides, afin d’appliquer un repliement

particulier au modèle sans altérer les distances entre les atomes covalents (cette

opération est détaillée en 7.4.2). Afin de permettre à l’utilisateur de manipuler les

objets tridimensionnels plus aisément, il est possible d’afficher le modèle de façon

stéréographique, ce qui augmente la perception des volumes.

6.2.3 Les limitations

Les limitations de RNA2D3D

RNA2D3D souffre de deux faiblesses dans son approche :

1. Le placement des hélices et la construction du modèle 3D semble trop dirigés

par le dessin en 2D de la structure secondaire. Or, l’exemple simple de l’ARN de

transfert qui adopte un repliement en feuille de trèfle en 2D et une structure en

L en 3D montre bien que la manière dont on représente la structure secondaire

peut être trompeuse. Certes, dans le cas de l’ARN de transfert l’empilement des

hélices corrige rapidement cette première approximation, mais pour des structures

aussi complexes qu’un ribosome, cela peut se révéler plus difficile. De plus, la

projection de la 2D vers la 3D induit une erreur de distance entre les atomes O3’

et P et d’angle entre O3’, P et O5’.

2. L’étape de compaction, lors de laquelle les hélices sont prolongées de part et

d’autre, semble biologiquement infondée, surtout dans la mesure où elle précède

l’empilement de deux hélices. En effet, lorsque des hélices sont prolongées et

empilées, les paires de bases directement empilées seront des pseudo-paires de

bases, et non les paires de bases décrites dans la structure secondaire. Les simples

brins en bout des hélices ne doivent pas être recrutés au sein des hélices, car ils

apportent une souplesse et une flexibilité permettant aux hélices de s’empiler (et
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induisent parfois des courbures dans les hélices en formant des motifs structuraux

comme le Kink-Turn) et de former des jonctions entre trois ou quatre hélices.

De plus, le fait de ne pouvoir appliquer le repliement d’un fragment sur un autre que

si leurs séquences sont compatibles est une limitation considérable du processus de

modélisation qui est dépassée par FRAGMENT grâce à la substitution de bases. La

modélisation à proprement dite semble assez rigide dans ce logiciel en comparaison de

MANIP. En effet, RNA2D3D propose de nombreux outils pour travailler à gros grains,

en déplaçant des hélices et des sélections, mais des outils permettant une manipulation

plus fine, comme la possibilité de modifier les angles de torsion sont totalement absents.

Les limitations de MANIP

Les limitations de MANIP sont essentiellement d’ordre technique. Tout d’abord,

il n’est possible d’exécuter ce programme que sur un seul type d’ordinateur (SGI),

avec un système d’exploitation particulier (IRIX). C’est également le cas des outils

«satellites» de MANIP (NAHELIX, FRAGMENT et NUCLIN/NUCLSQ) développés dans

une version non standard de FORTRAN. De plus, ces outils ne peuvent être utilisés qu’en

ligne de commande, en dehors de MANIP. Cela contraint l’utilisateur à faire des aller-

retours incessants entre ces différents programmes et à gérer les nombreux fichiers qu’ils

génèrent. Enfin, une fois les modules repliés, leur assemblage est entièrement réalisé

par l’utilisateur. Ceci est un avantage, car cela confère à l’utilisateur un grand degré de

liberté. Cependant, la manipulation et le placement précis d’objets en trois dimensions

n’est pas une opération triviale et demande souvent beaucoup de temps. Pour remédier

à ce défaut, des automatismes peuvent être développés pour les opérations les plus

récurrentes : la superposition et l’empilement d’éléments structuraux.

La chapitre suivant décrit le logiciel Assemble développé pour dépasser les limitations

de MANIP.
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Chapitre 7

Le logiciel Assemble

A mon arrivée au laboratoire, j’ai commencé le développement du logiciel

Assemble (figure 7.1). Le but de ce travail était d’écrire un outil ayant le même

objectif que MANIP, tout en dépassant ses limitations et en profitant des dix années

d’évolution dans le domaine de l’informatique en générale et de la bioinformatique

en particulier. Contrairement à MANIP qui ne fonctionne que sur les stations de

travail SGI, Assemble a été développé pour être utilisable sur n’importe quel type

d’ordinateur. De plus, si les grandes étapes permettant la modélisation d’une molécule

sont les mêmes entre les deux programmes, MANIP nécessite que l’utilisateur fasse

appel à des programmes externes en ligne de commande (NAHELIX, FRAGMENT et

NUCLIN/NUCLSQ). Ces programmes ont également été réécrits pour être utilisables

sur une machine moderne et pour être directement accessibles par Assemble via

l’infrastructure P.A.R.A.DIS.E. En guise d’amélioration par rapport à MANIP,

Assemble proposera, de plus, de nombreuses options permettant d’automatiser

des opérations d’éditions habituellement effectuées manuellement par l’utilisateur

et pouvant s’avérer très coûteuses en temps. Les cartes de densités électroniques

représentent un atout majeur pour la construction d’un modèle moléculaire d’ARN.

La gestion de celles-ci constitue un grand avantage d’Assemble sur MANIP. Enfin,
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de nombreuses amélioration permettent de rendre l’affichage plus agréable dans

Assemble.

FIG. 7.1 – Assemble
La fenêtre principale d’Assemble, avec de gauche à droite : (1) un modèle d’ARN
de transfert, (2) la boîte de torsion, (3) le gestionnaire de nucléotides

Assemble permet de construire des modèles moléculaires d’ARN, en partant de la

structure secondaire, en suivant les quatre grandes étapes déjà disponibles avec MANIP :

1. les hélices définies par la structure secondaire sont générées en trois dimensions

2. parmi les simples brins, l’utilisateur cherche à identifier ceux qui peuvent être

repliés en accord avec l’un des motifs structuraux disponibles dans un répertoire

de motifs

3. ces différents éléments structuraux sont assemblés de façon semi-automatique à

l’aide des outils d’édition disponibles

4. le modèle est soumis à une étape d’affinement de coordonnées visant à éliminer

les imperfections dues à l’édition manuelle
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Le tableau 7.1 indique les différents algorithmes utilisés par Assemble

via l’infrastructure P.A.R.A.DIS.E. Les étapes préliminaires permettant la

détermination de la structure secondaire, soit par prédiction, soit par alignement sont

traitées par les différents outils et analyses de P.A.R.A.DIS.E.

Services P.A.R.A.DIS.E Fonction Se référer à

Jessa
Produire un dessin 2D non recouvrant de

la structure secondaire d’un ARN
7.2.2

Nahelix

Générer en 3D un premier jet de la

structure tertiaire à partir de la structure

secondaire

7.2.3

Motif Repository
Appliquer le repliement d’un motif

structural sur une partie du modèle
7.3.1

RnaRT
Procéder à un affinement de coordonnées

corrigeant les imperfections du modèle
7.6.3

TAB. 7.1 – Les services P.A.R.A.DIS.E utilisés par Assemble

7.1 Les choix techniques

Comme pour l’ensemble des outils développés durant les dernières années au

laboratoire, Assemble a été écrit en Java, ce qui le rend utilisable sur tout type de

systèmes informatiques. Assemble repose donc sur le paradigme de la programmation

orientée objet, ce qui le rend à la fois efficace en terme de performances et modulable

pour l’ajout de nouvelles fonctionnalités.

Le programme devant être capable d’afficher un nombre parfois très important d’objets

(atomes, liens, cartes de densités, textes, . . .) de façon plus ou moins complexe en

fonction du mode de rendu choisi, il est nécessaire de faire appel à une librairie
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permettant de faire traiter toutes les opérations de dessin 3D par la carte graphique.

