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Résumé

Le cisplatine (ou cis-diammine, dichloro-platine) est I'un des composés chimiques
les plus utilisés actuellement en chimiothérapie anticancéreuse. Depuis la description
de ses propriétés anticancéreuses par B. Rosenberg en 1965 de nombreux travaux ont
été effectués afin de décrire le mécanisme d’action lui conférant ses propriétés antitu-
morales.

A travers une approche originale couplant modélisation et travail expérimental, les
recherches réalisées durant ma thése ont permis d’élucider le comportement dynamique
d’un adduit platiné sur la séquence *-GCCG*G*GTCGC-* / ¥-GCGACCCGGC-*
(G* représente une guanine platinée). Cette structure a été comparée a celle de 'adduit
ADN-cisplatine déterminée précédemment au laboratoire sur la séquence G*G*A. Nous
avons ainsi étudié 'influence d’une guanine adjacente en 3’ au pontage GG-Pt sur
la structure de I'adduit. Il s’agit de la premiére étude structurale sur un adduit du
cisplatine avec la séquence GGG. Méme si 'affinité de la séquence GGG et des sites
contenant Gn (n> 3) pour le platine (IT) est connue depuis longtemps, ses adduits avec
le cisplatine n’ont pas encore été étudiés par RMN a cause des problémes posés par
leur purification.

Cette étude de 'adduit G*G*G par RMN a été confrontée a la description dyna-
mique de cet adduit, calculée par simulation. La paramétrisation du champ de force
parm 98 a été spécifiquement affinée pour mieux décrire ’environnement de ’atome
du platine. La confrontation entre la simulation de 'adduit G*G*G-Pt et les données
issues de I’étude par RMN a permis de valider notre paramétrisation.

Pour déterminer les proportions précises des sous-états BI et BII de ’ADN, une
méthode novatrice a été mise au point. Celle-ci est basée sur la combinaison de quatre
distances inter-protons H2”(n)-H8(n), H1’(n)-H6/8(n+1), H2’(n)-H6/8(n+1) et H2”(n)-
H6/8(n+1) qui permet de discriminer les deux sous-conformations.

Ces améliorations du champ de force et de la méthode de détermination des sous-
conformations BI/BIT ont permis la description fine du comportement de 'adduit cou-
plé A TADN, ce qui nous a servi pour étudier le mécanisme anti-tumoral du cisplatine.
En effet la reconnaissance de 1’ensemble cisplatine-ADN par une protéine (Lymhoid

Enhanced Factor I - LEF I) pourrait activer les voies métaboliques de la cellule cancé-
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reuse conduisant vers I’apoptose ou vers la réparation de la tumeur. La simulation de
I’ensemble ADN-protéine (sans cisplatine) a permis de présenter le mode de reconnais-
sance de la protéine sur la déformation ainsi que la mise en évidence de I'implication
d’une molécule d’eau dans celui-ci.

Les études sur le cisplatine fixé sur son ADN cible nous ayant apporté de nombreuses
connaissances sur les déformations engendrées, nous avons validé la déformation struc-
turale formée par un autre complexe de platine, le pyrazolato-bis-platine. Ce composé a
été congu de novo pour induire une déformation faible de son ADN cible afin de provo-
quer une réponse cellulaire différente de celle engendrée par le cisplatine. La simulation
a indiqué que ce complexe induit une faible courbure de 'ADN et une déformation
globale différente de celle du cisplatine, ce qui exclut le méme mode de reconnaissance.
Comme expérimentalement le complexe pyrazolato posséde une activité anti-tumorale,
les simulations effectuées suggérent donc que le mode d’action au niveau cellulaire est
différent du cisplatine.

Les travaux réalisés lors de ma thése ont permis d’améliorer la compréhension des
déformations ADN-cisplatine, ADN-cisplatine-protéine et de perfectionner la descrip-
tion des composés platinés dans le champ de force parm 98 (puis parm 99) du logiciel
de modélisation moléculaire AMBER.



Abstract

Cisplatin (cis-diammin dichloro platin) is one of the most widely used anti cancer
chemotherapy drug. Its anticancer activity has been first described in 1965 by B. Ro-
senberg. Since then, many studies have been undertaken to decipher its mechanism of
action.

From an original approach linking molecular dynamics simulation and experimental
studies, my PhD allowed a dynamic description of a platinated adduct on the sequence
Y.GCCCG*G*GTCGC-¥ / ¥-GCGACCCGGC-? (where G* is a platinated guanine).
The resulting structure has been studied previously in our laboratory on the identical
sequence but with an A-T base pair on the 3’ side of the platinated guanines (subse-
quently named G*G*A). Therefore we studied the structural implications of an A to G
substition in the 3’ region on the adduct structure. This is the first structural study on
a cisplatin adduct containing three adjacent guanines. GGG sequences and Gn (n> 3)
are known to be favored targets for platin (II) but their adducts have not been studied
by NMR since their purification are problematic.

This G*G*G NMR study has been compared to its dynamics simulation, where
the parm 98 force field has been specifically optimized for taking into account the
platin coordination sphere. The parametrisation has been cross-validated by the NMR
experiment.

To calculate the proportion of BI/BII DNA substates, a novel method has been set
up. Four distances, namely H2"(n)-H8(n), H1'(n)-H6/8(n+1), H2’(n)-H6/8(n+1) and
H2”(n)-H6/8(n+1) allow to discriminate between the two substates and to calculate
the proportion of each substate.

The force field optimizations and the BI/BII DNA substates discrimination method
allowed a precise description of the cisplatin-DNA adduct, allowing to study one pos-
sible way of anti-cancer efficiency. The complex cisplatin-DNA-Protein (notably LEF I
- Lymphoid Enhanced Factor I) is a plausible candidate to explain why the cancerous
cell elects apoptosis or tumor repair. The protein-DNA (without cisplatin) ensemble
simulation has allowed to describe the recognition path of the DNA deformation by
the protein and the implication of a water molecule in the recognition mechanism.

All these studies on cisplatin-DNA allowed us to get enough knowledge on the

X



resulting deformations. Therefore, we then studied the structural deformation induced
by another platin-related complex, the pyrazolate-bis-platine. This complex has been
designed to obtain a small DNA deformation, in order to get a different response than
the one of cisplatin. The molecular dynamics simulation has indicated it induces a
smaller kink and a different global deformation than cisplatin thus proving a different
recognition mode. Since it is known by in vitro studies that the pyrazolate-bis-platine
owns an anti-tumoral activity, the dynamics simulations suggest its cellular mechanism
is different than the one of cisplatin.

These PhD studies have allowed a better understanding of DNA-cisplatin, DNA-
cisplatin-protein dynamic description and to improve the definition of platinated com-

plex for force fields parm 98 (and parm 99) of the molecular dynamics simulation suite
AMBER.
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Chapitre 1

Les complexes de platine

1.1 Le cisplatine

Le cisplatine (ou cis-diammine, dichloro-platine) est I'un des composés chimiques

les plus utilisés actuellement en chimiothérapie anticancéreuse (figure 1.1).

HyN cl

Fi1G. 1.1 — Le cisplatine

La premiére description de sa synthése date de 1845 [147]. En 1965, Barnett Ro-
senberg, en étudiant I'effet du courant électrique sur la croissance d’FEscherichia Cols,
observe que les bactéries ne se divisent plus mais deviennent filamenteuses lorsqu’elles
sont placées dans un champ électrique fourni par des électrodes de platine [162]. Les
espéces chimiques responsables de cette croissance anormale sont identifiées comme
des sels de platine, rhodium et ruthénium. L’analyse des espéces en solution précise en-
suite que ce sont majoritairement les complexes cis-|[PtCly(NHs)o| et cis-[PtCla(NHj)s,
formés par la lente dissolution par électrolyse des électrodes de platine contenant du
chlorure d’ammonium, qui sont actifs [161]. Poursuivant I’analyse de ce comportement
anormal, il en a surtout déduit de cette observation que si ces composés étaient ca-
pables d’interrompre la division cellulaire sans tuer les bactéries, ils pourraient étre
susceptibles d’arréter la prolifération cellulaire des cellules cancéreuses chez les mam-
miféres et 'homme en particulier. Cette hypothése a été validée ensuite, le complexe
cis-|PtCla(NH;)o| se révélant étre le plus actif des deux sur les cellules testées [163].

Les premiers essais cliniques commencérent en 1971 et le cisplatine est utilisé depuis

1979 dans les thérapies anti-cancéreuses. Son action est la plus efficace dans le cas des
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cancers des testicules et des ovaires [120] et dans une moindre mesure pour les cancers
du nasopharynx, de la vessie, des os et de certains cancers des poumons [10, 152].

Cependant le cisplatine se révéle étre trés toxique, ce qui a dans un premier temps
empéché son approbation par la Food and Drug Administration. Les effets secondaires
principaux sont de deux types :

— les nausées et vomissements qui apparaissent une heure aprés 'administration du

médicament et durent quelques heures;

— les toxicités a long terme, dont la néphrotoxicité due a une accumulation du

cisplatine dans les reins, la neurotoxicité, la myélotoxicité et 'ototoxicité (perte
de capacité auditive) [152].
Enfin une résistance au traitement par le cisplatine peut apparaitre, comme cela se
produit en général dans les chimiothérapies.

Ces effets secondaires sont maintenant considérablement diminués par I’hydratation
préalable du patient (1 a 2 litres de sérum physiologique), I'infusion du cisplatine dilué
dans des solutions salines (0,3-0,5 M NaCl) contenant 5 % de dextrose [152|. Pour
contrer la néphrotoxicité, des composés soufrés sont utilisés (comme le thiosulfate de
sodium, le diéthylcarbamate) pour réduire la fixation covalente du cisplatine sur les

protéines rénales.

1.2 Autres complexes actifs contenant du platine

Lors de la recherche de nouveaux complexes de platine présentant une meilleure
efficacité thérapeutique, il a été remarqué que les composés actifs avaient certaines
caractéristiques communes [42, 41|, ce qui a permi d’établir une premiére relation
structure-activité :

— une géométrie « plan-carré » pour les complexes de Pt(II) ou octaédrique pour

les complexes du Pt(IV);

— la présence de deux ligands inertes dans les conditions physiologiques (en général

amines) en position ¢is ;

— la présence de deux ligands monodentates en position cis ou d’un ligand biden-

tate, labile;

— une labilité intermédiaire des groupes partants :

1. si les ligands sont trop labiles (comme NOjzou SO37), le complexe présente une
forte toxicité car il réagit avec les protéines du plasma et les protéines rénales
[11, 208],

2. si les ligands sont trop peu labiles (comme I~ou SCN™), le complexe a une faible
efficacité [42, 125].
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— la présence d’au moins un atome d’hydrogéne sur les groupes non partants |42,
87, 158|.

En tenant compte de ces caractéristiques, des complexes dits de deuxiéme génération

ont été développés dans les années 70-80, notamment pour limiter la toxicité rénale due

a laquation prématurée des ligands chloro. Parmi les nombreux composés synthétisés,

plus de 15 sont entrés en phase d’essai clinique mais un seul est administré actuellement

en routine : le carboplatine (figure 1.2).

HsN
Pt

N_

F1G. 1.2 — Le carboplatine [Pt(NH3), (cyclobutane-1,1-dicarboxylate)].

Le spectre d’activité du carboplatine est identique a celui du cisplatine. Sa toxicité
est inférieure (son ligand dicarboxylatocyclobutane est moins labile que les ligands
chorure du cisplatine) mais son activité est aussi moindre. Pour obtenir une efficacité
équivalente, il faut administrer des doses dix fois supérieures a celles du cis-DDP [134].
De plus, il présente une résistance croisée avec le cisplatine [2].
Depuis quelques années, de nombreux complexes de platine ne remplissant pas
toutes les caractéristiques présentées précédemment, ont révélé une activité in vitro et
m vivo
— les complexes dits « de Hollis ». Ils comportent trois groupements inertes - deux
ligands ammine en position cis et un ligand amine aromatique ou pyrimidine -
et possédent une activité in vivo, contrairement aux complexes [PtCI(NHj) 3] ou
[PtCl(dien)| C1 [89, 90| (figure 1.3).

— les complexes dits « de Farrel » comportant deux platines séparés par une chaine

aliphatique. Deux types sont décrits [62, 63] :

1. deux unités de cis-Pt(ammine), bifonctionnels reliées par une chaine diammine

de longueur variable (figure 1.4 a);

2. complexes bis(platine) monofonctionnels cationiques (figure 1.4 b);

Ces deux types de complexe sont actifs in vitro. Les composés de type 1 sont éga-

lement actifs pour les lignées cellulaires résistantes au cisplatine et in wvitro.
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+
+
N | H,N |
| 2 ~
al N HsN |
\ ~ 3
Pt/ \ /N N
H3N/ \ /Pt
Cl AN \CI
(a) cis-[PtCI(NH3)a(py) ] (b) cis—[PtCl(QHg)g(1—CH3cyt)+]
FiG. 1.3 — Les complexes de « Hollis »
Cl Cl
\__NHg HaN___/
Pt Pt
c”\ / ci
N N
/\ /\
H H H H

(a) 272/C,C[{ CiS—PtCIQ (NH3)2}H2N(CH2)5NH2]

2+

Cl
\__NH; H\/H _I

Pt
NH
/N\ Pt\
H H H3N/ Cl

(b) 1,1/t,t[{t?”anS—PtCl(NHg)2}2H2N(CH2)4NHQ] 2+

F1G. 1.4 — Les complexes de « Farrell »

De nombreux autres types de complexes existent (notamment les complexes ot les

ligands partants sont en trans), une présentation détaillée a été réalisée par Wong et

Giandomenico [207].
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’ Type d’adduit ‘ adduit formé (proportion) ‘

coude (")

‘ déroulement (°) ‘

intra brin
(grand sillon)

GG- CiS-Pt(NHg)Q (65%)

32-34 (EG) [15]

13 (EG) [14]

39/55 (RX)[181]
(2 conformations)

58 (RMN) [210]

21 (RMN) [210]

60 (RMN) [87]

12-19 (RMN) [87]

78 (RMN) [71]

25 (RMN) [71]

intra brin
(grand sillon)

AG—CiS—Pt (NH3)2 (25%)

32-34 (EG) [15]

13 (EG)

55 (RMN) [65]

821 (RMN) [65]

intra brin
(grand sillon)

GXG-cis-Pt(NHgz)o (6%)

32-34 (EG) [15]

23 (EG) [14]

20 (RMN) [191]

19 (RMN) [191]

inter brins
(petit sillon)

GG- CiS—Pt(NHg)Q (4%)

45 (EG) [124]

79 (EG) [124]

20 (RMN) [94]

87 (RMN) [94]

40 (RMN) [140]

76 (RMN) [140]

TAB. 1.2 — Adduits majeurs provoqués par le cisplatine et caractéristiques principales
(EG : électrophorése sur gel, RMN : résonance magnétique nucléaire, RX : diffraction
aux rayons X)

1.3 Action supposée du cisplatine sur les cellules can-

céreuses

1.3.1 Adduits formés

La cible majeure du cisplatine est 'ADN [57|, le tableau 1.2 présente les caracté-
ristiques des adduits observeés.

La valeur du coude obtenue pour les différents adduits varie significativement selon
la méthode de mesure utilisée (électrophorése sur gel, RMN, diffractions des rayons
X). Le coude observé durant les simulations de dynamique moléculaire présentées dans
le cadre de ce travail de thése donnent des valeurs comprises entre celles mesurées en
diffraction des rayons X et de la RMN.

1.3.2 Reconnaissance des adduits du platine

La modification conformationnelle de ’ADN par la fixation du complexe de platine
induit la reconnaissance de ces lésions par des protéines [216]. En particulier les pro-
téines possédant une séquence homologue de 80 acides aminés, appelée domaine HMG
[133, 203], présentent une grande affinité pour les adduits GG-cis-Pt(NHj)s.
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Les protéines & domaine HMG ont la faculté de courber '’ADN linéaire et de recon-
naitre des régions coudées de ’ADN. Une fois liées & ’ADN modifié par le cisplatine, ces
protéines accentuent le coude du aux adduits GG-cis-|[Pt(NH;)s| et AG-cis-|Pt(NHj)s]
jusqu’a une valeur de 70 & 90°|37]. Les protéines HMG se lient dans le petit sillon de
I’ADN et reconnaitraient la courbure induite pas les adduits 1,2 intra-brin du cispla-
tine [133]. La reconnaissance de 'adduit GG-cis-|[Pt(NHs)s| inter-brins du cisplatine a
également été observée [101]; I'adduit 1,3 intra-brin qui accroit la courbure de ’ADN
n’est pas reconnu [148|. Pour 'adduit GTG-cis-[Pt(NHj)s|, 'empilement de la thymine
au dessus de la guanine 5’ platinée perturbe davantage le petit sillon de TADN que les
adduits GG-cis-|[Pt(NHjs)s| et AG-cis-|[Pt(NH3),|[191]. Les adduits du transplatine ne

sont pas reconnus |133].

Les affinités du domaine HMG isolé ou de la protéine entiére sont comparables
(Kd = 10754 107" M). La platination de ’ADN augmente cette affinité¢ de 4 a 100 fois
comparée a l'affinité de la protéine avec ’ADN non modifié [216]. Le domaine A de
la protéine HMG1 a une affinité qui varie de plus de deux ordres de grandeur suivant
les séquences étudiées, celle-ci étant maximale pour AG*G*A (astérisque indiquant la
base platinée). Dans ce cas, 1'affinité est alors augmentée d’un facteur 1000 par I’adduit
GG-cis-|Pt(NHs)o| [55].

D’autres protéines qui ne possédent pas de domaine HMG peuvent également se lier
aux adduits du cisplatine [133, 143, 189|. Récemment, il a été montré que les protéines
histones, protéines qui sont 10 fois plus abondantes dans le noyau que HMG1, ont une
affinité 20 fois plus grande pour 'ADN platiné que HMG1 [209, 216]. Ces protéines,
comme les protéines & domaine HMG, se lient & ’ADN de liaison de la chromatine et

reconnaissent les coudes et le déroulement de ’ADN.

La reconnaissance des adduits du cisplatine par les protéines intervient a différents

niveaux dans la modulation de activité antitumorale :

— les protéines peuvent servir d’éléments de reconnaissance pour la réparation, par
le systéme d’excision-réparation du noyau (NER : Nucleotide Ezcision Repair),
des nucléotides. Par exemple la protéine hRPA, chargée de la reconnaissance des
lésions lors de la réparation par excision, a quatre & six fois plus d’affinité pour
l'adduit GG-cis-|Pt(NH;)s] que pour PADN non platiné [144]. Les protéines du
systéme de reconnaisance et de réparation des mésappariements sont déficientes
dans certaines cellules résistantes au cisplatine. La reconnaissance des adduites
cisplatine-ADN par les protéines de réparation semble servir de signal initiant les
événements menant a l'apoptose.

— les protéines peuvent bloquer I’accés des adduits aux protéines de réparation [144].
L’inhibition de la réparation des adduits GG-cis-[Pt(NHj)o| et AG-cis-|Pt(NHj)s]
est provoquée par la fixation des protéines HMG1 et tsHMG empéchant la pro-
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téine hRPA de s’y fixer.

— les adduits du cisplatine entreraient en compétition avec le site naturel de liaison
et bloqueraient ainsi sa fonction normale. Par exemple le facteur de transcription
ribosomal hUBF & domaine HMG A, in wvitro, une affinité du méme ordre de
grandeur pour son site naturel de liaison que pour 'adduit GG-cis-[Pt(NHj)s].
A des concentrations en cisplatine plus faibles que dans les cellules traitées, les

adduits du cisplatine peuvent détourner hUBF de sa cible naturelle [188].

1.3.3 Inhibition de la réplication

In wvivo et in wvitro, le cisplatine inhibe la répplication de ’ADN [22, 149|. Les
diadduits du cisplatine bloquent la synthése de ’ADN avec des efficacités différentes.
La lésion majoritaire du cisplatine GG-cis-[Pt(NH;s)s| est la plus efficace [43]. Les
monoadduits formés par [Pt(dien)Cl|™ ne bloquent pas la synthése de PADN [85, 149].

Toutefois, I’activité des monoadduits semble dépendre de la polymérase étudiée [88|.

L’inhibition de la réplication ne semble pas la cause principale de la mort cellulaire.
En effet, le transplatine, isomére cliniquement inactif du cisplatine, inhibe la réplication
de ’ADN avec le méme taux de lésions sur ’ADN que le cisplatine [39]. De plus, la
dose nécessaire pour bloquer la réplication est supérieure a la dose qui induit la mort

cellulaire dans les cellules leucémiques L210 [167].

Les cellules traitées par le cisplatine arrétent leur cycle cellulaire en phase G2 donc

aprés la réplication de 'ADN et avant la mitose [177, 178].

1.3.4 Inibition de la transcription

Les diadduits du cisplatine sur PADN inhibent la transcription [44, 45, 46|, contrai-
rement aux monoadduits du [Pt(dien)Cl]™ qui n’induisent qu’une inhibition partielle de
la transcription. De méme que les adduits du cisplatine, ceux du transplatine inhibent
la transcription mais de facon moins efficace. Le taux de transcription translésionnelle
(au-dela de I'adduit) de PARN polymeérase est beaucoup plus élevé aprés traitement par
le transplatine qu’aprés traitement par le cisplatine (60-76 % et 0-16 % respectivement).
L’inhibition de la transcription pourrait donc contribuer a la différence d’activité entre

ces deux isoméres.

Il est cependant a noter que les génes dont le taux de transcription est élevé sont
les plus rapidement réparés [79], de sorte qu’il faut une quantité de cisplatine plus

importante pour inhiber la transcription que pour inhiber la réplication.
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1.3.5 Reéparation des adduits du cisplatine

Sur les leucocytes de patients traités par le cisplatine, plus les adduits cisplatine-
ADN sont réparés, plus la réponse clinique est faible [213]. De méme, les cellules dé-
ficientes en systéme de réparation sont plus sensibles au traitement par le cisplatine
que les cellules sauvages [52]; et les cellules résistantes a la drogue ont une capacité de
réparation supérieure a celle des cellules sauvages.

Tous les adduits du cisplatine ne sont pas réparés avec la méme efficacité. Les ad-
duits GXG-cis-|Pt(NHs)s| sont réparés 15 a 20 fois plus efficacement que les adduits
GG-cis-|[Pt(NHs)o| et AG-cis-[Pt(NHs)o|. A partir d’extraits de cellules humaines, 1’ad-
duit GG-cis-|[Pt(NH3)o| n’est pas réparé par le systéme de réparation par excision des
nucléotides. Une fois 'adduit excisé par le systéme UvrABC de FE. coli, et aprés une
étape de ligation, la réparation est compléte. Les différentes études ont montré que
lordre des vitesses de réparation des adduits du cisplatine est le suivant : GXG-cis-
[Pt(NHs)o| > AG-cis-[Pt(NH;3)s] > GG-cis-|Pt(NH;)s|. Ces résultats impliquent que
les enzymes humaines du systéme de réparation excisent difficilement 'adduit GG-
cis-|Pt(NHgz)s]. I est a noter que les études in vitro ont montré que le systéme de
réparation par excision des nucléotides est le systéme impliqué dans la réparation des
adduits cisplatine-ADN.

Si les guanines de adduit GG-cis-|[Pt(NHs)s| sont mésappariées avec une ou deux
thymines, la réparation est augmentée de facon importante. La différence structurale
entre les adduits 1,2 et 1,3-cisplatine semble donc responsable de la différence de répa-
ration entre les adduits.

La capacité de réparation des lésions du cisplatine sur 'ADN varie toutefois en
fonction du tissu dont sont extraites les protéines, mais n’est pas liée au profil de

toxicité du cisplatine.

1.3.6 Propriétés mutagénes des adduits du cisplatine

A long terme, le cisplatine provoque des mutations impliquées dans le développe-
ment de tumeurs secondaires. La réplication translésionnelle des adduits cisplatine-
ADN est une des source des mutations.

Les adduits GG-cis-|Pt(NH3)o| et AG-cis-|Pt(NH3)s| produisent respectivement
majoritairement des transversions de Gy en T et de Ay en T |21, 24, 212|. L’adduit
AG-cis-|Pt(NHj)s| est environ 5 fois plus mutagéne que 'adduit GG-cis-|[Pt(NH;)s|.
Aucune mutation spécifique n’a été observée au niveau de 'adduit GXG-cis-|Pt(NHj)s]
alors qu’il bloque moins efficacement les ADN polymérases que les adduits 1,2-cis-Pt.
La transversion spécifique de la base 5" des adduits 1,2-cis-Pt peut étre corrélée a la

plus grande déformation de la base du coté 5’. Cette observation doit étre pondérée
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par la faible mutagénicité des adduits 1,3-cis-Pt alors que ceux-ci déforment davantage
la double hélice.

Une proportion importante des mutations induites par le cisplatine se traduit aussi
par la délétion de fragments d’ADN [23, 40].

1.3.7 Résistance au cisplatine

La résistance cellulaire acquise au cisplatine qui apparait aprés une réponse initiale
de la tumeur a la chimiothérapie est la cause majeure des échecs du traitement des
cancers par le cisplatine.

Plusieurs mécanismes sont impliqués dans ce phénomeéne :

— Paccumulation du cisplatine dans la cellule peut diminuer de 50%. Cependant la
diminution de la quantité de cisplatine a 'intérieur de la cellule peut étre faible,
méme pour des niveaux de résistance élevés [103, 146].

— cette décroissance s’accompagne d’une augmentation du taux intracellulaire de
composés soufrés tels que le glutathion et les métallothionéines, ainsi que de
Pactivité de la GSH transférase. La pompe & GS-X est suractivée ce qui entraine le
transport quatre fois plus important des complexes glutathion-cisplatine a travers
la membrane chez les cellules résistantes aux cisplatine par rapport aux cellules
sensibles. Aprés diminution du glutathion intracellulaire, la sensibilité de la cellule
au cisplatine n’est pas recouvrée [1, 13, 74, 136].

— la résistance au cisplatine est liée & 'augmentation des facteurs de reconnaissance
des lésions de 'ADN et du taux de réparation des adduits; alors que la faible
résistance au cisplatine s’accompagne de la perte de reconnaissance des adduits
du cisplatine sur PADN par le systéme de réparation de mésappariements de
I’ADN |20, 97, 98, 110, 130, 131, 141, 214].
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Chapitre 2

L’ADN

Depuis la publication de son organisation tridimensionnelle [199], la description des
différents assemblages de la molécule a été normalisée par 'TUPAC/IUB. Voici donc
les conventions et la nomenclature qui ont été adoptées pour les acides nucléiques puis
briévement les structures classiques de ’ADN.

Les acides nucléiques (ADN et ARN') sont des structures polynucléotidiques. L'unité
nucléotidique est composée d’un sucre furanose (le 3-D-2’-désoxyribose pour PADN
et le B-D-ribose? pour I’ARN) phosphorylé en position 5 ou 3’ (nucléotide du type
5’-mono-phosphate ou 3’-mono-phosphate) et substitué en position 1’ par une base
azotée. Les nucléotides sont reliés par des liaisons covalentes entre les phosphates et les
sucres successifs. L’enchainement sucre-phosphate constitue le squelette phosphodies-
ter chargé négativement. Par convention, les polynucléotides sont tracés et lus dans
le sens 5'— 3’. L’enroulement autour d’un méme axe de deux chaines polynucléoti-
diques antiparalléles et complémentaires au niveau des bases forme la double hélice de
I’ADN [199]. Les deux brins antiparalléles du squelette phosphodiester permettent de
définir deux sillons dans la double hélice (petit et grand) qui ont des caractéristiques
différentes dans les diverses formes de ’ADN |[figure 2.2].

2.1 Les bases

Les cinq bases des acides nucléiques sont regroupées en fonction de leur nature chi-

mique : la guanine (G) et ’adénine (A) sont des purines (R), la cytosine (C), la thymine

IL’ARN se distingue de ’ADN par sa composition en bases et par son groupement C2’-hydroxy. Sa
structure secondaire se compose de « tiges » ou zones appariées formant une structure semblable & celle
de PADN, et de « boucles » ou zones non appariées entre deux « tiges ». Dans la structure tertiaire,
on observe des interactions qui impliquent des nucléotides distants dans la séquence et qui résultent en
des conformations trés variées et souvent trés différentes de celles de ’ADN. Les ARN peuvent avoir
une activité enzymatique (ribozymes). Les ribozymes sont impliqués dans le métabolisme, notamment
au niveau de la transcription [8, 27, 153].

2Le terme ribose vient de Rockfeller Institut for Biochemistry (rib) et de ose (sucre)

13
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(T) et l'uracile (U) sont des pyrimidines (Y). Dans I’ARN, l'uracile, qui remplace la
thymine, différe de celle-ci par Pabsence de groupement méthyle en C5 (figure 2.1).

Thymine
Adénine
Uracile
Guanine Cytosine
Purines (R) Pyrimidines (Y)

F1G. 2.1 — Les bases nucléotidiques.

bleu : azote, gris : carbone, blanc : hydrogéne, rouge : oxygéne.

La forme canonique de 'ADN est générée par 'appariement spécifique entre les
bases de chaque brin formant la double hélice. Les bases sont planes de sorte qu’elles
sont empilées les unes sur les autres le long du brin (stacking). Les interactions entre
les systémes conjugués des cycles aromatiques des bases d’'un méme brin et des brins
complémentaires contribuent fortement a stabiliser la structure hélicoidale. L’énergie
d’empilement provient essentiellement des interactions de type Van Der Walls. Dans la
double hélice, 'enthalpie de stacking entre deux paires adjacentes est estimée entre -5
et -12 Kcal/mol [126].

L’appariement le plus fréequemment rencontré est celui du type Watson-Crick [199]
ou une purine est associée a une pyrimidine (C-G, A-U, ou A-T) (figure 2.2). Les nom-
breux groupes donneurs et accepteurs de liaisons hydrogéne des quatre bases se prétent
a d’autres assemblages qui, comme les paires Watson-Crick, sont approximativement

coplanaires (figure 2.3). Certains associent A avec T, ou G avec C, comme les paires
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Hoogsteen [91], mais on trouve aussi des paires G-T (wobble), G-A, G-G, C*-C3 T-T,
A-A, ainsi que des triplets et des quadruplets de bases.

Grand Sillon Grand Sillon

sucre

Petit Sillon Petit Sillon

F1G. 2.2 — Appariements Watson-Crick et définition des sillons

sucre

CHy

FiG. 2.3 — Appariement selon Hoogsteen entre ’adénine et la thymine, dans la structure
cristalline formée par la paire 9-méthyladénine/1-méthylthymine [194].

L’interaction entre les bases d’une paire est assurée par des liaisons hydrogéne
constituées majoritairement d’interactions électrostatiques. Il y a deux liaisons pour
les paires Watson-Crick A-U et A-T et trois pour la paire G-C. Ainsi I'appariement
entre une guanine et une cytosine est plus favorable que celui entre une thymine et
une adénine. Il faut également noter que dans les solvants polaires, les molécules d’eau
rentrent en compétition avec les bases pour la formation des liaisons hydrogéne avec

les bases complémentaires, réduisant ainsi I’énergie libre d’appariement entre les paires

3 CT : cytosine protonée sur la position imino (N3).
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de bases. Les expériences thermodynamiques effectuées dans le chloroforme et dans le
diméthyl-sulfoxide estiment aux alentours de -2 a -5 Kcal /mol I’enthalpie d’appariement
entre deux bases [109, 138] et de récents calcul d’énergie libre estiment 1’énergie libre
d’appariement des paires A- T vers -4.3 Kcal /mol et vers -5.8 Kcal/mol pour les paires
G-C [6, 179]. Ces calculs montrent que les interactions sont certainement plus faibles
que celles du stacking. Ainsi la spécificité de 'appariement est assurée par les liaisons
entre les bases formant une paire et 'empilement de ces paires est I'origine principale de
la stabilité de I’hélice. La répulsion entre les phosphates anioniques tend a déstabiliser

la structure et la présence des contre-ions est nécessaire pour éviter la dénaturation.

2.2 Le squelette phosphodiester

La conformation du squelette phosphodiester nécessite la définition de six angles de
torsion pour chaque nucléotide. Ces torsions correspondent aux liaisons simples qui se
succeédent le long du squelette dans le sens 5’—3’. Elles sont notées par les lettres «,
B, 7, 0, &, ¢ avec a(P-05’) et ((O3-P) (figure 2.4).

03;.1,P-05°-C5’ g gt
P-05°-C5’-C4’ t g
=
& 05’-C5’-C4’-C3 g gh
| 3
'g 5 C5’-C4’-C3’-03 gt ot
=
S| s
N Q 5_ 5_ 7_ -
§ S C4’-C3’-03’-P t g
Al s C3’-03’-P-05" ., g g
A
'5 O1’-CI’-N1-C2 (Y)
OI’-CI’-N9-C4 (R)
v

F1G. 2.4 — Le squelette phosphodiester et les angles le définissant.

Grace aux nombreux degrés de liberté autour des liaisons simples, le squelette phos-
phodiester est assez flexible. Cependant, I’environnement stérique définit autour de
chaque liaison des rotations autorisées et entraine des conformations privilégiées pour
chacun des angles de torsion. Ces conformations sont appelées « gauche moins » (¢7),

« trans » (t), et « gauche plus » (g*) et leurs valeurs sont proches de -60°, 180°
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et +60° respectivement. Les variations des angles de torsion s’effectuent souvent de
maniére corrélée. Ainsi dans ’ADN B, la position du groupement phosphate peut étre
amenée plus prés du petit sillon de la double hélice en changeant la conformation des
angles € et ¢ de tg~ a g~ t (transition BI/BII) |76, 154]. De méme, dans ’ADN A, «
et v varient souvent ensemble et passent de la conformation g~ ¢g~a la conformation tt
[80, 154|. Cette transition couplée s’accompagne généralement d’une modification de
langle 3, qui passe de t & g™.

L’angle ¢ appartient au cycle du sucre et prend de ce fait des valeurs variant dans
une échelle plus restreinte que les autres angles de torsions, soit entre 70° et 170°.
Notons pour finir que les barriéres de potentiel de tous ces angles de torsion peuvent

varier de 0,5 a 5 Kcal/mol environ selon leurs substituants [115].

2.3 Le sucre furanose

Les sucres furanoses des acides nucléiques sont des pentoses dont le cycle n’est pas
plan mais plissé. Le plissement est dit « enveloppe » (E) lorsqu’un seul des atomes
du cycle sort du plan formé par les quatre autres. Si deux atomes sortent du plan formé
par les trois autres, le plissement est « twist » (T) (figure 2.5). Il y a donc vingt
conformations dont le plissement est maximal : cinq conformations E « vers le bas »
notées ;E (ou i désigne 'atome déplacé du coté opposé a Patome C5’ par rapport au
plan cyclique), cinq conformations E « vers le haut » (ou i désigne I'atome déplacé
du coté de 'atome C5’ par rapport au plan cyclique) notées ‘E, les cinq ;T et les cing
“T ]202].

\brin 5’ base/

V, C4-01’-CI’-C2’
Vv, OI'-CI’-C2-C3’
Vv, CI’-C2’-C3’-C4’
Vv, C2-C3-C4-0l
v, C3-C4-01'-CI’

Q] brin 3’

F'1G. 2.5 — Le sucre furanose et les angles qui le décrivent.
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Dans un cycle a cinq atomes dont les longueurs de liaison sont fixes, cinq angles de
torsions décrivent la conformation (figure 2.5). Il y a quatre degrés de liberté conforma-
tionelle : cinq atomes soit quinze coordonnées cartésiennes, auxquels il faut retrancher
six degrés de liberté pour les translations et les rotations correspondant au positionne-
ment dans l'espace, et cing degrés de liberté correspondant aux longueurs de liaisons

fixes.

Le concept conventionnel de pseudo-rotation [3| décrit le sucre comme une vague
stationnaire a l'aide de deux de ces variables seulement : I'amplitude qui indique le
degré de non-planarité et la phase qui indique la position et le signe du plissement.
Les deux autres variables qui doivent compléter la description du cycle correspondent
a des réajustements mineurs des angles de valence endo-cycliques [128; 127|. La phase
P et 'amplitude m d’un sucre sont définis en fonction des angles de torsion v par les

relations suivantes :

P =tan"}(B/A) et m = (A® + B?)

avec
A= %Zj:OA v, COS(%)
B=—2%_o4vsin(*F)

Le cercle de pseudo-rotation (figure 2.6) représente les vingt conformations possibles
que peut adopter un pentose. Toutes les conformations ne sont pas autorisées dans
le nucléotide car le sucre est asymétriquement substitué. Les conformations les plus
stables sont les formes C3’-endo ( sucre « nord », N) et C2’-endo (sucre « sud », S)
(figure 2.7). La RMN 28] et la cristallographie [215] indiquent également que la région
centrée autour de Ol’-endo constitue un troisiéme domaine stable (sucre « est », E).
Le profil énergétique d’un nucléotide en fonction de la phase de son sucre montre les
régions stables C2’-endo et C3’-endo et indique également que la transition de 'une vers
Iautre se fera par la conformation O1’-endo et non O1’-exo, du fait de 'encombrement

stérique généré par la base en C1’.

Un dernier angle de torsion compléte la description du squelette phosphodiester :
I'angle glycosidique x (O1’-C1’-N1-C2 pour les pyrimidines et O1’-C1’-N9-C4 pour les
purines) qui relie la base azotée au sucre. Il peut adopter deux conformations notées
syn et anti. Dans les acides nucléiques hélicoidaux, la conformation anti est dominante
car elle minimise I’encombrement stérique entre les atomes de la base et ceux du sucre.
La conformation syn est observée dans des structures particuliéres comme ’ADN Z,
généralement pour des purines ou les génes stériques sont moins importantes (figure
2.8).
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01’-endo

F1G. 2.6 — Cercle de pseudo-rotation. Les signes des cinq angles diédres endo-cycliques sont
indiqués & l'intérieur du cycle furanose [3|

F'1G. 2.7 — Représentation schématique des plissements C2’-endo (gauche) et C3’-endo (droite)

2.4 Les paramétres hélicoidaux

Le plissement des sucres et les angles de torsion du brin phosphodiester permettent
de caractériser complétement la structure interne de chaque brin d’un acide nucléique.
Toutefois, I'utilisation de paramétres qui décrivent leur conformation hélicoidale donne

une meilleure image de leur structure globale. De tels paramétres ont été utilisés deés
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Fi1G. 2.8 — Configuration syn et anti de l'angle glycosidique x. Le sucre et la base sont
schématisés en bleu et en vert, respectivement.

que les premiéres données sur la conformation de ’ADN & partir des expériences sur les
fibres d’ADN furent accessibles. e nombre de paramétres augmenta avec la découverte
de la multitude d’irrégularités structurales de la double hélice, que I'on a pu observer
dés 'obtention des mono-cristaux d’ADN. Lors de la convention de Cambridge en 1988
[Dickerson et al., 1989], un ensemble de paramétres hélicoidaux standards permettant
de décrire complétement la structure des acides nucléiques a été défini.