La norme OpenGL [opengl], développé par Silicon Graphics est une librairie de

programmation permettant de faire exécuter des opérations par la carte graphique

et fonctionnant aussi bien sous Linux que MacOSX ou Windows. Toutefois,

étant développé en C et utilisant certaines fonctionnalités propres à chaque système

d’exploitation, OpenGL n’est pas directement utilisable par une application Java.

L’utilisation d’une librairie intermédiaire donnant accès, sous forme d’instruction Java

à ces fonctionnalités écrites en C, est donc nécessaire.

Java 3D [java3d] et Xith3D [xith3d] permettent d’accéder à un certain nombre de

fonctionnalités OpenGL à travers une librairie de concepts objets de hauts niveaux,

mais au prix d’une rapidité moindre. La librairie JOGL (Java OpenGL) [jogl] permet

d’interfacer directementJava avec les primitives (fonctions) OpenGL, la rendant plus

complexe à utiliser, mais plus efficace en terme de rapidité.

Au début du développement d’Assemble, JOGL était la librairie la plus prometteuse

pour l’implémentation de notre application, nous permettant d’accéder à des

fonctionnalités de bas niveaux et donc de produire du code le plus efficace possible,

et nous avons donc porté notre choix sur cette librairie.
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La visualisation du modèle dans Assemble

Assemble propose un certain nombre de caractéristiques graphiques attendues

pour un visualiseur 3D. Il est notamment possible d’afficher l’espace de modélisation

(ou scène 3D) en mode stéréo et régler finement la distance et l’angle entre les deux

scènes pour adapter le rendu à la vue de chacun. L’activation du brouillard (depth-

cueing) augmente la sensation de profondeur de la scène. De plus, l’utilisateur pourra

activer un masquage par plan (clipping), pour cacher les éléments plus proches/éloignés

qu’une distance donnée.

A sa demande, l’utilisateur pourra afficher sur le modèle des informations telles que :

– le nom d’un atome donné, ainsi que la place du nucléotide dans la séquence

– la mesure d’une distance, d’un angle plan ou d’un angle dihèdre entre des atomes

donnés

– la représentation d’interactions entre atomes et une indication de la distance à

laquelle ces atomes doivent se trouver l’un de l’autre pour que l’interaction puisse

s’établir

Pour aider l’utilisateur à se repérer dans le modèle, Assemble peut colorer, changer

le type de rendu (figure 7.2) ou masquer n’importe quelle partie de la structure. Cette

édition du mode de rendu se fait grâce à une fenêtre graphique adaptée (figure 7.3).

Afin d’aider l’utilisateur à construire son modèle en accord avec le contexte structural

de la molécule, d’eventuels partenaires (ARN ou protéines) peuvent être affichées

simultanément dans la scène 3D.
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(a) Grillagé (b) Sticks & Balls (c) Rayon de valence

(d) Rayon de Van der

Waals

(e) Plan (f) Rod

FIG. 7.2 – Les différents modes de rendu disponibles dans Assemble

140



7.2. DE LA 2D À LA 3D

FIG. 7.3 – La gestionnaire de rendus
Cette fenêtre permet de sélectionner des nucléotides, chaînes ou
molécules et de choisir leur couleur et mode de rendu.

7.2 De la 2D à la 3D

7.2.1 Pourquoi partir de la structure secondaire ?

La point de départ de la construction d’un modèle moléculaire d’ARN avec

Assemble est la structure secondaire de cette molécule. En effet, comme nous l’avons

vu dans le chapitre 2, la structure secondaire forme le squelette énergétiquement stable

de l’architecture d’une molécule d’ARN. Les hélices, qui constituent les éléments de

base de la structure secondaire, sont les blocs de construction élémentaires qui, une fois

positionnés et assemblés, donnent sa forme au modèle.
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7.2.2 La visualisation et l’édition de la structure secondaire

En se reposant sur P.A.R.A.DIS.E, Assemble a la possibilité d’utiliser une

structure secondaire décrite dans un des nombreux formats de fichiers disponibles :

CT, RNAML, BPSEQ, FASTA, . . . Une fois cette structure en mémoire nous voulions

donner la possibilité à l’utilisateur de pouvoir l’éditer. Pour ce faire, dans un premier

temps, Assemble proposait la fenêtre graphique Jessa (figure 7.4). Jessa permet

à l’utilisateur de visualiser ces structures secondaires sous forme de dessin et à l’aide de

la notation parenthésée. L’édition de la structure secondaire en ajoutant ou supprimant

des paires de bases et des hélices est également possible. Si l’utilisateur ne dispose pas

d’un fichier contenant sa structure, il peut procéder à une construction de novo.

Par souci de lisibilité du dessin, nous voulions que le dessin présente le moins

de recouvrement possible entre les différents éléments structuraux. Pour ce faire,

celui-ci était initialement produit par le service P.A.R.A.DIS.E de l’algorithme

Rnasearch, de la suite logicielle ESSA [Chetouani97], que j’avais réécrit en Java

pour cet usage. Comme cet algorithme n’était pas capable de produire un dessin non

recouvrant pour certaines molécules de grande taille, les fonctionnalités d’édition de la

structure secondaire ont été transférées à l’outil RNA2DViewer (voir 5.2.2.1) qui fait

appel à l’analyse P.A.R.A.DIS.E de RNAplot du RNA Vienna Package pour

produire un dessin non recouvrant (voir 5.4.8.4).

7.2.3 La génération d’un premier jet de structure tertiaire

Lorsque l’utilisateur est satisfait de la structure secondaire dont il dispose, il peut

demander la génération d’un premier jet de structure tertiaire reposant sur cette structure

secondaire. Cette génération est effectuée par l’algorithme Nahelix (figure 7.4),

réécrit en Java pour être intégré en tant qu’analyse à la plateforme P.A.R.A.DIS.E.
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Il possède les caractéristiques suivantes :

– Chaque hélice est générée avec la conformation standard de type A des hélices

régulières d’ARN, avec un pas de rotation de 33◦, un pas d’élévation de 2.6 Å et

un sucre en C3’-endo.

– Les simples brins adoptent également cette conformation hélicale et sont empilés

en 3’ de leurs hélices voisines.

Pour générer le repliement tridimensionnel d’un élément structural (single brin ou

hélice), Nahelix crée le squelette ribose-phosphate de la structure en positionnant

des nucléotides de façon régulière. La position et l’orientation d’un nucléotide

sont déterminées par applications successives de matrices de transformation sur les

coordonnées d’un nucléotide de référence, possédant une structure tridimensionnelle

adaptée à la conformation souhaitée de l’hélice. Ceci garantit le respect et la régularité

des pas d’élévation et de rotation.

Les bases sont alors fixées à l’atome C1’ des nucléotides en accord avec la séquence,

avec une conformation «anti» (angle χ entre le sucre et la base de 180◦) leur

permettant de s’empiler et éventuellement de former des paires de bases entre deux

brins complémentaires.

Une fois le premier jet de structure tertiaire généré, l’utilisateur peut poursuivre la

construction du modèle de deux façons :

– automatiquement, en appliquant à une région sélectionnée le repliement d’un

motif structural récurrent (7.3)

– manuellement, en déplaçant des parties du modèle et en altérant la valeur des

angles de torsion (7.4)
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FIG. 7.4 – Jessa & Nahelix
A gauche, la fenêtre Jessa permet de visualiser et manipuler les structures
secondaires d’ARN. A droite, les hélices et simples brins, décrits par la structure
secondaire, tels qu’ils sont générés en 3D par Nahelix)

7.3 L’application de motifs structuraux d’ARN

Comme nous l’avons vu en 2.6, les réseaux d’interactions constituant l’ARN tendent

à former des motifs structuraux. Au même titre que les hélices, ces motifs structuraux

sont observés de façon récurrentes à travers les différentes structures disponibles.

L’identification d’un motif, au sein d’un domaine, permet donc d’inférer la structure

tridimensionnelle de ce dernier. Il est donc important de pouvoir prédire la présence de

tels motifs dans la structure que l’on cherche à modéliser. Cette identification se fait

en analysant les données dont on dispose (séquence, expériences de biologie humide

ou expériences in silico, bibliographie, . . .). Une fois que l’utilisateur pense avoir

identifier un tel motif structural dans sa molécule, Assemble lui permet d’appliquer le

repliement correspondant sur son modèle à l’aide d’un répertoire de motifs structuraux

d’ARN.
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7.3.1 Le répertoire de motifs structuraux d’ARN

Assemble propose, via le service P.A.R.A.DIS.E du Motif Repository,

un répertoire de motifs structuraux d’ARN observés de façon récurrente. Grâce à une

fenêtre graphique (figure 7.5), l’utilisateur peut parcourir ce répertoire et a accès, pour

chaque motif disponible, à une série d’informations comprenant notamment :

– son nom

– une description de sa fonction

– une représentation de ses interactions, à l’aide de la nomenclature Leontis-

Westhof

– une représentation manipulable de son repliement tridimensionnel

– une liste de séquences compatibles avec ce motif

– une liste de publication le concernant

– une liste de structures de la banque NDB dans lequelles on peut l’observer

– une liste de partenaires connus

FIG. 7.5 – Le répertoire de motifs structuraux
Cette fenêtre graphique permet de parcourir le répertoire de motifs structuraux d’ARN
fourni avec Assemble et affiche diverses informations relatives aux motifs
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7.3.2 Appliquer un motif structural

Une fois que l’utilisateur a fixé son choix sur un motif, il n’a plus qu’à sélectionner

la partie de son modèle sur laquelle il souhaite l’appliquer. Cette partie sera alors

automatiquement repliée en accord avec le motif et les interactions qui le composent

seront affichées sur le modèle moléculaire (figure 7.6).

Le repliement d’un motif est stocké sous la forme d’une liste de coordonnées pour

les atomes du squelette ribose-phosphate et de l’angle χ entre le sucre et la base.

L’application du motif sur un domaine de séquence quelconque est possible par

substitution de base (la base originale est tronquée et la base correspondante à la

séquence est fixée sur l’atome C1’ en respectant l’angle χ original).

(a) Avant application (b) Après application

FIG. 7.6 – L’application du motif structural Sarcin-Ricin

7.3.3 Etendre le répertoire de motifs

Par défaut, le répertoire fourni avec Assemble comprend un nombre limité

de motifs classiques. Parmi ces motifs, on trouve notamment les boucles GNRA

[Jaeger94] ainsi que les motifs Sarcin-Ricin [Leontis02a], Kink-Turn [Klein01], C-Loop
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[Lescoute05], . . . Cependant, ces motifs d’ARN ne constituent qu’une faible partie des

motifs connus, et ceux-ci peuvent exister sous différentes formes. Notre répertoire de

motifs ne contient qu’une ou deux versions de chaque motif. L’utilisateur ne trouvera

donc pas systématiquement le motif qui l’intéresse sous une forme compatible avec le

domaine qu’il souhaite replier dans son modèle. De plus, parfois l’utilisateur souhaite

appliquer sur son modèle un repliement qu’il a observé dans une autre structure mais

qui ne correspond pas à un motif structural.

Pour pallier à cette faiblesse, Assemble permettait initialement à l’utilisateur d’ajouter

facilement ses propres motifs dans le répertoire. Pour cela, lorsque l’on avait identifié

dans une structure (provenant par exemple de la NDB) un motif que l’on souhaitait

ajouter, il suffisait de sélectionner les nucléotides formant ce motif et d’utiliser l’outil

de sauvegarde de motif.

Comme l’identification d’un motif d’intérêt se fait très facilement à partir d’une

structure secondaire étendue, il a été décidé que l’enregistrement de nouveaux motifs se

ferait depuis RNA2DViewer (voir 5.2.2.1) pour être ensuite utilisé dans Assemble.

Le motif sera désormais disponible dans le répertoire, pour une application ultérieure.

A ce stade du processus de modélisation, l’utilisateur dispose de blocs de construction

reflétant en trois dimensions les informations pouvant être tirées de la structure

secondaire et d’une analyse de la séquence. Le modèle contient également des brins non

repliés (pour lesquels aucun motif structural n’a été identifié). L’étape suivante consiste

donc à replier les parties qui ne le sont pas, et à connecter l’ensemble des blocs de

construction pour former le modèle moléculaire final. Pour ce faire, Assemble met à

disposition une panoplie d’outils d’édition.
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7.4 L’édition manuelle du modèle moléculaire

L’édition du modèle moléculaire dans Assemble peut se faire à deux niveaux. Soit

une approche à gros grain consistant à manipuler des domaines structuraux complets,

soit à grain plus fin en éditant directement les nucléotides.

7.4.1 Le déplacement et l’assemblage des blocs de construction

Afin de pouvoir manipuler des domaines structuraux complets, Assemble introduit

la notion de chaîne et de bloc de construction, dont voici les définitions :

Une chaîne est une succession de nucléotides contigus et un bloc de construction

est un groupe de chaînes

FIG. 7.7 – Le gestionnaire de blocs

de construction
Cette fenêtre graphique permet de gérer les
blocs de construction et les chaînes

Ces entités peuvent être manipulées de

façon indépendante du reste du modèle, et

pourront subir des translations dans une direction

quelconque ou une rotation autour d’un atome

choisi comme pivot.

Par défaut, chaque simple brin, hélice et sélection

ayant subit l’application d’un motif structural est

stocké dans un bloc de construction indépendant.

Assemble propose une fenêtre graphique qui

permet à l’utilisateur de gérer les différents blocs

ainsi que de les sauvegarder et charger dans un

fichier (figure 7.7).

Afin de pouvoir placer facilement les blocs

de construction les uns par rapport aux autres,
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Assemble propose des opérations d’édition automatique permettant d’effectuer des

empilements et des superpositions de ces entités.

7.4.2 L’édition des angles de torsion

FIG. 7.8 – La boîte de torsion
Cette boîte à boutons permet de
modifier les différents angles de
torsion du modèle

Une fois les domaines structuraux positionnés dans

le modèle, il est nécessaire de procéder à l’édition de

certains angles de torsion, soit pour fermer une boucle

apicale ou une bulle, soit pour lier deux domaines.

Pour replier des brins d’ARN sans en altérer l’intégrité

chimique (c’est à dire, sans modifier les distances

et angles entre les atomes d’un nucléotide donné),

Assemble permet de modifier les angles de torsion α,

β, γ, ε, ζ et χ de chaque nucléotide. Cela peut se faire

à l’aide d’une fenêtre graphique dédiée (figure 7.8),

proposant un variateur pour chaque angle, ou bien à l’aide du clavier et de la souris,

ce qui permet de ne pas quitter le modèle des yeux pendant l’édition des différents

angles.

7.5 La construction du modèle sous contrainte de

données expérimentales : les cartes de densité

électronique

7.5.1 Introduction

L’ARN étant une molécule très flexible, même en respectant les règles chimiques et

géométriques, les possibilités de placement des nucléotides restent très importantes. Il
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est donc utile de contraindre d’avantage ce placement et les cartes de densités offrent

une information capitale pour y parvenir. Une carte de densité électronique est une

information précieuse lorsque l’on cherche à déterminer la structure tridimensionnelle

d’une molécule. En indiquant la densité électronique en une série de points d’un espace

tridimensionnel, elle permet de prédire, avec plus ou moins de précision, la position des

atomes dans cet espace.