Ces parameétres sont répartis en trois groupes :

1. Les quatre parameétres de positionnement d’une base par rapport a I’axe hélicoidal

(deux rotations et deux translations) (figure 2.9).

2. Six paramétres intra-paire de bases pour positionner les deux bases de la paire

I'une par rapport a l'autre ( trois translations et trois rotations) (figure 2.10).

3. Six paramétres inter-paires de bases pour orienter et positionner deux paires de

bases successives (trois translations et trois rotations) (figure 2.11).

Le sens positif des angles de rotation est donné par la « régle de la main droite »
autour des axes associés. Ces parameétres ne présentent pas tous le méme intérét
certains en effet ont une variabilité réduite dans les conformations standards (shear,
stretch, stagger et opening).

La maniére dont doivent étre calculés les parameétres n’a pas été définie & Cambridge
et aujourd’hui il existe deux approches différentes : ’approche dite « globale » découle
des travaux originaux sur les hélices réguliéres, elle définit un axe par rapport auquel
sont, calculés les paramétres hélicoidaux. Dans les structures déformées, un axe global
droit n’est pas approprié mais la définition d’un axe global courbe permet de donner

une image des grandes déformations possibles de la double hélice [112]. Au contraire,
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X displacement (dx)

Y displacement (dy) Inclination (1)

Fia. 2.9 — Parameétres hélicoidaux

Stagger (Sz) Opening ()

F1G. 2.10 — Parameétres intra-paires de bases

Iapproche « locale » s’attache & décrire la jonction entre paires de bases adjacentes

et ne se préoccupe pas de définir un axe global [114].

Finalement, il est souvent intéressant de mesurer la géométrie des sillons formés
entre les brins phosphodiester. Le petit sillon correspond par convention au co6té des
liaisons glycosidiques, le grand sillon correspond a Pautre coté (figure 2.2). Ainsi, sui-

vant la conformation de 'ADN, les dimensions des sillons peuvent varier beaucoup. La
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A

Shift (Dx) Tilt (t)

Roll (p)

”\L“+

Rise (Dz) Twist (Q)

F1G. 2.11 — Parameétres inter-paires de bases

largeur des sillons peut étre calculée de deux fagons différentes : comme la distance la
plus courte entre deux atomes de phosphore a travers le sillon, ou de facon continue le
long du sillon [168].

2.5 Polymorphisme de ’ADN

La cristallographie reste la méthode la plus apte & fournir des informations au
niveau atomique sur les structures des acides nucléiques [50, 86, 171, 186]. Elles sont
rassemblées dans les bases de données standards (la Protein Data Bank « PDB »
[17, 19| ou la Nucleic Acids Data Bank « NDB » [18|). Elles contiennent plus de
cent structures d’ADN résolues a moins de 2 A, une résolution d’au moins 1.4 A étant
nécessaire pour déterminer avec précision les parameétres hélicoidaux [155]. On peut
émettre des réserves quant aux informations apportées par la cristallographie puisque
I’environnement cristallin peut induire des déformations importantes de la double hélice
qu’elle ne subit probablement pas dans les conditions physiologiques. Cependant, il
faut noter que ’'ADN dans la cellule se trouve en contact étroit avec d’autres molécules
(protéine ou ADN), donc dans un environnement de faible constante diélectrique, de
haute force ionique, dans une situation de déshydratation partielle, et sa structure n’est

peut étre pas si éloignée de celle des ADN cristallisés.



2.5. POLYMORPHISME DE L’ADN 23

La RMN permet de déterminer des structures moyennées dans le temps d’oligoméres
en solution [96]. On peut ainsi distinguer les différents allomorphes de I’ADN et les per-
turbations structurales majeures induites par des paires de bases non complémentaires
comme les mésappariements (mismatch) ou par des zones de non appariement (bulge ).
Elle permet, comme la cristallographie, d’observer des variations structurales de ’ADN
qui dépendent de sa séquence [35, 132]. Toutefois, les résultats obtenus par la RMN
sont encore dépendants des techniques de modélisation utilisées pour affiner les modéles
de structure.

La structure globale de la double hélice d’ADN est dépendante de son environ-
nement : force ionique, degré d’hydratation, température, nature du solvant [171] et
aussi de sa composition en bases. Les nombreuses études de diffraction des rayons X
sur des fibres et des cristaux d’oligonucléotides d’une part, et les expériences de RMN
d’autre part classent les structures de ’ADN en trois grandes familles allomorphes
A, B et Z. Ces trois structures sont visuellement reconnaissables : a nombre égal de
paires de bases, la double hélice est longue et élancée dans la conformation B (figure
2.12), courte et large dans la conformation A (figure 2.13) et plus longue et plus fine
dans la conformation 7Z (figure 2.14). Les valeurs caractéristiques moyennes des para-
métres structuraux de ces différentes formes sont regroupées dans le tableau 2.1. Ces
conformations différent par I’empilement des paires de bases et par leur position par

rapport a I'axe hélicoidal.

2.5.1 Forme B

La forme B de 'ADN est dominante lorsque I’hygrométrie est supérieure a 90%
[66, 206]. L’enroulement de 1’hélice autour de son axe étant « main droite », on parle
d’une hélice droite. Les paires de bases se situent au centre de la double hélice, et
sont globalement perpendiculaires a 1’axe hélicoidal. Il y a environ dix paires de bases
par tour, espacées de 3.4 A le long de l'axe (figure 2.12). Les sucres sont « sud »,
les torsions glycosidiques sont anti et les groupements phosphate sont en forme BI
(e — (¢ = —90° contrastant avec une valeur d’environ +90° pour la forme BII). Les grou-
pements phosphate sont diamétralement opposés et leurs oxygénes anioniques pointent
vers 'extérieur de ’hélice. Ces derniers sont stabilisés par des interactions avec les mo-
lécules d’eau et les contre-ions positifs, réduisant ainsi la répulsion électrostatique entre
les deux brins. Du fait que les deux liaisons glycosidiques d'une paire de bases sont du
méme coté, les deux sillons n’ont pas la méme dimension. Ainsi le petit sillon est étroit
et le grand sillon est large, tandis que leurs profondeurs sont comparables. Cette diffé-
rence est trés importante pour les interactions avec les protéines ou d’autres molécules :
chaque sillon forme un environnement local différent du point de vue électrostatique et

stérique.
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Paramétre ADN A | ADN B ADN Z
paramétres hélicoidaux globaux
Xdisp -5,3 0,0 1,2
Ydisp 0,0 0,0 2,0/2,0
Inc 20,7 1,5 14,5
Tip 0,0 0,0 178,5/-178.5
Buckle 0,0 0,0 4,9/-4.9
Propeller Twist -7,5 -13,3 1,1
Slide 0,0 0,0 3,9/-3,9
Rise 2,6 3,4 4,7/2,7
Tult 0,0 0,0 0,0
Roll 0,0 0,0 -2,9/2,9
Twist 32,7 36,0 -8,9/-49,2

angles de torsion du squelette

! -74,8 -40,7 71,7/-137,4

15 -179,1 135,6 | -176,0/-169,1

v 58,9 37,4 175,5/60,0

€ -155,0 | -133,2 | -92,2/-101,8
¢ -67,1 -156.,9 -53,3/76,6

X -158,9 | -101,9 63,3/-147,4

description du sucre

Phase 18,3 154,8 13,2/163,4
Amplitude 41,6 39,7 38,9/17,1

TAB. 2.1 — Paramétres structuraux des trois familles de PADN. Les translations sont en A
et les rotations en degrés. Pour PADN Z, les valeurs pour les paires YpR puis pour les paires
RpY sont données. Elles reflétent la symétrie dinucléotidique de cette forme [81].

Selon certains auteurs, au niveau du petit sillon des paires de bases A-T, deux
couches successives de molécules d’eau formeraient une « épine dorsale » d’hydra-
tation : celles de la premiére couche reliraient deux accepteurs de liaisons hydrogéne,
tout en étant elles méme reliées entre elles par les molécules de la deuxiéme couche [54].
L’étude récente de la structure du dodécamere de Dickerson résolue a 1.4 A suggére
également la présence d’ions monovalents, notamment au niveau des séquences du type

A, T, [174, 175] dans la premiére couche de cette « épine dorsale » d’hydratation.

2.5.2 Forme A

La forme A est induite lorsque ’hygrométrie est inférieure a 75%, soit dans l'envi-
ronnement cristallin : soit dans les solutions mixtes alcool /eau [104]. Elle est également
favorisée par des séquences riches en paires de bases GC, mais reste généralement moins
stable que I’ADN B en solution aqueuse [135, 198]. Ainsi, bien qu'il soit facile d’obtenir

des cristaux d’ADN en forme A, ils contiennent parfois un mélange des formes A et B
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Fi1G. 2.12 — ADN B. P : petit sillon, G : grand sillon.

[51, 119].

L’ADN dans sa forme A (figure 2.13) est une hélice droite, son diamétre est plus
grand que celui de PADN B. Le sucre passe de la forme C2’-endo a la forme C3’-endo.
L’angle glycosidique, le Twist et le Rise sont réduits. Le pas de I'hélice est de 28 A et
de onze paires de bases par tour. Les paires de bases sont déplacées vers le petit sillon
et ne sont plus perpendiculaires a 'axe de I'hélice mais inclinées (le Tilt est de 207).
Le déplacement des paires de bases a une conséquence sur ’aspect des sillons : par
rapport a la forme B, le grand sillon est étroit et trés profond, le petit sillon est trés
élargi et peu profond. Ces changements structuraux induisent le rapprochement des
groupements phosphate vers le grand sillon : le potentiel électronégatif aux abords de
ce dernier est ainsi augmenté, ce qui peut influencer la fixation d’un éventuel ligand. Les
oxygénes anioniques se retrouvent face a face et sont fortement hydratés. Ils peuvent
ainsi former entre eux, du fait de leur proximité, des liaisons inter et intra-brin par

I'intermédiaire des molécules d’eau [165].

On observe une moins grande variation de la structure en fonction de la séquence
dans la forme A que dans la forme B [180]. Par exemple, les phases des sucres C3’-endo
sont beaucoup plus confinées autour de leur valeur canonique (18°) que ne le sont les
sucres C2’-endo (162°) dans la forme B. L’ADN A posséderait également une « épine

dorsale » d’hydratation dans le grand sillon [64].

Les transitions B— A n’induisent que des réarrangements limités du squelette et de

la géomeétrie des bases (tableau 2.1). Elles peuvent intervenir de fagon concertée et sans
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Fi1Gg. 2.13 - ADN A

a-coup dans toute la molécule d’ADN. Elles passent par des intermédiaires hybrides
dont les deux brins peuvent contenir un mélange de sucres en conformation C3’-endo
et C2-endo [5, 157]. Les jonctions B/A se forment avec un faible coiit énergétique
puisque les bases y conservent un bon empilement et que le squelette phosphodiester y
est peu étiré. En outre, elles entrainent une petite courbure de 1’axe hélicoidal (d’en-
viron 157) préférentielle a I'inclinaison des bases [111]. En cristallographie, des formes
intermédiaires entre A et B sont observées localement entre deux fragments d’ADN-B.
Les complexes ADN-Zif268* [145] et ADN-TBP® [77] illustrent ce phénoméne. On peut
ainsi penser que cette forme intermédiaire intervient dans le fonctionnement de ’ADN

dans la cellule.

2.5.3 Forme Z

La forme 7Z a été détectée initialement grace a son spectre de dichroisme circulaire
inhabituel [150]. Elle différe trés nettement des formes A et B puisqu’elle se caractérise
par une double hélice gauche. Ses paires de bases sont tournées de 180° autour de
I'axe (Z) par rapport a celles des formes A et B (figure 2.9). Elle présente une forte

symétrie dinucléotidique accentuée par les séquences alternées RY. L’hélice a un pas

47if 268 est un facteur de transcription découvert chez la souris qui comprend trois motifs en doigt
de Zinc.

°Le facteur TATA ou TATA-box binding Protein (TBP) est une des protéines formant le complexe
TFIID, facteur général de la transcription qui permet la fixation de ’ARN-polymérase de type IT &
I’ADN.



2.5. POLYMORPHISME DE L’ADN 27

de 45 A et douze paires de bases par tour, elle est donc étirée par rapport aux formes
A et B (28 A/onze paires de bases et 34 A/dix paires de bases, respectivement). Le
plissement des sucres et 1'angle glycosidique alternent respectivement entre C2’-endo
(anti) et C3’-endo (syn) lors du passage d’une pyrimidine & la purine adjacente. Les
bases sont rejetées vers 'extérieur de la double hélice du coté du grand sillon, faisant
pratiquement disparaitre ce dernier. Il apparait donc large et peu profond tandis que

le petit sillon est étroit et trés profond (figure 2.14).

F'1G. 2.14 - ADN Z

L’ADN Z est instable dans les conditions physiologiques. Il est favorisé par des
séquences alternées GC, par une forte concentration saline ou par la présence d’ions
multivalents [9, 99, 105, 117, 121, 195] qui écrantent les groupements phosphate et
permettent donc le resserrement du petit sillon caractéristique de cette conformation.
Comme les formes A et B, elle serait stabilisée par une « épine dorsale » structurée
de molécules d’eau qui s’établirait dans le petit sillon [72]. Elle peut aussi étre stabili-
sée par la modification chimique des bases comme la méthylation de la cytosine en C5
[12, 70] ou sa bromination [36, 123]. L’ADN Z peut également étre induit par la création
de supertours négatifs ou par réaction avec des anticorps spécifiques et certains oligo-
peptides [184]. Parallélement, d’autres types de modifications chimiques, entre autres
celles qui génent la rotation des paires de bases, défavorisent la transition B—Z.

Les mécanismes de la transition B—Z sont trés peu connus malgré les différents
modéles proposes [78, 82, 84, 112]. Ceux-ci suggérent qu’aprés une lente étape d’initia-

tion [159], la transition se propage de paires de bases en paires de bases le long de la
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séquence sans ouverture de celles-ci. La zone de jonction serait tres limitée dans 1'es-
pace [53, 93, 172| et caractérisée par une importante dislocation et une forte courbure
de l'axe hélicoidal [111]. Cette rupture de 'axe serait couplée & une augmentation du
Rise jusqu’a la perte des interactions de stacking, ce qui faciliterait le retournement

des bases et le changement de sens de la double hélice.

2.6 Conclusion

Les données structurales dont la qualité ne cesse de s’améliorer montrent que la
conformation de PADN est en réalité beaucoup plus complexe que la double hélice sy-
métrique de Watson et Crick. L’ADN est une molécule relativement flexible qui présente
des conformations locales diverses, dépendantes de la séquence en bases. La variabilité
des conformations cristallographiques des ADN B témoigne de cette flexibilité |86], et
les études par spectroscopie RMN permettent également d’obtenir des informations sur
la flexibilité de 'ADN en solution [81]. Ainsi, il faut voir les trois formes canoniques
de P’ADN comme trois familles de structures plutot que comme des structures uniques.
Elles signalent des zones de stabilité dans ’espace conformationnel trés complexe de
la double hélice. A ces familles canoniques, s’ajoute une série de structures irréguliéres
telles les triples ou quadruples hélices, les ADN cruciformes [81, 116] et les « fermetures
éclair » d’adénines [173]. Il faut noter que toutes les structures irréguliéres, ainsi que
les formes A et Z sont généralement moins stables que TADN B dans les conditions
physiologiques. Leur role biologique est un sujet d’étude trés actif car sa compréhen-
sion est essentielle pour caractériser complétement les fonctions biologiques de ’ADN.
Parmi I’ensemble de ces déformations, la courbure intrinséque de PADN joue un role

important dans les mécanismes de reconnaissance spécifique ADN - protéine.



Chapitre 3
Simulation de dynamique moléculaire

Si la mécanique moléculaire a longtemps été la panacée des représentations numeé-
riques pour les modéles atomiques, elle était limitée en pratique par les performances
des ordinateurs. Depuis le début des années 90 et la progressive augmentation des per-
formances des processeurs 32-bits économiques, celle-ci a laissé place a la dynamique
moléculaire. Il est actuellement possible de réaliser des simulations de dynamique molé-
culaire d’une dizaine de nanosecondes, échelle de temps intermédiaire entre les confor-
mations statiques issues des structures cristallographiques et celles dynamiques issues
des structures par spectroscopie RMN. Je détaillerais dans le chapitre V les possibilités

et limites de cette approche dans le cadre de la modélisation d’ADN platinés.

3.1 Meéthodologie de la Dynamique Moléculaire

Le formalisme de la dynamique moléculaire utilise la seconde loi de Newton (éq.
3.1) pour décrire le mouvement d’une molécule en fonction du temps :
F = m,.a (3.1)

- FZ est le vecteur force agissant sur 'atome i;

— m,; est la masse de 'atome i;

— @, est le vecteur accélération de I’atome i.
Comme le montre 1’équation de Newton, la vitesse et le sens du mouvement atomique
dépendent des forces qui s’exercent entre les atomes. Au début d’une simulation une
vitesse initiale propre est attribuée aux atomes, pour se conformer a I'énergie cinétique
totale du systéme. Cette énergie dépend elle-méme de la température de simulation dé-
sirée. Elle est habituellement obtenue en élevant lentement la température d’un systéme
moléculaire placé initialement au zéro absolu et en amenant ainsi progressivement les

atomes qui le constituent a I’énergie d’équilibre. La dynamique moléculaire permet de

29
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calculer la force exercée sur chaque atome et de déterminer différentes informations liées
a la connaissance de cette donnée (vitesse et position des atomes pendant un intervalle

de temps spécifique, de 'ordre de 1 & 1000 fs suivant les systémes moléculaires).

La force F; qui s’exerce sur un atome i se trouvant en position r;(t) est déterminée
par différenciation de la fonction énergie potentielle au voisinage de la position 7;(t)
(éq. 3.2) :

N
7 CdE(ri,.my)

L’énergie potentielle totale du systéme, E(r), se calcule en utilisant les techniques
de mécanique moléculaire ou de chimie quantique. La mécanique moléculaire ne per-
met de calculer I’énergie que pour des applications n’induisant pas de modifications
importantes de la structure électronique (ex : rupture/formation d’une liaison). La
chimie quantique donne une valeur de I'énergie permettant d’étudier des processus
dynamiques entrainant des changements chimiques mais cette application est d’utili-
sation limitée (compte-tenu de la durée des calculs nécessaires a la détermination de la

fonction énergie).

La dynamique moléculaire permet d’étudier la trajectoire des atomes a partir de
la connaissance des forces s’exercant sur chaque atome et des masses atomiques. Pour
I’ensemble des atomes définissant une structure moléculaire, I’équation de Newton sui-

vante est vérifice (éq. 3.3) :

— d?r;(t)

F, =m, 3.3
mi— (3:3)

Cependant par suite d’'un défaut de solution analytique, les trajectoires ne sont
pas directement déterminées par résolution de I’équation de Newton précédente. Une

approche différente est utilisée. Elle consiste a calculer :

— les accélérations atomiques & partir des forces s’exercant sur chaque atome et des
masses atomiques ;
— les vitesses de chaque atome & partir de la connaissance des accélérations ato-

miques (éq. 3.4) :

—
—>_dUi

a; = 3.4
Codt (3:4)
— les positions des atomes & partir des vitesses atomiques (éq. 3.5) :
ar
v = — (3.5)

dt

L’intégration de ces équations se fait en subdivisant la trajectoire en une série d’états
discrets séparés par des intervalles de temps trés courts dont la longueur définit le pas

d’intégration 0t. Le déplacement d’un atome pendant I'intervalle de temps dt est ainsi
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donné par I'équation (éq. 3.6) :

T (L4 0t) — T, (t) = dr"dit*)m = 07 (t%) At (3.6)

La valeur de 'instant t* fournie par la méthode de Verlet|193] est le milieu de §t et
non (t + %) car la vitesse n’est pas constante sur cet intervalle de temps. Il est alors
possible de déterminer 'accélération a partir de la seconde loi de Newton et la vitesse
propre a chaque atome (éq. 3.7) :

At

Ff(t%—?):vi(t

At

5 )+ a; (t)At (3.7)

La détermination de la vitesse permet d’obtenir la position de 'atome a I'aide de
I'équation précédemment énoncée a 'instant (¢ 4 0t). La répétition de cette procédure
a des intervalles de temps discrets en fonction de la vitesse aboutit a l'identification de

la trajectoire (tableau 3.1).

Temps t— 2 t t+ 4 t + ot t |
Positions ri(t) ri(t + ot)

Vitesses vi(t — %) vt + ) vt + 22)
Forces F;(t) F;(t + ot)

TAB. 3.1 — Déroulement du calcul d’un pas d’intégration de dynamique moléculaire.

Notons que la cohérence des résultats obtenus par la méthode de dynamique molé-
culaire sera directement liée a deux éléments :
— fiabilité des potentiels;
— valeur donnée au pas d’intégration ot : Iintervalle de temps choisi devra étre
plus petit que la période du mouvement de la plus haute fréquence. Son ordre de
grandeur est de 1 fs, ce qui permet de simuler correctement les mouvements de

vibration des liaisons hydrogénes.

3.2 Simulation en solvant explicite

Dans le cadre d’une simulation en solvant explicite (c’est-a-dire qui contient une
description ponctuelle des ions et molécules d’eau), le calcul des forces devient vite

prohibitif en ressources informatiques.

Pour conserver la cohérence des résultats tout en diminuant ’énorme puissance de

calcul nécessaire, deux méthodes clés ont été développées.
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3.2.1 Conditions périodiques et seuil de calcul

Le traitement correct des interactions a longue distance dans les simulations de dy-
namique moléculaire est difficile a cause du caractere a longue distance (%) du potentiel
de Coulomb. Dans les simulations actuelles, il est ainsi nécessaire d’utiliser un « seuil
de calcul » ou « cutoff » qui limite entre 8 et 16 A la distance au-dela de laquelle
les interactions entre un atome et ses voisins ne sont pas calculées. Toutefois, ce seuil
de calcul engendrerait de graves distorsions dans le traitement correct des interactions
s’il n’était pas corrigé par 1'utilisation de conditions périodiques.

Considérons N atomes de charge ponctuelle ¢, ¢o, ..., gy situés aux positions 7y,
T9, ..., ry dans la boite centrale U de coté L (la boite est supposée cubique pour la
démonstration), 'ensemble étant neutre électriquement. L’énergie électrostatique totale
(coulombienne) de la boite U ainsi que les interactions entre la boite centrale et toutes

les images (conditions périodiques) est donnée par I’équation 3.8 :

oco*x N

N
1 4iq;

FE = — E E E J 3.8

(7’1,7”2, 7TN) 2 47T€T€O|Tij+n| ( )

In|=0 i=1 j=1

Le vecteur n est défini par n = (n,L,n,L,n,L) et le symbole « * » sur la premiére
somme indique que les termes correspondant a i=j sont omis quand n=0. En fait, &
cause du caractére longue distance du potentiel de Coulomb (), calculer la somme
de cette équation devient inapplicable. L’astuce pour contourner ce probléme est de
couper les interactions en deux termes (équation 3.9) :

1 flr) 1= f(r)

i 3.9
r r * r (3:9)

Le but est donc de trouver une fonction f(r) appropriée, laquelle peut traiter les
variations rapides de % pour des distances petites (r petit) et les variations lentes de %
pour les longues distances (r grand). Cela veut dire que le premier terme @ devrait
étre négligeable au-dela d’un certain seuil r,,, et que le deuxiéme terme devrait changer
lentement pour toute valeur de r permettant ainsi un calcul efficace, dans 'espace
réciproque, de sa contribution au potentiel électrostatique.

La méthode dite « somme d’Ewald »[61] a été introduite en 1921 comme une tech-
nique pour calculer efficacement la somme des interactions électrostatiques entre les
particules d’un systéme moléculaire dans les conditions périodiques.

Cette méthode calcule I’énergie électrostatique coulombienne dans des conditions
périodiques en la somme de trois termes de rapide convergence :

— la somme directe qui est une somme sur ’espace réel,

— la somme réciproque (imaginaire ou de Fourier),

— la somme de correction qui est une constante de correction.
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Ces trois sommes sont présentées dans les équations 3.10, 3.11, 3.12, 3.13 :

Edirecte(rla re, ...y TN) -

0 N N
Z ZZ ¢.q; erfe(alry +n| (3.10)
47T€r€0 |rij + 7’L| '

« est une constante arbitraire qui détermine le rapport relatif de convergence entre

N | —

les sommes directe et réciproque.

erfe(r) = — /OO exp(—t*)dt (3.11)

2

1 Al qq; Ar? k
Ereciproque(T1,T25 .o, TN) = 5 Z Z Z 47r15 ]goﬁexp (—W) cos(k.ri;)  (3.12)

N
q-i
Ecorrec ion — 3.13
! VT Z dme, ey (3:13)

L’algorithme original d’Ewald consomme un temps de calcul proportionnel & N2,
ol N est le nombre de particules du systéme étudié. Des approximations basées sur
des seuils et 1'utilisation de transformées rapides de Fourier permettent d’arriver aux
temps de calcul en N.log(N). La méthode PME (Particle Mesh Ewald) est 'un des
algorithmes utilisant ces approximations [48|.

Dans la méthode PME, la somme directe est évaluée explicitement en utilisant un
seuil de 8 4 10 A tandis que la somme réciproque est approximée, par lintermédiaire
des transformées rapides de Fourier (FET : Fast Fourier Transforms), & une grille o les
charges sont interpolées aux points de la grille en utilisant la technique d’interpolation
dite « B-spline ». C’est Defficacité et I'exactitude du calcul de la somme réciproque
qui donne & PME son avantage informatique. Grace a cette méthode, les simulations de
dynamique moléculaire de systémes biologiques (ADN, ARN, protéines, etc.) peuvent,
depuis une décennie donner une description cohérente des résultats expérimentaux
[7, 30, 31, 32, 33, 34, 166

3.2.2 Restrictions sur la longueur des liaisons

Le mouvement de plus rapide amplitude est la vibration de la longueur des liaisons
hydrogénes. Son ordre de grandeur étant de 1 fs (1071° s), cette durée est donc le
pas d’intégration minimum nécessaire pour une représentation correcte des forces lors
d’une simulation de dynamique moléculaire. Afin d’accélérer les calculs, Berendsen et
ses collaborateurs ont restreint la mobilité de ces liaisons [164], ce qui permet d’utiliser

un pas d’'intégration de 2fs au lieu de 1fs, divisant par deux le temps de calcul nécessaire.
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Cette contrainte associée a l'utilisation de molécules d’eau de type TIP3P [100],
dont le rayon de Van der Walls des hydrogénes est nul, permet de rendre ces derniéres
complétement rigides et assimilables au diamétre de 'oxygéne seul. Cette combinaison
de simplification et rigidification du modéle aqueux permet de diminuer le nombre de

calculs & effectuer.

3.3 Le champ de force ’AMBER

AMBER [47, 200] utilise un modéle de représentation des molécules dit « tout atome »
(« all-atoms force field »), toutes les caractéristiques des atomes (longueur des liaisons
inter-atomiques, charge des atomes, angles de valence et de torsion, constante de force
des liaisons atome-atome, constante de répulsion-attraction) sont décrites explicite-
ment dans un ensemble que I'on appelle champ de force. Le calcul de I'énergie des

interactions inter atomiques est effectué en utilisant ’équation 3.14.

Etotal = Z KT(T - ’f’eq)2

liaisons

+ > K0 - 0.,)

angles
+ Z E[1+Cos(nqb—7)]
— 2
torsions
Ay Bij | 4
DY [7«12 A
i<j i 1] J

(3.14)

L’élongation des liaisons (r) et la distorsion des angles de valence (6) sont
en général faibles, de 'ordre de 0,05 A pour les longueurs de liaison et de quelques
degrés pour les angles de valence. Les fonctions d’énergie potentielle utilisées pour
décrire ces déformations sont des fonctions paraboliques dites harmoniques, suivant
la loi de Hooke. Ces fonctions sont trés utilisées dans tous les champs de force et
sont valides si la déformation n’est pas trop importante (dans ce cas un potentiel de
Morse reproduit mieux I'énergie). L’indice « eq » représente la position d’équilibre des
oscillations des longueurs de liaison et des angles de valence. Les constantes K, et Ky
sont les constantes de force dérivées de 'analyse vibrationnelle de molécules modéles
(spectroscopie IR, Raman) ou des calculs de modes normaux.

L’énergie de torsion (angle diédre) associée a la rotation (¢) autour d’une liai-
son BC définie par quatre atomes consécutifs ABCD est exprimée sous la forme d’une

fonction périodique développée en série de Fourier. V', est la constante de torsion (bar-
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riére de rotation), n la périodicité de la rotation et v est I'angle de phase. Les données
cristallographiques, la RMN et la spectroscopie micro-ondes permettent d’accéder a ces
trois paramétres.

L’énergie d’interaction de Van der Walls fait partie des interactions non liées
décrivant la somme des énergie des forces attractives et répulsives. L’expression de
I’énergie d’interactions de Van der Waals est exprimée en général sous la forme d’un
potentiel de Lennard-Jones constitué des interactions dipolaires attractives entre deux

Bij

atomes i et j séparés par une distance r (énergie de dispersion de London) ~* et du
ij

Ay . , . . X
terme 73 qui représente les répulsions entre les mémes atomes a cause des recouvre-
ij

ments des nuages électroniques a courtes distances. Les termes A;; et B;; sont constants
pour un couple d’atomes donné.

Les interactions électrostatiques forment ’autre composante des interactions
non liées. Elles sont calculées d’aprés la loi de Coulomb, ot la molécule est décrite
par des charges partielles centrées sur les atomes. Ces charges sont généralement dé-
terminées par des calculs ab initio ou semi-empiriques. ¢;; est la constante diélectrique
comptant dans I'atténuation de l'intéraction électrostatique par I’environnement (sol-
vant ou molécule elle-méme) ; ¢; et ¢; sont les charges partielles des atomes concernés

par 'interaction.

3.4 Mise en place d’une simulation de dynamique mo-

léculaire

Aprés avoir présenté le principe de la simulation ainsi que son implémentation dans
la suite logicielle AMBER, voici une description des étapes clés de la mise en place de

celle-ci.

3.4.1 Préparation du composé

Quand un composé a une géométrie classique (ADN et protéine natifs), il est pos-
sible d’utiliser les outils d’AMBER comme xleap/Moil-View |26, 176] ou antechamber
[197] qui permettent d’automatiser tout ou partie du processus pour créer la confor-
mation de départ pour la dynamique.

Dans le cas du cisplatine, qui provoque des déformations structurales importantes
sur 'ADN, il est nécessaire de partir de structures expérimentales pour respecter la
conformation induite. Ainsi le modéle issu de I'étude aux rayons X (1AIO [181, 183]
ou 1CKT [139]) a été utilisé comme point de départ.

Afin d’obtenir un jeu de coordonnées utilisables dans AMBER, il faut :
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— uniformiser les types d’atomes entre la structure issue de la pdb (dont les noms
des atomes du sucre est identifié par le symbole « * » : Co* au lieu de « 7 » : Cy’
pour AMBER);

— ajouter les atomes d’hydrogénes et vérifier leur géométrie (pour éviter les inver-
sions Hy«~HY) ;

— enlever les atomes superflus (en général hétéroatome comme le brome, utilisé en
cristallographie) ;

— transformer la séquence de la structure initiale en séquence cible (en changeant
les atomes dans le cadre du remplacement d’'une purine par une purine ou d’une
pyrimidine par une pyrimidine, soit en changeant complétement la base).

Ces opérations sont effectuées dans le fichier pdb initial (par exemple pour le rempla-
cement des « * ») puis dans un logiciel dédié (xleap/Moil-View) qui va permettre une
manipulation plus aisée des atomes, ainsi qu’une minimisation de la structure finale
ainsi obtenue.

Cette structure de départ ne sert qu’a fournir les coordonnées initiales pour le

modéle que nous allons chercher & minimiser, il faut ensuite :

1. intégrer les caractéristiques du complexe avec ces données expérimentales (charges,

constantes de force) ;

2. ajouter les contre-ions (sodium dans le cas de 'ADN) pour neutraliser électri-

quement le complexe! ;

3. ajouter les molécules d’eau en quantité suffisante pour laisser une épaisseur
aqueuse d’au moins 10 A autour du soluté, condition sans laquelle les molécules
images pourraient se retrouver en contact I'une avec 'autre, ce qui entraine une

interruption du calcul.

Le systéme ainsi obtenu comprend en moyenne 4500 molécules pour 15000 atomes
mais dans une géométrie trés réguliére (qui vient du mode d’insertion des molécules
des contre-ions et des molécules d’eau). Afin d’optimiser la géométrie de 1’ensemble,
le systéme est progressivement minimisé sous contraintes puis avec les contraintes re-
lachées ('eau et les contre-ions sont contraints, puis seulement les molécules d’eau,
puis plus de contraintes). La structure ainsi obtenue est le point de départ pour la

simulation de dynamique moléculaire.

1] existe une petite controverse concernant 1’addition de contre-ions ou non. En effet ceux-ci
entrainent des perturbations durant la dynamique, qui ne sont pas généralement souhaitées, comme
les variations locales de structure (les molécules d’eau s’agencent autour des contre-ions), les chocs
avec le soluté. Ces inconvénients apparaissent généralement au début de la simulation et leurs effets
s’atténuent avec l'allongement de celle-ci. Il est possible de ne pas mettre de contre-ions, le programme
principal de simulation sander se chargeant alors de neutraliser ’ensemble soluté-solvant. Cela évite
alors les effets décrits ci-dessus, mais aucune étude approfondie n’a été réalisée dans ces conditions.
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3.4.2 Chauffage

L’objectif est d’amener de I’énergie a une structure statique & 0 K pour obtenir une

description dynamique & 300 K2 de son comportement. Il est atteint en deux étapes :

1. A 0 K, les vitesses sont calculées suivant une distribution de type Maxwell-
Boltzmann [16]. Entre 0 et 150 K la simulation est effectuée a volume constant
et la température est appliquée de maniére stricte au systéme (moyennant une
marge de 2 K) pour ajuster la vitesse des atomes. Le soluté et les ions de neu-

tralisation sont contraints.

2. Entre 150 K et 300 K, les vitesses sont ajustées en fonction de la température
suivant I'algorithme de Berendsen [16], le systéme étant maintenant sous pression

constante. Le soluté et les ions de neutralisation sont contraints.

3.4.3 Equilibration

Le systéme étant a 300 K, il faut maintenant relacher les contraintes sur le soluté
et les contre-ions. Elles sont progressivement enlevées. Quand celles-ci ne sont plus
présentes, une redistribution de type Maxwell-Boltzmann des vitesses est réalisée pour
éviter le probléme « hot solvant/cold solute » [83]. Une courte simulation est réalisée,
puis la redistribution est réalisée. Cette derniére étape est réalisée deux fois.

Le systéme est maintenant a la température correcte pour la simulation, les vitesses

sont maintenant correctement initialisées.

3.4.4 Production

La simulation est calculée pour une période de temps prédéterminée, suivie au cours
de son avancement afin de détecter d’éventuels problémes. Les analyses préliminaires
peuvent commencer, éventuellement des contraintes peuvent étre appliquées afin d’éva-

luer I'impact d’un changement conformationnel sur I’ensemble de la molécule étudiée.

3.4.5 Analyse

Deux types sont réalisées (dans le cas de I’ADN) :

— systématique : calcul des propriétés structurales de ’ADN (courbure, paramétres
hélicoidaux) par lintermédiaire du logiciel CURVES [112, 113], des caractéris-
tiques du composé platiné (programmes internes, disponibles en Annexe, page
257 et sur le site http ://www.steletch.org) ;

211 s’agit bien de 300 K (environ 27°C) et non pas 310 K (37°C, température plus cohérente pour
la simulation de processus biologiques humains) car les propriétés globales des atomes du champ de
force ont été calculées pour cette température.
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— spécifique : vérification de la concordance des structures calculées avec les données
expérimentales?, calculs de longueurs de liaisons, recherche de sous-conformations
particuliéres, etc.

C’est cette longue étape qui permet de déterminer la précision du modéle obtenu ainsi

que la pertinence des calculs réalisés.

311 est toutefois toujours délicat de comparer des caractéristiques structurales n’ayant pas la méme
échelle de temps ni la méme marge d’erreur, il faut donc se concentrer sur celles qui sont bien établies
(comme la conformation d’un sucre par exemple).



Chapitre 4

Objectifs du travail

Le travail effectué précédemment au laboratoire [59] a permis d’élucider le com-
portement dynamique d'un adduit platiné sur la séquence *-GCCG*G*ATCGC-*/
.GCGAT-CCGGC-* (G* représente une guanine platinée), qui avait été étudiée par
RMN mais dont plusieurs modéles avaient da étre fournis pour expliquer les différents
déplacements chimiques observés [87, 107]. Cette prouesse a été accomplie grace a I'uti-
lisation de la simulation de dynamique moléculaire comprenant une paramétrisation
nouvelle pour la conformation des sucres de ’ADN, ce qui lui a apporté une flexibilité
suffisate pour atteindre les états observés en RMN.

Chélaté sur ’ADN, le cisplatine induit une forte courbure, un déroulement de I’hé-
lice, Pouverture du petit sillon, ainsi que le blindage de deux protons : C'3H) est trés
blindé (0,6 ppm), et dans une moindre mesure, celui de la base complémentaire C'y7H),
(0,1-0,2 ppm).

La simulation de dynamique moléculaire effectuée par le Dr. Elizondo-Riojas a ainsi
permis de montrer que I'explication résidait dans le déplacement latéral de la cytosine
complémentaire (C';7) de la premiére base platinée (G*,) entre deux positions extrémes.

Dans une de la position ou la cytosine « pousse » la guanine vers le squelette
phosphodiester, le blindage fort du proton C'3 H) par la guanine Gy* se produit tandis
que la courant de cycle de G5 entraine le blindage faible du second proton C'7Hj.
Dans la seconde position ces blindages disparaissent car les protons sortent des cones
respectifs de blindage des guanines. La figure 4.1 donne une représentation schématique
de 'adduit.