Une carte de densité électronique peut être produite par plusieurs procédés

expérimentaux, notamment la diffraction de rayons X, la résonance magnétique

nucléaire et la cryo-microscopie électronique. Ces expériences permettent de mesurer

la densité électronique en des points plus ou moins rapprochés de l’espace, la distance

entre ces points définit la résolution de la carte.

La résolution des cartes peut s’échelonner de moins d’un Ångström, permettant de

différencier les types des nucléotides, leurs positions et leurs orientations, jusqu’à 10

Å et au delà permettant tout juste de distinguer la position d’éléments structuraux de

grande taille tels que les hélices (figure 7.9).

7.5.2 La gestion des cartes de densité dans Assemble

Une carte de densité électronique permet donc de se rendre compte visuellement de

l’aspect général de la molécule, de contraindre et de guider la construction du modèle

moléculaire.

Assemble permet l’affichage dans la scène 3D d’une ou plusieurs cartes de densité

électronique. A l’heure actuelle, Assemble supporte uniquement le format binaire

MRC et le format ascii XPLOR [Schwieters03], qui peuvent être obtenus par

conversion à l’aide de nombreux outils (dont mapman de la suite logicielle CCP4

[CCP494]).

Quand l’utilisateur charge une carte de densité dans Assemble, la fenêtre de gestion

de carte (figure 7.10) s’ouvre automatiquement et lui permet de paramétrer l’affichage

de la carte (figure 7.11) en fonction des critères suivants :
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(a) Haute Résolution (3.2 Å) (b) Faible Résolution (8 Å)

FIG. 7.9 – Des cartes de densité à haute et basse résolutions
(a) Avec une carte de haute résolution, on peut aisément reconnaître les nucléotides de la chaînes en
regardant le maillage de la carte : Uracile en vert, Guanine en jaune, Cytosine en bleu et Adénine
en rouge. (b) Avec une carte de basse résolution, il est difficile d’y placer des éléments structuraux,
même de grande taille comme cette longue tige boucle.

– sélection du niveau de contour à l’aide d’un histogramme logarithmique

– sélection de la granularité de la carte. Si l’utilisateur choisi une granularité x, la

carte affichée ne prend en compte que 1/x densité dans chaque dimension. Plus la

granularité est faible, plus la carte sera précise, mais plus il faudra de temps pour

la calculer. Il peut donc être utile d’augmenter la granularité de la carte lorsque

l’on recherche le niveau de contours optimal.

– sélection des coordonnées minimales/maximales d’affichage dans les trois

dimensions de la carte

– limitation de l’affichage de la carte à x Å autour d’un atome donné

– choix de la couleur d’affichage de la carte

– choix du type de rendu de la carte entre «maillage», «transparence» et «densité

en chaque point»
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FIG. 7.10 – Le gestionnaire de cartes de densité
Cette fenêtre permet à l’utilisateur de choisir les différents réglages et rendus relatifs
aux cartes de densité électronique qu’il a chargées dans Assemble

7.5.3 Utiliser plusieurs cartes simultanément

Assemble permet l’affichage simultané de plusieurs cartes de densité. L’utilisateur

pourra afficher des cartes :

– de résolutions différentes

– pour des domaines différents de la molécule à modéliser

– correspondant à des états différents de la même molécule

– proposant des niveaux de contours différents de la même carte

Lorsque l’utilisateur ouvre plusieurs cartes de densité, il peut les déplacer et les orienter

les unes par rapport aux autres afin de les superposer au mieux.

Le chargement d’une carte de densité de taille importante (par exemple une carte de

densité d’un ribosome) peut prendre un certain temps. Et si l’on n’est intéressé que

par l’un des domaines de la molécule, il peut être frustrant de devoir charger à chaque

session la totalité de la carte pour ne travailler que sur quelques nucléotides. C’est

pourquoi Assemble permet de découper et sauvegarder différentes parties d’une carte.

Ainsi on pourra avoir, par exemple, une carte de densité par domaine de la molécule à
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(a) Rendu grillagé (b) Rendu transparent (c) Rendu par densité

FIG. 7.11 – Les différents rendus de cartes de densités

modéliser. Cette sauvegarde s’effectue en tenant compte des coordonnées des densités,

et si l’on ouvre plusieurs cartes obtenues par découpage d’une même carte source, leur

affichage les placera dans les coordonnées adéquates.

Une fois la carte de densité affichée, l’utilisateur pourra se servir des différents outils

d’édition d’Assemble afin de placer au mieux les domaines structuraux en densité.
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7.6 La correction du modèle final par affinement de

coordonnées

7.6.1 Introduction

Étant donné qu’Assemble offre à l’utilisateur un grand degré de liberté dans la

construction du modèle, celui-ci peut présenter certaines incohérences chimiques et

géométriques portant notamment sur les angles et les distances atomiques. Assemble

propose une étape d’affinement automatique des coordonnées spatiales du modèle afin

de minimiser ces erreurs.

7.6.2 Analyse de l’existant

Afin de corriger le modèle, de nombreuses approches reposent sur la mécanique

moléculaire. La mécanique moléculaire correspond à l’utilisation de la mécanique

newtonienne pour la modélisation de systèmes moléculaires. Dans ce type de systèmes,

chaque atome est représenté par une sphère dont le rayon correspond à son rayon de

Van der Waals de l’atome. Les liaisons covalentes et autres non-covalentes (ioniques,

hydrogène, . . .) entre les atomes sont simulées par des «ressorts» dont la distance

d’équilibre correspond à la distance (théorique ou expérimentalement mesurée) entre

les atomes. Un jeu de paramètres et d’équations appelé champ de force permettant de

décrire l’énergie potentielle du système est utilisé pour faire converger celui-ci vers un

point d’équilibre. De nombreuses suites logicielles permettent d’utiliser cette approche

(AMBER [Case05], CHARMM [Brooks83] et TINKER [tinker]). Ces outils proposent une

minimisation en deux étapes. Dans un premier temps, les atomes trop proches sont

repoussés. Puis, une étape de recuit simulé «chauffe» la structure pour lui donner de

l’énergie et donc de la flexibilité, afin d’explorer un vaste espace de conformations. La

structure est alors progressivement refroidie pour parvenir à un état stable satisfaisant
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les contraintes. X-PLOR et son évolution CNS [Brunger07] proposent de minimiser

l’énergie du système par la méthode du gradient conjugé (voir 7.6.3) ou celle du corps

rigide. Dans cette dernière, un certain nombre de groupes d’atomes sont définis. Ces

groupes sont traités comme des corps rigides et la méthode cherche à minimiser leurs

six degrés de liberté de rotation et translation.

Les revues suivantes traitent de l’utilisation de la mécanique molécule,

de la dynamique moléculaire et des champs de forces avec des molécules d’ARN

[Louise-May96, Auffinger98, Auffinger00, Auffinger07]

7.6.3 RnaRT

FIG. 7.12 – Le gestionnaire de

nucléotides
Cette fenêtre permet à l’utilisateur
de choisir les différents contraintes
structurales qu’il souhaite appliquer à
son modèle

Notre approche pour affiner le modèle

moléculaire repose sur la satisfaction de contraintes

stéréochimiques. Ces contraintes structurales sont :

– la distance entre deux atomes covalents

– la distance entre deux atomes liés par une

liaison hydrogène

– l’angle entre deux liaisons covalentes

– la répulsion entre les atomes non liés

– la planarité des bases

– la chiralité des sucres

Les contraintes de distances de covalence, d’angles,

de répulsion et de planarité sont automatiquement

connues par l’algorithme qui possède un dictionnaire

pour ses propriétés pour chaque type de nucléotide.

Les contraintes d’interactions entre bases ou entre

atomes (liaisons hydrogènes) sont à renseigner par
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l’utilisateur. Pour ce faire, Assemble propose une fenêtre graphique permettant de

naviguer dans le modèle et de choisir pour chaque nucléotide un partenaire pour chaque

face de sa base (figure 7.12). Il est à noter que la plupart de ces interactions sont pré-

remplies par Assemble quand :

– le nucléotide appartient à une hélice, l’interaction sur la face Watson-Crick est

renseignée

– le nucléotide a été affecté par l’application d’un motif structural (le motif

comprenant en plus des coordonnées atomiques, la liste des interactions qui le

composent

– une interaction suivant la nomenclature Leontis-Westhof a été définie dans

RNA2DViewer

En utilisant cette fenêtre, l’utilisateur peut également ajuster plus finement les

contraintes en ajoutant/supprimant des interactions directement entre les atomes, plutôt

que de travailler au niveau des faces. Enfin, la chiralité du sucre d’un nucléotide pourra

également être choisie (par défaut tous les ribonucléotides ont une chiralité en C3’

endo).

FIG. 7.13 – Matrice creuse
Une matrice creuse est un type de
matrice présentant une proportion
élevée de valeurs nulles (ici les
points noirs sont les valeurs non
nulles).

Une fois ces contraintes établies, l’algorithme RnaRT

corrigé le modèle afin que celles-ci soient respectées

au maximum. Cet algorithme est une réécriture en

Java de l’algorithme Nuclin/NucLSQ [Westhof85]

précédemment développé en Fortran au laboratoire.

Les distances entre les atomes du modèle sont vues

comme des liens élastiques, dont le point d’équilibre

est la distance idéale entre les atomes en fonction des

contraintes qui les lient. Les différences entre distances

observées et idéales pour chaque couple d’atomes

sont renseignées uniquement s’il existe une contrainte

entre ces atomes. On obtient ainsi une matrice creuse,
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symétrique et définie positive (figure 7.13) contenant les différences de distances. Ainsi,

les éléments de la matrice entrent dans deux catégories : les éléments nuls (la grande

majorité) et les éléments que l’on va chercher à faire tendre vers 0.

La minimisation de la matrice s’effectue à l’aide de la méthode du gradient conjugé.

Il s’agit d’une procédure itérative qui va modifier, à chaque passe, les coordonnées des

atomes du modèle et va converger vers un modèle optimal à l’égard des contraintes

imposées.

Cette étape est d’autant plus longue que la structure est grande et que le nombre de

contraintes imposées est important. Dans l’utilisation, on ne va donc pas chercher à

obtenir une structure optimale (c’est à dire une matrice nulle nécessitant de calculer des

coordonnées calculées à 10−x Å près), mais un modèle pour lequel, quand une contrainte

n’est pas respectée, l’incohérence associée à cette dernière est négligeable.

L’utilisateur va donc fixer l’arrêt de la procédure d’affinement quand :

– un certain nombre de passes a été effectué

– le score de satisfaction de contrainte passe sous un seuil donné

– la taux de progression de ce score entre deux passes successives est inférieur à un

seuil donné.

157



CHAPITRE 7. LE LOGICIEL ASSEMBLE

Le gradient conjugé
La méthode du gradient conjugé est un algorithme qui recherche une solution numérique

d’un système d’équations linéaires dont la matrice est symétrique et définie positive. C’est

une méthode itérative appliquée sur de grands systèmes et est souvent utilisée pour résoudre

des problèmes d’optimisation.

Considérons le système suivant :

Ax = b,

où A est une matrice de taille n × n symétrique définie positive (A> = A et x>Ax > 0,

pour tout vecteur x ∈ Rn non nul). Soit x? la solution exacte de ce système.

Directions conjuguées
Comme la matrice A est symétrique définie positive, on peut définir le produit scalaire

suivant sur Rn : 〈u, v〉A = u>Av. Deux éléments u, v ∈ Rn sont dit A-conjugués si :

u>Av = 0

La méthode du gradient conjugué consiste à construire une suite (pk)k∈N∗ de n vecteurs

A-conjugués. Dès lors, la suite p1, p2, . . . , pn forme une base de Rn. La solution exacte x?

peut donc se décomposer comme suit :

x? = α1p1 + · · ·+ αnpn

où αk = p>k b

p>k Apk
, k = 1, . . . , n.

Construction des directions conjuguées
La solution exacte x? peut-être également vue comme l’unique minimisant de la

fonctionnelle J(x) = 1
2x
>Ax − b>x, x ∈ Rn On a donc clairement ∇J(x) =

Ax− b, x ∈ Rn d’où

∇J(x?) = 0Rn

On définit le résidu du système d’équation comme suit rk = b−Axk = −∇J(xk)

rk représente donc la direction du gradient de la fonctionnelle J en xk (à un signe près).

La nouvelle direction de descente pk+1 suit donc celle du résidu modulo, sa A-conjugaison

avec pk, on a alors :

pk+1 = rk −
p>k Ark

p>k Apk
pk
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C’est le choix du coefficient p>k Ark

p>k Apk
qui assure la A-conjugaison des directions pk.

Pour s’en assurer, il suffit de calculer que (Apk+1, pk) est bien nul

Algorithme du gradient conjugué
Calcul du résidu r0 = b−Ax0 pour un vecteur x0 quelconque. On fixe p0 = r0.

Algorithme 1 Gradient Conjugé
Pour k = 0, 1, 2, . . .

Faire

αk ←
r>k rk

p>k Apk

xk+1 ← xk + αkpk

rk+1 ← rk − αkApk

βk ←
r>k+1rk+1

r>k rk

pk+1 ← rk+1 + βkpk

Fin-Faire

Dans notre cas, on ne cherche pas la solution optimale x? = xk+1 car elle implique de

s’intéresser à des coordonnées calculées avec une précision de 10−x Å ce qui n’est pas

réellement significatif au regard de notre problématique. La boucle précédente s’arrêtera

donc sous l’une des conditions suivantes :

– k est égale à une valeur donnée choisie par l’utilisateur

– rk+1 passe sous un seuil choisi par l’utilisateur

– rk+1

rk
passe sous un seuil choisi par l’utilisateur

Une fois les coordonnées de la structure affinées par RnaRT, la modélisation de la

molécule est achevée. Il appartient à l’utilisateur de vérifier que le modèle obtenu répond

bien aux contraintes imposées par la structure secondaire et les différentes informations

disponibles concernant la molécule (et en particulier d’éventuelles cartes de densités
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électronique). Dans le cas contraire, il faudra retoucher le modèle manuellement et

affiner à nouveau ses coordonnées.

FIG. 7.14 – L’affinement de coordonnées
Les tubes jaune et rouge correspondent au squelette sucre-phosphate du modèle avant
et après affinement de coordonnées
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Chapitre 8

Validation de l’infrastructure :

Modélisation d’une molécule d’ARN

Cette partie de la thèse a pour but de mettre en évidence les qualités du

logiciel Assemble à l’aide d’un exemple de modélisation moléculaire. Ce chapitre

décrit en détails les différentes étapes de la modélisation de la structure tertiaire

d’une molécule d’ARN de 218 nucléotides. La modélisation repose sur deux

structures secondaires, obtenues par alignement de séquences et sondages chimique et

enzymatique, correspondant à deux états alternatifs de la molécule au sein de la cellule.

8.1 La modélisation du premier état

Le premier état de la molécule est décrit par la figure 8.1, sa modélisation se déroule

comme suit.
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8.1.1 L’analyse de la structure secondaire

La première étape, avant de commencer la modélisation de la molécule, est

d’identifier les différents éléments structuraux qui la composent. Dans cette structure

secondaire, nous avons pu identifier manuellement :

– huit doubles hélices d’ARN (H1 à H8)

– quatre boucles apicales, pouvant se replier en accord avec des conformations

disponibles dans notre banque de motifs structuraux (A à D)

– cinq domaines structuraux complexes, correspondants à des motifs structuraux

disponibles dans notre banque (1 à 5)

8.1.2 La génération des hélices régulières

Sur la figure 8.1, on peut voir huit hélices régulières d’ARN. L’hélice H5 possède

quatre bases en bulle (C77, C78, U107 et U108). Nous considérons que ces nucléotides

font partie de l’hélice et doivent être générés avec une conformation hélicale. En effet,

même si ces nucléotides ne sont pas impliqués dans la formation de paires de bases,

dans la structure tridimensionnelle de l’ARN, C77 et C78 seront empilés entre C76 et

G79. De la même manière U107 et U108 seront empilés entre U106 et G109.