Ces observations ayant été faites a posteriori, il est apparu raisonnable d’observer
les caractéristiques structurales supplémentaires apportées par la dynamique molécu-
laire. C’est ainsi que des transitions BI=BII sur ’adénine 6 ont été mises en évidence.
Ces transitions sont couplées a la rupture (BI) ou & la formation (BII) d’une liai-
son hydrogéne entre une ammine du cisplatine et 'atome N7 de l'adénine 6. Cette

sous-conformation BII nouvelle a de plus pu étre proposée comme utilisée dans la re-

39
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structure de type
< ADN-B
¢ G, C -3
G13 C, Gy-5
Fi1G. 4.1 - Représentation schématique du décanucléotide

d(GCCG*G*ATCGC)-d(GCG ATCCGGC) avec ladduit GG-cis-Pt(NHs)s sur
les guanines G* analysé par spectroscopie RMN par Herman et ses collaborateurs [87].

connaissance entre un ADN platiné et le facteur de transcription LEF-I (a partir de la
structure RMN [122]), tandis que la sous-conformation BI pourrait étre reconnue par
la protéine HMG-I (par identification du mode de reconnaissance issu de la structure
cristallographique [139]).

Tout d’abord, pour prouver 'existence de cette sous-conformation BII, nous avons
décidé de mettre au point une méthodologie permettant d’identifier et de quantifier la
présence d’une conformation BII de maniére plus précise et plus robuste que ce qui
avait été fait jusqu’alors. Ce travail est présenté dans le premier article, chapitre I.

Ensuite, 'étude RMN de la séquence contenant la substitution de ’adénine pour la
guanine a été réalisée. Cette étude est décrite dans le chapitre II. Nous y découvrirons
les contraintes expérimentales qui découlent de I'utilisation de cing guanines dans un
décanucléotide, ainsi qu’'une analyse des résultats mise en rapport avec la simulation
de dynamique moléculaire.

Pour vérifier I'hypothése selon laquelle la protéine LEF-I reconnaitrait la séquence
contenant la conformation BII, une simulation de dynamique moléculaire a été réalisée
en collaboration avec le Dr. Drumm. Une partie de ces travaux a donné lieu a la
deuxiéme publication, comme présenté dans le chapitre I11I.

Dans le cadre de la recherche des mécanismes induisant Iefficacité des composés
platinés sur les cellules tumorales, un nouvel adduit a été étudié, dans le cadre d’une
collaboration avec le Dr. Teuben du laboratoire du Pr. Reedijk. Ce travail est présenté
dans le troisiéme article, chapitre IV.

Nous verrons au travers de ces chapitres les difficultés engendrées par ces études

variées et complexes puis comment ’évolution des connaissances et des technologies
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nous a amené & faire infléchir notre stratégie initiale. Tout particuliérement la problé-
matique de la représentation d’un composé chimique inorganique sera présentée dans

le chapitre V.
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Premiére partie

Détection de la conformation BII

43






45

L’étude par spectroscopie de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) des acides
nucléiques permet de déterminer leur conformation en solution. L’enregistrement des
couplages NOESY suivi de la construction d’une matrice de relaxation permet d’obte-
nir la structure tridimensionnelle représentative de la conformation. L’utilisation des
couplages COSY et TOCSY permet de préciser les informations recueillies et de lever
les ambiguités.

L’utilisation de ces différents méthodes couplée a un logiciel de modélisation molé-
culaire permet de résoudre la structure. Cependant cette approche classique peut-étre

insuffisante si :

1. La structure étudiée comprend des transistions entre deux états distincts indé-
pendants (cas BI=BII);

2. des phénoménes de diffusion de spins perturbent la qualité du signal (atténué par

I'utilisation de temps de mixage longs);

3. le nombre de signaux de la zone d’intérét est insuffisant pour distinguer les sous-

états ;

4. un élément externe (comme la coordination du cisplatine sur PADN) vient per-
turber les signaux RMN classiques. Cela peut aider a affiner la zone d’intérét

(par exemple via I'utilisation d’azote ' N qui permettra d’ajouter du signal).

Le cas des sous états Bl et BII de ’ADN [67] est un exemple des difficultés rencontrées
lors de la résolution de structures RMN. L’information pour identifier le sous-état
présent peut-étre obtenue par l'enregistrement 1D du spectre du phosphore et par
couplage scalaire 3.J H,—P-

Cependant, comme montré par Goreinstein et son équipe [75], 'ambiguité entre les
deux sous-conformations ne peut étre levée en appliquant ’équation reliant le couplage
dipolaire a la conformation [102]. Ces difficultés nous ont amené & développer une
approche complémentaire pour la détermination de la présence des sous-conformations
BII.

Cette approche est basée sur I’analyse statistique de structures issues d’instantanés
minimisés de simulations de dynamiques moléculaires et de structures cristallogra-
phiques a haute résolution (< 2,0 A). Le nombre de pas étudiés dans le cadre de ce
travail est de 26978 pour les structures issues des simulations et de 548 pas pour les
structures cristallographiques.

Nous avons analysé les caractéristiques différenciant les pas Bl des pas BII en terme
de distances inter-protons. Cette approche a déja été utilisée antérieurement [187] et
a été étendue dans le cadre de cette étude pour prendre en compte les 21 distances
possibles dans un pas X,, — X,,;; (o X représente une base parmi A, T, C, G). Les

résultats obtenus sont présentés dans le tableau 1.
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TAB. 1 — Récapitulatif des 21 distances mesurées sur les structures issues des don-
nées cristallographiques et des simulations de dynamique moléculaire. Les distances
indiquées en rouge sont celles présentant le plus d’intérét dans le cadre de notre étude.

Il est intéressant de noter la trés bonne correspondance entre les distances obser-
vées en dynamique moléculaire et celles observées par cristallographie aux rayons X

(coefficient de détermination R=0,99 sur la moyenne pour BI, R=0,95 sur la moyenne

\ Dynamique moléculaire \ Cristallographie ‘

Distance Bl B2 Bl B2
HI’ (n)-H6/HS (n) 3.82 (08) 3.81 (07) 3.80 (09) | 3.77 (08)
H2’ (n)-H6/HS (n) 2.40 (23) 2.30 (09) 2.37 (29) | 2.15 (15)
H2” (n)-H6/HS8 (n) 3.78 (18) 3.18 (16) 3.77 (25) | 3.16 (16)
H3’ (n)-H6/HS (n) 4.18 (31) 4.65 (10) 4.01 (37) | 4.49 (21)
H4’ (n)-H6/HS8 (n) 4.76 (17) 5.34 (13) 4.73 (23) | 5.24 (17)
5 (n)-H6/H8 (n) 4.26 (35) 5.24 (24) 4.25 (32) | 4.95 (27)
H5” (n)-H6/HS8 (n) 4.99 (32) 5.91 (21) 4.89 (31) | 5.60 (28)
HI’ (n)-H6/H8 (n+1) 3.95 (41) 2.82 (17) 3.83 (58) | 3.42 (57)
H2’ (n)-H6/HS8 (n+1) 3.41 (36) | 4.59 (25) 3.31 (44) | 4.80 (44)
H2” (n)- H6/H8 (n+1) 2.48 (31) 2.99 (32) 2.38 (33) | 3.14 (47)
H3’ (n)-H6/H8 (n+1) 4.95 (31) 4.38 (14) 4.70 (33) | 4.52 (18)
H4’ (n)-H6/H8 (n+1) 6.16 (32) 4.44 (19) 5.97 (32) | 5.03 (35)
5 (n)-H6/H8 (n-+1) 7.38 (23) 6.64 (13) 7.30 (19) | 7.11 (34)
H5” (n)-H6/H8 (n+1) 7.25 (25) 6.24 (12) 7.05 (25) | 6.65 (23)
I’ (n+1)-H6/HS8 (n+1) | 3.80 (08) 3.88 (06) 3.79 (09) | 3.82 (09)
H2’ (n+1)-H6/H8 (n+1) | 2.39 (24) 2.36 (12) 2.35 (27) | 2.29 (42)
H2” (n+1)-H6/H8 (n+1) | 3.67 (30) 3.78 (11) 3.68 (32) | 3.66 (30)
H3’ (n+1)-H6/H8 (n+1) | 4.25 (38) 4.30 (18) 4.09 (41) | 4.04 (41)
H4’ (n+1)-H6/H8 (n+1) | 4.86 (30) 4.80 (13) 4.80 (30) | 4.82 (29)
H5 (n+1)-H6/HS8 (n+1) | 4.54 (44) 3.80 (27) 4.37 (43) | 4.11 (26)
H5” (n+1)-H6/H8 (n+1) | 5.22 (45) 4.72 (25) 5.02 (42) | 4.78 (25)

Nombre de pas 22212 4766 451 91

pour BII).

De ces 21 distances, seules 4 peuvent étre retenues pour la séparation des deux
sous-états, elles comportent a la fois une différence significative entre les deux états et
sont suffisamment petites pour étre identifiables correctement en RMN (si la distance

se rapproche de 5 A, T'effet Overhauser ne permet pas d’obtenir une précision suffisante

sur la distance). Il s’agit de :

H2” (n)-H6/HS (n)

1’ (n)-H6/H8 (n+1)
H2’ (n)-H6/HS (n+1)
H2” (n)-H6/HS8 (n+1)



47

Les distances H2” (n)-H6/H8 (n), H2’ (n)-H6/H8 (n+1) et H2” (n)-H6/H8 (n+1) sont
sensibles & la conformation du sucre. Il est en particulier possible de distinguer les
différentes populations de sucres, ainsi que de déterminer indirectement la conformation

du phosphate sur le brin complémentaire.

La figure 2 présente la méthodologie de détermination de la proportion des popu-

lations BI et BII au sein d’un pas X,, — X,41.

o
|
|

o

HI’(n)-H68(n+1) /A ———>
(9]
|

N
I

Xpn o Xp 1 X
2 I | 1 v v| v, | I
1

2 -1 0 2 3
[H2"’(n)-H68(n)] - [H2’*(n)-H68(n+1)] /A —— >

F1G. 2 — projection bi-dimensionnelle de la différence entre les distances H2” (n)-H6/H8
(n) et H2” (n)-H6/H8 (n+1) contre la distance H1’ (n)-H6/H8 (n+1). Chaque point
représente une des 26978 conformations dinucléotiques issues des simulations de dyna-
mique moléculaire. Les couleurs indiquent les sous-conformations des pas. En bleu : BI,
sucre 5’ S, phosphate 3’ BI. En Orange : BI, sucre 5’ E, phosphate 3’ BI. En noir : BI,
sucre 5’ N, phosphate 3’ Bl. En magenta : Bl, phosphate 3’ BII. En rouge : BII, phos-
phate du brin complémentaire en BI. En vert : BII, phosphate du brin complémentaire
en BII. Pour déterminer le plissement du sucre, les critéres suivants ont été appliqués
pour 'angle de la phase P : N, P < 60"; E, 60° < P < 1157; S, 115 < P < 220°. Le signe
"+7 indique le barycentre de chaque conformation, Xg;, Xpg;; la projection de ceux-ci.
Le point P présente a titre d’exemple la projection obtenue pour le pas P donné.
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Nous utilisons la différence entre H2” (n)-H6/HS8 (n) et H2” (n)-H6/H8 (n+1) pour
bénéficier du comportement antagoniste de ces distances en fonction de la conformation
BI ou BII observée.

La proportion de BII est obtenue en utilisant I’équation 1 :

(Xpr — Xp)
(XBr — Xair) (1)

X Br, Xgrr : projection des barycentres calculés a partir des simulations de dyna-

(NOE) = 100 x

mique moléculaire de BI et BII sur ’axe x.

X, : projection des distances expérimentales sur ’axe x pour le pas P.

Cette méthode de calcul a été utilisée pour préduire la proportion de BII et compa-
rer ce résulat avec la proportion réelle. Les points de comparaison ont été extraits de
la simulation de dynamique moléculaire et d’un ensemble filtré de structures cristallo-
graphiques a haute résolution. La marge d’erreur de la méthode a ainsi pu étre estimée
a 20 %.

A travers cette étude, une nouvelle approche a été développée pour déterminer
de maniére indirecte la proportion de la sous-conformation BII. Cette proportion est
souvent sous-estimée en raison des contraintes expérimentales (ambiguité dans l'iden-
tification du phosphate, couplage dipolaire altéré), mais aussi lors du raffinement des
modéles (les logiciels de raffinement des molécules prennent par défaut la conformation
BI).

Cette approche robuste et simple permet de déterminer si une proportion significa-
tive de la configuration BII est présente dans la structure étudiée. Cette information
permettra de lever quelques ambiguités dans la résolution des structures, et permet-
tra la proposition des deux modéles alternatifs avec une bonne indication quant aux
proportions de chaque état.

Il reste a étendre cette étude a un ensemble plus important de structures puis a

Iintégrer dans les logiciels de raffinement de RMN.
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Abstract

Molecular dynamics (MD) simulations of four water-solvated DNA dusexere used to
generate a database of ~27000 dinucleotide conformations. Analyzingddtabase, we
investigated the relationship between so-called BI-BIl itims and short-range interproton
distances. Four H-H distances were found particularly seasito BI-Bll transitions:
internucleotide H1'(n)-H68(n+1), H2'(n)-H68(n+1), and H2"(n)-H68(n+ih)y &tranucleotide
H2"(n)-H68(n). Determination of these distances using cldsSICESY spectroscopy can thus
provide valuable indications on the existence of BIll substates, eampting the existing
method based ofiP chemical shifts andP-'H spin-spin-coupling constants.

Introduction

DNA flexibility is an important element of DNA-drug and DNg#etein interactions.
Protein recognition of DNA usually involves transitions of both partners fromltveest-energy
conformations to higher "substates”. One substate frequently atgaicin protein-DNA
recognition is the so-called BIl conformation of DNA (1-6).dlffers from the canonical Bl
conformation in the two torsion anglesand( (see Figure 1) which ateans/gauche™ in Bl and
gauche/trans in BIIl. First reports of Bll conformations in DNA came froonystallographic
studies (7). Several later NMR studies provided evidence foreximtence of Bl= BII
equilibria in solution (4,8-10). Recognition proteins alter<BIBIl equilibria, and the structural
aspects of this recognition are subject of current resear6li{,12). So far, detection of Bll
substates in solution has relied upon measuremenBSHgf-p spin-spin coupling constants
and/or3'P chemical shiftspp (9) 3JH3-p is related to the torsion angevia the "modified
Karplus equation” (13), whilép depends orf, undergoing a downfield shift whehpasses
from gauche™ (BI) to trans (BIl) (14). However, not always can the P and H3' resonances be
assigned; in addition, there are ambiguities in relaBpgand 3J43-p to Bl or BIl (15).
Therefore, additional indications, allowing afgNIN+1 step between the nucleotide8 ($'-side)
and N"+1(3"-side) to be assigned to Bl or BII (or to a mixture of both), would be desirable.

Fedoroff et al (16) and Hartmann et al (17,18) investigated prdyithes dependence of
proton internucleotide distances on B-DNA conformation and found stomiglation between
some of the H-H distances and helicoidal parameters. Sinteliheidal parameters are, in turn,



sensitive to BL Bl backbone transitions, it should be possible to find a direktdetween H-H
distances and the torsion anges @nd . In a search for dimd) we have analyzed in the
present work 1766 energy-minimized structures obtained from mateclyinamics (MD)
simulations of four oligonucleotides explicitly solvated in watee jWesent here the results of
this analysis which suggest that four short-range interproton distancestandgrdy sensitive to
Bl - BIl transitions. Thus, measurement of these distances by N@&Briques is suggested to
be a valuable complement¥® NMR spectroscopy for the detection of Bll substates.

Methods

The MD simulations (7.5-10 ns long) were performed on four DNA dupl@e salts)
solvated in 3600-3700 TIP3P B molecules: d(TCCGGGTTCZ) d(TCCGGATTCT», d
(GACTTTCCAGGGTY», and d(GCTGGGGACTT®D) The calculations used the AMBERG6.0
package (19) with the parm98 force-field (20). All detailshe simulations were as described
previously (21). Snapshots were taken every 20 ps and energy-minusingdthe Generalized
Born solvation model (22) with an rms gradient of 0.05 kcalifblas convergence criterion.
The 39 crystal structures with resolution of at least 2€elécted from the NDB are listed in
Table S1. Hydrogen atoms were added with the PROTONATE modudMBER and their
position were refined by a belly energy minimization. The MBd X-ray structures were
analyzed using CURVES (23).

Results and Discussion

The sequences of the four oligonucleotides whose MD simulationsusedeto generate
our structural database contained 14 of the 16 possible dinucletsyte (all except GpC and
TpA). In the 1766 energy-minimized structures, each dinucleotege (except for the terminal
steps which were discarded) was classified a1 0) or Bll (- > 0). This provided us with
a database of 22212 Bl and 4766 BII dinucleotide steps.

For all the dinucleotides of this database, we determined then)-HG8(n+1)
internucleotide sugar-base distances observable by NMR (Hx stantgefsugar protons H1',
H2', H2", and H3'; H68 indicates the base proton H6 or H8). Iniaddive considered the
intranucleotide interproton Hx-H68 distances for both nucleotidesich re1l. The average



distances calculated for both the Bl and the Bll ensemblesnatldotide steps are shown in
Table 1. We observe that all the four internucleotide distancemelsgnificantly between Bl
and BIl. This is related to the structural changes withen3hnucleotide (i.e., changes in sugar
pucker and the glycosidic torsion ang{¢ and to the increase of twist in the BIl substate
(15,17,24). Whereas H3'(n)-H68(n+1) is at the detection limit, therdhree distances can be
measured using NOESY techniques. Of the intranucleotide distaH@8(n)-H68(n) shows a
significant change. Thus, in a window between 2.5 and 4.5 A readdgssible to NOESY
measurements, four interproton distances can be used to distenbetween Bl and Bll
substates: H1'(n)-H68(n+1), H2'(n)-H68(n+1), H2"(n)-H68(n+1), and HA@8(n) (Figure
1A).

Because of fluctuations of the four distances (see the stadeeiations in Table 1), and
because of the intrinsic inaccuracy of the interproton distameasurement (25,26), one distance
will generally not suffice for a safe distinction betwednaBd Bll. However, Table 1 suggests
that it is possible to consider two or more distances simualtemhe and increase thus the
resolution between Bl and BIl beyond the fluctuations. Thidustrated in Figures 2A-C, where
the H1'(n)-H68(n+1) distance is plotted against each of the thileer distances. There is
virtually no overlap between Bl and BIl domains. Thus, the distindetween predominantly
Bl and predominantly Bll conformations should be straightforward, providadthe distance
H1'(n)-H68(n+1) and one of the three other distances can bendetdr In the case that H1'(n)-
H68(n+1) cannot be measured, the plot of the distances H2"(n)-H68(NH2i(r)-H68(n+1)
against each other (Figure 2D) can be used. Figure 2 alsagele effect of groups adjacent to
the phosphate in consideration. For instance, an N sugar puckea Bltphosphate manifests
itself in extremely large H1'(n)-H68(n+1), H2"(n)-H68(n+1), &#@'(n)-H68(n) distances, and a
very short H2'(n)-H68(n+1) distance.

An even better separation of the Bl and BIl domains than that in Figuas achieved by
exploiting the "antagonism" between the distances H2"(n)-H68(nH&gh)-H68(n+1). In BI,
H2"(n)-H68(n) is considerably larger than H2"(n)-H68(n+1), whemedll, the intranucleotide
distance becomes shorter and the internucleotide distance longkmgmboth distances
comparable (Table 1). Figure 3 shows a plot of the differentveeba the H2"(n)-H68(n) and
H2"(n)-H68(n+1) distances against the distance H1'(n)-H68(n+1)Bkkend BIl domains are
obviously still better separated than in Figure 2. An additiadahntage of Figure 3 is that the



difference between two distances is generally more migcdetermined than the individual
distances.

The structures that we analyzed and represented in Figuaed 3 are snapshots from
MD simulations that have been energy-minimized. In real aqueoutsosgl, thermal movement
provides enough kinetic energy to cross the activation barrierebatvBl and BIl, and
phosphates show generally 84 Bll equilibria. In order to examine whether Figure 3 could be
used to predict the composition of such an equilibrium, we edémlithe centers of gravity for
both the BI and BIl ensembles in Figure 3 and joined them diyaaght line, as shown. For all
the non-terminal dinucleotide steps present in the four oligonucleddesteps), we simulated
the NOE-determined time average for each of the threendegaas <¢>'¢ over all energy-
minimized snapshots. With these "experimental” distanceshevedalculated for each of the 64
steps the difference between H2"(n)-H68(n) and H2"(n)-H68(n+1)phottkd it against H1'(n)-
H68(n+1) into Figure 3. This yielded one point for each of the Ggstn arbitrary example is
labeled "P" in Figure 3. The obtained point was projected on the straight litieeaxidoordinate
of the projection, ¥ was used, together with the x-coordinates of the gravicentees)dx,, to
calculate the percentage of Bll according to Eq. (1).

%BII(NOE) = 100*(> - Xp)/( Xa1 - Xan) (1)

If the projected point lay outside the segment delimited bywiecenters of gravity, %
BII(NOE) was considered to be 0 (if ¥ xs)) or 100 (if % < Xa1), respectively. The calculated %
BII(NOE) value is plotted in Figure 4 against the fractiorswépshots having the phosphate in
consideration in the Bll state, %BII(MD). In this plot, {BIOE) simulates the fraction that the
spectroscopist would determine from NOE integration, and %BI)(MB actual Bl fraction. It
can be seen that the correlation between the two valugsrlis good, which suggests that
measuring the three distances H2"(n)-H68(n), H1'(n)-H68(n+1), H&AY¢h)-H68(n+1) should
suffice to detect not only pure Bll steps but even steps with a partial population of BII.

The structures analyzed in this work were refined using theffeld parm98 of AMBER
(20). They could therefore be, in principle, biased by thisef@id. As a check, we analyzed the
X-ray structures of oligonucleotides available from the Nudigitls Data Bank (NDB) having
at least 2.0 A resolution (39 structures; discarding ternsteps yielded a database of 548
dinucleotide steps which contained all the 16 possible dinucleotgesees). Figure 5 displays



the plot analogous to that shown in Figure 3 for these crystatstes. The regions occupied by
the different conformational domains are similar to those seé&iigure 3. The exception is the
BII.BIl conformation (i.e., BIl with the face-to-face phosghaeing also Bll; green points)
which in the crystal structures has a subdomain charactdryzsiginificantly longer H1'(n)-H68
(n+1) and H2"(n)-H68(n+1) internucleotide distances. A detailedysisarevealed that this
subdomain contains exclusively CpA/TpG sequences at penultimatéompssitvhose very
particular structure has been noted previously (27,28). Whether thesgalunaaformations
reflect specific sequence effects, crystal packing oueénite of counter-ions, is not clear at this
moment. Overall, the crystal structures confirm the redhiés we obtained from the MD
simulations.

We wish to caution that he present analysis involves spatifibNA oligonucleotides
belonging to the B-DNA family. Strong deviations from B-DNA typeusture, e.g., towards A-
DNA, can significantly alter proton-proton distances, as exeieglifor the H1'(n)-H68(n+1)
distance in Table 2 of Ref. (29). In such cases, alterati interproton distances arising from
changes in the and{ torsion angles will be overlayed by those originating in changekeof t
gross helical structure.

In Table 1, Figure 3, and Eq. 1, we have delineated simpleallid®gng Bll substates to
be detected on the basis of routine NOESY measurements &f awtd internucleotide H-H
distances. We believe that these rules provide a valuable coeiléo the current methods
distinguishing BI from BIl on the basis &P and3JH43-p. Our analysis was performed using a
large number of different dinucleotide steps in different environmantsthe derived rules are
therefore sequence-unspecific. A refined analysis taking segqueffects into account is under
progress.

Supplementary Material

Table S1: Listing the sequences and references of the 39 crystal straetactsd from the NDB
for analysis of dinucleotide steps are available at JBSD Online.
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FigureLegends

Figure 1. A: Atom and torsion angle labeling for a DNA dinucleotide. The fotgrproton
distances H1'(n)-H68(n+1), H2'(n)-H68(n+1), H2"(n)-H68(n+1), and H2A@§(n) are marked
with dashed linesB: Drawings of a DNA dinucleotide in Bl and BIl conformationsthaihe

hydrogen atoms omitted for clarity.

Figure 2A-D. Two-dimensional plots of interproton distances occurring in themsbke of

26978 dinucleotide steps from four MD simulations. Each point represeatdinucleotide step

and the color code indicates its conformatiBlue: Bl, 5'-sugar S, 3'-phosphate Bl. OranBeé;
5'-sugar E, 3'-phosphate BI. BladBt, 5'-sugar N, 3'-phosphate Bl. Magen®d; 3'-phosphate

Bll. Red: Bll, face-to-face phosphate Bl. GredBll, face-to-face phosphate BIl. The sugar
pucker assignment was based on the phase angle P: N, P<60°<E, 60° P<115%S, 115° P<220°.

Figure 3. Two-dimensional plot of the difference between distances HMG8n) and H2"(n)-
H68(n+1) against the distance H1'(n)-H68(n+1). The ensemble of dinucleotide stypediand
the color code are the same as in Figure 2. "+" indicateethiers of gravity of the Bl and BII
domains. P represents an example of a point that would be deterfrone the NOE-based
measurement of time-averaged distances for a given dinuclesigge Its projection on the
straight line connecting the two centers of gravity yielgswvhich is used in Eq. (1) to calculate
%BII.

Figure 4. Correlation of the actual Bl fractions %BII(MD) occurring in the 64 dieatide steps
with the "NOE-based" BII fractions %BII(NOE), calculatem the basis of theStaveraged
distances H2"(n)-H68(n), H1'(n)-H68(n+1), and H2"(n)-H68(n+1), u&iggre 3 and Eq. (1) as
described in the text. The dashed line corresponds to the equality %BI1(NOHE) ).

Figure 5. Two-dimensional plot analogous to that in Figure 3, for the ensemiplensferminal
dinucleotide steps of the 39 crystal structures selected freNDB. See Figure 2 for the color
code.
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Table 1. Interproton distances averaged over the Bl and Bll enserobldisiucleotide steps occurring in the 1766

energy minimized snapshots from MD simulations of 4 oligonucleotides

Distance / A

Bl Bl
H1' (n)-H6/H8 (n) 3.82 (08) 3.81 (07)
H2' (n)-H6/H8 (n) 2.40 (23) 2.30 (09)

H3' (n)-H6/H8 (n) 4.18 31) 4.65 (10)

H3' (n)-H6/H8 (n+1) 4.95 (31) 4.38 (14)
H1' (n+1)-H6/H8 (n+1) 3.80 (08) 3.88 (06)
H2' (n+1)-H6/H8 (n+1) 2.39 (24) 2.36 (12)
H2" (n+1)-H6/H8 (n+1) 3.67 (30) 3.78 (11)
H3' (n+1)-H6/H8 (n+1) 4.25 (38) 4.30 (18)

Number of steps 22212 4766




BI 03’ BII

03’

Figure 1. A: Atom and torsion angle labeling for a DNA dinucleotide. Ttnar interproton distances H1'(n)-H68
(n+1), H2'(n)-H68(Nn+1), H2"(n)-H68(n+1), and H2"(n)-H68(n) ararked with dashed line®: Drawings of a

DNA dinucleotide in Bl and BIll conformations, with the hydrogen a@mitted for clarity.
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Figure 2A-D. Two-dimensional plots of interproton distances occurring in thendniseof 26978 dinucleotide steps
from four MD simulations. Each point represents one dinuclecside and the color code indicates its
conformationBlue: BI, 5'-sugar S, 3'-phosphate Bl. OranBé; 5'-sugar E, 3'-phosphate Bl. Bla&:, 5'-sugar N,
3'-phosphate Bl. Magent&l, 3'-phosphate Bll. RedBll|, face-to-face phosphate Bl. GreeBll, face-to-face
phosphate BII. The sugar pucker assignment was based ghdke angle P: N, P<60°; E, 60° P<115° S, 115°
<P<220°.



16

o
|
|

o]

H1’(n)-H68(n+1) /A ——>
(9)]
|

N
I

i) -1 0 1 2 3
[H2”(n)-H68(n)] - [H2”(n)-H68(n+1)] /A —— >

Figure 3. Two-dimensional plot of the difference between distance{t}2168(n) and H2"(n)-H68(n+1) against
the distance H1'(n)-H68(n+1). The ensemble of dinucleotide sigglgzed and the color code are the same as in
Figure 2. "+" indicate the centers of gravity of the Bl and BIl domé&ngpresents an example of a point that would
be determined from the NOE-based measurement of timegaerdistances for a given dinucleotide step. Its
projection on the straight line connecting the two centers oftgrgelds %, which is used in Eq. (1) to calculate %
Bll.
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Figure 4. Correlation of the actual BII fractions %BII(MD) occurg in the 64 dinucleotide steps with the "NOE-
based" BII fractions %BII(NOE), calculated on the badishe ré-averaged distances H2"(n)-H68(n), H1'(n)-H68
(n+1), and H2"(n)-H68(n+1), using Figure 3 and Eq. (1) asritex] in the text. The dashed line corresponds to the
equality %BII(NOE) = %BII(MD).
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Discrimination between Bl and Bl confor mational substates of B-DNA
based on sugar-base inter proton distances
Stéphane Teletchéa, Brigitte Hartmann, anitiKbizelka

SUPPLEMENTARY MATERIAL

Table S1. Sequences and references of the 39 crystal structures sélentetie NDB for analysis of dinucleotide steps.

NDB code Sequence Resolution (A) Ref.
bd0001 ACCGACGTCGGT 1,60 PROC.NAT.ACAD.SCI.USA V. 95 15194 1998
bd0005 CGCGAATTCGCG 1,75 BIOCHEMISTRY V. 37 16877 1998
bd0006_alpha * CCAATTGG 1,15 ACTA CRYSTALLOGR., SECT.D V. 55 1495 1999
bd0006_beta * CCAATTGG 1,15 ACTA CRYSTALLOGR., SECT.D V. 55 1495 1999
bd0007 CGCGAATTCGCG 1,10 J.AM.CHEM.SOC. V. 121 470 1999
bd0012 CGCGAATTCGCG 1,20 J. AM.CHEM.SOC. V. 121 3590 1999
bd0013 CGCGAATTCGCG 1,50 J.AM.CHEM.SOC. V. 121 3590 1999
bd0014 GCGAATTCGC 1,45 J.BIOL.CHEM. V. 274 24749 1999
bd0018 GCGAATTCGC 1,30 J.MOL.BIOL. V. 291 83 1999
bd0019 GCGAATTCGC 1,70 J.MOL.BIOL. V. 291 81 1999
bd0023 CCAGTACTGG 0,74 J.MOL.BIOL. V. 296 787 2000
bd0029 CGCGAATTCGCG 1,82 J.AM.CHEM.SOC. V. 122 1546 2000
bd0030_alpha * CGCGAATTCGCG 0,95 BIOPOLYMERS V. 48 234 1998
bd0030_beta * CGCGAATTCGCG 0,95 BIOPOLYMERS V. 48 234 1998
bd0033 CCAACGTTGG 1,00 J.MOL.BIOL. V. 301 915 2000
bd0034 CCAACGTTGG 1,00 J.MOL.BIOL. V. 301 915 2000
bd0035 CCAGCGCTGG 1,00 J.MOL.BIOL. V. 301 915 2000
bd0036 CCAGCGCTGG 1,00 J.MOL.BIOL. V. 301 915 2000
bd0037 CGAATTCG 0,89 J.BIOL.CHEM. V. 275 23034 2000
bd0038 CGCGAATTCGCG 1,43 BIOCHEMISTRY V. 39 3525 2000
bd0041 CGCGAATTCGCG 1,20 J.AM.CHEM.SOC. V. 122 11048 2000
bdf068 CTCGAG 1,90 BIOPHYS.J. V. 70 2857 1996
bdj017 CCAGGCCTGG 1,60 J.Mol.Biol. V. 210 369 1989
bdj019 CCAACGTTGG 1,40 J.MOL.BIOL. V. 217 177 1991
bdj025 CGATCGATCG 1,50 J.BIOL.CHEM. V. 266 8861 1991
bdj031 CGATTAATCG 1,50 J.MOL.BIOL. V. 225 379 1992
bdj036 CGATATATCG 1,70 BIOCHEMISTRY V. 31 8009 1992
bdj037 CGATATATCG 2,00 BIOCHEMISTRY V. 31 8009 1992
bdjo51 CATGGCCATG 2,00 PROC.NAT.ACAD.SCI.USA V. 90 2930 1993
bdj052 CCAAGCTTGG 1,90 BIOCHEMISTRY V. 32 8923 1993
bdj060 CTCTCGAGAG 1,70 BIOCHEMISTRY V. 34 1022 1995
bdjo61 CCACTAGTGG 1,95 NATURE V. 368 469 1994
bdj0O81_AB * CAAAGAAAAG 1,85 J.MOL.BIOL. V. 269 811 1997
bdj081_CD * CAAAGAAAAG 1,85 J.MOL.BIOL. V. 269 811 1997
bdj081_EF * CAAAGAAAAG 1,85 J.MOL.BIOL. V. 269 811 1997
bdl001 CGCGAATTCGCG 1,90 PROC.NAT.ACAD.SCI.USA V. 78 2179 1981
bdl005 CGCGAATTCGCG 1,90 ACTA CRYSTALLOGR.,SECT.B V. 41 255 1985
bdl020 CGCGAATTCGCG 1,90 J.BIOMOL.STRUCT.DYN. V. 5 581 1987
bdl084 CGCGAATTCGCG 1,40 BIOCHEMISTRY V. 37 8341 1998

* crystals containing multiple conformations
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Deuxiéme partie

RMN de I’adduit platiné G*G*G
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L’activité antitumorale du cisplatine (cis-|[PtCly(NHs)s|) a fait l'objet de nom-
breuses études structurales sur les adduits qu’il forme avec ’ADN, sa cible cellulaire
principale. L’adduit majoritaire, nommé adduit GG intrabrin, est formé par la coor-
dination du cisplatine sur deux guanines adjacentes du méme brin. Sa structure a été
étudiée par de nombreuses équipes [49, 56, 71, 87, 129, 210]. Toutes les séquences étu-
diées a ce jour sont de la forme pyG*G*N, ou py = pyrimidine et N = T,C, ou A (passé
en revue dans [4, 58]).

Un oligonucléotide double-brin contenant la séquence GGG n’a pas encore fait 1’ob-
jet d’une étude structurale, alors que les séquences contenant Gn (n>3) sont des points
chauds pour la platination [57].

Une des raisons qui a probablement dissuadé les membres des équipes travaillant
sur le cisplatine est la difficulté de purification des adduits formés. En effet, la séquence
GGG réagit avec le cisplatine pour former des adduits 1,2-GG et 2,3-GG et dans une
moindre mesure 1,3-GG [57|, les deux premiers étant trés difficiles a séparer I'un de
I’autre. Nous avons développé a cet effet une méthode du purification en HPLC inédite
qui nous a permis de séparer et purifier les adduits 1,2-GG des adduits 2,3-GG. Cette
méthode a été mise au point en s’appuyant sur I'expérience acquise au laboratoire dans
les études cinétiques de platination et chélation ADN-cisplatine [137].

Nous avons choisi la séquence d[(GCCGGGTCGCQC)-(GCGACCCGGC)] (1) (noté
GGG, ou G*G*G/GG*G* si la séquence est platinée, * représente la base cible de la co-
ordination) ot la paire AgT;5 de la séquence d[(GCCG*G*ATCGC)-(GCGATCCGGC)]
(2) (noté G*G*A) étudiée précédemment [59, 87| a été échangée pour la paire GCys.
Cela a permis la comparaison entre les adduits G4*G5* de (1) et (2), en particulier
I'étude de la transition A->G en position 3’ de 'adduit. Une telle transition a été
prédite par simulation pour stabiliser la conformation BII sur le pas GgpTs.

La platination a été réalisée sur le brin GCCGGGTCGC en utilisant le cisplatine
dont les ammines sont marquées (cis-[PtCly(?"NH;)o|). Les deux adduits majeurs ont
été séparés et purifiés par HPLC, I'adduit principal G,*G5*Gg a été hybridé avec son
brin complémentaire. Le duplex a été étudi¢ par RMN et simulation de dynamique
moléculaire.

Ce chapitre présente ’analyse des données spectroscopiques RMN, la confrontation
a posteriori avec les simulations de dynamique moléculaire et la premiére observation

jamais décrite du réarrangement de 'adduit G4*G5*Gg vers adduit G4Gs5*Gg™*.
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Chapitre 1
Préparation de 'adduit platiné

La séquence GGG réagit avec le cisplatine pour donner lieu majoritairement aux
pontages intra-brin 1,2 et 2,3. Dans une étude de la reconnaissance des duplex d’ADN
platinés par la protéine LEF-1, & laquelle j’ai initialement participé, le Dr. Drumm a fait
réagir le 20-mer TCTCCTTCCGGGTTCTTCTC avec le cisplatine. Nous avons mis
au point la séparation par HPLC en phase inverse du mélange réactionnel et isolé deux
fractions majeures que nous avons pu identifier comme les adduits 1,2 G*G*G et 2,3
GG*G* en utilisant le séquencgage de type Maxam-Gilbert. Le méme protocole a été ap-
pliqué a la séparation du mélange réactionnel entre le décanucléotide GCCGGGTCGC
et le cisplatine.

Pour la préparation du décanucléotide en concentration suffisante pour la RMN, le
simple brin *-GCCGGGTCGC-* (GGG) a la concentration initiale de 2.10*mol.1" a
été platiné en le faisant réagir avec le cisplatine dichloro cis-[PtCly(*?NH;), | 4 ’abri de
la lumiére, & une température de 37°C et un pH ajusté a 4,5 par HCIOy4. Le volume total
du bain réactionnel a été fixé a 25 ml afin d’obtenir une quantité de 7,5 micromoles du
mono-brin platiné.

La réaction a été initiée avec 1 équivalent de cisplatine, puis progressivement, par
ajout de 14-0,5+0,5 équivalent, amenée a 3 équivalents pour une durée totale de réaction
de 51 heures. La réaction a été suivie par HPLC (figure 1.1) et interrompue quand les
produits éluants avant oligonucléotide de départ (correspondant a des mono-adduits
puis probablement & des adduits multiplatinés) ont commencé & progresser plus vite
que les deux chélates intrabrin majeurs. La figure 1.1 présente le déroulement de la
platination et I'apparition des adduits en fonction de ’évolution de la réaction. Au
début de la platination, tous les mono adduits apparaissent (Gi*, G4*, G5*, Gg* et
Go™) mais les mono-adduits G4*, G5*, G¢™ peuvent se réarranger en chélates tandis que
les mono adduits G;* et Gg™ ne peuvent se réarranger et s’accumulent. Seuls les deux
chélates G4*G5*Gg (G*G*G) et G4G5*Gg™ (GG*G*) ont été séparés et caractérisés
par le séquencage de type Maxam-Gilbert.