Une structure secondaire ne décrivant uniquement les appariements des hélices H1 à

H8 (y compris des paires de bases C77-U108 et C78-U107) est fournie à Jessa et le

premier jet de structure est alors généré par Nahelix. On procède alors à l’empilement

semi-automatique des hélices H3 et H4 de manière à ne pas rompre la continuité de la

conformation hélice du brins contenant C61 et C62.
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8.1.3 La modélisation des boucles apicales

Les boucles A, B et C sont compatibles avec le motif structural GNRA. La boucle D

est compatible avec le motif UNCG. Ces deux motifs sont disponibles dans notre banque

de motifs et sont applicables en quelques clics grâce au Motif Repository. Pour

les boucles B, C et D, on considère que le dernier plateau de bases de l’hélice appartient

à la boucle. Ceci est du au fait que les conformations que nous utilisons pour les motifs

GNRA et UNCG sont destinés à être appliqués sur des fragments de six nucléotides.

Dans ces conformations, le premier et le dernier nucléotide forment une paire de base

canonique, ce qui permet d’empiler facilement la boucle sur l’hélice qu’elle termine.

Une fois que les motifs structuraux ont été appliqués, les boucles A, B, C et D sont

empilées automatiquement en bout des hélices H4, H5, H6 et H8.

8.1.4 L’application des motifs structuraux

Cinq motifs structuraux disponibles dans notre banque ont pu être identifiés :

1. Le motif Sarcin-Ricin (fig 8.4). Le repliement tridimensionnel de ce motif,

décrit dans [Leontis02a], est issu de la structure cristallographique de la grande

sous-unité ribosomale de H.marismortui (fichier PDB/NDB : 1S72/RR0082,

nucléotides [2690 ;2694] et [2701 ;2704]).

2. Une jonction entre quatre hélices (fig 8.5). Le repliement tridimensionnel de ce

motif est issu du modèle du snRNA U1 [Krol90] (fichier [U1snRNA], nucléotides

[15 ;18], [46 ;49], [90 ;93] et [116 ;119]). Ce type de motif consiste en deux paires

d’hélices empilés. Il faut donc choisir quelles hélices seront empilées. Il nous

semble plus probable que H7 soit empilée sur U18-A197, et que H6 soit empilée

sur C19-G118 (la modélisation a été réalisé avec les deux types d’empilement, et

seul celui présenté ici est valide, l’autre entrainant des collisions entre différents

éléments structuraux).
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3. Une jonction entre trois hélices (fig 8.7). Ce type d’interactions consiste en

deux hélices empilées et une troisième hélices pouvant adopter l’une des trois

conformations A, B ou C de la figure 8.6. Les critères exposés dans [Lescoute06b]

nous suggèrent un empilement entre H2 et H5 et une position perpendiculaire

de la dernière hélice (conformation A). Le repliement tridimensionnel de cette

jonction, présent dans notre banque de motifs, provient d’un modèle moléculaire

et non d’une structure cristallographique.

4. Un nucléotide en bulle (fig 8.8). Le repliement de ce motif est issu de la structure

cristallographique de la petite sous-unité ribosomale de E.coli (fichier PDB/NDB

2AVY/RR0123, nucléotides [1440 ;1442] et [1460 ;1461]).

5. Deux nucléotides en bulle (fig 8.9). Le repliement de ce motif est issu de la

structure cristallographique de la petite sous-unité ribosomale de E.coli (fichier

PDB/NDB 2AVY/RR0123, nucléotides [1128 ;1132] et [1142 ;1144]).

Les motifs 4 et 5 ont en fait été ajoutés à notre banque durant la modélisation de cette

molécule. En effet, une structure d’ARN peut présenter des bulles et tailles et de séquences

très variables et il n’existe pas dans notre banque un motif pour chaque type de bulle. La

méthode que nous employons habituellement pour ce type de motif simple est d’analyser la

structure secondaire d’une molécule cristallographiée de grande taille, à la recherche d’une

bulle candidate ayant la même taille et la séquence la plus proche possible de celle que l’on

cherche à modéliser. Après avoir observé ce candidat en 3D pour s’assurer qu’il correspond

bien à ce que l’on recherche, le motif est créé grâce à RNA2DViewer et peut être appliqué

sur notre modèle.

Une fois ces motifs appliqués, les différents domaines structuraux sont empilés dans

l’ordre suivant :

1. 1 sur H1

2. 5 sur H7

3. le groupe (H8, D) sur 5
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4. 4 sur H2

5. le groupe (H3, H4, A) sur 4

6. le groupe (H2, 4, H3, H4, A) sur 3

7. le groupe (H5, B) sur 3

8. le groupe (H6, C) sur 2

9. le groupe (H7, 5, H8, D) sur 2

10. le groupe (A, H4, H3, 4, H2, 3, H5, B) sur 2

8.1.5 La modélisation manuelle

A ce stade, seules les parties en blanc sur la figure 8.1 ne sont pas modélisées.

Les nucléotides A15, C16 et G199 sont modélisés (figure 8.10) à l’aide des outils

d’éditions d’Assemble, et notamment la boîte de torsion pour que

– A15 et G199 forment une paire de base trans Hoogsteen Sugar-Edge (appelée

Sheared et observée fréquement).

– A14, A15, C16 et U17 soient empilés

– A198, G199 et G200 soient empilés

Le fragment [U35 ;C41] est replié à l’aide de la boîte de torsion pour former

une bulle de sept nucléotides entre G34 et G42 (figure 8.11). Cette étape est la plus

délicate de l’ensemble de la modélisation, car elle n’est pas automatisée. De plus, il faut

prendre garde que les nucléotides de la bulle n’entrent pas en colision avec l’hélice H1

ou le motif 1 qui sont très proches des hélices H3 et H4 dans le modèle tridimensionnel.

C’est d’ailleurs la raison pour laquelle on modélise ce fragment, plutôt que de chercher

un motif lui correspondant dans une structure cristallographique.

Les fragments [U1 ;A5] et [A208 ;U218] ne seront pas modélisés, car on ne dispose

d’aucune information structurale à leur égard et qu’ils sont vraisemblablement très

flexibles.
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8.1.6 La correction du modèle

Les empilements automatiques n’étant pas toujours parfaits, il faut en retoucher

certains à l’aide des outils d’édition d’Assemble. Pour finir, une étape d’affinement de

coordonnées permettra de corriger les imperfections du modèle et d’obtenir la structure

telle qu’elle peut être visualisée sur la figure 8.12.