73



74 CHAPITRE 1. PREPARATION DE L’ADDUIT PLATINE

Les fractions contenant les adduits G*G*G et GG*G* ont été collectées, dialysées,
puis lyophilisées. Aprés estimation par densité optique (coefficient d’extinction molaire
e = 88300 L.mol™".cm™[25]) suivant la loi de Beer-Lambert de la concentration résiduelle
des fractions, la fraction contenant le chélate G,*G5*Gg a été hybridée avec le brin

complémentaire (¢ = 88900 l.mol~!.cm™') pour former le duplex final.

0,03 . I . I .
) . H — Platination a 1 heure
i Oligonucléotide — Platination a 12 heures
de départ —— — Fin de la platination
0,02 — _
@)
e
3 i G*G*G i
g
E l
< mono-adduits e
< 0,011 GT G —
0 . | . | . ]
0 5 10 15

Temps (minutes)

F1G. 1.1 — Evolution de la réaction du décanucléotide GCCGGGTCGC avec le cispla-
tine (cis-[PtCly(*®NHs)s]). 1 équivalent du cisplatine a été ajouté au temps t=0, puis
addition de 1 équivalent a 20h puis 0,5 équivalent a 36h et 43h. Le gradient HPLC
utilisé commence a 2% d’acétonitrile puis augmente de maniére exponentielle & 20 %
jusqu’a 25 minutes (programme 3 du logiciel Waters Millenium32 ver. 3.05.01). Les
chélates sont séparés en HPLC au bout de 10 minutes, soit un pourcentage d’acéto-
nitrile de 8%. Le passage de 8 a 20 % permet de rincer la colonne pour effectuer une
nouvelle analyse. Le solvant organique est constitué d’acétonitrile (mais est dilué dans

50% d’eau pour faciliter ’analyse), le solvant aqueux contient 'acétate d’ammonium
0,5 M ajusté a pH 4,5.



Chapitre 2

RMN de ’adduit

Le spectrographe de Résonance Magnétique Nucléaire de type Bruker BX-600 a
été utilisé. En raison de la quantité faible concentration de la fraction G*G*G (250
pmol.171), un tube de type Shigemi (Sigma-Aldrich) a servi pour analyse, permettant
d’atteindre une concentration apparente de 0,5 mM dans le tube. La fraction GG*G*
n’a quant a elle pas pu étre utilisée, la purification de I’échantillon n’ayant pas permis

d’obtenir une concentration suffisante pour 'expérience RMN.

2.1 Analyse de I’échantillon

L’utilisation combinée des expériences NOESY, COSY et TOCSY en D20 [169, 204,
205] a permis l'identification de tous les protons non échangeables de 1’oligonucléotide
non platiné d[(GCCGGGTCGCQC)-(GCGACCCGGC)| (GGG) a lexception de H5’/H5”
. Pour I'oligonucléotide platiné [( GCCG*G*GTCGC)-(GCGACCCGGC)| (G*G*G) les
protons (x)H5/H5”, GIH4’, G11H4’ et G13H4’ et G19H4’ n’ont pas pu étre assignés.
L’ensemble des attributions est présenté dans les tableaux 2.2 et 2.1.

Les protons imino échangeables ont été attribués a partir des spectres enregistrés
a 281 K de léchantillon repris dans 90/10 HoO/DyO en suivant les connectivités des
amines des cytosines, du proton H2 de I’adénine avec respectivement leurs guanines et
sa thymine.

Pour G*G*G les connectivités séquentielles pour H1’/H2’/H2”(n)-H6/8(n+1) ont
pu étre observées pour les deux brins, a I’exception du site de platination ot les signaux
d’interaction pour C3H1’-G4*HS8 et G*4H1’-G*5H8 sont manquants (voir tableau 2.1,
figure 2.1 et figure 2.4). Ces observations, similaires a celles faites pour dsG*G*A,
sont caractéristiques des adduits ADN(pyGG)-Pt. L’absence du signal s’explique par le
désempilement entre les deux bases platinées et entre la base platinée 5’ et la pyrimidine

qui la précede [87].

)
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F1cG. 2.1 — Vue étendue du spectre NOESY de la région G*G*G, d[(GCCG*G*GTCGC)
- (GCGACCCGGCQC)]. La vue présente le chemin d’attribution du brin platiné dans la
région aromatique-anomérique. Les cercles en pointillés indiquent les pics manquants.
Les pics qui ne font pas partie du chemin d’attribution appartiennent au brin complé-
mentaire et au duplex GG*G*. La concentration de 'oligonucléotide est de 0,50 mM

dans 1 M NaClOy4, 30 mM tampon phosphate, pH 6,0 en D;O a 305 K.

2.2 Deéplacements chimiques observés

Le désempilement et le basculement entre les bases platinées dans 1’orientation
téte-téte se manifeste par un signal NOE H8-H8 entre ces bases platinées d’intensité
moyenne. Un signal NOE trés faible entre G*4H1-G*5HS8 est aussi 'indicateur du
désempilement. Toutes les connectivités concernant la région H2'/H2"-H6 /HS8, en dépit
du désempilement, sont en conformité avec celles observées pour G*G*A.

Les caractéristiques communes entre le spectre 2D NOESY de G*G*G et les com-
plexes pyG*G* sont :

— un signal faible pour H1’(n)-H8(n+1) et H3’(n)-H8(n+1) entre la cytidine com-

plémentaire de la guanine 5’ platinée (C17) et la purine suivante (G18);

— un signal H3’(n)-H8(n+1) manquant entre C3 et G*4.

Le signal C16H1-C17H6 entre les deux cytidines complémentaires des guanines pla-

tinées est observé avec une intensité moyenne alors que dans d’autres études le pic a
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F1aG. 2.2 — Vue étendue du spectre NOESY de la région G*G*G, d[(GCCG*G*GTCGCQC)
- (GCGACCCGGUO)]. La vue présente le chemin d’attribution du brin complémentaire
non platiné dans la région arématique-anomérique. Les pics qui ne font pas partie du
chemin d’attribution appartiennent au brin platiné et au duplex GG*G*. La concentra-
tion de l'oligonucléotide est de 0,50 mM dans 1 M NaClOy4, 30 mM tampon phosphate,
pH 6,0 en D,O a 305 K.

parfois une intensité moyenne |71, 210], parfois une intensité faible ou est manquant
[87]. Cela peut venir de la variabilité que présente la phase des sucres sur ces cytidines
(présentée dans [4], p. 272). La distance H1'(n)-H8(n+1) est sensible a la phase du sucre
du nucléotide n, elle est plus longue quand le sucre est en phase N [185]. Il semble donc
que C16 ait un caractére plus N dans le cas de G*G*A [87] que pour G*G*G (voir
ci-dessous).

A basse température (281 K) les couplages imino-imino T7H3-G6H1 et T7H3-
G13H1 sont présents, tandis que le couplage G4H1-G5H1 est manquant et le couplage
G5H1-G6H1 est trés faible.

Les tableaux 2.1 et 2.2 indiquent les déplacements chimiques de 'oligonucléotide
platiné G*G*G et de 'oligonucléotide non platiné. Le duplex platiné présente toutes
les caractéristiques des complexes pyG*G* référencées dans [4]. En particulier, les deux
protons H8 des guanines platinées sont déblindés. Leurs déplacements chimiques sont

caractéristiques des complexes pyG*G* : 8,7 ppm pour la guanine platinée 5’ et 8,0-8 4
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ppm pour la guanine platinée 3’. Le proton H2’ de la guanine platinée en 5’ et celui de
la cytidine complémentaire sont blindés comme le sont ceux de la majorité des adduits
pyG*G* [59] et résonent respectivement a 1,52 et 1,98 ppm (tableau 2.1, & corréler
avec la figure 13 de [59]). C’est un indicateur que la structure de G*G*G posséde les
caractéristiques communes des autres structures de pyG*G* étudiées jusqu’a présent
[49, 56, 71, 87, 129, 210].

| | H8/H6 | H2/H5/CH3 | HI' | H2' | H2” | H3 | H4' | H1/H3 | H41 | H42 |
Gl | 8,01 - 6,022,74[279][485| - - - -
C2 | 761 5,45 6,03[230[250]484[426| - |837]648
C3 | 755 5,71 589 [ 152246 [471[410] - 885|711
G4* | 871 - 6,20 [ 2,33[2,75[517 [ 425 1316 | - -
Gb* | 8,37 - 5,63 | 2,41 | 2,66 [ 483 [ 4,25 | - - -
G6 | 7,70 - 6,03 254278488438 1293 | - -
T7 | 7,36 1,30 6,13 [ 2,21 256492 [428 ] 13,79 | - -
C8 | 749 5,67 577207243 [487[415] - [855]687
G9 | 7,9 - 5,99 [ 2,66 [ 2,76 | 5,01 [ 4,40 | 13,10 | - -
C10 | 7.49 5,52 6,23 2,19 221453408 ] - - -
| | H8/H6 | H2/H5/CH3 | HI’ | H2’ | H2” | H3’ | H4' | H1/H3 | H41 | H42 |
G11| 797 - 6,00 | 2,60 [ 2,80 [ 4,87 | - - - -
C12 | 741 5,42 5,74 (2,06 [ 243489420 - [852] -
G13| 793 - 5,67 277284506 - [ 1292 | - -
Al4 | 818 7,93 6,26 [ 2,77[2,89[503 449 - - -
Cl5 | 7,32 5,32 586 [ 2,08 248 [475 (416 - 831674
C16 | 7,63 5,74 5,76 [ 2,06 [ 248 [482 415 - 861|704
C17 | 7,53 5,64 565 [ 1,98 231 [482[407] - 866683
G18 | 7,89 - 5,72 [ 2,72 | 2,79 [ 5,00 | 441 | 12,98 | - -
G19| 7,79 - 6,03 2,59 [2,78]500] - - - -
C20 | 745 5,43 6,22 [ 221 [ 222453 4,08 ] - - -

TAB. 2.1 — Déplacements chimiques pour 'H du duplex platiné G*G*G. Tous les
spectres ont été enregistrés a 305 K a ’exception des spectres des protons échangeables
pour G*G*G enregistrés a 281 K. Les déplacements ont pour référence le TSP (Trisilyl
Méthyl Phosphate).

La comparaison entre les déplacements chimiques des protons non échangeables de
G*G*G et G*G*A (figure 2.3) suggére qu'une grande partie des deux duplexes est
surperposable. Des différences significatives sont présentes entre G6/A6 et sur C16.
La transition de A vers G explique les différences observées dans les déplacements
chimiques des protons du sucre [190]. Le changement de T17 pour C17 induit un
effet de courant de cycle différent 73| qui explique les changements de déplacements
chimiques. La ressemblance structurale entre G*G*G et G*G*A est de plus renforcée

par les signaux observés dans le spectre RMN de 3'P.
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| | H8/H6 | H2/H5/CH3 | HI’ | H2’ [ H2” | H3 | H4' | H1/H3 | H41 | H42 |

Gl | 7,98 - 6,01 | 2,65 [ 2,78 [ 4,85 [ 4,26 | - - | -
C2 | 7,53 5,42 6,09 | 2,18 249 [ 488 427 - |834 645
C3 | 742 5,60 5,62 1,99 235484 411 - |862]6,75
G4 | 7,83 - 5,64 | 2,66 | 2,76 [ 4,99 | 4,34 | 13,07 | - | -
Gb | 7,67 - 5,81 2,64 | 2,74 4,96 | 439 ] 1295 | - | -
G6 | 7,53 - 5,92 | 247 | 2,73 [ 4,83 [ 437 | 1282 | - [ -
T7 | 7,28 1,26 6,05 [ 2,12 |252 486|424 1365 | - [ -
C8 | 747 5,64 5,73 12,04 | 241 [ 485 | 413 | - 853 6,83
G9 | 7,93 - 5,97 | 2,63 | 2,74 [ 4,99 | 4,37 | 1308 | - | -
C10 | 7,46 5,48 6,20 | 2,19 [ 2,18 [ 4,50 | 4,06 | - - | -
| | H8/H6 | H2/H5/CH3 | HI’ | H2' | H2” | H3’ | H4' | H1/H3 | H41 | H42 |
G11 | 7,96 - 5,99 | 2,60 | 2,78 [ 4,85 | 4,24 | - - |-
C12| 739 5,40 5,71 12,02 [ 2,39 [ 487 [ 417 | - 8,49 6,48
G13 | 791 - 5,61 | 2,72 281 [503 436 1287 | - | -
Al4 | 816 7,87 6,25 | 2,70 | 291 [ 5,03 | 448 | - - |-
Cls | 7,23 5,24 5,79 | 2,03 | 242 [ 4,74 418 | - 8,02 6,48
C16 | 744 5,44 5,90 | 2,08 | 2,42 [ 4,80 | 4,14 | - 8,34 6,55
C17 | 7,40 5,57 5,57 | 1,98 [ 2,34 [ 4,82 4,09 | - [8,59 6,74
G18 | 7,85 - 5,65 | 2,68 | 2,76 [ 4,99 | 4,34 | 13,16 | - | -
G19 | 7,76 - 5,99 | 2,54 | 2,74 [ 497 [ 438 | 1312 | - [ -
C20 | 743 5,42 6,18 [ 2,17 | 2,19 [ 4,50 [ 4,04 | - - |-

TAB. 2.2 — Déplacements chimiques pour 'H du duplex non-platiné GGG. Tous les
spectres ont été enregistrés & 305 K. Les déplacements ont pour référence le TSP
(Trisilyl Méthyl Phosphate).

2.3 Différences entre platiné et non platiné

La figure 2.4 présente les modifications observées suite a la platination de 1’oligonu-
cléotide. Il apparait clairement que les changements observés sont localisés au niveau
du site de platination (Cs, G, Gi, Ag) et sur les bases complémentaires des guanines
platinées (Cy5,Cq6). La déformation engendrée par la coordination du cisplatine est trés

limitée.

Les différences de déplacements chimiques sont moins importantes que celles résul-
tant de la transition A->G entre G¥*G*G et G*G*A (figure 2.3).



CHAPITRE 2. RMN DE L’ADDUIT

[ bl
w [ Héms
Cur
a2
—_ | Boek
1 Ona
04— [ JEER
M 15
05+
0.6 | ; . | ! | . | ; . | . | ; . |
GI C2 ©3 G4* G5* A6/ T7 C8 G9 Clo GIlI Cl2 GI3 Al4 TIS/ Cl6 CI7 GI8 GI9 C20
G6 C1s

Fi1G. 2.3 — Différence entre les déplacements chimiques pour les protons non échan-
geables entre G*G*G et G*G*A. Les spectres ont été enregistrés a 305K (G*G*G) et

208K (G*G*A).
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FiG. 2.4 — Différence entre les déplacements chimiques pour les protons non échan-
geables entre G*G*G et GGG. Les spectres ont été enregistrés a 305K (G*G*G).

2.4 Attribution des sucres

2.4.1 Phase des sucres

La coordination du cisplatine est connue pour altérer la phase des sucres des nucléo-

tides platinés [4]. Dans tous les complexes pyG*G* étudiés, la guanine en 5’ présente
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une phase quasi exclusivement N. Le changement de phase vers N a été observé par-
tiellement [87] ou complétement [129], 'une des cytidines complémentaires des bases
platinées présentant aussi un caractére N renforcé (passé en revue dans [4] p. 272).
Pour valider ces observations, nous avons porté une attention toute particuliére au
trinucléotide central (CG*G*)-(CCG).

2.4.2 Informations issues des constantes de couplages Jio et
J1/2//

Les spectres DQF-COSY ont été enregistrés en utilisant une sonde cryogénique
qui a permis la mesure de presque tous les couplages Jy/o et Jyor, avec une précision
de £0.6-1.0 Hz (tableau 2.3). La plupart des nucléotides ont un couplage Jy.o de 10
Hz et un couplage Jy.on de 5 Hz, caractéristiques d’une phase S dans ’ADN B [160].
G4* présente un petit couplage Ji/o de 1,9 Hz et un grand couplage Jyo» de 7,1 Hz,
compatibles avec une phase de sucre 100% N [160]. Des valeurs intermédiaires sont

observées pour C3 et C15.

Dans le cas de C3, les constantes de couplage sont Jy.o=4,5 Hz et Jy/9,=8.0 Hz,
similaires & celles observées pour G*G*A (4,5 Hz et 6,5 Hz [87]). La valeur Jy9/ plus
importante pour G*G*G est 'indicateur que 1’équilibre est plus déplacé vers la confor-
mation N dans le cas de G*G*G que pour G*G*A. La simulation de dynamique mo-
léculaire (voir ci-aprés) indique une conformation majoritairement N avec un angle
moyen pour la phase de 25° et une amplitude de ®,, de 38", pour lesquels les valeurs de
J1or et Jygn sont respectivement de 2,4 Hz et 8,6 Hz, selon Rinkel et Altona [160]. En
supposant que les valeurs observées sont le résultat d’un équilibre N/S avec une faible
proportion de S (P=156", ®,,=35", J1,2=10,2 Hz, J1/9»=>5,7 Hz [160]), le calcul indique
que la proportion 75 % N, 25 % S donne pour les constantes de couplage Jyo =4,3
Hz et J19+=7,9 Hz. Ces valeurs sont en accord avec les observations expérimentales.
Pour G*G*A, la proportion de 60-70 % N pour C3 avait été estimée, pour G*G*G la

proportion estimée est donc légérement plus importante.

Pour C15, la simulation de dynamique moléculaire (voir plus bas) indique des tran-
sitions entre S (P=125", ®,, =40°), N (P=25", ®,, =35"), et E (P=75", ®,,, =38"). Les
constantes de couplages correspondant & ces trois conformations sont Jyo» =10,5 Hz,
Jyon =5,2 Hz pour S, Jyo =7,1 Hz, Jyon =8,2 Hz pour E et Jyo =2,3 Hz, Jyon =84
Hz pour N [160]. En supposant que les proportions des conformations sont 73 % de N,
14% de E et de 13 % pour S, les constantes de couplages deviennent Jyo =4,0 Hz et

Jion =8,0 Hz, en accord avec les observations expérimentales.



82 CHAPITRE 2. RMN DE L’ADDUIT

| Base | Jyo [ Jyor | By | H2-H6/8° | H3-H6/8° | Ratio | %S |
GL | - - - 2,61 4,53 058 [ 97
C2 | 8 |52 | 13 2,44 3,83 0,64 [ 90
C3 |45 | 8 [114] 3,03 3,2 0,95 | 44
G4* [ 19 | 71 [104] 374 2,55 147 | <0
G5* | 88 | 44 |13 2,9 4,09 0,71 | 82
G6 | - - - 2,8 4,85 0,58 | 96
T7 |95 | 49 [145] 246 3,84 0,64 [ 89
C8 |97 |52 [149] 1,83 3,05 06 [ 94
G9 | - - - 1,99 3,59 0,55 | 99
C10 | - - - 2,2 3,3 0,67 | 86
| Base [ Jyo | Jyor | Xy [ H2-H6/8° | H3-H6/8 | Ratio | %S |
G11 | - - - 2,39 4,01 06 [ 94
Cl2 |10 | 5 [163] 1,86 4,25 0,44 [ >100
G13 | - - - 2,22 4,5 0,49 | >100
Al4 [ 88 [ 53 | 14 2,66 3,49 0,76 | 76
Cl5 | 4 | 77 [124 2,9 3,34 087 | 064
C16 | 91 | 46 [13,7] 2,52 2,7 0,93 | 57
CI7 | 11 | 44 [158] 2,45 43 0,51 | >100
G18 | - - - 2,68 3,8 0,71 | 82
G19 | - - - 2,73 4,28 0,64 [ 90
C20 | - - - - 3,42 - -

TAB. 2.3 — Couplages spin-spin Jyro, Jyor et Xy déterminés & partir des spectres
DQF-COSY, distances inter-protons H2'-H6/8 et H3’-H6/8 déterminées a partir des

spectres NOESY, et ratio gg;:—gg?: pour le duplex platiné G*G*G. Une estimation de
H2'—H6/8

la conformation du sucre, calculée a partir du ratio T —H6/s
derniére colonne (voir le texte pour les explications du calcul). “Les distances inter
protons H2-H6/8 et H3’-H6/8 ont été moyennées a partir des trois spectres NOESY :
temps de mélange de 200 ms a 305 K en D50, temps de mélange de 80 ms a 305K en
D50 et temps de mélange de 200 ms & 281 K en H,O. Toutes les distances n’ont pas
pu étre mesurées pour chaque temps de mélange.

est présentée dans la

2.4.3 Indications sur les sucres a partir des expériences NOESY

Les distances intranucléotidiques H2’-H6/8 et H3’-H6,/8 sont corrélées avec angle
de phase P et I'angle glycosidique x [204]. Comme aucun sucre syn n’a été détecté lors
de Panalyse des sucres de G*G*QG, ces deux distances peuvent étre utilisées pour estimer
la conformation des sucres [160, 204]. Nous avons combiné trois expériences NOESY
pour déterminer les distances moyennes H2-H6/8 (dgoapp) €t H3-H6/8 (dysiapp) &
partir de 'intégration des volumes NOE, le volume de la distance cytidine H>-H6 (2,45
A) servant de référence (voir tableau 2.3). Le ratio % a permis de calculer la

H3 app
proportion de S en supposant un équilibre entre les populations N et S.
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Dans une fraction contenant une proportion xg de la phase S et (1-xg) de la phase
N d’un oligonucléotide donné, la distance apparente dpa_pe/s est proportionnelle, en
absence de diffusion de spin, & [xs*dHQIS_6+<1—xs)*dHQ’N_G]_%, ol dgyg et dyy N sont
respectivement les distances H2'-H6/8 en conformation S ou N. De la méme maniére
la distance apparente dpzqp, est proportionnelle & [z * dys 6+ (1 —xg) * ngzN*‘S]_%,
ol dyss et dgz n sont respectivement les distances H3’-H6/8 en conformation S ou N.

iy . :
La rapport dz# est défini dans I'équation 2.1 :
3’app

o=

d 2 app _ ($S *dgys 0+ (1 —zg) * dHQ’N6) - (2.1)

A F3 app xs*dpys O+ (1 —xg) * dygyn=°

Les valeurs moyennes sont issues des données calculées a partir des modéles mini-
misés extraits de simulations de dynamique moléculaire avec AMBER 6 et parm 98
(voir partie I et [185]). Les distances obtenues sont dyyg =2,45 & 0,32 A, dyoy =3,27
+ 0,24 A, dyyg =4,49 £ 0,26 A et dyyn =2,27 £ 0,26 A. En utilisant ces valeurs
et I’équation 2.1 nous avons tracé le ratio ZZE—:;’; en fonction de xg. Il apparait que

la courbe de régression associée est quasiment linéaire, le calcul peut étre approximé

comme le présente I’équation 2.2 :

diyapy 3,27 92,45 3,27
= ——— | ~1.44—-0.,89 2.2
diyay 227 057 T (22)

4,49 2,27

Nous avons utilisé ’équation 2.2 pour calculer les pourcentages de la phase S pour
tous les nucléotides de dsG*G*G, ces pourcentages sont présentés dans le tableau 2.3.
Trois valeurs sont supérieures 4 100% et une inférieure a 0%. Ces valeurs calculées sont
cependant bien en-dessous de 'incertitude expérimentale sur la conformation, estimée
a 20%.

dpror_ . . .
2ME de 0,7 ou moins, indicateur d’une
H3/—H6/8

phase majoritairement S. G*4 d’un autre coté a un ratio de 1,465 typique d’une phase

La plupart des nucléotides a un ratio

N. Des valeurs intermédiaires sont obtenues pour C3, C15 et C16. Les expériences
DQF-COSY avaient déja indiqué que C3 et C15 présentaient un équilibre N=S tandis
que C16 avait des constantes de couplage Jyor et Jyor typiques d’un sucre S (tableau
2.3). Cette incohérence peut trouver son origine, en principe, dans les marges d’erreurs
des expériences DQF-COSY et NOESY. La simulation de dynamique moléculaire pour
G*G*A a indiqué que C16 présentait de fréquentes transitions entre les conformations
N et S tandis que pour G*G*G (voir plus loin) la conformation est trés majoritairement
N. Ces données suggérent, que C16, la cytosine complémentaire de la base platinée en 37,
présente un équilibre N=S déplacé vers la conformation N en raison de la coordination

du cisplatine.
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2.5 Distances RMN

L’analyse détaillée du spectre RMN a permis d’extraire 224 distances. Ces distances

seront comparées dans le chapitre suivant avec la simulation de dynamique moléculaire.

2.6 Reéarrangement de 1’adduit

La purification par HPLC a permis d’isoler 'adduit G4*G5*G6 (1) de Padduit
GAGH*G6* (2). Les expériences RMN réalisées a la sortie de la purification ont permis
de déterminer que la proportion du premier adduit était au début de I'enregistrement
des spectres RMN d’environ 90 %.

Le tableau 2.4 présente les déplacements chimiques observés pour 'adduit migré.

| | H8/H6 | H2/H5/CH3 | HI’ | H2' | H2” | H3’ | H4' | H1/H3 | H41 | H42 |
G1 | 8,00 - 6,02 270|279 - - - - -
C2 | 7,55 5,44 6,10 [ 2,20 | 2,50 [ 4,89 [ - - [ 842653
C3 | 746 5,62 5,58 [ 2,02 2,32 [ 484 | - - [861]684
G4 | 786 - 6,03 ]256 27649 | - | 1315 | - -
G5* | 8,29 - 6,02 2,19 | 2,75 [ 4,78 | - - - -
G6* | 7,95 - 5,64 | 2,24 | 257 [ - - [ 1316 | - -
T7 | 7,50 1,32 6,17 [ 2,25 | 2,56 | 4,91 [ 4,27 | 1397 | - -
C8 | 7,50 5,68 577 - | - | - - - [8,58]6,91
G9 - - - - -] - - [ 13,09 | - -
Clo | - - - -1 -] - - - - -
| | H8/H6 | H2/H5/CH3 | HI’ | H2’ | H2” | H3’ | H4' | H1/H3 | H41 | H42 |
Gil| - - - [228] - | - - - - -
Cl2 | 742 5,42 577 - | - | - - - - [ 6,52
G13 | 7,94 - 572 - | - [ - - [ 1294 | - -
Al4| 8,18 7,90 6,29 | 2,68 | 2,86 | - - - - -
Cl5 | 746 5,53 5,95 | 2,00 | 2,39 [ 4,79 | - - [ 841686
C16 | 7,57 5,49 5,98 | 2,11 | 2,45 [ 4,80 | - - [820]6,70
C17 | 7,39 5,50 5,63 | 2,00 | 2,36 [ 4,84 | - - [843[682
G18 | 7,87 - 5,64 [ 270 | - [500] - | 1315 | - -
G19 | 781 - 6,03 [ 2,59 | 2,77 [ 5,00 | - - - -
C20 | 7,46 5,47 622 - [ - | - - - - -

TAB. 2.4 — Déplacements chimiques pour 'H du duplex GG*G*. Tous les spectres ont
été enregistrés a 305 K a I’exception des spectres pour les protons échangeables qui ont
été enregistrés a 281 K. Les déplacements ont pour référence le TSP (Trisilyl Méthyl
Phosphate).

Au cours de analyse RMN, il est apparu que 'adduit G*G*G était en train d’évo-

luer (figure 2.5). Une faible proportion de la nouvelle espéce (environ 10 %) était
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présente dés le début de I'analyse, et cette proportion a rapidement évolué en 180 jours
pour devenir majoritaire (la proportion entre nouvelle espéce et 'ancienne s’est alors
stabilisée & 55 / 45).

G4*pG5*  G5*pG6*

\,\\ C3pGa*

FI1G. 2.5 — Déplacements chimiques du phosphore ou la présence de G*G*G et GG*G*
est détectée. (a) spectre enregistré 100 jours aprés la platination, les deux adduits
sont présents. (b) spectre de I'oligonucléotide non platiné. Les déplacements chimiques

sont présentés avec pour référence 'acide phosphorique a 85 %, 'enregistrement a été
effectué a 305 K.

Aprés analyse de la nouvelle espéce, nous avons déterminé que le produit de ré-
arrangement est le chélate GG*G* (2) (dont le profil apparait en HPLC, voir figure
1.1). Le diagramme du réarrangement de (1) est présenté figure 2.6, sur la base de la
mesure des pics de corrélation entre les protons H5-H6 des cytidines. Le premier point
expérimental & 67,6% a 9 jours fait 'objet de vérifications complémentaires. Le temps
représenté indique le temps ou ’échantillon a été repris en solution, a une tempéra-
ture normalisée pour les différentes analyses a 283 K. Cette renormalisation permet de
prendre en compte le fait que 'augmentation de température de 10 K double le taux
d’interconversion des deux especes. Le temps t.;s qui résulte de cette normalisation est

calculé suivant I’équation 2.3 :

(T — 283)

topr =2t
I 10

(2.3)
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t est le temps réel passé a la température T.
En supposant une réaction d’ordre 1 pour la conversion de espéce A (G*G*G) en
I'espéce B (GG*G*), I'équation différentielle est de la forme 2.4 :
dA
— =—kfA+ kB (2.4)
dt
ks et ky sont les constantes de conversion de A vers B et de B vers A.
Si & t=0, la concentration de A est A0 et celle de B est zéro, nous obtenons A en
fonction du temps :
1

— _ (=kyp+kp)t
A= A0 G ) [k + 1e ] (2.5)

La régression résultant de ’équation 2.5 des points expérimentaux est présenté sur la
figure 2.6. En excluant le point a 9 jours qui fait 'objet de vérifications, cette régression
est en parfait accord (R=0,99) avec les observations, ce qui conforte I’hypothése d’un

réarrangement de cinétique d’ordre 1.

Cinétique du réarrangement pour ds G*G*G

100 1 I 1 I 1 T 1

Ne
o

80

70

60

concentration totale (%)

50

- * . i
40 | | 1 | | | 1 | | | 1 | |
0 100 200 300 400 500 600 700

Temps (Jours*)

FI1G. 2.6 — diagramme cinétique du réarrangement de G*G*G vers GG*G*. Jours™ : le
temps présenté est £, le calcul de ce temps est décrit dans le texte.



Chapitre 3

Dynamique moléculaire

La simulation réalisée par le Dr. M.-A. Elizondo-Riojas [59] sur la séquence % -

GCCG*G*ATCGC -3 /% - GCGATCCGGC - ¥ (notée G*G*A) a permis de décrire
le comportement dynamique de 'ADN coordiné par le cisplatine. La corrélation a
posteriori avec ’étude RMN effectuée par le Dr. F. Herman de cet oligonucléotide
platiné [87] a donc permis d’affiner 1’étude conformationnelle de 'adduit. En effet, les
déplacements chimiques du proton H2’ de Cs et du proton H2’ de Cy7 ont été expliqués
en dynamique moléculaire par le mouvement de va-et-vient horizontal de la paire de
base G*4-C17 observé en dynamique moléculaire. L’analyse de la dynamique de I'adduit
a révélé, du coté 3’ du site de platination, la présence d’'une conformation BII sur le
phosphate entre Cg et T7 (noté CgpT7 par la suite). Cette conformation, en proportion
faible dans un ADN B [67], apparait de maniére concomitante avec la formation d’une

liaison hydrogeéne entre I’ammine 3’ du cisplatine et 'atome N7 de I’adénine 6.

Lors de la simulation du docteur Dr. M.-A. Elizondo-Riojas, la conformation pos-
sédant la sous-population BII pour le pas AgpT; (ayant € - ¢ >= 0) est la plus im-
portante. Cette sous-population représente 43% de la totalité de la simulation. Pour
valider de maniére expérimentale la présence de cette sous-population et en cherchant
a l'augmenter, la séquence ® - GCCG*G*GTCGC - * /* - GCGACCCGGC - ¥ (G*
représente une guanine platinée) a été choisie pour 'analyse par spectroscopie RMN.
D’apreés les simulations préliminaires que j’ai effectuées, le remplacement de I’adénine
Ag par la guanine Gg permet d’obtenir une augmentation de la proportion de la sous-
conformation de 43% a 50%". En effet, 'atome N de la guanine est plus électronégatif
que celui de 1'adénine [156] et atome Og apporte une possibilité supplémentaire de

liaison hydrogéne.

1Ce pourcentage est donné & titre indicatif. En effet la correspondance de temps entre la simulation
et les expériences RMN ne peut étre absolue. De plus cette simulation a mis en évidence des limitations
dans la paramétrisation du cisplatine, ce qui sera présenté dans ce chapitre page 90 et plus en détail
dans la partie V.
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3.1 Préparation de la dynamique

Le point de départ de la simulation a été le méme que celui utilisé pour la simulation
de G*G*A. Les bases A6 et T15 ont été remplacées en utilisant zleap par G6 et C15.
Cette procédure a permis la création de la séquence ¥ - GCCG*G*GTCGC - ¥ /
% - GCGACCCGGC - ¥ (notée GGG pour le non platiné et G*G*G pour le plating).

La structure ainsi obtenue a été minimisée dans le logiciel zleap de la suite AM-
BER 6.0 avec le champ de force parm 98 modifié pour prendre en compte le composé
cisplatine (voir partie V). Ce champ de force modifié a été utilisé par la suite pour
I’ensemble de la simulation. La préparation et la simulation ont été réalisées selon le

protocole listé ci-dessous :

1. inclusion de 16 contre-ions;

2. hydratation de ’ensemble ADN-cisplatine + contre ions dans une boite ortho-
rhombique en utilisant des molécules d’eau de type TIP3P. Les dimensions ont
6té définies pour avoir au moins 10,5 A entre le bord de la boite et le soluté
(ADN+-cisplatine-+contre-ions), soit une taille finale de 64*54*54 A.

3. minimisation pour ordonner les molécules d’eau et obtenir une structure stable
pour le début de la dynamique (quand on crée la boite d’eau, par défaut toutes
les molécules d’eau sont positionnées selon un arrangement géométrique régulier

et les molécules d’eau ne sont pas orientées correctement vis-a-vis du soluté) ;
4. chauffage;
5. équilibration ;
6. production.

Ces étapes et les fichiers associés sont détaillés dans la partie V.
L’ensemble de la simulation a été calculée sans contrainte et seules les dix derniéres
nanosecondes de simulation de dynamique moléculaire ont été retenues pour 'analyse

et la comparaison avec les données expérimentales issues de I'expérience de RMN.

3.2 Analyse de la dynamique

L’ensemble des paramétres hélicoidaux calculés par Curves [112, 113] et mis en
forme par I'intermédiaire du script analyse.pl (page 288) sera présenté en Supplemen-
tary Material dans I'article définitif (23 pages). En effet, comme nous le verrons ci-
dessous la simulation ne permet pas de reproduire complétement les expériences RMN.
Un travail est en cours pour prendre en compte les déformations spécifiques induites

par le cisplatine dans le champ de force ’AMBER (voir partie V). Les points sui-
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vants présenteront les caractéristiques principales de la coordination du cisplatine sur
la séquence G*G*G.

3.2.1 Caractéristiques générales issues de la simulation

IADN simulé présente un coude de 67+9" essentiellement localisé au niveau du site
de platination (roulis local -roll- de 74£3" entre G} et G?). Le mouvement dynamique
de va-et-vient observé avec la paire G4 :Cy7 pour G*G*A est fortement diminué dans le
cas de G*G*G : ces observations sont corroborées par le blindage plus important dans
le cas de G*G*G sur C3Hy (1,52 ppm au lieu de 1,58 ppm) et plus faible sur C;7Ho
(1,98 ppm au lieu de 1,96 ppm).

3.2.2 Conformation des sucres

Le tableau 3.1 présente la comparaison des conformations des sucres entre ’analyse

(tableau 2.3) de la RMN et les calculs de dynamique moléculaire.

’ Base ‘ %SRMN ‘ %den H Base ‘ %SRMN ‘ %den ‘

Gl 97 100 G11 94 100
C2 90 100 C12 =100 99
C3 44 22 G13 | >100 99
G4* <0 21 Al4 76 90
GbH* 82 100 C15 64 66
G6 96 100 C16 o7 3

T7 89 100 C17 | >100 97
C8 94 100 G18 82 100
G9 99 99 G19 90 100
C10 36 96 C20 - 97

TAB. 3.1 — Comparaison entre les conformations des sucres observées en RMN et celles
calculées a partir de la simulation de dynamique moléculaire.

Le champ de force parm 98 est connu pour déplacer 1’équilibre N=S8 vers la confor-
mation S [29]. Il apparait de la comparaison issue du tableau que cette surreprésenta-
tion de S peut aller jusqu’a 20% (G3, G, Gis). De plus, la coordination du cisplatine
sur son ADN cible induit une orientation vers N de la guanine 5’ platinée [151]. Les
phases des sucres de C3 et C16, en tenant compte de ces remarques, présentent donc
une incohérence entre les observations expérimentales et la simulation de dynamique

moléculaire.
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3.2.3 Conformation des phosphates

Lors de la simulation du Dr. Elizondo-Riojas, il est apparu qu’en 3’ de G*G*A (sur
ApT), la conformation BII était I'espéce majoritaire et couplée a la présence d’une
liaison hydrogene entre Gg :N7 et ’ammine 3’ du cisplatine. Un des objectifs de cette
étude était 'augmentation de la proportion de BII pour permettre son observation
en RMN. Selon 'analyse du spectre du phosphore en fonction du temps (figure 2.5),
seuls les phophates entre les guanines platinées présentent un signal particulier, ce qui
est conforme avec les autres expériences RMN concernant le cisplatine [4]. L approche
développée dans la partie I n’a pas non plus indiqué de conformation BII prépondérante
pour ce phosphate.

Durant la dynamique, le pas GgpT7 est entiérement BI, en accord avec les observa-
tions RMN et le calcul alternatif utilisant les combinaisons de distances inter-protons
[185]. La liaison hydrogéne est néanmoins présente durant 75% du temps de la dyna-
mique (Gg :N7/ Gg :Og - ammine 3’ du cisplatine).

Lors de ’analyse plus précise de la simulation de dynamique moléculaire, il apparait
qu’une transition a/y : gt /g~ — a/7v : t/t est présente entre GgpT7, ce qui défavorise
la conformation BII [192].

3.2.4 Comparaison des distances RMN avec le modéle dyna-

mique

L’analyse des NOEs avec les 221 distances correspondantes dans la dynamique
moléculaire a indiqué des incohérences ciblées sur quelques pas :
— 186 NOEs sont en accord avec les distances calculées pour les 10 ns de la simu-
lation
— 35 NOEs sont en désaccord (dont 16 aux extrémités de l'oligonuclétotide, dans
les deux derniéres paires de bases)
— les 19 NOESs qui restent en désaccord au coeur de 1'oligonucléotide sont reliés aux

problémes de proportion des sucres présentés dans le tableau 3.1.

3.2.5 Validation du modéle simulé par les données expérimen-

tales

Comme observé dans les conformations des sucres, des phosphates et des 221
NOEs qui ont pu étre isolés et validés, la simulation de dynamique moléculaire a
permis d’élucider la structure tridimensionnelle de 1’adduit platiné sur la séquence
d(GCCG*G*GTCGC)-(GCGACCCGGO). Les différences observées au niveau des sucres

sont issues de problémes connus en simulation [29] mais relévent aussi des limitations
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de notre modéle de paramétrisation du cisplatine (le travail est en cours pour améliorer
cette représentation, voir partie V). La conformation o/ : ¢/t anormale entre Gg et
T7 induit un déroulement particulier qui peut étre responsable des variations observées
sur la phase de C3 et C14. En effet, en perturbant le comportement naturel du squelette
phosphodiester, cette conformation induit une rigidité qui répercute les déformations
issues de la coordination du cisplatine sur Cs et Cyg.

La figure 3.1 présente la structure moyenne minimisée de I’adduit platiné.
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F1G. 3.1 — Représentation NewRibbon et Licorice [95] de la structure moyennée et
minimisée issue de la simulation de dynamique moléculaire. Les guanines platinées
sont en bleu, les ammines du cisplatine en jaune, le platine en cyan.



Chapitre 4
Conclusion

Cette étude est la premiére a mettre en avant la structure d’un adduit ADN-
cisplatine sur une séquence comportant trois guanines adjacentes. L’isolement et la
purification en HPLC ont permis d’isoler les différents adduits de la platination et d’ob-
tenir 'adduit G*G*G en concentration suffisante pour permettre ’analyse en RMN de
I’adduit formé.

Avec le croisement des techniques classiques de RMN (NOESY, COSY, TOCSY,
DQF-COSY, ...) et de la simulation de dynamique moléculaire, la structure tridimen-
sionnelle de ’adduit a pu étre résolue.

Il apparait que la structure BII présupposée par Elizondo-Riojas et Kozelka a la
suite de la simulation sur G*G*A n’est pas présente en RMN. De plus, la structure
G*G*G est plus rigide que celle de G*G*A. Cette rigidité provient de la transition A
vers G et par la stabilisation de la structure par le renforcement des liaisons hydrogénes
entre 'ammine 3’ de 'adduit platiné et la purine qui suit.

Lors de 'analyse il est apparu que le modéle de représentation des atomes parm
98 et celui élaboré au laboratoire pour le cisplatine présentaient quelques lacunes sur
les équilibres conformationnels des sucres et des phosphates. Un travail de correction
de la représentation du cisplatine a été initié (voir partie V) mais n’est pas encore
satisfaisant pour étre inclus dans I’étude présentée dans ce chapitre. Les travaux de
reparamétrisation sont actuellement poursuivis par le Dr Djuranovic et feront 'objet
d’un article séparé.

L’analyse de I’échantillon ayant été étalée dans le temps (2 ans), il a été possible
de suivre le réarrangement de I'adduit G*G*G en GG*G* et de déterminer une pre-
miére estimation de la cinétique du réarrangement. L’étude cinétique plus compléte est

actuellement réalisée par K. Chvalova.
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CHAPITRE 4. CONCLUSION



Troisiéme partie

Reconnaissance plausible d’un ADN

platiné par la LEF-I
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L’ADN est la cible principale du cisplatine. Une fois le cisplatine coordiné sur sa
séquence préférentielle (GG, AG), ¢’est la reconnaissance de ce dommage qui va induire
lefficacité thérapeutique. La premiére étape consiste en la fixation d’une protéine de
type HMG@G, qui va ensuite entrainer une cascade de réaction cellulaire conduisant soit
a la l'excision de 'adduit et & la réparation du brin, soit 4 ’apoptose. Les points de
controle des différentes étapes sont de mieux en mieux connus mais font encore 'objet

de nombreuses recherches [68, 69].

Le domaine accessible a la simulation se cantonne encore a I’heure actuelle a 1’étude
de composés de taille réduite, de quelques dizaines a quelques centaines de milliers
d’atomes. Il n’est donc pas encore possible de représenter de maniére explicite tous
les mécanismes qui interviennent dans l'apoptose ou la réparation cellulaire. Il est
néanmoins possible de commencer a étudier la reconnaissance de ’adduit platiné par
les protéines HMG (High Mobility Group).

La facteur de transcription LEF-I (Lymphoid Enhancer-binding Factor I) fait partie
de la famille des HMGs. C’est une protéine qui reconnait spécifiquement la séquence
¥ _GAGCTTCAAAGGGTG—* en insérant une méthionine dans le désempilement
créé par le coude de reconnaissance au niveau des adénines 23 et 24. La structure
résultant de cette déformation ressemble a celle provoquée par la chélation du cisplatine
sur deux guanines. Les expériences d’affinité sur gel réalisées par le Dr. Drumm ont
validé que la mutation de Aoz et Aoy pour Gh; et G3, (ou G* représente une guanine
platinée par le cisplatine) permet de conserver l'affinité de reconnaissance entre la
séquence cible et LEF-I. L’affinité mesurée est comparable pour les deux séquences.

Dans un premier temps, nous avons cherché a décrire la structure de la protéine
fixée sur sa séquence native cible.

La simulation de ’ensemble ADN-protéine (non platiné) a permis de décrire I'incor-
poration de la méthionine 11 dans le désempilement issu de la fixation de la protéine.
L’utilisation de conditions périodiques et de solvant explicite a indiqué que cette fixa-
tion s’accompagne de la possibilité pour une molécule d’eau de s’insérer dans la poche
créée par le mouvement de la méthionine. Durant la simulation de 10 ns sans contrainte,
cette poche hydrophile a acceuilli une premiére molécule d’eau pendant 3,5 ns qui a
par la suite été remplacée par une seconde.

Cette simulation a mis en évidence la possibilité de reproduire le modéle de recon-
naissance d’une protéine sur son ADN cible, avec 'implication possible d’une molécule
d’eau. De plus, les expériences sur gel ont montré que le remplacement des adénines
pour des guanines platinées conserve l'affinité de la protéine pour 'ADN. Ces deux
résultats suggérent que le modéle de reconnaissance ADN-platiné/LEF-I peut adopter

une conformation telle que celle observée dans la simulation présentée dans Iarticle.

Ce travail est donc une premiére étape plausible vers la compréhension de I'initiation
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de la cascade réactionnelle qui ménera la cellule vers la réparation du dommage causé

par le cisplatine ou vers ’apopose.
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Abstract

Molecular dynamics simulations of the complex formed betweenHkS box of the
lymphoid enhancer-binding factor (LEF-1) and its cognate DNA duple® waaried out with
explicit inclusion of water. The simulation started with BMR-based model (pdb code
2LEF) and the dynamics was pursued for 10 nanoseconds without cossttaexealed that
water intervenes in many ionic/polar interactions, establismngarticular local equilibria
between direct and water-mediated hydrogen bonds, and thus incréesiegtropy of the
complex. Quite unexpectedly, the simulation indicated that a bindinkepéar a specific
water molecule may be reversibly formed at the apex obéimel induced in the DNA helix
by LEF-1 binding, where a methionine side chain intercalatewebet two destacked
adenines. We observed that the specific water molecule exapotarily replace the
intercalated S-Ckigroup, acting as a sort of "extension" of the side chain. Tideree time
of this water molecule was about 3.5 ns. Simulations of the cofihN#ealone showed that
this sequence has no intrinsic tendency to bend; thereforeetften occurs solely as a
consequence of the recognition, following the "induced-fit" mechanism.

Introduction

HMG-box (HMGB) proteins bend DNA and bind preferentially taali®d DNA structures.
Their recognition of specific DNA sites results from a comtiama of hydrophobic
interactions between the "hydrophobic cores" of the HMG-box and the minor grbDWA,
electrostatic interactions between basic linker regions oprbiein and the sugar-phosphate
DNA backbone, and base-specific hydrogen bonds (1, 2). A characté&eture of DNA
recognition by HMGB proteins is intercalation of a hydrophobic protsidue into the cleft
produced by destacking of two base-pairs at the bending site(s).

Several structures of HMGB protein complexes with DNA haenbsolved by NMR
(3-5) or X-ray crystallography (6, 7). While these structypesvide valuable structural
information about the recognition "strategies" of HMGB proteing; Hilew for only limited
insights into the dynamics of the binding. Molecular dynamics (MDukitions has recently
become a reliable tool for studying the thermal movement of pro&gidsnucleic acids,
especially since the particle-mesh-Ewald (PME) technibae allowed the problem of

representing long-range electrostatic forces to be overcome (8).



In the present paper, we report molecular dynamics simulatiothe ¢iMG-box of a
sequence-specific HMGB protein, the transcription factor LEEemplexed with its cognate
15 bp DNA, as well as of the DNA alone. We were inteesh the LEF1-DNA complex
because of the similarity between the DNA bend locus seersiedhiplex and DNA bent by
cisplatin crosslinking (7). We have recently studied the dyrarofcthe cisplatin-DNA
crosslink (9), and it seemed interesting to us to compare this case of a DNA bewed iogac
covalent crosslink with that imposed by a non-covalent interaction with a protein.

All simulations took account of the solvent explicitly and used ghsicle-mesh-
Ewald method (10) to determine electrostatic interactiohs.récognition complex of LEF-1
with its DNA sequence has been previously studied by NMRaf8),the NMR coordinates
were utilized as starting conformation for the simulatioigyfe 1). We show here that the
simulation of the free DNA converges towards the same linearsteyethether started from
the DNA coordinates of the NMR study of the complex or from canbBi2NA. Analysis
of the MD trajectories indicated that the recognition DNA sequence of LEF-1 dogsesent
a natural tendency for bending toward the major groove, consisténtawi"induced-fit"
mechanism (11, 12). We have used the analysis of our MD sionlatiaddress questions
such as those of the dynamics of the intercalation site, pugler equilibria, the dynamics
of hydrogen bonds, and the role o&BBII interconversions.

The amino acid and DNA sequences are given in Figure 2 aldhghe respective
numbering schemes. It has to be noted that in the firstr mddeove et al. (3), the residue
numbering for the HMG domain of LEF-1 started with O anthesefore shifted by -1 with
respect to that used in their second paper (13) and to that adopted in this work.

Insert Figures 1 and 2

Methods

The MD simulations were carried out with the SANDER modulé¢hef program AMBER
Version 6.0. (14) run on a cluster of IBM-compatible personal computeder Red Hat
GNU/Linux 7.1, or on an IBM Power4 P690 computer operating underbALXThe parm98
forcefield (15) was used without modification. The particledmEwald method (10, 16)
using charge grid spacing of approximately 1 A with cubic B-sgliberpolation and sum
tolerance of 10 A was used to calculate the electrostatic energy. A Atdffowas applied to
Lennard-Jones interactions. The MD simulations employed the SHAKjeritam
(tolerance=0.0005) to all X-H bonds (17) and used a time step of 2 fs.



The initial coordinates for the protein-DNA-complex were takem the energy-
minimized mean structure obtained upon averaging the 12 individuatwses of the PDB-
entry for the NMR-derived structure. Two simulations of thebpbcognate DNA were
performed: one starting from the initial structure used forsthrilation of the protein-DNA
complex (vide supra) and another from canonical Arnott B-DNA (183toacted using the
NUCGEN module of the AMBER package.

In order to neutralize the systems, the appropriate number of scdwmer ions (28
for the free DNA, 16 for the protein-DNA-complex) was plaeedhe phosphate bisectors
approximately 6 A from the oxygen atoms. In the case of a clms@aat of a charged side
chain amino-acid with the phosphate, no counter ion was addedollite was then solvated
in a rectangular box of randomly oriented water molecules (apgimensions: 75x74x64 A
for the protein-DNA complex and 80x60x50 A for the free DNA). ThE3R water model
was employed for all simulations along with periodic boundary conditions.

The first rounds of energy minimization served to relax tlagewmolecules while
keeping fairly high positional restraints on the solute atoms. @wlyfinal round of energy
minimization was done unrestrained (for the protocol, see ref. TAp system was then
heated to 300 K in two rounds of 20 ps with harmonic constraints otabnkol.& imposed
on the solute and counter ions in NVT conditions. During the first ro(@d50 K), the
velocities were rescaled, whereas during the second roundstieenswas coupled to a heat
bath using the Berendsen algorithm (coupling constant of 0.2 ps).sy$tem was
subsequently relaxed in six rounds of 20 ps each during whidiath@onic constraints were
subsequently relaxed to 5 Kcal/mol.Kor the solute and 2.5 Kcal/mokAfor the counter
ions. The seventh round was 100 ps with harmonic constraints ofcalfmél.2 for the
solute only. At this point, a Maxwell-Boltzmann redistributionvefocities was carried out.
Four more rounds of equilibration were carried out (3x100, 1x200 ps) patition
constraints of 2.5, 1.0, 0.5 and 0.1 Kcal/mélrdspectively applied to the hydrophobic core
of the protein. Finally, 250 ps under the production conditions were rionebihe actual
production was started. The center of mass velocity wasvennevery 100 steps. In order to
avoid occasional openings of the terminal base-pairs, their W&isdn-hydrogen bonds
were reinforced by means of soft distance constraints of 1@nkaad2. A simplified
equilibration protocol, corresponding to that used previously in reiw@,employed for the
simulations of the free DNA.

The atomic coordinates were stored every 1 ps. The @alged the program
CURVES(19) for calculation of helical parameters and backborgoh angles and the



CARNAL and PTRAJ modules of AMBER 6.0 to monitor other structfgatures such as

distances, angles and torsions.

Results and Discussion

Global agreement between the MD simulation and the NMR-derived static models

The initial structure used to start the MD simulations w@sstructed by averaging the 12
published NMR-based models (3) and minimizing the energy for 20stegieepest descent
and 1053 steps of conjugate gradient minimization. The heateebailibrated protein-DNA
complex was followed for a production period of 10 ns without any cnttr The rms
deviation from the initial structure rose to 2 A during thstfir ns and then stayed between 2
and 2.7 A for the remaining time (not shown). As shown in Figuréh@amain structural
feature, i.e., the directional bend of the DNA double helix towHrdsmajor groove at the
recognition site, which is common to all the 12 NMR models podtisearlier (3), is also
observed during the simulation, as is the enlarged minor groove egritral base-pairs C5-
G26 to T8-A23 (10-11.5 A as measured by CURVES (19), not shown). Tteismajor
structural aspects of the DNA at the recognition site as wi$en the NMR models, are
conserved during the simulation.

Insert Figure 3

In order to assess the extent of local conformational changleis whe DNA duplex,
we have plotted the torsion angles along the backbone and the privaipaidal parameters
as a function of time, and compared them to the values of the 129tiMd&ures deposited in
the NDB. During the whole simulation period, the torsion angle$, andy remained in
their canonical ranges (i.ex;, B, y*), except for a fortuitous excursion of C5d¢f. The
torsion angled, €,and{ showed some fluctuations characteristic of N-S conformational
transitions of sugars and BI-BIl transitions of phosphate residhesvisfor the central five
base-pairs in Figure 4). This comparison revealed one principatida of the simulated
structure from the NMR models: a Bl BO (g »¢'(}(20, 21)) transition at the G26/G27
step. This transition occurred during the heating period, andngeg®nifest in an increased
twist at the step C4:G27/C5:G26, and a decreased twist adtepeC5:G26/T6:A25, as
compared to the NMR models (Figure 5). This-Bl BO transitiomld either be metastable,
if the simulated structure was "trapped" in the BO confonatiuring the heating period, or
free-energy driven, which would mean that the previous refineomsng NMR constraints



did not converge towards the correct free-energy minimum. As a chediawe switched the
Bl conformation of the G26/G27 step to BO using a constraintherd dihedral angle of
nucleotide G26, and continued the simulation for further 5 ng,\afteeh the constraint was
removed and the structure relaxed for another 5 ns. As cseeben Figures 3 and 4, the BO
conformation switched spontaneously back to Bl as soon as thieadaine/as removed, and
remained Bl until the end of simulation. This suggests thatptmen98 forcefield in
combination with the TIP3P water model favors the Bl conformadiothe G26/G27 step.
The ultimate test would consist in comparing the original NMfadwith the structural
features of our dynamic model; this was unfortunately not possible giedNMR data were
neither deposited nor available from the authors.

Insert Figures 4-7

Dynamic water bridges. direct versus water mediated hydrogen-bonding interactions

The potential energy of the solute (excluding the water molgcsiesvs fluctuations up to
450 kcal/mol; these fluctuations are compensated by opposite flootaf the solvation
energy (Figure 6). The fluctuations are caused mainly by ctierns between ionic and/or
hydrogen-bonding groups which undergo transitions between direct and metdt=ted
interactions. Most of the ion-pairs involved in such transitions Vrevblsines or arginines as
cations, and glutamates or DNA phosphates as anions. The most riltetolations are
shown in Figures 7a (protein-DNA) and 7b (protein-protein) as plbtsharacteristic
interatomic distances as a function of time, together witlntieeatomic separations observed
in Love's 12 NMR models (3). It can be seen that for many of thendess fluctuating during
the MD simulation, there are also differences among the 12 Nidé&els (e.g., R46(%P8;
N75(N;s)-P23). On the other hand, some of the distances predictdteldiMD simulation to
fluctuate are uniform among the NMR models (e.g., SPAR5(N;); K15(N;)-P25).
Structural refinement using NMR constraints, such as applid¢idei study by Love et al. (3)
cannot reproduce dynamic equilibria, and the constraints may dristrticéure towards one
of the energy minima, or towards an unphysical mean structure (22[t&3gfore, our MD
simulation is a valuable complement to the NMR study. Itreatrbe excluded, however, that
some of the discrepancies reflect insufficient statistical Sagpi our simulation, so that our
time average does not correspond to the NMR-observed time-av@mget comparison
between MD-simulated distances and the distance data mshd NMR refinement would

resolve this ambiguity; unfortunately, the original distances were not available.



Protein binding modifies sugar conformations of the DNA

An important aspect of the adaptation of the DNA to the protein surface is theeispla of
the N=S conformational equilibria of the deoxyribose rings. Structure re@né¢ of these
flexible parts using NMR-derived distance constraints can bblgmatic due to the®r
dependence of the NOE volume (22). Unrestrained MD simulationteosther hand, give a
dynamic description of sugar pucker equilibria. The sugar puckers of the LEFIcOiNglex
have not been discussed in the description of the NMR stru&yrieofvever, the 12 models
deposited in the pdb database do show some interesting particulahiéscan be compared
with the results of our MD simulation. The phase angles P adeb&yriboses are plotted for
the central five base-pairs in Figure 4. Obviously, the trinuded5:T6:T7 at the kink site
is confined to N-type sugar puckers ("north", 0°<P<60°), as shownblyatine NMR models
and our MD simulation, although a certain flexibility of C5 nslicated by the simulation.
The adjacent nucleotide, T8, strongly fluctuates between N andsduth", P>120°)
conformations, frequently assuming an E ("east”, 60°<P<120°) conformaind similar,
although less dramatic, variations are observed between tleediffNMR models. The
complementary nucleotide, A23, also shows fluctuations during thelation, but with a
more pronounced preference for either N or S, the S conformatiog freponderant. In the
NMR models, on the other hand, the A23 sugar pucker is exclusively N. This dife@uid
be due to an artifact of the structure refinement under NWifstraints, since the parm94
forcefield of AMBER used is known to bias deoxyribose puckers ridsvethe N
conformation, whereas this tendency was counterbalanced (bgsimgehe V2 term for the
04'-C4'-C3'-03' torsion angle) in the parm98 version (15) that wed us our MD
simulations.

The repuckering of C5, T6 and T7 to N is quite obviously reldatedhe local
contraction of the backbone due to the bend induced on the DNA doubdelhdghe mean
structure calculated over the first (unconstrained) 10 ns of thdugtion period, the P-P-
distances between the phosphates of C5pT6pT7 and T6pT7pT8 are shtwtBraglA and
6.16 A, respectively (canonical Arnott-B-DNA: 7.0 A).



Protein binding displaces Bl<=BII conformational equilibria

Another “strategy” used by nucleic acids to match the surédca recognition protein
involves rotations of the phosphate residues about thad { torsion angles. Equilibria
between the canonical” conformation (so-called Bl conformation) and the alternatige

(BII) or €'t (BO) conformations (20, 21) are observed in DNA at certainesemgs, and shifts
of these equilibria upon protein binding have been reported (21, 2danlbe seen from
Figure 4 that for the homopyrimidine block C4-T8, the MD simulations and RidBels are
in agreement and indicate that the phosphodiester groups are altdixbd canonical Bl
conformation.

For the homopurine block of the opposite strand (A23-G27), the NMR miodel
indicated that the nucleotide A25 is in Bll and G26 in B@formation. In contrast, the MD
simulation showed during the first 10 ns G26 in the canonicabBfocmation whereas A25
was seen in a conformation closer to BIl than BO~(210°, Figure 4). In addition, a
fluctuating behavior for A23 was observed. As a check, we swititleedonformation of G26
from Bl to BO, constraining it§ torsion angle to 180° (k = 50 Kcal/mol.fadand continued
the simulation with the constraint for 5 ns. This induced are@se in the& torsion angle of
A25 towards gauchei.e., A25 approached the BIl conformation seen in the NMRlais.
The base-pair twist angles at the steps C5:G26/T6:A25 and CE&&&26 also moved
towards values seen in the NMR models (Figure 5). When dhstraint on G26 was
switched off (at 15 ns of the production period), the two twist angtesned to their original
values, and the BO/BI conformation of the A25/G26 dinucleotide vestored. This
alternative conformation of the backbone of the homopurine block identifyethe MD
simulation corresponds thus to a stable energy-minimum.

Insert Figures 8 and 9

Dynamics of the bend locus

Partial intercalation of hydrophobic residues between two destdukee-pairs has
been identified as a principal “strategy” used by HMG-box (HNI@Bteins to bind and to
bend DNA (1, 2), and has been observed so far in all motesulactures of HMGB-DNA
complexes at atomic resolution (see Figure 3 in ref.(2)). In the case of Led-+tdrcalating
residue is methionine M11, and the intercalating site is sduagéwveen adenines A23 and
A24 which are strongly destacked (note the large roll in Figb)eThe intercalation of M11
seems to be assisted by M14, whose methyl group is in close contact to the one of M11.



The present MD study was expected, first, to bring a dynamierdgiion to the static
and time-averaged picture of site-specific recognition enrapdtom the NMR study, and
second, to reveal an eventual role of specific water mokeaulthis recognition. In fact, our
simulation indicated that the S-@lgroup of methionine M11 may not remain fixed in the
intercalation site but can exchange with another position fuativay from the cavity. Figure
7b shows the distances from the M11 methyl carbght@Cthe N1 atoms of A23 and A24,
and to the Catom of the other methionine, M14, which remains practicallyosiay during
the simulation. At the beginning of the simulation, the methydaaiof M11 is at ~4 A from
A23N1, A24N1, and M14¢ whereas at ~1200 ps, the M11 methyl group leaves the cavity
and all three distances increase. This displacement of tienmMthyl group is due partly to a
rotation about the @Cs bond, partly to displacements of the whole residue. After ~4600 ps,
M11GC returns into the cavity and the short distances are restAreétailed analysis has
revealed that the site of M11Qn the intercalation site is taken over by a specifitewa
molecule which is apparently crucial for the stabilizatiothefposition of M11Coutside the
gap between A23 and A24 (Figure 8). This water molecule("A") occupies at the
beginning of the simulation a cavity delimited by the amindsatd14, R18, S30, et 133, and
the dinucleotide A24pA25 (Figure 8a). At 1075 psQHA leaves this cavity (Figure 8b) and
when it passes between the methionines M11 and M14 (Figure 8hl)idés at 1272 ps with
another water molecule (28 B") which "pushes" it into the notch between A23 and A24,
thus replacing the M11 S-GHyroup. The latter is rotated and translated away from this
intercalation site (Figures 8c+d). At ~3050 psOHB moves towards the cavity occupied
initially by H,O A (Figure 8e). Finally, at ~5000 ps.® A leaves the intercalation site
(Figures 8f+q). Figure 9 gives another account of the moveroétie two water molecules,
plotting their distances to the H2 atom of adenine A24 ametibn of time. On perusal of
Figures 5 and 7, it can be seen that the displacement of theSMIH group out of the
intercalation site is accompanied by a diminution of the roll at the T7:A24/T8:AR3 st

Our MD simulation thus confirms, on one hand, that the intdroalaf M11 between
A23 and A24, as seen in all 12 NMR models, corresponds thle stanformation; however,
it suggests that an alternative conformation may exist where the intencalét is taken over
by a water molecule. The refinement of Love et al. could nee ha&vealed such a
conformation since the water molecules of the solvent were not explicitly eabdel

It is interesting to compare the dynamics of the bend locus between A224mwth
that of the previously studied bend induced by covalent crosslinkingoaddjacent guanines
by the antitumor drug cisplatin (9). In that case, the cdstyveen the destacked guanines is
constantly filled with water molecules, and we suggested s$batation stabilizes the



destacking and increases the bend angle with respect tes&dbdstructures. It is interesting
to observe, in the present MD simulation, that water mole@aesin principle, help to fill
the gap between destacked bases even in the case of a pigfeicoDplex. Here the role of
stabilizing the bend is basically fulfilled by the intercalgtprotein residue (M11) but our
simulation suggests that the intercalation could be supplementexdoralternated with)
specific water molecules. The lifetime of these specifiewmolecules is indicated to be of
several nanoseconds (Figure 9) and they should thus be detectable bypléiRscopy (25,
26).

Free DNA shows no intrinsic tendency to bend
The simplest recognition mechanism between proteins and subssrétte so called key and
lock mechanism (12). If this mechanism applied to the recognitf the 15 bp DNA
sequence by the HMG-domain of LEF-1, a sub-population of kinked DNA wvmsukkpected
to exist even without the presence of protein. In order tahestypothesis, we carried out
two individual molecular dynamics simulations with the free 1®lgonucleotide. The first
simulation was started with the DNA in the kinked conforaraextracted from the complex
with LEF-1. The second started with a standard B-DNA conddion. The bent DNA taken
from the complex with LEF-1 straightened already during the ibgafilon procedure and the
resulting MD production showed the same features as the one started from D& B is
interesting to note that in a previously reported MD study ofthesturally related complex
between the HMG domain of human SRY protein and its cognate DINA, using
CHARMM, the control simulation starting with the bent struetoccurring in the complex,
did not restore the linear B-DNA form of the free DNA previously determioyedMR (4).

Figure 3 compares the kink angle and the kink direction, as determined by the program
CURVES (19), both for the free and the complexed DNA. Inctiraplex a clear preference
for high amplitude (40 to 90°) bending in the direction of the major gr@kimé& direction
180°) is observed. The free DNA shows only a tendency for slight (up to 45°), ectietial
bending. We conclude that there exists no sub-population in the fre®e dbNwing a
directional kink towards the major groove, which renders the hypothesipretformed kink
unlikely.

In line with the absence of predisposition for bending, we detext¢dndency of the
trinucleotide C5:T6:T7 to assume N puckers, or of the nucleotides A25 and G26 to assume B0
or Bll conformations. Interestingly, in the free DNA, the phosphate A23pé found almost
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purely in Bll conformation with only few transitions to Bl, erfeas in the complex, this
equilibrium is clearly shifted towards BI.

The significant conformational changes that DNA undergoes upon forthieg
complex with LEF-1 do therefore not seem to be facilitddgdntrinsic pre-disposition for
such changes. Very recently, it has been shown by Wright dhatl.the protein also
undergoes significant restructuration upon complex binding (13). Thustusaluadaptation
of both partners is necessary for the formation of the LEF1-DNA complex.

Conclusion

The present MD simulations of the solvated LEF1-DNA recognitimmplex and of
the free DNA provided several interesting insights into theogeition mechanism,
complementing the NMR studies by Love et al. (3, 13) . Fingt,simulation of the DNA
sequence alone showed that this sequence has no intrinsic tendenuy timN@eds the major
groove. Therefore, the directional bend observed in the complexiseaconsequence of
protein binding. Second, the simulation of the complex suggested dteneatave local
conformations to those found previously. For instance, the sugar catiimnnof A23 was
indicated to be dynamic, with an important contribution of the S g@uakhereas all the
NMR-based models converged to an N conformation. This may ledétathe properties of
the parm94 forcefield used in the NMR refinement, whichdsiakeoxyribose sugars towards
N. Another point where the simulations indicated a different lecaformation was the
phosphodiester group between nucleotides G26 and G27 which in thetgmdiad the
canonical Bl conformation whereas the NMR models showed eoBfdormation. Third, the
explicit representation of water molecules made it possiblebgerve dynamic exchange
between direct ionic and/or hydrogen-bonding interactions, and those rdebyatene or
more water molecules. Thus, the entropic cost of the gemgidification upon complexation
may be partly compensated by fluctuations at the protein-DiNérface. Finally, we
observed an interesting event where a specific water molespiiegced the S-CHgroup of
methionine M11 from the intercalation site between A23 and AR#& conformation
persisted for nearly four nanoseconds.

Molecular dynamics simulations are a powerful tool for studying dynamic
conformational equilibria of macromolecules, especially whew e backed up by NMR
data. The value of the present study could have been consideratglgtsed, if the original
NMR data previously recorded for the same system were awildbis underlines the
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importance of depositing not only the atomic coordinates (whichiased by the technique
of structural refinement) but also the original NMR constraints.
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Figure Captions

Figure 1. Schematic representation of the NMR structure of Love et(3l (energy-
minimized average used as initial structure for the MD sitiula The DNA is represented

in blue as a licorice model, with the two destacked adsnimdark-blue sticks, the protein is
shown as a green ribbon, with the intercalating methionine M11ligigéd as red CPK
model. The figure was generated using the programs VMD (27)
(http://www.ks.uiuc.edu/Research/va)d POV-Ray (http://www.povray.org).

Figure 2. Sequences of the HMG-Domain of LEF-1 (a) and its cognate [AHelical
domains of the protein are printed in bold and underlined.

Figure 3: Correlation between the kink angle (amplitude) and kink directioh thieaDNA in
the complex with protein and b) of the free DNA without the protkiring the molecular
dynamics. The red squares indicate the parameters for the NMR structures.

Figure 4. Plot of the torsion angles(a) and{ (b) of the sugar-phosphate backbone, and of
the deoxyribose phase angles (c) of the central base-pairs, cbghate DNA complexed
with LEF-1, as a function of simulation time. Note thatlzedral constraint to GZ§180°, k

= 50 Kcal/mol.ra@) was applied between 10 and 15 ns. The values found in tiNME2
models (pdb accession number 2LEF) are shown in the right panel.

Figure 5. Plot of the helicoidal parameters twist (a) and roll @aJqulated using the "global”

helix axis, as determined by CURVES (19)) of the centrad hase-pairs, of the cognate
DNA complexed with LEF-1, as a function of simulation tiniée values found in the 12
NMR models (pdb accession number 2LEF) are shown in the right panel.

Figure 6. Potential AMBER energy (black) and solvation energy (red;utatied using the
Generalized Born method implemented in AMBERG6.0) plotte@ &snction of simulation

time.
Figure 7. Protein-DNA (a) and protein-protein (b) interatomic distanc&dergoing

important fluctuations during the production period of the MD simaatirhe values found
in the 12 NMR models (pdb accession number 2LEF) are shown in the right panel.
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Figure 8. Snapshots showing the dynamics of the intercalation site, asbaesm the text.
Water molecules "A" and "B" are shown in red and silvespectively. a) 1007 ps; b) 1075
ps; ¢) 1272 ps; d) 1274 ps; e) 3420 ps; f) 4587 ps; g) 4957 ps. The daskemhnect the O
atom of water molecule "A" with the H2 atom of adenine A28 the G atoms of M11 and
M14 with each other.

Figure 9. Positions of the water molecules "A" (red) and "B" (silvexpresented as the
distance from the H2 atom of adenine A24, plotted as function of simulation time.
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Table SI:

Number of Number of ) )
Solute solvent Box size / A Time / ns
solute atoms
molecules
X: 74,7
Protein-DNA-Complex 2433 + 16 Na* 9427 y: 73.7 20.0
Z: 63.7
X: 79,2
DNA 15 nat 950 + 28Na* 6571  y:59,6 5.0
Z: 49,5
X: 79,6
DNA 15gen 950 + 28Nar* 5410 y: 49,6 5.0
Z: 49,5
X: 76.2
DNA 15 GGG 947 + 28 Na* 5374  y: 474 5.0
z. 474
X: 72.5
Protein 1483 + 12 Cl- 8384 y:733 4.0
Z. 63.4
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Quatriéme partie

Etude du complexe

pyrazolato-bisplatine
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Les cibles thérapeutiques principales du cisplatine sont restreintes, et bien qu’il
soit utilisé en complément de nombreuses chimiothérapies, la recherche d’agents chi-
miques a spectre d’activité différent est nécessaire. Dans cette perspective les composés
multiplatinés ont été étudiés |62, 63, 89, 90|. Ces complexes ont pour caractéristique
principale la coordination sur ’ADN avec une distance entre les deux points de plati-
nation supérieure a celle du cisplatine, ce qui induit peu de déformations structurales.

Ces complexes ont cependant le défaut de ne pas étre directionnels, ce qui conduit a
un mélange intra-brin / inter-brins de chélates, a des distances de platination variables.

Pour spécifiquement induire une coordination ciblée a la géométrie fixe, différente de
celle du cisplatine, le complexe pyrazolato-bisplatine a été concu et synthétisé. Celui-
ci présente une activité cytotoxique in wvitro, avec un spectre d’activité différent du
cisplatine.

L’équipe du Pr. Reedijk a synthétisé le complexe et procédé a son analyse en RMN.
Le travail de simulation a été initié par le Dr. Teuben et le Dr. Elizondo-Riojas (dyna-
miques préliminaires et inclusion du complexe dans le champ de force) et j’ai effectué
les simulations permettant de caractériser le comportement dynamique de ’adduit.

Le modéle issu de la simulation rend compte des observations RMN et valide 1’ap-
proche théorique de conception d’un composé induisant une déformation différente de
celle engendrée par la coordination du cisplatine.

L’étude de la dynamique révéle que le composé déroule son ADN cible d’environ
10° (comme le cisplatine) et que le coude issu de la coordination est similaire & celui de
I'ADN libre. La rigidité du complexe ne perturbe pas I’empilement des bases platinées,
ce qui explique la non-perturbation de la courbure. En effet la distance G5 : N;—Gg : Ny
de 3,9 A permet de limiter la déformation base /base.

Cette simulation permet de décrire précisément la structure du complexe pyrazolate-
bisplatine. La structure observée présente comme attendu une géométrie réguliére de
I’ADN (pas de coude prononcé comme dans le cas du cisplatine) et induit localement
un déroulement. Ce composé posséde une activité cytoxique in vitro, ce qui indique que
la déformation induite est suffisante pour induire une cascade réactionnelle. Compte-
tenu des connaissances acquises sur le cisplatine, il est raisonnable de supposer que la
cascade réactionnelle induite par le composé est différente du cisplatine. Une étude ex-
périmentale permettra de déterminer quelles protéines sont responsables de 'initiation
de cette cascade mais il est probable que les protéines HMG n’en feront pas partie.

Le mode d’action du pyrazolate-bisplatine pourrait correspondre a la voie de répa-

ration de I'adduit plutét qu’a 'induction de ’apoptose.
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Abstract: The cytotoxic, pyrazolato-bridged dinuclear platinum(ll) compl§cis
Pt(NHs)2} 2(1-OH) (u-pz)F* (pz = pyrazolate), was found to cross-link two adjacent guanines of a
double-stranded DNA decamer without detiitalny the duplex and without changing the
directionality of the helix axis. AH NMR study of the oligonucleotide d(CTCTG*G*TCTC)-
d(GAGACCAGAG), crosslinked at the two G* guaninbg {cisPt(NHs)z} (u-pz)**, and
molecular dynamics simulations of the explicitly solvated duplex were agotisbed to
characterize the structural details of the adduct. The dinuclear platinum crosslink utieinds
helix by approximately 10°, i.e. to a similar extent as the widely usedimotitdrug cisplatin,
but, in contrast to the latter, induces no significant bend in the helixTehésWatson-Crick
base-pairing remains intact, and the melting temperature of the dupleaffiscted by the
cross-link. The helical twist is considerably reduced between the two platinatedviaises,
becomes manifest in an unusually short sequential H1'-H1' distahee.ufiwinding also
affects the sugar ring of the guanosine 3' to the crosslink which presenés @reduilibrium.
This is the first antitumor-active platinum complex which was esgfolly designed

envisioning the structural consequences of its binding to DNA.

Keywords: antitumor agents; molecular modeling; nuclear magnetic resonance;

oligonucleotides; platinum
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I ntr oduction

The structural distortion of DNA caused by the binding of cisplatrs- (

diamminedichloroplatinuiiil)) is accepted to play a pivotal role in the mechanism of action of

this widely used antitumor drdé.a 2] The clinical use of cisplatin is not only restricted by its

toxicity, but also by resistance development, and by the limiéepesof cancers against which
it is activel3: 4] Most of the cisplatin analogues that were synthesized to overcome toxicity

problems have a similar activity profile as cispleﬁ‘ﬂirﬁ]

The major cross-link formed when cisplatin reacts with DNA is the 1,2-d(GG)-
intrastrand addudt’] DNA in this adduct is locally distorted from normal B DNA, and the

duplex is bent by 55-78° toward the major groBd4] This distorted Pt-DNA structure is
specifically recognized by DNA recognition proteins, which likely mediate the cytotoxic
activity of cisplatin[15-17]

Recent research has focussed on compounds that form different types of cross-links
with DNA. Farrell and co-workel%8. 19] have reported various di- and trinuclear platinum
complexes that possess antitumor activityitro andin vivo and are characterized by lacking
cross-resistance with cisplatin. These compounds produce different kinds of DNAiIrd®ss-|

and the structures of their DNA adducts drugs are drastically different from tbetidlis

induced by cisplatﬁ?o’ 21] These results suggest that different DNA binding modes have
different biological effects, and thus confer different activity peefito the drugs inducing
them.