La construction de ce modèle n’a demandé qu’une journée de travail. L’essentiel de ce

temps a été utilisé pour identifier les motifs structuraux au sein de structures résolues,

et pour modéliser le fragment [U35-C41] et la jonction entre 2 et 3.
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8.1.7 Les figures

FIG. 8.1 – La structure secondaire du premier état à modéliser
En vert : les doubles hélices d’ARN, en bleu : les boucles apicales et en jaune les motifs structuraux
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(a) Boucle A (b) Boucle B (c) Boucle C

(d) Boucle A (e) Boucle B

(f) Boucle C

FIG. 8.2 – Les boucles A, B & C (GNRA)
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(a) Description (b) Application

FIG. 8.3 – La boucle D (UNCG)

(a) Description (b) Application

FIG. 8.4 – Le motif structural 1 (Sarcin-Ricin)
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(a) Application (b) Application

(c) Description

FIG. 8.5 – Le motif structural 2 (jonction de quatre hélices)
Sur (a) on peut voir l’empilement des hélices [19-20 ;117-118] (bleu ;rouge) et [119-120 ;141-142]
(rouge ;vert) , et sur (b) l’empilement des hélices [17-18 ;197-198] (bleu ;jaune) et [143-144 ;195-196]
(vert ;jaune)
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(a) (b) (c)

FIG. 8.6 – Les trois conformations de jonctions à trois [Lescoute06b]

(a) Description (b) Application

FIG. 8.7 – Le motif structural 3 (jonction de trois hélices)

(a) Description (b) Application

FIG. 8.8 – Le motif structural 4 (un nucléotide en bulle)
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(a) Description (b) Application

FIG. 8.9 – Le motif structural 5 (deux nucléotides en bulle)

FIG. 8.10 – Les nucléotides 15, 16 et 199

(a) (b)

FIG. 8.11 – Les nucléotides 35 à 41
(a) et (b) montrent deux points de vues de la bulle formée par les nucléotides 35 à 41
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(a)

(b)

FIG. 8.12 – Le modèle final du premier état
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8.2 La modélisation du second état

8.2.1 L’analyse de la structure secondaire

Les éléments structuraux composant la structure secondaire sont :

– un domaine structural identique entre les deux états de la molécule (α nucléotides

24 à 34 et 42 à 113)

– cinq doubles hélices d’ARN (H9 à H13)

– deux boucles apicales (E et F)

– trois domaines complexes, correspondants à des motifs structuraux disponibles

dans notre banque (6 à 8)

8.2.2 La génération des hélices régulières

Sur la figure 8.13, on peut voir cinq hélices régulières d’ARN. L’hélice H11 possède

une paire de bases non canonique C127-A174.

Une structure secondaire ne décrivant uniquement les appariements des hélices H9 à

H13 (y compris la paire C127-A174) est fournie à Jessa et le premier jet de structure

est alors généré par Nahelix.

8.2.3 La modélisation des boucles apicales

La boucle E est compatible avec le motif structural GNRA, disponible dans notre

banque de motifs, et qui est appliqué à l’aide du Motif Repository. Le motif

GNRA étant destiné à être appliqué sur des fragments de six nucléotides, la boucle

E comprend les bases U117 et C122 (figure 8.14).

La boucle F comprend sept nucléotides et ne correspond à aucune boucle de notre
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banque de motifs. Elle a donc été modélisée manuellement à l’aide de la boîte de

torsion (figure 8.15).

8.2.4 L’application des motifs structuraux

Trois motifs structuraux disponibles dans notre banque ont pu être identifiés :

– 6. Deux hélices empilées. Ce motifs composé des nucléotides 114, 126, 127 et

175 permet d’empiler les hélices H10 et H11 (figure 8.16).

– 7. Une bulle asymétrique de un et deux nucléotides (figure 8.17).

– 8. Une bulle de deux fois deux nucléotides (figure 8.18).

Les repliements et empilements sont réalisés dans l’ordre suivant :

1. Le domaine α [24-34 ;42-113] est replié conformément au modèle du premier état

de la molécule, modélisé précédemment

2. H10 est lié à U113

3. E est empilé sur H10

4. 6 est empilé sur H10

5. H11 est empilé sur 6

6. 7 est empilé sur H11

7. H12 est empilé sur7

8. 8 est empilé sur H12

9. H13 est empilé sur 8

10. F est empilé sur H13

8.2.5 La modélisation manuelle

A ce stade, seules les parties en blanc sur la figure 8.13 ne sont pas modélisées.

Les fragments [C16 ;G23] et [U35 ;A37] sont modélisés (figure 8.19) à l’aide des outils
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d’éditions d’Assemble afin de permettre la jonction entre l’hélice H9 et le domaine α.

Les fragments [U1 ;A11] et [G176 ;U218] ne seront pas modélisés, car on ne dispose

d’aucune information structurale à leur égard et qu’ils sont vraisemblablement très

flexibles.

Enfin, une étape d’affinement de coordonnées permet de corriger les imperfections du

modèle et d’obtenir la structure telle qu’elle peut être visualisée sur la figure 8.20. La

figure 8.21 montre la superposition des deux modèle moléculaires obtenues.

178



8.2. LA MODÉLISATION DU SECOND ÉTAT

8.2.6 Les figures

FIG. 8.13 – La structure secondaire du second état à

modéliser
En vert : les doubles hélices d’ARN, en bleu : les boucles
apicales, en jaune les motifs structuraux et en violet un domaine
structural identique entre les deux états de la molécule
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(a) Description (b) Application

FIG. 8.14 – La boucle E (GNRA)

FIG. 8.15 – La boucle F

Cette boucle composée majoritairement
d’adénines ne correspond pas à un
motif structural, elle a été modélisée
manuellement.

FIG. 8.16 – Le motif structural 6

Ce motif est un empilement des paires de
bases A114-U125 et G126-C175
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FIG. 8.17 – Le motif structural 7

Ce motif est une bulle asymétrique de un et
deux nucléotides. Il est composé des brins
[G136 ;G138] en jaune et [U162 ;C165]
en bleu.

FIG. 8.18 – Le motif structural 8

Ce motif est une bulle de deux fois
deux nucléotides. Il est composé des brins
[C141 ;U144] en jaune et [A156 ;C159] en
bleu.

FIG. 8.19 – Les brins [C16 ;G23] et

[U35 ;A37]

Le brin [C16 ;G23] en bleu, relie C24
l’hélice H9 en jaune. Le brin [U35 ;A37]
en vert relie G34 et l’hélice H9
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CHAPITRE 8. VALIDATION DE L’INFRASTRUCTURE : MODÉLISATION
D’UNE MOLÉCULE D’ARN

(a)

(b)

FIG. 8.20 – Le modèle final du second état
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8.2. LA MODÉLISATION DU SECOND ÉTAT

FIG. 8.21 – La superposition des modèles des deux états de la molécule
Les premier et second états sont représentés respectivement en bleu et en rouge
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Conclusions générales et perspectives
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Chapitre 9

Conclusions générales et perspectives

Les travaux de ces dernières années ont permis de montrer que l’ARN est bien plus

qu’un vecteur de l’information génétique et qu’il participe à de nombreux mécanismes

régulant les grandes fonctions biologiques. De ce fait, l’ARN et les défauts dans sa

fonction sont impliqués dans de nombreuses pathologies. La fonction d’un ARN étant

déterminée par sa structure, la compréhension des règles structurales de l’ARN est

donc essentielle. Cette compréhension ne pourra se faire sans l’analyse de nombreuses

structures tridimensionnelles (aujourd’hui encore, peu nombreuses relativement aux

molécules séquencées) et le recoupement de l’ensemble des informations disponibles

à l’égard des molécules étudiées.

Dans cette optique, cette thèse a présenté le développement d’un environnement

bioinformatique dédié à la construction et à la compréhension des architectures

d’ARN. Elle décrit l’infrastructure P.A.R.A.DIS.E, une évolution du logiciel

S2S constituant une plateforme d’analyse des annotations d’ARN. Cette plateforme

permet à un utilisateur d’analyser, de façon interconnectée, les différentes informations

disponibles pour une molécule d’ARN.
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La partie II a détaillé les trois couches de cette architecture :

– une librairie extensible de concepts relatifs à l’ARN permettant d’intégrer les

données manipulées par les différents algorithmes disponibles

– une couche de communication permettant la distribution et l’interconnexion de

ces algorithmes

– une couche graphique permettant de visualiser et manipuler les données

biologiques et de contrôler les algorithmes

La plateforme P.A.R.A.DIS.E propose des outils graphiques adaptés à l’étude de

chaque niveau d’analyse de l’ARN, ainsi que des algorithmes permettant de passer d’un

niveau à l’autre. Il est donc possible, avec P.A.R.A.DIS.E, de confronter l’ensemble

des informations dont on dispose vis à vis d’une molécule d’ARN donnée.