One conceivable strategy for the development of new antitumor complexes is based o
attempts to diminish the bend angle induced by the cisplatin G&)d¢ross-link. Following

this idea, Kozelkat al.[22] have synthesized dinuclear hydrazine-bridged complexes; these
species were highly cytotoxim vitro, but failed to show activity in animal models. More
promising compounds based on this strategy are azolato-bridged dinucleanptadimplexes
recently reported by Komedatal..[23-25] |n particular, the complex §{s-Pt(NH)2} 2(u-OH) (-

p2)* (pz = pyrazolate, see Figure 1), featuring one pyrazolate and one hydroxide as bridging

ligands, was shown to possess a cytotoxicity against MCF7 cells which is ~40 timethhigltleat

of cisplatin, and to be active against cisplatin-resistantioefig0.[23]
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Figure 1. Structure of [€isPt(NHs)2}2(1-OH)(1-pz)][NOs]. (1). The numbering of the

aromatic protons is indicated.

The y-hydroxide of [{cis-Pt(NHs)2} 2(1-OH)(1-pz)][NOs] 2 (1) acts as a leaving group, and
the bridging rigid pyrazole keeps the distance between the two Pt atoms at the rigte tlistan

enable binding of two neighboring guanines. This binding was illudtiat@ ecently reported

crystal structure of the comple>c[$—Pt(NHe)z(9-Et-Gua)}z(y-pz)]3+.[25] In this structure, the two
9-ethylguanines are stacked in a way suggesting that incorporation of such a crossHirRNA
would cause relatively minor distortions, in contrast toG@-ntrastrand cross-links formed by
cisplatin. Thus,1 is the first antitumor active complex whose design rationale was based on
envisioning a specific structural distortion caused upon binding to DNA, i.e.,lyataiiding
a significant curvature of the DNA helix.

In order to carry out a detailed analysis of this distortion in a DNA duplex, wedested
[{ cis-Pt(NHs)2} 2(1-OH)(u-pz)F* with the decamer oligonucleotide d(CTCTGGTCTC) (ssl), and
subsequently annealed the platinated single strand with its complementary strand
d(GAGACCAGAG) (ssll). The resultinduplex containing the G-Pt-pz-Pt-G cross-link (dsll) was
studied using high resolutioii NMR and molecular dynamics (MD) simulations. The NOESY
spectra of this platinated oligonucleotide differ only locally from the spedtthe unplatinated,
undistorted duplex of the same sequence. The modeling work focussed therefore on a precise
characterization of the local distortion. To this end, we performed unrestrained ME&tisins of
the platinated duplex, solvated in a periodic box of ~5000 water molecules. The trajectery of th

MD simulation wasa posteriori compared with the NMR data.
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Results
Preparation and stability of the platinated DNA duplex: Upon reaction of [{cis-
Pt(NHs)2} 2(1-OH) (1-pz)][NOs]. with ssl at pH 4.0 one major product is seen in the anion
exchange FPL chromatogram. The unplatinated ssl (charge —9) elutes at 11.00 minutes, and
the newly formed platinated single strand (sslll) containiegRtipz-Pt 1,2-intrastrand cross-

link elutes at 9.02 minutes, in agreement withrdduced negative charge of —6. As in the case

of the reaction with 9-ethylguaniféland 5'-GMPI26] no intermediate species are observed.
After 3 days the peak corresponding to ssl had almost complételypdared and sslll had
formed in 90% purity. After titration of the complementary strand (&liting at 10.57 min),
the duplex d(CTCTG*G*TCTC)-d(GAGACCAGAG) (dsll; G* denotes a guanine involved in

the Pt-pz-Pt cross-link) forms almost instantaneously. The dsll elutes at 12.29 min.

Tm determination: An important measure of distortion is the melting temperature of theapéati
DNA compared to the unplatinated DNA. The meglteurves of dsl and dsll were determined at
identical conditions (3.4 -10M in 1 M NaCl, 50 mM phosphate buffer, pH 7.0). The=T49 + 1

°C for the unplatinated dsl ang, ¥ 48 + 1 °C for the platinated dsll are within the error limits, and
therefore it can be concluded that the DNA duplex is not significantly diesthliby binding of
{cis-Pt(NHe)2} o(1-p2)’™.

Duplex stability of the NMR sample of dsll (4 mM, 50 mM phosphate bpffer.0, no
additional NaCl added) was checked with NMR before conducting 2D experiments. All
exchangeable protons remain visible until the duplex is heated to 293 K. At teigiparatures
these signals broaden and at 323 K they disappear entirely. All subsequent NMR expemrent
conducted at 283 K. At this temperature the sampldl i; stuplex conformation and overlap of
the H3' peaks with the # peak is minimized. Both dsl and dsll were found to be stable for at

least 1 week at ambient temperature.

NMR studies
Assignments of chemical shifts: Thelabeling of atoms and torsion angles in an oligonucleotide is

defined in Figure 2. Combined used of TOCSY and NOESY spectroscopy allowed theegsignm
of the protons of dsl and dd#7-29] The NOESY region (200 ms mixing time) of duplex dsl|
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visualizing the cross-peaks of the pyrazole moiety is shown in Figurd &a sequential

assignment pathway of dsll is shown in Figure 3b.

Figure 2. Labeling of atoms and torsion angles within the DNA tetranucleotide TGGT.
Crosslinking of the two guanines by the Pt-pz-Pt residue isrshhswvell. This is a fragment of
the structure shown later in Figure 7, and the picture serves to identify atoms in takpashtr

of the platinated strand close in space asdegtible to give rise to NOE crosspeaks.
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Figure 3. Contour plots of two regions of the 200 ms NOESY spectrum of duplexad3lhe

region of the cross-peaks of the pyrazole protdmsThe H8/H6 to H1'/H5 region. The
sequential assignment pathway for both strands is indicatesl. mi$sing connectivity is
indicated with an empty box. Assignments of cytidine H6/H5 cross-peaks are also indicated,

and the pyrazole to DNA cross-peaks in this region are encircled.

The adenine H2 protons could easily be identified from their long relaxaties thmthe T1
relaxation experiment, and were assigned enhbidssis of intraresidual H2 to H1' cross-peaks

and sequential n H2, (n+1) H1' contacts. H2' and H2” sugar protons were assigned

stereospecifically on the basis of theeimsities of the H1' to H2'/H2” contacl$0l No
stereospecific assignments were obtained ford#sl H5”. For the unplatinated dsl the H2
and H5 and H5” protons were not assigned. The pyrazole protons (see Figure 1 for

numbering) were assigned as follows: theptidton was assigned as closest to Gg*the 5’
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side of the Pt-pz-Pt lesion. H3 is directed to the 3’ side and H4 is the central proton. Figure 3a
shows the cross-peaks of the H8/H6 protons with the thyeezqde protons. In the imino
region of the'H NMR spectrum in kD all imino protons were identified (with the exception of
those of the 3’ terminal G11), indicating that the Watson-Crick hydrogen oisdeonserved
among the platinated bases. Each of these imino protons showpeakssn the NOESY spectra
in H,O/D,O. The chemical shifts of the non exchangeable protons are listed in Table 1.

The plot of differential chemical shifts of the platinated dsll versus thosdeof
unplatinated dsl (Figure 4) immediately revealed some intrigdiifigrences. Presence of the
Pt-pz-Pt complex shifts the resonances in the vicinity of the platiesionl Most striking is
the upfield shift of the H8 protons of G5* and G*6. Upon platinum coordination at the N7
atom, the H8 protons are normally shiftddwnfield, because of the inductive effect of

platinum bindind31] This exceptional upfield shift of G5* and G*6 can be explained by the
position of the pyrazole in the major groovelé infra). The protons of the bases T4 and G5*
exhibit larger differences in chemical shifts than those of G6* and T7, and the f&hiéndies

are minor for the other bases in the duplex. In fact, only minor differeneedbserved for the
sugar protons of the two cytosines opposing the platinated guanines (C15 and C1&), but t
aromatic protons NH1 and NH2 of these bases are significantly shifted upfield upon
platination. The NH1 protons shift 1.08 and 1.53 ppm for C15 and C16 respectively, and the
NH2 protons shift 1.41 and 1.03 ppm (see Table 1).

E 1.2
S o8t W H8/H6
S 04+t | HY
8 0
S -04 o H2'
8 087 o H2"
.“D: -1.2

C1 T2 C3 T4 G5 G6 T7 C8 T9 C10
E 1.2
2 o8t W H8/H6
S 04 ¢ B H
8 0 ! ! | e I *u_-_.:u_ﬂ - . !
S -04 B H
5 08| m 2
"D: -1.2

G20 A19 G18 Al7 Cl6 C15 Al4 G13 Al2 Gl1

Figure 4. Differences in chemical shift upon platination (dsll-dsl)
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NOESY spectra and T1 measurements. A comparison of the NOE intensities of dsll with
those of the unplatinated dsl (Figure 5) confirmed the indication from the chenificsat st
the structural perturbation is limited to the close vicinity of the platicomplex. The most
obvious difference is the appearance of drug-DNA contacts of the pyrazole ligand visio the
central guanines. The intensities of these NOEs differ by factors of up to 30 anceitloatat
the G*5 base is closer to the pyrazole ring than G*6. The NOE vintensities determined at the
mixing time of 200 ms correlated well with the time average of the -1/6th powedreof t
internuclear distance over the MD simulation (vide infra). The other NOE cross-peaks were
classified as strong, medium, or weak and are summarized, for the central parts of both the
platinated (dsll) and unplatinated (dsl) duplexes, in Figure 5. The moshgtdiference
between dsl and dsll is that dsll exhibits wmusual H1’ to H1' contact (medium intensity)

between G5* and G6*, indicating a decreased distance between these protons.
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Table 1. Chemical shifts (ppm) of the protons in dsl and dsll at 283 K

Dsl

C1
T2
C3
T4
G5
G6
T7
C8
T9
C10
G11
Al12
G13
Al4
C15
Cl6
A17
G18
A19
G20

H8/H6 H2/H5/Me

7.94
7.69
7.65
7.53
7.87
7.53
7.64
7.62
7.63
7.66
7.88
8.19
7.72
8.12
7.19
7.40
8.17
7.74
8.05
7.61

5.96
1.69
5.65
1.66

1.27
5.61
171
5.81

5.15
5.15

H1'

5.86
6.21
6.05
5.67
5.71
5.61
5.94
6.02
6.10
6.28
5.54

5.97
5.55

6.23
5.78
5.34

5.90
5.38

6.11

5.98

H2’

2.29
2.31
2.13
2.04
2.72
2.21
2.52
2.16
2.18
2.27
2.50

2.75
2.59
2.63
1.94
1.96
2.71
2.57
2.61
2.36

H2"

2.60
2.62
2.53
2.40
2.75
2.54
2.74
2.53
2.53
2.29
2.69

2.88
2.71
291
2.37
2.28
2.84
2.66
2.90
2.24

H3’

4.66
4.66
4.84
4.85
5.0

4.84
4.77

4.58
4.83
5.06
5.01
5.02
5.15
5.48
5.03
4.98
5.01
4.61

H4'

4.11
4.30
4.20
412

4.37

4.14
4.40
4.77

4.17
4.05
4.16

4.40
4.39
4.48
4.14
4.04
4.37
4.33
4.42
4.15

NH1/NH2

H1/H3

13.66
8.34/7.02
13.90
12.97
12.80
13.97
8.40/7.09
14.06

12.65

8.03/6.73

8.48/6.44

12.67

13.36
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Table 1 (continued)

Dsll
c1 7.93 5.96 5.86 2.29 2.60 4.65 411  7.21/5.97
T2 771 1.67 6.17 2.39 2.59 4.65 4.30 13.94
(ox] 7.67 564 6.04 2.31 2.57 4.78 425  8.41/7.08
T4 768 1.73 5.79 2.46 2.47 4.99 4.23 14.08
G5* 6.90 5.89 2.19 2.52 4.99 4.78 13.43
G6* 7.35 5.55 2.20 2.60 5.04 4.27 13.37
T7 7.60 1.18 6.20 2.29 2.65 4.88 4.32 13.70
cs8 7.67 564 6.04 2.16 2.58 4.84 416  8.45/7.18
T9 747 173 6.07 2.16 2.53 4.88 4.16 14.04
c10 7.65 5.83 6.28 2.27 2.28 4.59 406  8.30/7.24
G11 7.88 5.57 2.53 2.69 4.83 4.17 d
A12 8.20 7.54 5.97 2.75 2.88 5.06 4.42
G13 7.79 5.56 2.63 2.73 5.04 4.41 12.76
Al4 8.20 7.89 6.36 2.70 3.04 5.04 4.54
C15 719 532 5.65 1.92 2.41 4.74 411  6.95/5.32
C16 746 541 5.52 2.03 2.34 4.83 411  6.95/5.41
A17 8.12 7.79 5.95 2.71 2.83 5.03 4.35
G18 7.77 5.44 2.59 2.70 5.00 4.35 12.62
A19 8.04 7.74 6.10 2.61 2.90 5.01 4.43
G20 7.63 5.99 2.38 2.24 4.61 4.16 12.76

3 NH1 is the proton involved in hydrogen bondifigverlap with HDO peak® not observed. G* denotes

platination of the guanine.

For G*6, we observe weaker intraresidual H2'-H8 and H2"-H8 NOESs, indicating a
shifted conformational equilibrium of the deoxyribose toward adhnigbpulation of the N-type
conformation. For the S-type conformation normally observed in B DNA, the HR2'1612”
cross-peaks are strong in intensity, and they are in fact found to be strong for G6 in dsl.
Unfortunately, the G6* H3’ proton resonates too close to the HDO peak in dsll to allow a
reliable quantification of the H8 to H3' cross peak, thus no information on the sugar

conformation could be derived from this NOE. However, anotheratidit of an S to N
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repuckering of G*6 upon platination comes from spin-lattice relaxation measurefhahts
2) showing that in dsll the T1 value for the H8 proton of G*6 is ~3 times lohgerfor the

other H8 protons. Since the most efficient pathway for H8 relaxation is over the H2'

proton[32, 33 the increase of the T1 of G*6H8 indicates a decrease of the interatomic H8-
H2' distance, as observed for am R transition. In contrast to G*6, there is no indication of a
shifted conformational equilibrium for the other platinated bas#, G

Another clear difference between dsl and dsll NOESY spectra involves the inter-
residual cross-peaks between G6* and T7:dtwss-peaks connecting H2' and H2" of G*6
with the methyl group of T7 have medium intensity in dsll, whereas in dslatieeyweak and
almost invisible, respectively. Since within B-DNA, the sequential H2'(n)s{iE#1) distance
is largely independent of the sugar pucker on nucleotide n, the decrease of this distance must
be due to an approach between the G*6 deoxyribose and the T7 base, or to a change in the
glycosidic torsion anglg of T7. The distance H2"(n)-TGkh+1), on the other hand, does
depend on the sugar pucker of nucleotide n, significantiyeasing when this nucleotide
passes from S to N. The enhancement of the G*6H2"-E7RBE upon platination thus
argues against a pure N conformation of G*6.

Other differences in NOE intensities upon platination occur in Qikcleotide
complementary to G6*). The intraresidual H6 to H3’ cross-peak increases from medium to
strong intensity at the cost of the H6 to HH2/" cross-peaks, which decrease in intensity from
strong to medium; the intensity of the H6 to H1’ cross peakelier, has a normal intensity.

This observation indicates that the mean conformation of the sugar of C15 is fisd shi
towards a lower phase angle. For comparison, the distance between the H6 and H3’ protons is
2.8-3.0 A for an N-type conformation and 4.0-4.4 A for the S-type conformationsthat i

normally seen in B DNA.

Table 2. Spin-lattice relaxation times (T1 values) of H8/H6 protons of dsI8aK 2

Res. C1 T2 C3 T4 G5* G6* T7 C8 T9 Cc10
H8/H6(ppm) 7.93 771 767 7.68 690 735 760 7.67 7.47  7.65
T1(s) 1.8 a 1.5 1.0 1.0 3.5 1.0 15 1.0 1.0
Res. G20 Al19 G18 Al7 C16 C15 Al4d G13 Al2 G1l1
H8/H6 ppm 7.63 8.04 7.77 8.12 7.46 7.19 8.20 7.79 8.20 7.88
T1(s) 0.8 1.1 23a 0.8 1.0 a a 23a a a

& Overlap of proton signals
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Figure 5. Schematic illustration of the internucleotide NOE cross-peaks irpldimated
duplex dsllI (left) and the unplatinated duplex dsl (right). The intensities aresesped by the
thickness of the lines denoting strong, medium and weak cross-peaks.

M olecular Dynamics Simulations of Solvated Duplex dsl |
A 20 ns MD simulation of the platinated duplex dsll, explicitly solvated in nvatas
carried out as outlined in the Experimental Section. Since the above antlj#Rodata
suggested that the nucleotides G*6 and C15 might show dynamic S il¥riaquwe were
interested in the dynamic features of the structure. We therefore carried out tancecdviD
simulations of dsll, checked that they allowed the salient observations from the NMRx spect
(including atypical chemical shifts, NOE intensities, and T1 values) tatlmalized, and used
the MD simulation of dsll to predict its glabstructure. The NMR features of dsl were
indicative of normal B-DNA. Our task was thus to find out in what dsll deviates freomaho
B-DNA double-helix.
The main structural conclusions that one can draw from the comparison of NMR
spectra of dsl and dslife supra) are:
i) the structural modifications due to the dinuclear platinuossdink are limited to the
base pairs close to the crosslink;
i) the mean sugar phase angles of both G*6 and C15 pass fromhelmingly S to
intermediate between N and S upon platination;

i) T7 base seems to be "pushed"” closer to the sugar of G*6 by the crosslink;
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iv) the pyrazole moiety is somewhat closer to G*5 than to G*6.
All these features are reproduced by the dynanadels, as described in the next paragraphs.
The MD trajectories were analyzed using plots of structural parameters (dihedral angles,
helicoidal parameters) as a function of time (see Figure iShdocomplete list). The evolution
of deoxyribose phase angles and of the helicoidal parameters twist and hal folut inner
base-pairs is shown in Figure 6. The mean values of twist and roll with staledléations are

compared to those of the non-platinated duplex in Table 3.

Different effects of the Pt-pz-Pt crosdink on sugar puckersof G*6 and C15: It can be seen

from Figure 6 that the sugar pucker of G*6 undergoes well-defined transitions between N and
S type conformations. NMR data (vide supra) have indicated that G*6 presents an N S
equilibrium, and the MD simulation is in agreement with this observa@m the other hand,

G*5 keeps its S-type pucker, which is also in agreement with the NMR data. This accord
indicates that our parameterization of the sugar pucker of the platinated guanosines (see

Experimental Section) is correct. We recall that these sugar puckers reflect both an inductive

effect of platinum binding to guanine (favoring N-pudRér38)) and steric effects. Whereas
the former is supposed to affect both guanosines equally (and the force-figideemsa
applied to both platinated guanosines were thus identical), the latter arestbdifferent,
and it is this difference in the steric effects that causes the puckers of G*5 and G*6 to be
different. The sub-populations of snapshots having either N or S pucker on G*6 weaigedver
and energy-minimized. The resulting model with G*6N is shown in Figure 7.

The NMR data indicate further that in addition to G*6, the cytidine complemetatary
G*6, C15, also underwent a change of its sugar conformation upon platinationudlaistide
shows, in the platinated duplex dsll, increased intranucleotide H2'-H6 and H2"-H6 distances,

and a decreased H3'-H6 distance. In the framework of the classical two state N/$3odel,
such changes would be interpreted as indicating a shift of the Nuil®ragn towards N. The

MD simulation showed instead that C15 assumes an E-type (Est, O4'-endo). dutke
conformation, characterized by a phase angle of ~100°, remained stable during the whole
simulation, with only a few excursions to S (Figure 6). Thus, tivending of the double-helix
imposed by the GG crosslink shifts the mean phase angle of both G*6 and C15 towards lower
values, but, as the MD simulation indicates, in two different ways: f&, ®y making
transitions from S to N more frequent, and for C15, by constraining it to amf&rication.
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The reason for this difference could reside in different stabiltiethe E conformation in
purine versus pyrimidine nucleotides with respect to N &n In fact, analysis of the high

resolution (better than 2 A) crystal structures extracted from the Nucleic AcidsBRaka

using the selection criteria as described by Djuranovic and Harltfahrevealed that of the
selected 155 AT base pairs, 6% of the adenosines and 28% of the thymidines had an E-type
pucker, and of the 233 selected GC pairs, 14% of the guanosines and 22% of the cytidines had
an E pucker (E-pucker was defined as<¢8°120°). Thus, for pymidine nucleotides, the E
pucker domain seems more readily accessible (i.e., energetically less unfavorable) than for

purine nucleotides.

Table 3. Helicoidal parameters Twist and Roll (in degrees) for the central three basepsir st
(calculated with CURVES, using the "global" helix axis), averaged over the MD simglatio

the free and platinated duplexes dsl and dsll. Standard deviations are given in parentheses.

dsl(free) dsli(platinated)
Base-pairstep Twist Roll Twist Roll
T4:A17/G*5:C16 29(8) 1(4) 25(8) 4(5)
G*5:C16/G*6/C15 36(5) 3(6) 23(5) 3(6)

G*6/C15/T7/A14 30(4) 6(5) 33(4) 7(8)
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Figure 6a. Deoxyribose phase angles [dé‘é} 42] calculated for the central four base-pairs of

dsll, as a function of simulation time.
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Figure 6b. Base-base roll angles [dé@}] calculated for the central four base-pairs of dsll, as

a function of simulation time, using the “local” helix aldz]
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The Pt-pz-Pt crosdink unwinds the GpG dinucleotide but does not introduce a
significant bend: It can be seen from Figure 7 that the platinated duplex dsll does not show
significant bending. This is also corroborated by the values ofTraltle 3), which do not
change significantly upon platination. On the other hand, the approach of the N7 atoms
necessary for the formation of the crosslink causes significamnding (diminution of twist)
of the crosslinked step G*5:C16/G*6:C15. As seen in Figure 6¢ and Table 3, this step is
unwound from ~36° to ~23°. In the NOESY spectra, this unwinding is reflected by the
appearance of the medium intensity G*5H1-G*6H1'" NOE. This distance is observed at
5.1+0.5 A in the simulation of dsl (not shown), and decreases to 3.2+0.4rplgimation.
The sugar pucker of G*6 has a significant influence on this distance: the values observed on
the time-averaged models are 2.83 and 3.32 A for N- and S-pucker on G*6, respectively, as
can be seen from the detail views presented in Figure 8. This provides a supplementar
argument against a pure N-conformation of G*6, since for a distance of 2.8 A a strong NOE
would be expected instead of the observed medium NOE. Table 3 suggests that theginwindin
of the G*5:C16/G*6:C15 step is partly compensated by a slight overwinding of the
G*6:C15/T7:A14 step. This overwinding is most probably the pralorigin of the increase
of the intensity of the G*6H2'-T7CHNOE. The time averages of the G*6H2'-T7C7 distance
are 3.620.4 Ain dsl and 3.3+0.3 A in dsllI.
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Figure 7. One of the two main conformations observed during the MD simulation ofTds|
model has been obtained by averaging the snapshots having the G*6 sugar in N-type
conformation and energy minimization, as described in the Experimental SetTtien
platinated G*pG* dinucleotide is shown in green sticks and ¢reRt(NHs)2} 2(1-pz)’* residue

in yellow sticks.
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Figure 8. Stereoviews of the inner tetranucleotide d(TG*G*T)-d(ACCA) of the timeragyed
models of dsll having G*6 in N (a) and S (b) conformation, respectively. Tdtagikd
G*pG* dinucleotide is shown in green sticks and this-Pt(NHs)2} 2(1-pz)** residue in yellow
sticks. The G*5H1'-G*6H1' distance is shown as a black dotted line. Its length is 8@&)A
and 3.32 Ain (b).

Perusal of the backbone torsion angles (Figure S1) shows that the GpG step has
assumed the non-canonifal’ conformation during the whole simulation. This conformational

substate is occasionally found in protein-DNA complexes and is characterized bylgrdytic

low twist (27.4+0.5° as compared to 31.4+0.5° for the canofigakconformation)43] Our
simulations indicate that this "strategy" that DNA uses in prdieimd structures to facilitate
the unwinding needed for protein recognition is also utilized here to accommibdate

unwinding imposed by the covalent crosslink with the dinuclear platinum complex.
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Contacts between the platinum ligands and DNA: As can be seen from Figure 8, at both
platinum centers the orientations of the guanine with respect to the platinum atondofane
is non-orthogonal; therefore, hydrogen bonds between thelijihd trans to pyrazole and
the guanine O6 atom are possible. These N-H...O6 hydrogen bonds were found to persist
during the whole simulation, the average N...O separations with standard deviations being
2.90+0.12 and 2.96+0.13 A for G*5 and G*6, respectively. Moreover, each of these same NH
ligands was found to form an additional hydrogen bond to the O4 atom of the neighbori
thymine, i.e., T4 with the 5'-NH(3.16+0.26 A) and T7 with the 3'-NK3.07+0.17 A). We
have no experimental evidence for these hydrogen bonds; however, their presenadyis clos
related to the position of the pyrazole residue for which we have the experimental direck wi
six NOE distances (vide infra).

The NOESY spectra disclosed six contacts connecting the pyrazole C-H protons and
sugar protons of the adjacent residues (G*5, G*6). The NOE intensities determined at 200 ms
mixing time are listed in Table 4 together with the corresponding H-H distanceaviraged
over the MD simulation. Also given are distances determined from the NOEitiege(l§ok)
as (c/kog)™®

NOE-derived values suggests that the platinum binding site is portrayed verigywéak

, with ¢ taken as 25000. The excellent agreement between these calculated and

simulation. The shorter distances determined for G*5 indicate that the pyrazolatg isoie

closer to this base than to G*6.

Table 4. Distances between the pyrazolate and guanine protons, as determined from the NOE

intensities, and calculated as time-averages over the MD simulatigh.bf d

Distance  G*5H8- G*5H8- G*5H8- G*6H8- G*6H8- G*6H8-
pzH3 pzH4 pzH5 pzH3 pzH4 pzH5

InoE” 1.75 8.38 54.9 20.2 2.75 1.6

doe [A]° 4.93 3.79 2.77 3.28 4.57 5.00

dwo [A] 5.16 4.07 2.30 3.31 4.63 5.04
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2 See Figure 2 for numbering of atorAd\OE intensity measured at 200 ms mixing time and
given at arbitrary scale® Interproton distance determined from the NOE intensity as

1/6

dhoe=(c/lnoe)™®, with ¢ set to 25000.Interproton distance calculated as time-average over the

MD simulation of dsllI.

Discussion

Chemical shifts and structure: The differences in chemical shifts between the platinated and
the unplatinated duplexes contain valuable information about the threeidinag¢mkstortions
induced by the platinum complex. These differences are limitedtie base-pairs involved in
the platinum lesion, and are most pronounced for the aromatic protons of G5*, G6gn@15,
C16. The proximity of the pyrazole ring to the G5*H8 and to the &6prbtons (Figure 8)
explains-at least in part-the upfield shifts of G5*H® & -0.97 ppm) and G6*H8Ap = -0.18
ppm) upon platination (see Figure 5).

Platinum coordination to the N7 atom of guanine shifts the H8 proton pgrb
downfield due to the inductive effect of Pt-coordinadidhl For the H8 protons of G5* and
G6* this effect is overcompensated by the shielding effect of the aromatic pyréheldact
that the compensation is much more pronounced for G5*H8 is in accord with its position
closer to the pyrazole ring.

Another effect probably shifting the H8 resonances of G*5 and G*6 upfield is the
unwinding of the duplex, resulting in an increased stacking of the platinated baseT e
effect of increased stacking is also observed for the amino NH1/NH2 protons of C15 and C16,
which are upfield-shifted (by 1-1.5 ppm, Table 1) as well. These protons are positionad too f
away from the pyrazole ring to experience any shielding. Weakened Watson-Crick (WC)
hydrogen-bonding, which could, in principle, also cause upfield shiftstisarikely cause

here, since the upfield shift is equally observed for the WC and the non-WC protons.

Platinum binding affects the DNA conformation both by sterical constraints and

electronic effects. Platinum(ll) forms stable and inert covalent bonds to N7 atomsanfiges
and adenines. Bifunctional mononuclear Pt(ll) complexes, suchispitin, are able to
crosslink two different purines; such crosslinks cause strong deformasidhe DNA double

helix. Specifically, cisplatin crosslinks of two adjacent purines bend tixetbvards the major

groove[44] This bending is accompanied by repuckering of some sugar residues, most notably
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of that of the 5'-guanosine involved in the crosslink. Such repuckering camgexjoence of a

local compression of the backbdd®] but can also have electronic origin, since Pt-bound

guanosine nucleotides favor intrinsically the N conformation, asrsladready in the 1980's by
some of ud34-37] |n fact, coordination of 5-GMP tad has been recently shown to increase

the N population in 5-GM®26] In the case of the Pt-pz-Pt crosslink, the geometrical
distortion of the double helix is much smaller than in the case pfatiis crosslinks,
nonetheless NMR data indicate a conformational change of the 3'-guanosine towards an N-type
pucker. Such a change was not observed in a control MD simulation of dsll with the
unmodified parm98 forcefield (the forcefield was only supplemented by parametansgdife
energetics of the Pt-pz-Pt moiety, but the torsional parameters of the backmye
unchanged), suggesting that the favoring of N conformation observed for G*6 in the NMR
spectra is, at least in part, of electronic origin. We have simulated this eleetffent in the

work presented here by decreasing the tegf@ ¥or the torsion angle OS-CP-CP-OS from 1.5

to 0.75 kcal mot for platinated guanosines. Such a decrease is expected to stabilize the N

conformation with respect to [46] In fact, this modification shifted the pucker of C*6 from
purely S to an N S equilibrium. Importantly, the G*5 pucker remaineatBough the same
modification of the forcefield was applied for G*5 and G*6. The structural perturbaten (i
unwinding) caused by the Pt-pz-Pt crosslink obviously affects G*5 and G*6 unequally, and
probably contributes to the—aN repuckering of G*6. The repuckering of G*6 is thus
apparently caused by a combination of electronic and steric effects.

The sugar pucker of C15 (base complementary to G*6) is found to be locked in an
O4’-endo (E) conformation. Since C15 is on the unplatinated strand, electifetts of
platination are expected to be negligible. The stable E-pucker of C15, a conforwiaitbn
distinguishes this nucleotide from all other nucleotides of dsll, is therefore deddy a

consequence of the unwinding of the double helix.

Possible implications for protein recognition: 1,2-GG cisplatin crosslinks are specifically

recognized by a number of minor groove-binding proteins, such as the TATAituirg
protein[47] the E. Coli DNA repair recognition complex UvrAB8] the mismatch repair

protein MutS[49, 50] or HMG box protein$lS] From a comparison of several DNA-

platinum adducts recognized by the chromosomal protein HMG1, Pil and Lippard suggested
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that unwinding of the double helix may be an important determinant for 1—|M®ing[51]

Helix unwinding widens and flattens the minor groove, and a wide and flat minor grasve h

indeed been later identified as a recognition element of several HMG box pkb€eiRg. 53]
Since HMG box proteins generally bend the DNA towards the majarvgraand pre-bent

structures, such as DNA bearing the 1,2-GG cisplatin crosslink, are recognized with high

affinity by HMG proteini15] the bend could be also considered as a recognition element.
However, the question of how the bending and unwinding must be combirdg@doHMG

binding, is not yet clear. In this respect, the Pt-pz-Pt DNAstinks for which dsll is a model,

is an interesting test case for HMG recognition, since it causes, as we have shown here, an
unwinding of the double helix similar to that of cisplatin, but virtuatlybending. In addition

to testing whether the Pt-pz-Pt crosslink is recognized by HMG proteins, it would bd also o
interest to see how the crosslink is recognized by repair proteins and polymerasgariip

the recognition of the Pt-pz-Pt-DNA adducts with that of cisplatin adductsdspoovide
valuable keys to the recognition mechanism, and hopefully enable thiduwadlicontributions

of DNA bending and unwinding to protein recognition to be assessed.

Conclusion
The interaction of the new antitumor compoundt(NH).} 2(1-OH)(1-pz)][NO;] 2

with a decamer oligonucleotide was studied using NMR spectroscopy and molecular modeling. The

complex was designed with the aim to induce minimal distortions upon bindingersdjuanines

of DNA. We have recently shown that GG sites are favorable targets for this ne[@”drug.

The present study demonstrates that the Pt-pz-Pt crosslink of two adjacent guanines induces
indeed relatively minor structural perturbations upon the DNAldduelix. The DNA is shown to
accommodate the crosslink without significant bending or base-pair disruptiooborating this
result, the melting temperature was found to be identical to that of the unpthtingtex.

The MD simulation indicates that the only pronounced effect of the crosslitie @fobal
structure is an unwinding by 10-15° of the step between the two platinated GC pairs. This
unwinding becomes manifest in an unusual H1’-H1' NOE between G*5 and G*& asttbng
upfield shifts of all amino protons of C15 and C16. The unwinding affectgtri, the sugars of
the G*6:C15 base-pair: that of G*6 shows rapid N-S interconversioms;eas that of C15 is

locked in an E-type conformation.
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The determination of the structure of the Pt-pz-Pt crosslink at two adjacent guanines
was a logical and necessary step towards the elucidation of the antitumor mechanism of the
new dinuclear antitumor complexd§Pt(NH)2} 2(u-OH)(u-pz)F*. The fact that this complex
crosslinks two adjacent guanines of DNA, as cisplatin, inducesilar sinwinding, but does not
bend the helix axis, makes it a very interesting test compound foe fsttudies of structural
determinants governing protein recognition of platinum-DNA adducts.

Finally, we note that [Kis-Pt(NHs)2}2(1-OH)(u-pz)][NOs), is the first successful
example of a cytotoxic platinum complex that was designed to produce a specific structural

distortion in DNA. It represents a promising and encouraging case of rational drug design.

Experimental Section
Platination Reaction and Sample Preparation: The 10-mer oligonucleotides with the
sequence d(TC3T4GsGeT7CsToCr0) (ssl) and its complement
d(G20A19G18A17C16C15A14G13A12G11) (SsSIl) were synthesized by the phosphoramidite method.
Atfter purification by preparative anion exchange FPLC (Pharmacia Q Sepharasa,celth
a linear 0-1.2 M NaCl gradient in 0.02 M NaOH, pH 12) the solution was desalted with a gel
filtration column (Pharmacia, Sephadex G25, DNA grade). Purity of the oligotideleavas
assessed using analytical anion exchange FPLC (Pharmacia, Mono Q column); subsequently a
Dowex column (Sigma) was used to exchange the counter ion to sodium. FPLC
chromatography was performed on a BioLogic HR chromatography system (BioRad).

[{ cis-Pt(NHs)2} (1-OH) (1-p2)][NO4], was synthesized as descris&®d from [{cis
Pt(NHs)2(«-OH)},][NO3], and pyrazole. The complex was allowed to react with the purine-rich
oligonucleotide (ssl) (6mg) in a 1:1 ratio in 1 miOH The pH was adjusted to 4.0 with nitric acid.

The reaction was monitored over time with FPLC (Pharmacia, Mogol@nn, 20 min 0-1.2

M NaCl gradient at pH 12). After 4 days at ambient temperature the reaction was judged to be
complete and the reaction mixture was purified using FPLC (Pharmacia Mono Qic@im

min 0-1.2 M NHHCGO; gradient at pH 9). The platinated DNA solution was subjected to a
first round of desalting by rotary evaporation, adding some watet, lyophilization. The
residue was redissolved in water and processed to further desalting using a geh filtrat
column (Pharmacia, Sephadex G25, DNA grade), the desired fractions were collected and
lyophilized, yielding 3.5 mg of the platinated single strand;8{CsT4Gs*Gs*T 7CsToCi0)

(sslll), containing the 1,2-intrastrand (Pt-Pz-Pt)-DNA cross-link.
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The unplatinated duplex dsl was prepared for comparison by titrating ssll toiarsolut
of ssl in O. The annealing was carried out at ambient temperature, and monitored with anion
FLPC run at pH 7. The same procedure was repeated with ssll and sptbdiace the
platinated dsll. Both duplexes were lydled and redissolved three times with 99.8%0D
and finally redissolved in 250 99.96% DO. The solutions were transferred to an NMR tube,
dried in a stream of nitrogen and redissolved in B56f 99.96% DBO. For HO samples, dsli
was dissolved in 5501 of 90% H0O/10% BO. Final concentrations were 1.0 mM for dsl, and
4 mM for dsll. All samples contained 50 mM phosphate buffer pH 7.0. No additidnelesa
added.

UV measurements and T, determination: For concentration determination UV
measurements were performed on a Perkin Elmer Lambda 900 UV/VIS/NIR spectrometer.
Melting temperatures ¢J) were measured on an Ultrospec 4000 UV spectrometer heating the
sample at 1 °C/min from 20 °C to 90 °C, at oligonucleotide concentraifahg -1¢ M in 1

M NaCl and 50 mM phosphate buffer.

NMR spectroscopy: TOCSY and NOESY spectra (using mixing times of 100, 150 and 200 ms)

were acquired on a Bruker DMX 600 MHz spectrometer, using the Watergate gradienvrpulse f

minimization of the water signEﬂ.5] All 2D spectra were collected at 283 K. 512 increments in t
were collected, each with 2048 complex data pointg &t 64 scans at a sweep width of 6000
Hz. Spectra in D were collected with a sweep width of 12000 Hz.rélaxation experiments
were carried out using the standard°8@0° inversion recovery sequence.

All spectra were processed with FELIX (version 97.0, MSI, San Diego, CA, USA),
except for the T1 relaxation experiments; these were processed using xwinNMR software
(Bruker). For 2D spectra the dimension was zero-filed t@048 points and a polynomial
baseline correction was applied in theldomain of the NOESY spectra. Chemical shifts were

referenced to the HDO peak calibrated to a DSS (2,2-dimethyl-2-silapentaneat&)ifon

standard. The assignment aiding program ANSPGwas employed to aid assignments and to

view and compare spectra of the platinated and unplatinated duplex.
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Molecular Dynamics Simulations: The MD simulations were carried out with the SANDER

module of the program AMBER Version &3] run on a cluster of IBM-compatible personal

computers under Red Hat GNU/Linux 7.1, or on an IBM Power4 P690 computer operating

under AIX 5.1. The Particle-Mesh-Ewald metH8§; 59I using charge grid spacing of
approximately 1 A with cubic B-spline interpolation and sum tokeasf 10° A, was used to

calculate the electrostatic energy. A 9 A cutoff was applied to Lennard-Jones intetathio

MD simulations employed the SHAKE algorithm (tolerance=0.0005) to all X-tddR@ and
used a time step of 2 fs.
Additional force-field terms were necessary to parameterize the Pt-pz-Pt. mbietiyond

lengths and bond angles were taken from the crystal structure of [{cCisJPENH

ethylguanine)}(,u—pz)]3+;[25] and the corresponding force constants were equivalenced to those of

the five-membered ring of histidine; for the Pt-N(pyrazole) bptite same parameters were used

as for the Pt-N(guanine) bonidd Al endocyclic and exocyclic torsion angles not involving Pt were
given energy barriersg2 in analogy to those used by Amber for the five-membered ring of
histidine. The torsion angles X-X-N-Pt which govern the outlarie bending of the platinum with
respect to the pyrazole were parameterized as follows. First those torsibrsgrhydrogen atom
(H-C-N-Pt) were given a torsion barrier of 1.1 kcal/mol, in analoghé¢ values used for torsions
involving aromatic hydrogen atoms in the Amber database. Secondly thé&lHt:Norsion was
given a barrier of O, in order to avoid biasing of the mutual positionsedfwd platinum centers.
Thus the principal force keeping the platinum atoms in the pyrazole plane was dependent on the
endocyclic torsion angles C-N-N-Pt and C-C-N-Pt. The force constant for thiessmsonere
determined to beg = 40 kcal/mol with using density functional theory (DFT) calculations, as
described below.

Force constants determining the dihedrals between the pyrazole plane and the Pt

coordination plane, and the atomic charges of tlois-Rt(NHs)2} 2(1-pz)(pGpG)] unit were

obtained from DFTcalculations performed with the program GaussiE?Hd4impIemented on a
Cray C94 computer. Starting coordinates were taken from the crystal strud{oie Bf(NHs).(9-
ethylguanine)}(u-pz)I**, and to save computer time, the 9-ethyl group was replaced by a 9-methyl
group. In order to eliminate the influence of crystal packing forbesgeéometry was relaxed by
minimizing the energy as a function of the four dihedrals aload’t-N bonds, using Hartree-Fock

(HF) calculations. Subsequent DFT calculations employing the hybrid B3LYt#ofal were
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performed on the HF-optimized geometry, using MO coefficients from the HF calcativial
vectors. The atomic charges were determined by fits to the electrostati@pobtained from the
converged DFT density matrix, using the Merz-Kollman routine implemémt@dussian94. Both

the HF and the B3LYP calculations used the Los Alamos pseudopotential/pseudoorbital basis set

LANL2DZ.[62] To determine the force constants governing the out of plane bending of the
pyrazole, DFT calculation were performed on a the model complex [RE(Npk)[*. The Pt-N3

bond was bent from the Pz plane in steps of 5°. Force constants were obtaittuly diref
resulting calculated energies to the amber energy function for dihedral angles.

The sugar-phosphate backbone was modified to take into account the influence of the

platination upon DNA fixation on the adjacent sugar and phosphate rdStRd: The w2
potential for the torsion angle O4'-C4'-C3-03' was reduced from 1.50 kcal/fddiZdkcal/mol
and a \4/2 torsion term for the dihedral angle C2-C3-O3'-P of 1.00 kcal/mol was introduced to

reproduce the stabilization of theconformation of platinated guanosines.

Simulation protocol: Using the program NUCGEN, the starting structure for dsll,
d(CiT2CsT4Gs*G6*T 7CsToCro) - d(G0A16G18A17C16C15A14G13A12G11) (Where G*Gg* denotes the
Pt-pz-Pt cross-link) was generated using a canonical Arnott BlgHiAs a starting model. The
{cis-Pt(NHs),} 2(1-pz)** residue was then manually positioned using XLEAP. The resulting- DN
chelate was minimized by 100 steps of conjugate gradiefiz@tion. The system was then
heated and equilbrated as described for the simulation protdcdliznndo-Riojas and
Kozelkal13]

Unrestrained dynamics production was carried out for 20000 ps. The 20000 structures

(one per ps) of the MD trajectory were analyzed using the programs Carnal (in the Amber

package), CURVE$*] vMD,[64] XxmGrace, (http://plasma-gate.weizmann.ac.il/Grace/) and

in-house software (http://www.steletch.org).
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A pyrazolato-bridged dinuclear platinum(ll) complex

induces only minor distortions upon DNA-binding

Stéphane Teletchéd! Seiji Komedd®“? Jan-Maarten Teubéff! Miguel-Angel Elizondo-
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Figure S1 (23 pages). Evolution of all backbone torsion angles and helicoidal parameters of
dsll (excluding the terminal base pairs) during the MD simulation.
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Cinquiéme partie

Les composés platinés dans AMBER
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Nous avons vu dans l'introduction comment est représenté chaque atome dans le
modéle « tout atome » utilisé dans la suite logicelle AMBER. Les monomeéres des
macromolécules biologiques courantes (acides aminés, nucléotides), quelques solvants
(méthanol, éthanol, eau), quelques hétéroatomes (brome, chlore, fer, iode, sodium, ...)
sont définis en standard.

Quand des molécules comportent des atomes non définis comme c’est le cas pour

les composés platinés, il faut ajouter leur description au champ de force.
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Chapitre 1

Caractéristiques chimiques du

cisplatine

L’élément chimique platine est un métal de transition qui comporte 78 électrons.
Dans le degré d’oxydation II, 8 électrons sont disponibles sur sa couche externe de
valence, il fait partie de la catégorie des métaux 'd8’. Le platine II adopte alors une
géométrie plan-carré, ses quatre ligands étant situés dans le méme plan, comme illustré

pour le cisplatine par la figure 1.1.

Fi1G. 1.1 — Le cisplatine

Le cisplatine réagit avec les groupements nucléophiles et se lie préférentiellement
aux atomes d’azote et de soufre. Les deux ligands ammines en position cis sont inertes
a la substitution. Les deux chlorures sont relativement labiles et peuvent étre substitués
en solution par des ligands aqua, la charge globale du complexe ainsi formé devient
2. Dans la cellule, le cisplatine se lie principalement aux atomes N; des guanines de

I’ADN du noyau et de la mitochondrie.
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Chapitre 2

Adaptation du champ de force parm
98

Les composés de platine II que nous étudions dans le laboratoire présentent une
géométrie plan-carré qui n’existe pas dans la définition standard des atomes dans le
champ de force parm 98 [29]. I’ensemble du résidu platiné a di étre défini et intégreé
dans le champ de force, les paragraphes suivants présentent le détail des caractérisques
introduites dans le cadre du cisplatine ainsi que l'origine des données utilisées. La
présentation exhaustive des fichiers utilisés est disponible en annexe, a la page 257.

Ce travail ayant été réalisé avant mon arrivée au laboratoire, je me suis attaché a
valider cette paramétrisation puis & 'améliorer. Le cisplatine induit des déformations
mécaniques importantes sur les guanines qu’il ponte, ces déformations ont fait 'objet
d’études poussées [108, 60], ce qui a mené a l'utilisation d’angles impropres pour en
rendre compte. L’effet inductif du platine sur les charges des guanines a été inclus a la
suite de calculs de chimie quantique [60, 106, 108]. Les effets électroniques ont été alors
limités & I'ensemble guanine-platine-guanine mais nous verrons plus bas qu’une para-
métrisation spécifique des sucres et du squelette phosphodiester sera aussi nécessaire,
notamment & la lecture des travaux de Plavec et ses collaborateurs [151].

La paramérisation des pontages G-Pt-G dans le champ de force a été réalisée a
partir de données structurales publiées [118, 170], extraites de la base de données du «
Cambridge Crystallographic Data Centre » [92].

La figure 2.1 présente nos conventions de nommage des résidus adoptées pour l'in-
corporation du cis-Pt(NHj)*" dans le champ de force. Les atomes d’azote des deux
ammines sont nommées NS et NW, la guanine sitée en 5’ de 'adduit est notée GDA
et est reliée au cis-Pt(NH;),* par Patome identifié comme NE, en 3’ il s’agit respecti-
vement de GDB et de NF.

Le tableau 2.1 détaille les paramétres utilisés lors des simulations de dynamique

moléculaire avec le champ de force parm 98 et la suite logicielle AMBER.
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(GDA) NE NW

/

Pt

N

F1G. 2.1 — Modéle de représentation du cisplatine dans le champ de force d’AMBER.

(GDB)

TaAB. 2.1 — Caractéristiques majeures de la paramétrisation du cisplatine dans le champ
de force ’AMBER. HT : atome d’hydrogéne relié aux ammines platinées. Le détail de
chaque résidu est présenté en annexe, page 257.

| Atome/résidu | R* (A) | €/ charge globale (électron) |

Dt 2,30 0,047440

T 1,10 0,367553
NS/NW 1,82 20,701331
GDA/GDB 20,425045

‘ Liaison ‘ (A) ‘ k (kcal.mol'.A~2) ‘

Pt-NE 2,00 202,00
Pt-NF 2,00 202,00
Pt-NS 2,04 202,00
Pt-NW | 2,04 202,00
NS/W-H | 1,01 434,00
| Angle | () |k (kcal.mol".A7?) |
NE - Pt - NS | 180,0 20,00
NE - Pt - NW | 180,0 20,00
NE - Pt-NW | 90,0 40,00
NF-Pt-NS | 90,0 40,00
NE - Pt- NF | 90,0 40,00
NS - Pt - NW | 90,0 40,00

| Angle impropre | (7)) | k (kcal.mol!) |

PT-C5-C2-N7 | 180,0 2,50
PT-C5-C2-C8 | 180,0 2,50
PT-C8-C5-C4 | 180,0 15,90
PT-C8-C6-C5 | 180,0 14,98
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Les aspects les plus délicats de la représentation dans le champ de force concernent
I'interaction entre le cisplatine et les bases platinées, essentiellement sous la forme de
la répartition des charges [106] et de 1’angle formé entre la base chélatée et la liaison
Pt-N;. Ce dernier paramétre a été mis en place par I'utilisation d’angles « impropres
» appelés ainsi car ils ne concernent pas 4 atomes reliés par une liaison de covalence
[38, 60, 108].

Une approche similaire a été utilisée par I’équipe de Marzilli et ses collaborateurs

pour modéliser ce comportement [211].
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Chapitre 3
Déformations induites sur le squelette

Dans le laboratoire, 'introduction de la méthode Particle Mesh Ewald (PME) pour
le calcul des forces électrostatiques sous conditions périodiques dans les simulations de
dynamique moléculaire a permis de donner une description dynamique de la conforma-
tion de ’ADN platiné. De nombreuses observations issues des études expérimentales
[49, 56, 71, 87, 129, 142, 181, 182, 183, 210], tout particuliérement celles provenant des
expériences RMN, ont ainsi été expliquées.

En effet, le déblindage du proton H2’ de la base située en 5’ de GDA et celui plus
faible du proton H2’ de la base complémentaire de GDA, ne pouvaient étre expliqués
simultanément par les modeéles statiques proposés précédemment. L’apport de la simu-
lation de dynamique moléculaire a été dans ce domaine trés important car elle a pu
démontrer la dynamique du mouvement, qui donnait enfin une explication claire du
phénomeéne observé. De plus, le passage du champ de force parm 94 [47] & parm 98 [29]
a permis d’élucider complétement la structure et la dynamique de I'adduit platiné.

Ces simulations ont de plus apporté des informations supplémentaires. C’est ainsi
que des transitions BI=BII des groupes phosphates en 3’ de la guanine platinée ont été
observées. Ces transitions sont reliées a la formation /rupture d’une liaison hydrogéne
entre un atome d’hydrogéne de 'ammine 3’ du cisplatine (dont ’azote est noté NS sur la
figure 2.1) et Patome N7 de ’adénine située en 3’ du pontage cisPt-GG. Ces transitions
ont de plus pu étre proposées comme permettant une reconnaissance différentielle de
cette sous-conformation par les protéines de type HMG [59].

Cependant lors d’analyses complémentaires, aprés publication de ces hypothéses
sur les sous-conformations, des problémes sont survenus. En prolongeant la simulation
ainsi qu’en réalisant des simulations de séquences différentes, une des caractéristiques
majeures des complexes de cisplatine, observée dans les études expérimentales, n’était
plus remplie. Selon les études expérimentales, le sucre de la guanine 5° du pontage cis-
Pt-GG est toujours dans la conformation N tandis que celui des différentes dynamiques

présentait des transitions entre les états N et S. Il est & noter que ce probléme n’était
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jamais survenu dans les simulations utilisant parm 94. 11 a donc fallu déterminer la
cause de ce probléme dans la paramétrisation.

La paramétrisation utilisée jusqu’alors ne concernait que les influences locales que
I’adduit induit sur les bases, sans prendre en compte exclusivement le sucre et le sque-
lette phosphodiester. Or le changement majeur qui nous concerne entre le champ de
force parm 94 et parm 98 concerne la valeur de la constante de torsion de l'angle
O-C-C-O qui détermine la barriére de transition entre les deux états N et S [201].

De plus, le champ de force parm 94 était connu pour déplacer 1’équilibre vers la
conformation N [29], ce qui favorisait la conformation observée expérimentalement pour
la guanine 5" du chélate cisPt-GG. Le passage a parm 98 dans la version 6.0 ’AMBER
a été effectué afin de mieux rendre compte de la dynamique des acides nucléiques mais
a enlevé cet avantage énergétique en faveur de la conformation N.

Jusqu’alors l'effet électronique di & la coordination était supposé limité strictement
a la guanine dans la paramétrisation. Cependant a la suite de nos constatations sur
les dynamiques moléculaires et de la publication de travaux réalisés par Plavec et
ses collaborateurs [151] concernant la chélation d’un adduit platiné sur une guanine
(2’-deoxy /riboxy-guanosine 3’5’ bis(éthyl phosphate)), il a été démontré que 1'effet
anomeére di au cisplatine se répercute jusqu’au phosphate du nucléotide, induisant en
particulier une stabilisation de la conformation ¢trans de ’angle €. Une telle stabilisation
va de pair avec une proportion plus importante de la conformation BI.

Pour représenter au mieux les caractéristiques d’un complexe ADN-platine, la para-
métrisation du sucre de la guanine platinée et d’une partie du phosphodiester adjacent
a été modifiée en faisant varier la constante de torsion de I’angle O-C-C-O pour le sucre

et celle de I'angle C-C-O-P pour epsilon, indépendamment et en conjonction.

3.1 Présentation des systémes d’étude

Le complexe pyrazolate biplatiné présenté dans le chapitre IV a été choisi pour
la mise au point des nouveaux parameétres. La déformation structurale induite par ce
composé platiné est modérée, contrairement au cisplatine les effets électroniques induits
par la platination des guanines ne sont plus masqués par la coude. De plus, celui-ci
comporte deux atomes de platine, un par guanine platinée, ce qui permet de vérifier
indépendamment l'influence de la paramétrisation. Dans le cadre de ce complexe, les
déformations structurales induites sur les guanines platinées sont différentes de celles
du cisplatine : les informations issues de 'expérimentation RMN indiquent que le sucre
de la guanine 3’ est toujours en conformation N tandis que celui de la guanine 5’ peut
adopter les deux conformations N et S.

Pour I'étude de 'angle € une simulation dérivée du travail de Elizondo-Riojas et
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Kozelka [59], présentée dans le chapitre II, a été utilisée. Il s’agit de de la séquence
« mutée » par rapport au travail publié, la base suivant les deux guanines platinées
étant une guanine au lieu d’'une adénine. Cette « mutation » a été effectuée pour vali-
der 'hypothése émise par Elizondo-Riojas et ses collaborateurs concernant 1’existence
d’une liaison hydrogéne entre NS et 'atome N; de I'adénine en 3’, cette liaison étant
couplée & 'apparition de la conformation BIL. Cette conformation est trés sensible a la
conformation de 'angle € et permet donc d’étudier I'influence de notre paramétrisation
sur I’équilibre BI=BII.

3.2 Le sucre platiné

Pour distinguer les sucres d’une base platinée de ceux des bases non modifiées, il
faut définir un nouveau type d’atome pour le cycle furanose. La figure 3.1 présente
la localisation des changements nécessaires : le type d’atome CT, devient CP (P pour
platiné). La modification n’est effectuée que pour les carbones constitutifs du cycle (Cy,
Co, Cgr, Cy), les paramétres des atomes (longueur de liaison, angle, angles de torsion,
charges) sont conservés identiques a ceux de parm 98 a 'exception de I’angle de torsion
unique OS-CP-CP-0S. I’équation 3.1 présente la forme générique du potentiel pour
un angle de torsion tandis que ’équation 3.2 présente son implémentation dans le calcul

du champ de force.
Vi
Etorsion = 7[1 + COS(?’Lgb - 7)] (31)
PK

Eiorsion = ———5
torsion [DIVF [
Pour la définition de 'angle de torsion OS-CP-CP-0S les valeurs sont respecti-

1+ cos(PN x¢ — PHASE)] (3.2)

vement! :

A-B-C-D | IDIVF | PK |PHASE | PN
OS-CT-OS-CT | 1 |0,144| 00 | -3
0S-CT-0S-CT | 1 1,50 | 0,0 2

Pour améliorer le comportement du sucre platiné la valeur de la constante PKocco
du terme de périodicité PN=2 a été modifiée. Il est dans le champ de force parm 98
égal a 1,50 kcal.mol ™.

L’étude des modifications du potentiel en faisant varier la constante de torsion
PKocco a été réalisée sur le complexe pyrazolato bis-platine présenté ci-dessus et

dans le chapitre IV.

1Les deux potentiels sont pris en compte et additionnés grace a utilisation du signe négatif pour
PN (-3 au lieu de 3).
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P P
\os \;S

CT

CTéT/OS\CT/N9 base - éP’OS\/CP’Ng_ base

CT—C/T —Fl’t— cP—CP —_Pt—
| 0S |
in \P
parm 98 original parm 98 modifié (sucre)

Fi1G. 3.1 — Modification apportée pour singulariser le sucre de la guanine platinée. Le
type d’atome CT devient CP pour les atomes du cycle.

Dans un premier temps, la valeur de 0,75 kcal.mol ™! a été retenue car elle correspond
a la valeur de parm 94 (1.0) moins la moitié de la la différence entre parm 94 et parm
98 (1.50). C’est une valeur qui permet de favoriser la conformation N des sucres [29].

Comme présenté dans le chapitre IV, trois critéres issus des observations RMN sont

discriminants pour le choix de la paramétrisation de la constante PKopcco :
1. la phase de la guanine platinée 3’ doit étre trés majoritairement en N ;
2. la phase de la guanine platinée 5’ est majoritairement S;

3. la distance ¥G-H;-* G-H; doit étre comprise entre 2,5 et 3,5 A, la mesure nOe

observée en RMN est qualifiée de « medium ».

Trois dynamiques ont été étudiées avec la constante pour 'angle de torsion O-C-C-
O égale a 1,50 (parm 98), 0,75 (celle choisie arbitrairement) et 0,25 kcal.mol(pour
vérifier 'influence de la paramétrisation extréme). Les résultats sont présentés dans la
figure 3.2.

Pour la constante PKocco = 0,75 keal.mol™? (figure 3.2 a) :  cette valeur ayant
été choisie de maniére arbitraire pour le point de départ de la simulation il advient de
I’étudier avec plus de circonspection. Dans le cadre de la nanoseconde simulée, les trois
pré-requis expérimentaux sont remplis : le sucre de la guanine ®G adopte une confor-
mation S, celui de la guanine ¥G une conformation N et la distance * G(H,;)-> G(H,)
est compatible avec une intensité RMN intermédiaire (« medium »). Cette valeur a
donc été choisie pour effectuer une simulation plus longue, retenue pour produire un
modeéle & partir des indications RMN (comme présenté dans le chapitre IV). Il apparait

au terme de celle-ci que la guanine en 3’ ne reste pas parfaitement en conformation N
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FiG. 3.2 — Influence de la valeur de la constante pour ’angle de torsion O-C-C-O sur
la phase de * G (rouge), la phase de * G (vert) et la distance > G(H,) —% G(H,) (noir).
Les tracés sont moyennés sur 5 ps pour plus de lisibilité.

et que la guanine 5 ne présente pas de transition S = N. Cela pourrait étre 'indica-
teur qu’il faut encore diminuer la valeur de 0,75 pour se rapprocher du comportement
observé avec la constante égale a 0,25 keal.mol! (voir ci-dessous). Cependant lors de
I'analyse de la deuxiéme moitié de la simulation (10 ns), la proportion N/S pour la
guanine 3’ s’établit & 65 % N / 35 % S (elle est de 65% S / 35 % N pour les 10
premiéres nanosecondes). La valeur choisie pour la constante PKocco pourrait donc
étre suffisante avec un point de départ de simulation proche du point d’équilibre, une
simulation plus longue permettrait de le vérifier. Comme nous n’avons pas de données
expérimentales suffisamment précises pour affiner ce paramétre, la constante de 0,75

kcal.mol™! est donc conservée pour modéliser 'effet anomére di a la chélation.
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Pour la constante PKocco = 1,50 keal.mol ™! (figure 3.2 b) (parm 98 natif) :

aprés une bréve incursion & 100 ps de la guanine 3’ vers la conformation S, la transition
devient définitive a 170 ps. La distance de référence reste encore une fois dans la marge
haute acceptable mais par opposition a la simulation avec la constante égale a 0,25, les

deux sucres restent en S, ce qui exclut définitivement cette valeur (voir ci-dessous).

Pour la constante PKocco = 0,25 kcal.mol! (figure 3.2 ¢) : au début de
la dynamique, les trois critéres sont remplis. Cependant & 375 ps le sucre G passe
en conformation S. A ce moment la distance 5 G-H;-3'G-H; se retrouve dans la limite
haute de la fourchette. Les deux sucres devraient tendre vers la conformation N puisque
la parmétrisation incite cette conformation, or ceux-ci passent tous les deux en S. Apreés
prolongation de cette dynamique (figure 3.2 d), il s’avére que la conformation N/N est
bien adoptée mais aprés passage par des états intermédiaires (notamment avec € et ¢
en conformation trés inhabituelle gauche -, gauche -). Cette transition apparait autour
de 1700 ps de simulation de dynamique et confirme que la paramétrisation permet de
faire évoluer la conformation du sucre vers I’équilibre observé expérimentalement. Il
est & noter que lorsque cette transition survient, la distance de référence devient trés
grande (supérieure a 5 A) ce qui exclut définitivement cette conformation compte-tenu
des paramétres expérimentaux.

A travers ’étude de trois valeurs différentes de la constante de torsion telle que
définie plus haut, il apparait que le champ de force parm 98 ne permet pas de rendre
compte correctement des déformations induites par le pyrazolate bisplatine sur ’ADN.
La modification effectuée permet par contre d’y arriver en utilisant la constante de 0,75
kcal.mol! et une constante trop faible déplace 1’équilibre N=S de maniére dispropor-

tionnée.

3.3 L’angle ¢

Comme décrit par Plavec et ses collaborateurs [151], lors de la coordination d’une
guanine (2’-deoxy /riboxy-guanosine 3’,5” bis(éthyl phosphate)) au cisplatine Peffet ano-
meére se répercute jusqu’au phosphate du nucléotide, induisant en particulier une sta-
bilisation de la conformation trans de I’angle €. Une telle stabilisation va de pair avec
une proportion plus importante de la conformation BI. Pour prendre explicitement en
compte cet effet, un nouveau type d’atome, CS a été ajouté uniquement pour le carbone
Cor, comme illustré sur la figure 3.3. [’angle de torsion € est défini par les atomes Cy/-
C3-Og-P alors que nous utilisons ici Co- C3-Og-P (décalé de 120° par rapport a e,
voir remarque plus bas), ce choix a été fait pour éviter d’interférer avec angle Cs-Cy-

C3-O3/(9) qui a déja été modifié par I'utilisation de la constante de torsion PKocco
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= 0,75 kecal.mol?* sur O-C-C-O.
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F1G. 3.3 — Modification apportée pour influer uniquement sur ’angle €. Le carbone Cy’
est maintenant de type CS.

Dans ce cas il ne s’agit pas de modifier la valeur d’une constante existante (P Kocco)
mais bel et bien d’en introduire un nouveau terme de torsion dans le champ de force.
Ainsi les modifications se doivent d’étre graduelles pour évaluer 'impact de ce nouveau
terme de torsion.

De plus il faut favoriser I’état BI par rapport a I’état BII. Le moyen le plus efficace
consiste & modifier le potentiel pour qu’au terme initial de torsion (PN=3) soit ajouté
un nouveau terme (PN=2) ne pénalisant pas énergétiquement la conformation a favori-
ser. Ainsi en augmentant la constante de force PKccop = x de ce potentiel additionnel
(décrit ci-dessous), il est possible d’augmenter la barriére de transition entre les états BI
et BII mais aussi défavoriser ’état BII en lui-méme en le pénalisant énergétiquement.

Pour la définition de ’angle de torsion CP-CP-OS-P les termes de 1’'équation 3.2

sont respectivement :

A-B-C-D | IDIVF | PK | PHASE | PN
X-CT-08X | 3 [1,15] 00 3

Ce potentiel est modifié pour inclure un terme spécifique pour les sucres des nu-
cléotides platinés. Les types d’atomes spécifiques sont alors CP et CS, et la barriére
de torsion est définie par deux termes, le premier est la copie du potentiel général, le
second a un décalage de phase de -60° afin d’obtenir le minimum pour la conformation
BI. Le résultat de la modification du potentiel est présenté ci-dessous. La variable x

permet d’adapter la constante du potentiel.
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A-B-C-D IDIVF | PK | PHASE | PN
CS-CP-0O5-P 3 1,15 0,0 -3
CS-CP-0OS-P 1 x -60,0 2

Les modifications de potentiel qu’induit ce nouveau terme de torsion sont présentés
dans la figure 3.4. Il est & noter que la conformation BI (qui se trouve ici & 60 °, voir
remarque plus bas) ne subit pas de pénalisation de Iénergie en fonction de PKccop =
tandis que c’est le cas pour la conformation BII (a 180°, voir remarque plus bas). La
barriére de transition entre les deux états BI=BII est elle aussi augmentée. Cette
modification du potentiel stabilise la conformation BI, & la fois thermodynamiquement
en défavorisant énergétiquement la conformation BII par rapport a la conformation Bl

et cinétiquement en augmentant la barriére de transition entre les deux états.

2’5 [ T | T | T | T | T | T ]
— Potentiel, PK = 1,00
L — Potentiel, PK = 0,50 _
— Potentiel initial
2 - —
ERR
6
6 - ]
[P)
"B
5 -
&3
0,5+ |
0 1 | 1 1 | 1 1 | 1
-180 -120 -60 0 60 120 180

Angle de torsion CS-CP-OS-P (°)

F1G. 3.4 — Evolution du potentiel d’énergie de torsion autour de I'angle CS-CP-OS-P
en fonction de la constante PKccop d’énergie utilisée.

Remarque : I'angle de la figure 3.4 est CS-CP-OS-P, pour obtenir la valeur de
Pangle € il faut ajouter 120°. Ainsi ’état le plus stable pour cet angle est 60+120 =
180° (conformation trans présente dans 1’état BI) suivi par I'état gauche- & 180+120
=300" que I'on cherche & défavoriser ici.

L’analyse par RMN de I'oligonucléotide platiné sur la séquence *-G*G*G-%" (cf. cha-
pitre IT) indique que le sucre de la guanine 5’ adopte la conformation N (ce qui sous-tend

une conformation BI) tandis que le phosphate de la guanine 3’ est en conformation BI.
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Pour reproduire ce comportement et étalonner la paramétrisation du nouveau terme,
un point de départ identique issu de la simulation de dynamique moléculaire du cis-
platine fixé sur la séquence centrale 9-G*G*G-3" a été utilisé. Dans cette simulation
la conformation initiale a comme caractéristiques un sucre S pour la guanine 5’ et
une conformation trés majoritairement BII (es; — (v > 0°) pour le phosphate de la
guanine 3’.

La constante de torsion PKopcco = 0,75 kcal.mol! sur O-C-C-O a tout d’abord été
évaluée pour vérifier 'impact seul de cette modification sur la conformation de 1’oligo-
nucléotide platiné. Le nouveau terme a été étalonné avec les valeurs de PKccop = 0,50
et PKccop = 1,00 keal.mol™!. L’évolution de la conformation en utilisant la modifi-
cation sur € (PKccop = 1,00 kcal.mol?) sans la modification sur les sucres platinés

(PKocco = 1,50 keal.mol™!) a aussi été étudiée.

Evolution de la dynamique sans modification (figure 3.5 a) : les 200 pre-
miéres ps délimitées par le trait vertical bleu représentent le point de départ issu d’une
simulation utilisant parm 98 sans modification. Cette simulation a duré jusqu’alors 4
ns et les 200 ps présentées sont représentatives du comportement des deux guanines
lors des précédentes 3,8 ns. La guanine ¥ G est a ce moment de la dynamique dans la
conformation S/BI (le sucre est en conformation S, le phosphate en BI (e —Csrp < 07).
Pour la guanine ¥ G le sucre est aussi S, le phosphate présente des transitions BI=BII.
Ces caractéristiques seront présentées systématiquement dans les graphiques suivants
pour rappel. L’ensemble des résultats présentés ici (5*2 ns) fera 'objet d’une étude
plus extensive (5%20 ns).

La prolongation de cette dynamique pour 2 ns permet 'observation du comporte-
ment des guanines si aucune re-paramétrisation n’était intervenue. Le phosphate de la
guanine 5’ reste en permanence en Bl tandis que le sucre présente une transition de S
vers N aprés 1280 ps de prolongation de la dynamique, cette transition faisant 1’objet
d’une augmentation des valeurs de ex et (. Cette transition S=N est réversible,
puisque dans le prolongement de cette dynamique la conformation S réapparaitra (les
détails des 5*20ns feront I'objet d’une publication ultérieure). La conformation N qui
est observée expérimentalement peut donc étre observée en utilisant le champ de force
parm 98 mais cet état n’est pas stable dans la durée de la simulation.

En ce qui concerne la guanine 3’ le sucre reste dans la conformation S. Le phosphate
présente des transitions BI=BII avec une proportion importante de BII.

L’utilisation du champ de force parm 98 permet de s’approcher des observations
expérimentales (issues d’études antérieures et de celle présentée dans le chapitre II)
mais les états caractéristiques ne sont pas présents car ils oscillent entre deux états

métastables.
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FiG. 3.5 — Prolongation de la simulation de dynamique moléculaire avec parm 98. La
phase des sucres est représentée en vert, I’angle de torsion € est en noir, I’angle de
torsion ¢ est en rouge. Les 200 premiéres ps délimitées par la ligne verticale bleue
présentent le comportement dynamique avec parm 98 natif. Les tracés sont moyennés
sur 5 ps pour plus de lisibilité.

Evolution en modifiant uniquement le potentiel de torsion des sucres plati-
nés (PKocco = 0,75 kcal.mol!, figure 3.5 b) : en ajoutant au champ de force
la modification des sucres platinés mise au point plus haut, le comportement du sucre
de la guanine 5’ évolue. Au lieu de présenter des transitions S=N la conformation
devient rapidement N et le reste tout au long de la simulation. Il est & noter que la
conformation N va de pair avec des valeurs pour es . et (v, plus élevées que lorsque
I'on a la conformation S. De plus cette modificaiton n’influe pas sur la phase du sucre
de la guanine 3’ qui reste S.

Le phosphate de la guanine 5’ est en conformation BI, comme précédemment le
phosphate de la guanine 3’ est majoritairement BII.

La modification de la constante de torsion des deux sucres platinés permet donc
sélectivement d’approcher la conformation du sucre de la guanine 5" observée expé-
rimentalement sans altérer celle du sucre de la guanine 3’. Cette reparamétrisation

n’influe pas sur le comportement du phosphate.

Evolution en modifiant le potentiel de torsion des sucres platinés et le po-
tentiel de torsion du terme pour ¢ (PKocco = 0, 75 keal.mol™, PKccop = 1,00
kcal.mol™!, figure 3.6) : comme indiqué plus haut, 'angle Cy- C3-O3-P a été preé-
féré a I'angle Cy- C3-O3-P pour éviter l'utilisation d’atomes identiques pour deux
potentiels différents. Ces deux potentiels sont en partie couplés comme l'indique la

période de latence pour la transition de I’état S vers N pour le sucre de la guanine
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5’ 1 250 ps aprés la prolongation sont nécessaires pour observer cette transition avec
PKocco = 0,75 keal.mol?, PKccop = 1,00 keal.mol™! tandis qu’elle est immeédiate
avec l'utilisation seule de la constante PKocco = 0,75 keal.mol! pour le potentiel de
torsion de ce sucre (figure 3.5 b). Cette période de latence écoulée, la transition vers N
est permanente.

Pour la guanine 3’ le sucre est toujours S, le phosphate adopte maintenant la confor-
mation BI (avec une courte transition vers BII entre 390 et 450 ps aprés prolongation).

Cette nouvelle paramétrisation utilisant une combinaison de la modification des
sucres et de € permet d’obtenir un ensemble dynamique de structures reproduisant les

caractéristiques essentielles observées en RMN et radiocristallographie aux rayons X.
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F1G. 3.6 — Prolongation de la simulation de dynamique moléculaire avec parm 98
puis modification des sucres platinés et du potentiel de torsion avec PKccop = 1,00
kcal.mol~! pour €. La phase des sucres est représentée en vert, 'angle de torsion € est
en noir, I’angle de torsion ( est en rouge. Les 200 premiéres ps délimitées par la ligne
verticale bleue présentent le comportement dynamique avec parm 98 natif. Les tracés
sont moyennés sur 5 ps pour plus de lisibilité.

Evolution en modifiant le potentiel de torsion des sucres platinés et le po-
tentiel de torsion du terme pour ¢ (PKocco = 0,75 kcal.mol™, PKccop = 0,50
kcal.mol™!, figure 3.7) : avec le terme pour € de moitié¢ inférieur a celui illustré par

la figure 3.6, la période de latence est trés réduite pour le passage du sucre de S vers
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N (25 ps au lieu de 250 ps). La conformation du sucre et du phosphate de la guanine

3’ sont compatibles avec les observations expérimentales.

Cette paramétrisation pourrait étre suffisante pour rendre compte des effets électro-
niques induits pas la chélation, cependant la conformation du phosphate de la guanine
5" est inhabituelle. En effet, ’angle ¢ n’adopte pas une conformation canonique (g~ ou
t) mais gauche™. Aprés observation attentive des structures présentant cette caracté-
ristique particuliére il apparait que la conformation globale obtenue est celle proposée
précédemment au laboratoire : modéle E de Kozelka et ses collaborateurs [87, 107] ot la
cytosine complémentaire de la guanine ® G reste empilée sur la cytosine complémentaire
de la guanine 3G plutot que d’étre appariée a celle-ci ou d’osciller entre les deux posi-
tions comme proposé par Elizondo-Riojas et ses collaborateurs [59]. Cette simulation
de dynamique moléculaire en eau explicite est la premiére & démontrer la possibilité
de 'empilement de type E” calculés par mécanique moléculaire et rouvre la discussion

concernant les équilibres conformationnels induits par les pontages G*G*-cisplatine.
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F1G. 3.7 — Prolongation de la simulation de dynamique moléculaire avec parm 98
puis modification des sucres platinés et du potentiel de torsion avec PKccop = 0,50
kcal.mol~! pour €. La phase des sucres est représentée en vert, ’angle de torsion e est
en noir, I’angle de torsion ( est en rouge. Les 200 premiéres ps délimitées par la ligne
verticale bleue présentent le comportement dynamique avec parm 98 natif. Les tracés
sont moyennés sur 5 ps pour plus de lisibilité.
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Evolution sans modification des sucres platinés, modification du potentiel
de torsion du terme pour ¢ (PKccop = 1,00 kcal.mol ™!, figure 3.8) : comme
vu précédemment la conjonction de la modification du sucre et 1'utilisation de 1,00
kcal.mol~! pour € conduit & une conformation répondant aux observations expérimen-
tales. Pour étudier effet isolé de la modification du potentiel du phosphate (via €)
une simulation ne comprenant pas de modification sur les sucres platinés a été effec-
tuée. Dans ces conditions le comportement général de la guanine 5’ est identique au
comportement, observé pour la simulation avec parm 98 natif (la transition S vers N
apparue nécessitera ’analyse des 20 ns pour déterminer plus précisément sa pertinence
statistique). Une favorisation de la conformation BI est observable pour le phosphate
de la guanine 3’ indiquant bien un effet asymétrique de la paramétrisation identique
des deux guanines. L’utilisation du nouveau terme pour la paramétrisation du phos-
phate ne permet donc pas a lui seul a faire converger les structures dynamiques vers

les observations expérimentales.
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FiG. 3.8 — Prolongation de la simulation de dynamique moléculaire sous parm 98 avec le
potentiel de torsion modific PKccop = 1,00 keal.mol™! pour € mais sans modification
des sucres platinés. La phase des sucres est représentée en vert, I'angle de torsion € est
en noir, ’angle de torsion ¢ est en rouge. Les 200 premiéres ps délimitées par la ligne
verticale bleue présentent le comportement dynamique avec parm 98 natif. Les tracés
sont moyennés sur 5 ps pour plus de lisibilité.

La modification du champ de force parm 98 a donc nécessité, en plus de la para-

métrisation déja réalisée précédemment au laboratoire, 'inclusion explicite des effets
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électroniques sur le sucre et le squelette phosphodiester. Les modifications présentées
feront I'objet d’études plus approfondies pour tester leur validité sur d’autres séquences
et complexes, mais sur ces deux cas complémentaires (présentés chapitres IT et V), ils
ont permis d’obtenir un meilleur accord entre le modéle théorique et les expériences

pratiques.