L’une des interfaces graphiques proposées par P.A.R.A.DIS.E, l’outil Assemble,

a été décrite en détails dans la partie III. Assemble permet de construire un modèle de

la structure tridimensionnelle d’une molécule d’ARN à partir de sa structure secondaire.

Cet outil est adapté pour chaque étape de la construction du modèle, en partant de la

structure secondaire, et permet une construction rapide et aisée, grâce à ses nombreux

automatismes. La possibilité de générer automatiquement des hélices, d’appliquer des

motifs structuraux et d’empiler et assembler ces blocs de construction en quelques clics

de souris permet de se soustraire à de nombreuses heures de modélisation manuelle.

Il est également possible d’éditer le modèle en respectant les règles stéréochimiques

régissant la molécule. L’affichage en arrière plan d’une carte de densité électronique

guide l’utilisateur et lui assure à tout moment que le modèle soit bien adéquat avec la

réalité biologique de la molécule.

L’intégration d’Assemble dans l’infrastructure P.A.R.A.DIS.E permet de

confronter à tout moment le modèle en cours de création avec les diverses informations

disponibles concernant la molécule. Une fois la modélisation achevée, l’outil

d’affinement de coordonnées permet d’imposer au modèle le respect de contraintes

structurales. Enfin, la panoplie d’aides visuelles, ainsi que l’optimisation des opérations
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faites au clavier ou à la souris, rendent l’expérience de modélisation moléculaire à la

fois simple, intuitive, efficace et agréable.

Le logiciel Assemble a été utilisé dans différents projets de modélisation moléculaire

au sein du laboratoire et un exemple, détaillé dans le chapitre 8, montre qu’il est

simple et rapide de modéliser la structure tertiaire d’un ARN avec ce logiciel lorsque la

structure secondaire de cette molécule est connue.

L’infrastructure P.A.R.A.DIS.E est également adaptée à des projets de modélisation

de grandes envergures. En effet, P.A.R.A.DIS.E est actuellement utilisé pour

modéliser la grande sous unité ribosomale de S.cerevisiae. Cette modélisation se fait

sur la base d’un alignement structural de cette molécule avec la grande sous unité de

H.marismortui établi à l’aide de RNAlign. Une carte de densité électronique, obtenue

par cryo-microscopie électronique et chargée dans Assemble, permet de guider la

modélisation.
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Perspectives

Bien que l’infrastructure P.A.R.A.DIS.E et son outil Assemble fonctionnent

et soient efficaces, comme tout logiciel, ils peuvent encore grandement être améliorés.

Le but à long terme de l’infrastructure P.A.R.A.DIS.E est de devenir un

LIMS (Laboratory Information Management System) dédié à l’ARN, proposant

des analyses toujours plus nombreuses est variées. Pour y parvenir, il est

important d’y intégrer l’ensemble des données disponibles pour un ARN : données

provenant d’expérimentations humides, contexte génomique, appartenance à des voies

métaboliques ou régulatrices, . . . La prise en compte de nouveaux types d’informations

nécessitera la mise en place :

– de concepts associés à ces informations dans la librairie de concepts de

P.A.R.A.DIS.E

– d’algorithmes permettant de produire et d’analyser ces informations

– d’interfaces graphiques permettant de visualiser et manipuler ces informations

Sans nécessité l’introduction de nouveaux concepts, l’ajout de nouveaux algorithmes est

également utile pour effectuer des analyses impossibles actuellement, et pour proposer

des alternatives aux algorithmes présents. En effet, devant la masse d’algorithmes

publiés pour une même tâche (voir chapitre 3), les utilisateurs sont souvent dubitatifs

quant au choix du mieux adapté ou du plus efficace pour leurs données. Il peut

donc être utile de proposer plusieurs outils pour une tâche telle que l’alignement de

séquences et d’aiguiller l’utilisateur en fonction de la nature de ses données (nombre

et tailles des séquences, taux de conservation, nombre de séquences annotées d’une

structure secondaire ou tertiaire, . . .). De plus, pour des algorithmes a priori équivalents,

P.A.R.A.DIS.E pourra servir de «banc d’essai» permettant à l’utilisateur de lancer

une même analyse en parallèle à l’aide de divers algorithmes candidats et de confronter

leurs résultats pour en faire une synthèse et se faire une opinion sur la qualité de chaque

algorithme.
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Afin d’intégrer de nombreux algorithmes, il est imaginable d’utiliser la technologie

fournie par la librairie JADE pour donner la possibilité aux agents d’interagir avec

des services web. Il est également envisageable d’utiliser pleinement le potentiel

d’autonomie des agents afin d’autoriser ces derniers à enchaîner les analyses par eux-

mêmes, notamment à l’aide de la librairie WADE (Workflow and Agent Development

Environment) [wade] permettant de mettre en place des enchaînement d’activités

réalisées par des agents JADE.

Par ailleurs, l’intégration des données d’ARN nécessite de s’orienter vers les

nombreuses banques de données existantes qui leurs sont dédiées (voir 3.5). La

possibilité de consulter ces données, directement au sein de P.A.R.A.DIS.E

représente un atout majeur. Des initiatives sont actuellement en cours au sein de l’équipe

pour permettre d’intégrer les informations de banques telles que RFam, RNAdb, SCOR

ou NDB au sein de P.A.R.A.DIS.E. Ces informations seront décrites à l’aide des

concepts disponibles dans notre moteur d’annotations et stockées dans une banque de

données intégrée à la plateforme P.A.R.A.DIS.E.

Enfin, l’ARN ne saurait être pleinement étudié en faisant abstraction du contexte

dans lequel il se situe, notamment au sein de la cellule. La génomique et la biologie

systémique représentent deux domaines très vastes s’attachant à l’appréhension de ce

contexte. Des efforts pour se rapprocher de ces domaines sont à envisager et l’intégration

de données protéiques dans l’infrastructure constitue un premier pas important.

Il existe également un grand nombre de fonctionnalités qu’il serait utile d’ajouter à

Assemble, comme :

– la superposition locale ou globale de deux structures minimisant la RMSD et la

possibilité pour l’utilisateur de calculer la RMSD entre deux structures.

– la possibilité de faire appel à des algorithmes et outils utilisés en cristallographie

– l’ajout d’algorithmes permettant de placer de manière semi-automatique des

éléments structuraux dans une carte de densité
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– l’ajout d’un meilleur algorithme d’affinement de coordonnées permettant de

manipuler également des nucléotides modifiés et des protéines

– une extension conséquente de la banque de motifs structuraux

– la possibilité de parcourir des banques telles que SCOR afin de trouver des

repliements tridimensionnels pour certains motifs structuraux

– la mise en évidence de collisions entre les éléments structuraux

– une option permettant de revenir x étapes en arrière lors de la modélisation

– une amélioration de la qualité du rendu 3D

Alternativement à l’approche de modélisation actuellement proposée par Assemble,

utilisant les algorithmes Nahelix et Motif Repository, il peut être intéressant

d’intégrer à P.A.R.A.DIS.E les algorithmes FARNA, MC-Fold et MC-Sym.

Ces algorithmes permettraient d’obtenir des modèles complets d’ARN en une seule

étape. La potentielle imperfection de ces modèles pourrait être corrigée avec les

outils d’Assemble en tenant compte des informations biologiques fournies par

P.A.R.A.DIS.E.
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