Chapitre 4
Intégration dans le champ de force

La présence d’angles impropres dans la paramétrisation du pontage G*G*-cisplatine
prévient l'utilisation des modules évolués I’AMBER (xleap ou antechamber). Voici
donc en détail la procédure a suivre, utilisée dés la création du logiciel AMBER, [200],
pour l'incorporation d’'un composé platiné dans le champ de force. Le détail des para-
métres de chaque fichier est présenté dans I’annexe, page 257. A titre d’exemple, voici
la procédure permettant la mise en place des fichiers pour la simulation de dynamique
moléculaire. Il s’agit de la séquence ¥-GCCG*G*GTCGC-¥/ *-GCGACCCGGC-*
(G* représente une guanine platinée) avec le champ de force parm 99 [196]. Cette
dynamique, comme présenté dans le chapitre II, a eu pour but d’utiliser une voie de
paramétrisation alternative a celle présentée ci-dessus.

Les modifications ajoutées au champ de force pour prendre en compte la nouvelle

paramétrisation décrite dans ce chapitre sont présentées en annexe, page 259.

4.1 Préparation du composé

Fichier prepin (page 261) : contient la description des différents résidus a insérer :
GDA (guanine 5°), GDB (guanine 3’) et PTJ (cisplatine).

Fichier linkin (page 264), linkin ions (page 264) : les résidus sont reliés entre

eux, la conformation est pour 'instant sous la forme de coordonnées internes.

Fichiers editin (page 264), editin _ions (page 264) et editin _eau (page 265) :
la structure tridimensionnelle est affectée aux résidus, a partir d’un jeu de coordonnées
externe (code PDB : 1AIO).

Fichier parmin (page 266) : les contraintes additionnelles sur les atomes sont

ajoutées, dans notre cas, il s’agit de deux fois quatre angles impropres pour modéliser

221
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I'influence de la chélation par le cisplatine sur les déformations des guanines.

Grace aux fichiers décrits ci-dessus (prepin, linkin, editin et parmin) et a la modifi-
cation du champ de force, la molécule est construite en exécutant la séquence PREP-
>TLINK->EDIT->PARM (détail des scripts page 266) trois fois de suite, la différences
majeures se jouant sur le fichier editin.

La premiére série de commandes se fait avec le fichier editin qui permet d’inclure le
fichier de coordonnées tridimensionnelles, puis editin _ions est utilisé pour ajouter les
contre-ions. Les molécules d’eau sont ajoutées par 1'utilisation du fichier editin _eau,
la distance minimale de la couche d’eau (entre le soluté et le bord de la boite de
solvatation) étant ajustée pour que les dimensions de la boite d’immersion ainsi créée
soient compatibles avec I'utilisation de la Transformée Rapide de Fourier (la boite doit
avoir des dimensions multiples de 2, 3 ou 5 comme par exemple 64*54*60).

A ce stade la répartition des molécules d’eau forme une géométrie réguliére, il
convient donc d’optimiser leur position par rapport au soluté et aux contre-ions sodium.
Cette opération est réalisée a travers une série de 6 minimisations ou les contraintes
de position sur 'ensemble soluté+contre-ions sont enlevées par paliers (100 kcal.mol ™,
50, 25, 10, 5 sur le soluté seul, aucune). Les fichiers utilisés pour la minimisation sont

présentés page 269.

4.2 Simulation de dynamique moléculaire

Le protocole décrit dans le tableau 4.1' détaille les étapes utilisées classiquement
au laboratoire pour la simulation de la dynamique moléculaire d’un ADN platiné.

Il permet d’amener un ADN platiné de dix paires de bases en 67,503 ps a une
conformation de départ pour la simulation de dynamique moléculaire.

Un script global permet de lancer toutes ces étapes a la suite (page 272).

4.3 Analyse de la dynamique

Des vérifications périodiques doivent étre effectuées pour s’assurer du bon dérou-
lement du calcul, et de la justesse de la simulation. Cependant, la puissance des ordi-
nateurs est devenue telle qu’il s’agit souvent de vérifier plusieurs nanosecondes d’une
journée sur I'autre. Dans ces conditions, il convient d’utiliser des outils d’analyse systé-

matique pour avoir une représentation globale des paramétres importants. La figure 4.1

IL’équilibration 9 est strictement identique & étape 8, mais elle a été ajoutée & Porigine pour per-
mettre 'utilisation d’une version modifiée du programe AMBER, 4.1 (corrigée par le docteur Matthew
Young, afin de prendre réellement en compte la réinitialisation de la position du centre de masse).
Elle est conservée pour permettre d’obtenir un point de départ ayant recu le méme traitement, mais
les nouvelles versions (& partir ’AMBER 6.0) ne nécessitent plus ce point particulier.
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TAB. 4.1 — Protocole de simulation de dynamique moléculaire.

Conditions Type de couplage au Contraintes
Etape Pas | Temps (ps) (kcal.mol—1)
thermodynamiques bain thermostaté
ADN-Pt / lons

Chauffage 1 5.0 NVT, 0K a 150K facteur d'échelle 25 /25

5,0 NVT 150K a 300K Berendsen 25 /25

Equilibration 1 5,0 NVT, 300K Berendsen 25 /25

2 2,5 NPT, 300K Berendsen 25 /25

3 2.5 NPT, 300K Berendsen 20 / 15

4 25 NPT, 300K Berendsen 15/ 10

5 25 NPT, 300K Berendsen 10/5

6 2,5 NPT, 300K Berendsen 5/25

7 10,0 NPT, 300K Berendsen 25/ -
Redist. vitesses 1 1fs 300K Berendsen
Equilibration 8 10,0 NPT, 300K Berendsen
9 10,0 NPT, 300K Berendsen
Redist. vitesses 2 1fs 300K Berendsen
Equilibration 10 10,0 NPT, 300K Berendsen
Redist. vitesses 3 1fs 300K Berendsen

Production | | xns | NPT, 300K Berendsen | |

présente la décomposition de I’énergie du systéme simulé et d’autres points de controle
(volume du systéme, marge d’erreur pour le calcul PME) pour le chauffage et 1'équi-
libration de la dynamique. Les critéres définis lors du lancement de la simulation sont
conservés, que ce soit pour I’énergie totale ou la décomposition en sous-parties (po-
tentielle et cinétique), aprés la phase initiale de chauffage. L’analyse de la dynamique
compléte avec la méme méthodologie fournit le méme résultat, mais les graphes sont
moins lisibles du fait de la densité de points.

Dans le cas de ’ADN, il est possible d’utiliser le programme de référence CURVES
[112, 113]. Afin d’automatiser la présentation graphique des données grace au logi-
ciel XmGrace (http ://plasma-gate.weizmann.ac.il/Grace/), j'ai créé un programme
d’analyse et de formattage, présenté en Annexe, page 288.

Enfin, il s’agit aussi de présenter les caractéristiques d’intérét de ’adduit platiné
(par exemple pour vérifier que la simulation est en accord avec les données expéri-
mentales), comme illustré en partie par la figure 4.2 (pour plus de détails, cf chapitre
I1).

Ces vérifications étant faites, de nombreuses analyses particuliéres permettront de
décrire au mieux l'accord de la simulation avec les données expérimentales et par-

fois de produire un modéle dynamique. C’est I'analyse et la réflexion qui seront alors
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F1G. 4.1 — Controéle du bon fonctionnement de la dynamique, en utilisant le programme
standard process mdout.perl fourni dans AMBER.

indispensables pour exprimer au mieux l'information présente dans la simulation.
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Parametres caractérisant le site platiné

champ de force parm 99 natif
360
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FiG. 4.2 — Paramétres principaux issus de la simulation de dynamique molécule de
GCCG* G*GTCGC. Les noms d’atomes sont ceux de la figure 2.1, page 204. C3 et
(G6 sont respectivement les bases situées en 5’ et en 3’ de 'adduit platiné. C15 est
la cytosine complémentaire de * G, C16 est la cytosine complémentaire de ¥ G. Les
comparaisons avec les données expérimentales sont présentées dans le chapitre 1I. Les
tracés sont moyennés sur 10 ps pour plus de clarté.
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Chapitre 5
Conclusion

Les composés de platine ne sont pas définis en standard dans le champ de force
d’AMBER. II faut donc décrire explicitement les interactions qui régissent leur com-
portement. De plus, la géométrie plan-carré du cisplatine impose 'utilisation d’angles
impropres pour maintenir plan I’ensemble.

Les travaux effectués au laboratoire pour intégrer le cisplatine dans le champ de
force ont été présentés. Cette paramétrisation a permis de répondre aux questions soule-
vées par I’analyse en spectroscopie RMN de I'oligonucléotide * GCCGxGxGTCGC? -
GCGACCCGGC?, tout particuliérement en ce qui concerne les déplacements chi-
miques H2’ de C3 et C16.

Cependant la paramétrisation mise en place a volontairement exclu 'incorporation
du sucre et du phosphate des guanines platinées. En effet I'influence des composés
platinés sur ces résidus attachés aux guanines était supposée limitée. Les travaux de
Plavec et de ses collaborateurs [151] ont indiqué que cette influence pouvait s’étendre
jusqu’a l'oxygéne O3’ en induisant une stabilisation de la conformation N du sucre
ainsi que de I'état trans pour €, ce qui implique une conformation BI.

Des simulations de dynamique moléculaire en paralléle de ces travaux ont mis en
évidence les faiblesses de la paramétrisation en ce qui concerne les sucres platinés et
le potentiel de torsion pour €. Deux complexes de platine induisant des déformations
structurales différentes ont été utilisés pour la reparamétrisation. Le cisplatine courbe
I’ADN et lui impose un angle de coude de 60°, le pyrazolato-bisplatine quand a lui
courbe peu PADN mais impose une distance fixe entre les atomes N; des deux bases
pontées. La complémentarité de ces déformations structurales a permis de valider par
simulation de dynamique moléculaire les termes modifiés et/ou ajoutés pour rendre
compte de l'effet de la coordination sur les sucres et le déplacement du phophate.

Les résultats ainsi obtenus sont :

* pour le potentiel de torsion du sucre, 'angle OS-CP-CP-OS est altéré avec

PKocco — 0,75 keal.mol™ pour le sucre de la base platinée ;
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* pour le potentiel de I'angle CS-CP-OS-P, le nouveau terme de torsion CP-CP-OS-
P est créé avec pour valeur PKccop = 1,00 keal.mol™ pour le squelette phosphodiester
de la base platinée.

L’introduction de ces deux termes ainsi que leur étalonnage a permis de mieux
rendre compte encore des données expérimentales, comme précisé dans le chapitre II.
L’ensemble du nucléotide est maintenant caractérisé et la pertinence des modifications
effectuées est évaluée dans le cadre de simulation plus longues (5*20 ns) qui feront

I’objet d’une publication.



Sixiéme partie

Conclusion générale
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Le cisplatine a depuis sa découverte été étudié en utilisant toutes les techniques
disponibles en recherche expérimentale. Les tests chimiques, pharmacologiques, biochi-
miques et biologiques ont permis de découvrir les étapes clés de son efficacité thérapeu-
tique. Les études structurales de RMN et de cristallographie ont servi a caractériser les
structures formées au niveau moléculaire. Dans la continuité de ces travaux, nous nous

sommes attachés a décrire le comportement dynamique de I'adduit ADN-cisplatine.

L’évolution informatique, matérielle et logicielle, permet en effet d’accéder a des
temps de simulation de 'ordre de la dizaine de nanosecondes. Il devient possible d’uti-
liser la modélisation de dynamique moléculaire comme un outil pour caractériser les
évolutions conformationnelles & petite échelle. Les mouvements observables durant cet
intervalle de temps se cantonnent a des modifications locales, pour I’ADN il s’agit
de variations dans le squelette (équilibres BI=BII, N=S) et entre les paires de base
(désempilement, roulis, ...), pour les protéines, il s’agit des déplacements des chaines

latérales.

Observer expérimentalement des mouvements d’amplitude si faible est complexe :
le cristal ne présente qu’'une vue (ou deux) de la structure a I’état fondamental, la RMN
manque de précisions sur les acides nucléiques compte-tenu des distances importantes

qui séparent les protons et des phénoménes de diffusion de spin.

Pour améliorer les perspectives d’observation de la transition BI=BII, observée
en dynamique moléculaire par le Dr. Elizondo-Riojas, nous avons mis au point une
méthode plus robuste que les techniques actuelles pour ’analyse de la conformation
du phosphate. En nous basant sur les distances caractéristiques des sous-populations
BI et BII, obtenues & partir de modéles minimisés de dynamique moléculaire et de
cristallographie, nous avons déterminé que quatre distances permettaient de discriminer
précisément les deux sous-états. Pour fiabiliser la prédiction de la proportion de BII,
nous avons combiné trois de ces distances en projetant la différence entre H2” (n)-
H6/H8 (n) et H2” (n)-H6/H8 (n+1) contre H1’ (n)-H6/H8 (n+1). Le graphe résultant
de cette projection permet de caractériser un état BIT avec une marge d’erreur de 20%.
Une fois cette méthode validée par une série d’expériences RMN caractéristiques, elle

pourra étre incorporée dans les logiciels de raffinement RMN.

La conformation BII en 3’ des guanines platinées ayant été observée en simula-
tion de dynamique moléculaire, la validation expérimentale de cette conformation était
nécessaire. J’ai donc platiné la séquence GCCGGGTCGC puis isolé et purifié les dif-
férents adduits. Les deux adduits majoritaires G*G*G et GG*G* étaient les premiers
adduits étudiés comportant une guanine respectivement en 3’ et en 5’ du site de plati-
nation. Pour 'analyse en RMN, seul 'adduit G*G*G a pu étre étudié, en raison de la
trop faible concentration de adduit GG*G*. L’analyse RMN, effectuée en collabora-

tion avec T. Skauge de I’équipe du Pr. Sletten, a permis de caractériser les sucres, les



232

phosphates et les distances intra et internucléotidiques. Ces résultats ont été couplés a
une simulation de dynamique moléculaire mais la population BII observée par le Dr.
Elizondo-Riojas n’a pas été retrouvée. Ce travail a cependant permis la détection de
faiblesses de représentation des composés platinés dans le champ de force parm 98 de
la suite AMBER. Depuis, ce champ de force a lui-méme été corrigé pour améliorer
les proportions des conformations N et S, en déplacant 1’équilibre vers N, ce qui est

défavorable a la conformation BII.

L’étude expérimentale a de plus mis en évidence la migration du platine de 'adduit
G*G*G vers I'adduit GG*G*. Une premiére approche de la cinétique de réarrangement
a été présentée. L’étude cinétique spécifique effectuée par K. Chvalova est en cours et
permettra de caractériser précisément les vitesses de réarrangement. Cette étude devra
permettre de préciser le mécanisme de réarrangement. Toutefois les observations RMN
suggérent que la liaison se romp entre le platine et la guanine 5" pour se reformer avec
la troisieme guanine : le déplacement chimique sur G5 : Hg varie peu au cours du
temps. Cette étude a donc permis de préciser le comportement d’un adduit platiné sur
la séquence G*G*QG, d’explorer les possibilités de migration de ’adduit et d’améliorer

la description du cisplatine dans le champ de force parm 98.

L’action anti-tumorale du cisplatine réside dans la capacité du dommage a recruter
les protéines cellulaires de réparation et les facteurs de transcription. Pour décrire
le comportement dynamique de la reconnaissance ADN-platiné/protéine, nous avons
tout d’abord étudié les mécanismes de reconnaissance spécifique entre le facteur de
transcription LEF-I (Lymphoid Enhanced-binding Factor - I) appartenant & la famille
des HMG protéines (High Mobility Group). La simulation a révélé le role d’interactions
électrostatiques entre le squelette de PADN et certains résidus de la protéine. Des
contacts spécifiques de séquence ont permis de valider la reconnaissance séquence-
spécifique de la LEF-I pour sa séquence cible. Durant la simulation de dynamique
moléculaire, la flexibilité de la méthionine qui s’intercale entre les adénines désempilées
dans le complexe ADN /protéine a créé une poche hydrophile qui est remplie par une,
puis deux, puis une molécule d’eau. La stabilisation de 'intercalation par cette molécule

d’eau semble étre une caractéristique de 'affinité de reconnaissance.

Cette premiére simulation aurait da étre complétée par une simulation de la pro-
téine avec la séquence platinée mais cette simulation n’a pu étre réalisée. Cependant,
les études d’affinité sur gel effectuées par le Dr. Drumm ont permis de valider 1'hy-
pothése que le remplacement de la séquence AA ou vient s’intercaler la méthionine
par G*G* conservait I'affinité de la protéine pour la séquence platinée. Ces résultats
expérimentaux suggéerent que le mode de reconnaissance n’est pas altéré et pourrait
correspondre au comportement observé en simlation de dynamique moléculaire pour la

séquence native.
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La structure d’'un ADN courbé par le cisplatine et la reconnaissance plausible par
une protéine de type HMG ont permis de donner les premiéres pistes pour la description
moléculaire des mécanismes initiant la cascade de réactions cellulaires, responsable de
I'effet anti tumoral.

Le spectre d’activité forte du cisplatine étant restreint, le pyrazolate bisplatine a été
concgu de novo et synthétisé par I’équipe du professeur Reedijk pour imposer comme le
cisplatine une géomeétrie déterminée. La déformation présumée de ce complexe était a
priori moins importante que celle du cisplatine. La combinaison de ’analyse RMN et
de la simulation de dynamique moléculaire a validé I’hypothése d’une déformation dif-
férente : le coude prononcé induit par le cisplatine sur son ADN cible est éliminé, mais
le déroulement local d’environ 10° est conservé. L’activité cytotoxique du pyrazolato-
bisplatine et ’analyse expérimentale indiquant une déformation différente de celle du
cisplatine suggérent que la voie métabolique utilisée par le pyrazolate bisplatine est
différente de celle du cisplatine, ce qui permet d’envisager un spectre d’activité théra-
peutique différent.

Les résultats expérimentaux ont permis de valider et d’améliorer la représentation
des composés platinés dans le champ de force parm 98. Ce travail est poursuivi par le

Dr. D. Djuranovic.

L’ensemble de ces travaux a permis une meilleure compréhension de la dynamique
des adduits platinés et des modes de reconnaissance plausibles entre la déformation
engendrée et la protéine qui vient s’y fixer.

Une meilleure description des composés platinés dans le champ de force de la suite

logicielle AMBER est désormais disponible (et présentée en détail dans ce manuscrit).

Ce travail de thése n’est cependant pas suffisant pour expliquer le tropisme du
cisplatine et son efficacité si importante sur certains types de cancers. Nombre des
cancers ciblés par le cisplatine sont situés dans les voies exposées du corps humain :
systéme respiratoire et uro-génital. Pour nombre de ces cancers, 1’origine est encore
inconnue.

Selon Rosenberg, il est possible que 'efficacité du cisplatine vienne de la dérépression
de protéines régulatrices, ce qui entrainerait une réaction immunitaire. L’origine (et
la validité) de cette réaction immunitaire n’est pas non plus élucidée mais pourrait
provenir de l'activation de virus endogénes (présents sous forme de proto-oncogénes
dans le génome humain), en particuliers d’adénovirus. Au moment de la rédaction de
ce manuscrit, la structure et la séquence de nombreuses protéines virales est encore

manquante, il n’est donc pas encore possible de valider/infirmer cette hypothése.
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Modifications pour mettre en place la nouvelle para-
métrisation du cisplatine

12a13,14
> CP 12.01 ***ST atome du cycle furanose pour deoxy

> CS 12.01 ***ST atome du cycle furanose pour deoxy

64c66

< CHHONNANBNCN2NTN2N3NE NFNSNWN*0OOHOSP 02

> CHHO NNA NBNCN2NT N2N3NE NFNSNWN*0OOHOSP 02
158a161,169

~ CP-CP 310.0 1.526 ***ST comme JCC,7,(1986),230; AA, SUGARS

~ CP-CS 310.0 1.526 ***ST comme JCC,7,(1986),230; AA, SUGARS

~ CT-CP 310.0 1.526 ***ST comme JCC,7,(1986),230; AA, SUGARS

> CP-HC 340.0 1.090 ***ST comme changed from 331 bsd on NMA nmodes; AA, SUGARS
> CS-HC 340.0 1.090 ***ST comme changed from 331 bsd on NMA nmodes; AA, SUGARS
> CP-H1 340.0 1.090 ***ST comme changed from 331 bsd on NMA nmodes; AA, RIBOSE
> CP-H2 340.0 1.090 ***ST comme changed from 331 bsd on NMA nmodes; SUGARS
~ CP-N* 337.0 1.475 ***ST comme JCC,7,(1986),230; ADE,CYT,GUA, THY,URA

> CP-0S 320.0 1.410 ***ST comme JCC,7,(1986),230 ; NUCLEIC ACIDS

376a388,417

> CT-CP-CP 40.0 109.50 ***ST comme CT-CT-CT

> CP-CP-CP 40.0 109.50 ***ST comme CT-CT-CT

> CP-CP-CS 40.0 109.50 ***ST comme CT-CT-CT

> CP-CS-CP 40.0 109.50 ***ST comme CT-CT-CT

> CP-CP-HC 50.0 109.50 ***ST comme changed based on NMA nmodes

> CP-CS-HC 50.0 109.50 ***ST comme changed based on NMA nmodes

> CP-CP-H1 50.0 109.50 ***ST comme changed based on NMA nmodes

> CT-CP-H1 50.0 109.50 ***ST comme changed based on NMA nmodes

> CP-CT-H1 50.0 109.50 ***ST comme changed based on NMA nmodes

> CT-CP-H1 50.0 109.50 ***ST comme changed based on NMA nmodes

> CS-CP-H1 50.0 109.50 ***ST comme changed based on NMA nmodes

> CP-CP-H2 50.0 109.50 ***ST comme changed based on NMA nmodes

> CS-CP-H2 50.0 109.50 ***ST comme changed based on NMA nmodes

> CP-CP-N* 50.0 109.50 ***ST comme CT-CT-N*

> CS-CP-N* 50.0 109.50 ***ST comme CT-CT-N*

> CP-CP-0S 50.0 109.50 ***ST comme CT-CT-0S

> CP-CT-0S 50.0 109.50 ***ST comme CT-CT-OS

> CT-CP-0S 50.0 109.50 ***ST comme CT-CT-OS

> CS-CP-0S 50.0 109.50 ***ST comme CT-CT-0S

> HC-CP-HC 35.0 109.50 ***ST comme HC-CT-HC

> HC-CS-HC 35.0 109.50 ***ST comme HC-CT-HC

> H2-CP-N* 50.0 109.50 ***ST comme changed based on NMA nmodes

> H1-CP-0OS 50.0 109.50 ***ST comme changed based on NMA nmodes

> H2-CP-0S 50.0 109.50 ***ST comme changed based on NMA nmodes
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> N*-CP-0S 50.0 109.50 ***ST comme N*-CT-OS

> CB-N*-CP 70.0 125.80 ***ST comme CB-N*-CT

> CK-N*-CP 70.0 128.80 ***ST comme CK-N*-CT

> CM-N*-CP 70.0 121.20 ***ST comme CM-N*-CT

> CP-OS-CP 60.0 109.50 ***ST comme CT-OS-CT

> CP-0S-P 100.0 120.50 ***ST comme CT-OS-P

437¢478

< CT-OS-CT-N* 1 1.0 000.0 2.

> CT-OS-CT-N* 1 0.65 000.0 2. ***ST comme parm 99 avant :

452¢493

< OS-CT-CT-0S 1 1.50 0.0 2. pucker anal (93”)

> OS-CT-CT-0S 1 1.175 0.0 2. ***ST comme parm 99 avant : pucker anal (93’)
454¢495

< OS-CT-CT-OH 1 1.50 0.0 2. pucker anal (93)

> OS-CT-CT-OH 1 1.175 0.0 2. ***ST comme parm 99 avant : pucker anal (93’)
456¢497

< OH-CT-CT-OH 1 1.50 0.0 2. check glicolWC? puc

> OH-CT-CT-OH 1 1.175 0.0 2. ***ST comme parm 99 avant : check glicolWC? puc
4822524,544

> X -CP-CP-X 9 1.40 0.0 3. ***ST comme JCC,7,(1986),230
> X -CT-CP-X 9 1.40 0.0 3. ***ST comme JCC,7,(1986),230
~ X -CS-CP-X 9 1.40 0.0 3. ***ST comme JCC,7,(1986),230

~ X -CP-N*X 6 0.00 0.0 2. **ST comme JCC,7,(1986),230

~ X -CP-0S-X 3 1.15 0.0 3. ***ST comme JCC,7,(1986),230

> CP-CP-0S-CP 1 0.383 0.0 -3. ***ST comme CT-CT-OS-CT

> CS-CP-OS-CP 1 0.383 0.0 -3. ***ST comme CT-CT-OS-CT

> CP-CP-0S-CP 1 0.1 180.0 2. ***ST comme CT-CT-0OS-CT

> CS-CP-0OS-CP 1 0.1 180.0 2. ***ST comme CT-CT-OS-CT

> CP-OS-CP-N* 1 0.383 0.0 -3. ***ST comme CT-OS-CT-N*

> CP-OS-CP-N* 1 0.65 000.0 2. ***ST comme CT-OS-CT-N* (parm 99)
~ CS-CP-OS-P 3 1.15 0.0 -3. ***ST comme JCC,7,(1986),230

> CS-CP-OS-P 0 0.00 -60.0 2. ¥***ST paramétrisation 29.09.2003

> OS-CP-CP-0OS 1 0.144 0.0 -3. ***ST comme JCC,7,(1986),230

> OS-CP-CP-0S 1 1.175 0.0 2. ***ST comme pucker anal (93’)

~ 0S-CS-CT-0S 1 0.144 0.0 -3. ***ST comme JCC,7,(1986),230

> 0S-CS-CT-0S 1 1.175 0.0 2. ***ST comme pucker anal (93’)

> OS-CP-N*-CK 1 0.00 000.0 -2. ***ST comme sugar frag calc (PC)
> OS-CP-N*-CK 1 2.50 0.0 1. ***ST comme sugar frag calc (PC)

> OS-CP-N*-CM 1 0.00 000.0 -2. ***ST comme sugar frag calc (PC)
> OS-CP-N*-CM 1 2.50 0.0 1. ***ST comme sugar frag calc (PC)
501a564

> CK-CB-N*-CP 1.0 180. 2. ***ST comme CK-CB-N*-CT

Annexes
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519¢H82
<CC*CACBCCCNCMCKCQCWCVCRCACXCYCD
>CC*CACBCCCNCMCK CQCWCV CR CACXCY CDCP CS
540a604,605

> CP 1.9080 0.1094 ***ST comme Spellmeyer

> CS 1.9080 0.1094 ***ST comme Spellmeyer

Fichier d’entrée pour le module PREP

002

D-GUANOSINE - with 5’ - phosphate group and 3’ - O(minus) group
GDA

GDA INT 1

CORRECT NOMIT DU BEG

0.0

1 DUMM DU M 0 -1 -2 0.00 0.00 0.00 0.0000

2 DUMM DU M 1 0 -1 1.00 0.00 0.00 0.0000

3 DUMM DU M 2 1 0 1.00 90.00 0.00 0.0000
4PPM3211.60 119.04 200.00 1.1659

501P O2 E 432 1.48 109.61 150.00 -0.7761

6 O2P O2 E 4 3 2 1.48 109.58 20.00 -0.7761

705 OSM4321.60101.43 -98.89 -0.4954
8Cy CT M 74 3 1.44 119.00 -39.22 -0.0069

9 H5’1 H1 E 8 7 4 1.09 109.50 60.00 0.0754

10 H5’2 H1 E 8 7 4 1.09 109.50 -60.00 0.0754

11 C4 CP M 8 74 1.52 110.00 180.00 0.1629

12 H4 H1 E 11 8 7 1.09 109.50 -200.00 0.1176
1304’ 0SS 1187 1.46 108.86 -86.31 -0.3691

12 C1’ CP B 11 9 5 1.42 110.04 105.60 0.077265
13 HI’ H2 E 12 11 9 1.09 109.50 -240.00 0.216065
14 N9 N* S 12 11 9 1.49 108.06 -127.70 0.162994
15 C8 CK B 14 12 11 1.38 129.20 81.59 -0.175248
16 H8 H5 E 15 14 12 1.08 120.00 0.00 0.189499

17 N7 NE S 15 14 12 1.31 114.00 -179.90 0.018089
18 C5 CB S 17 15 14 1.39 103.90 0.00 -0.211378
19 C6 C B 18 17 15 1.42 130.40 180.00 0.595141
20 06 O E 19 18 17 1.23 128.80 0.00 -0.466742

21 N1 NA B 19 18 17 1.40 111.38 180.00 -0.669066
22 H1 HE 21 19 18 1.00 117.36 179.90 0.400762
23 C2 CA B 21 19 18 1.38 125.24 -0.10 0.929895
24 N2 N2 B 23 21 19 1.34 116.02 180.00 -0.969660
25 H21 H E 24 23 21 1.01 127.00 -0.82 0.459672
26 H22 H E 24 23 21 1.01 116.53 -179.44 0.459672
27 N3 NC S 23 21 19 1.33 123.30 0.00 -0.668746
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28 C4 CB E 27 23 21 1.36 112.20 0.00 0.348341
31 C3 CP M 11 8 7 1.53 115.78 -329.11 0.0713
32 H3’ H1 E 31 11 8 1.09 109.50 30.00 0.0985

33 C2’ CS B 31 11 &8 1.53 102.80 -86.30 -0.0854
34 H2’1 HC E 33 31 11 1.09 109.50 120.00 0.0718
35 H2’2 HC E 33 31 11 1.09 109.50 240.00 0.0718
36 O3 OS M 31 11 8 1.42 116.52 -203.47 -0.5232
IMPROPER

C8 C4 N9 CYV

C5 N1 C6 06

C6 C2 N1 H1

C2 H21 N2 H22

N7 N9 C8 H8

N1 N3 C2 N2

LOOP CLOSING EXPLICIT

Cr C2

C4 C5

C4 N9

DONE

Annexes

D-GUANOSINE - with 5’ - phosphate group and 3’ - OH group. Charges GG_Pt/DFT 18-Feb-97

GDB

GDB INT 1

CORRECT OMIT DU BEG

0.0

1 DUMM DU M 0 -1 -2 0.00 0.00 0.00 0.0000

2 DUMM DU M 1 0 -1 1.00 0.00 0.00 0.0000

3 DUMM DU M 2 1 0 1.00 90.00 0.00 0.0000
4PPM3211.60 119.04 200.00 1.1659

501P O2E 43 21.48 109.61 150.00 -0.7761

6 O2P O2 E 4 3 2 1.48 109.58 20.00 -0.7761
705 OS M4 321.60 101.43 -98.89 -0.4954

8§ C5 CTM 74 3 1.44 119.00 -39.22 -0.0069

9 H51 H1 E 8 7 4 1.09 109.50 60.00 0.0754

10 H5'2 H1 E 8 7 4 1.09 109.50 -60.00 0.0754

11 C4 CP M 8 74 1.52 110.00 180.00 0.1629

12 H4 H1 E 11 8 7 1.09 109.50 -200.00 0.1176

13 04 OS S 11 8 7 1.46 108.86 -86.31 -0.3691

12 C1’ CP B 11 9 5 1.42 110.04 105.60 0.077265
13 HI’ H2 E 12 11 9 1.09 109.50 -240.00 0.216065
14 N9 N* S 12 11 9 1.49 108.06 -127.70 0.162994
15 C8 CK B 14 12 11 1.38 129.20 81.59 -0.175248
16 H8 H5 E 15 14 12 1.08 120.00 0.00 0.189499
17 N7 NF S 15 14 12 1.31 114.00 -179.90 0.018089
18 C5 CB S 17 15 14 1.39 103.90 0.00 -0.211378
19 C6 C B 18 17 15 1.42 130.40 180.00 0.595141
20 06 O E 19 18 17 1.23 128.80 0.00 -0.466742



21 N1 NA B 19 18 17 1.40 111.38 180.00 -0.669066
22H1 HE 211918 1.00 117.36 179.90 0.400762
23 C2 CA B 21 19 18 1.38 125.24 -0.10 0.929895
24 N2 N2 B 23 21 19 1.34 116.02 180.00 -0.969660
25 H21 H E 24 23 21 1.01 127.00 -0.82 0.459672
26 H22 H E 24 23 21 1.01 116.53 -179.44 0.459672
27 N3 NC S 23 21 19 1.33 123.30 0.00 -0.668746
28 C4 CB E 27 23 21 1.36 112.20 0.00 0.348341
31 C3¥ CP M 11 8 7 1.53 115.78 -329.11 0.0713
32 H3’ H1 E 31 11 8 1.09 109.50 30.00 0.0985

33 C2’ CS B 31 11 & 1.53 102.80 -86.30 -0.0854
34 H2’1 HC E 33 31 11 1.09 109.50 120.00 0.0718
35 H2’2 HC E 33 31 11 1.09 109.50 240.00 0.0718
36 O3 OS M 31 11 8 1.42 116.52 -203.47 -0.5232
IMPROPER

C8C4N9CY

C5 N1 C6 O6

C6 C2 N1 H1

C2 H21 N2 H22

N7 N9 C8 H8

N1 N3 C2 N2

LOOP CLOSING EXPLICIT

Cr C2

C4 C5

C4 N9

DONE

PTJ

PTJ

PTJINT 1

CORRECT OMIT DU BEG

0.0

1 DUMM DU M 000 0. 0. 0. 0. charges updated for GUA, GUA et Pt 18.02.1997
2DUMM DUMO0O0 0 1. 0. 0. 0. according to DFT 6-31g** calculations

3 DUMM DU M 0 00 1. 90. 0. 0. H3=0.346766 + H4=0.388340 / 2 = 0.367553
4PTPT M 000 2.00 128.1 180. 0.047440 Mis-a-jour par Stef le 17/12/2003 pour N3P

5 N3P NS 3000 2.04 90. 90. -0.701331 et N4P :

263

6 H31 HT E 0 0 0 1.00 109. 180. 0.367553 N3P=-0.635233 + N4P=-0.767429 / 2 = -0.701331

7H32HT E 00 0 1.00 109. 60. 0.367553

8§ H33 HT E 0 0 0 1.00 109. -60. 0.367553
9 N4P NW 3 0 0 0 2.04 180. 180. -0.701331
10 H41 HT E 0 0 0 1.00 109. 180. 0.367553
11 H42 HT E 0 0 0 1.00 109. 60. 0.367553
12 H43 HT E 0 0 0 1.00 109. -60. 0.367553
DONE

STOP
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Fichier d’entrée pour le module LINK

Titre du fichier base.linkin

GDA 1GDA GDB 1GDB PTJ 1PTJ

DUO0O0OO0OO0DNA(5-3)D00130DG52DC 2DC 2GDA 2GDB 2DG 2DT 2DC 2DG 2DC3 2
DNA(5-3') D001 3 0DG5 2DC 2DG 2DA 2DC 2DC 2DC 2DG 2DG 2DC3 2
PTJ(Pt(NH3)2)2+ O 1 01630 PTJ 2

41IN7PT151IN7TPT 1

QUIT

Fichier d’entrée pour le module LINK ions

Titre du fichier base.linkin

GDA 1GDA GDB 1GDB PTJ 1PTJ

DUO0O00O0ODNA(5-3)D00130DG52DC 2DC 2GDA 2GDB 2DG 2DT 2DC 2DG 2DC3 2
DNA(5-3') D0 013 0DG5 2DC 2DG 2DA 2DC 2DC 2DC 2DG 2DG 2DC3 2
PTJ(Pt(NH3)2)2+ O 101630 PTJ 2

41IN7PT151IN7TPT 1

QUIT

Fichier d’entrée pour le module EDIT

DNA sequence
0000

XY7Z

OMIT

XRAY

0000

XRAY

2000

QUIT

Fichier d’entrée pour le module EDIT avec I’'insertion
d’ions

DNA sequence
0000

XYZ

OoMIT

XRAY

0000

XRAY

2000
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CION
1.000 3.000 2.000 2.000
DA P 1.00 6.00
DG P 1.00 6.00
DGDA P 1.00 6.00
DGDB P 1.00 6.00
DC P 1.00 6.00
DT P 1.00 6.00
DA3 P 1.00 6.00
DA5 P 1.00 6.00
DG3 P 1.00 6.00
DG5 P 1.00 6.00
DC3 P 1.00 6.00
DC5 P 1.00 6.00
DT3 P 1.00 6.00
DT5 P 1.00 6.00
A P 1.00 6.00

G P 1.00 6.00

C P 1.00 6.00

T P 1.00 6.00

A3 P 1.00 6.00

A5 P 1.00 6.00

G3 P 1.00 6.00

G5 P 1.00 6.00

C3 P 1.00 6.00

C5 P 1.00 6.00

T3 P 1.00 6.00

T5 P 1.00 6.00
QUIT

Fichier d’entrée pour le module EDIT avec I’ajout d’une
boite d’eau

DNA sequence
0000

XYZ

OMIT

XRAY

0000

XRAY

2000

BOX

HW OW 6
0.41700 2.80000 2.30000
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10.1000 11.7000 10.8000
QUIT

Fichier d’entrée pour le module PARM

Titre du fichier .parmin

BIN FOR MOD4CONS

111

000

21 622 0 0 0.00 10.00

19 620 0 0 0.00 10.00

17 617 0 0 0.00 10.00

337 309 0 0 0.00 10.00

335 307 0 0 0.00 10.00

333 304 0 0 0.00 10.00

630 108 113 107 180.00 2.50
630 108 113 105 180.00 2.50
630 105 108 118 180.00 15.90
630 105 109 108 180.00 14.98
630 141 146 140 180.00 2.50
630 141 146 138 180.00 2.50
630 138 141 151 180.00 15.90
630 138 142 141 180.00 14.98

amber4 1

#!/bin/bash

echo "HRKRE pronAg 1 RERERER G
[-e PTJ | && rm PTJ

[ -e GDA | && rm GDA

[ -e GDB | && rm GDB

[ -e $1.topl | && rm $1.topl

[ -e l.cxdl | && rm $1.crdl

[ -e $1.prepoutl | && rm $1.prepoutl
prepA4 1 §1

echo "¥¥¥FFE JinkAq 1 FrrrxE g1

[ -e $1.linkoutl | && rm $1.linkoutl
[ -e $1.linktopl | && rm $1.linktopl
linkAd_1$1

echo "¥¥¥¥FE oditAq 1 ¥FFEEER g

[ -e $1.editoutl | && rm $1.editoutl
[ -e $1.editopl | && rm $1.editopl
editA4 1 $1

echo 7¥¥¥FFE parmA4 1 FREEER g
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[ -e $1.parmoutl | && rm $1.parmoutl

parmA4 1 $1
exit
prepA4 1

prep4.1 -O -i $1.prepinl)
-0 $1.prepoutl
rm params

exit

linkA4 1

link4.1 -O -i $1.linkin1\
-0 $1.linkout1\

-1 $1.linktop1\

-p FF/db94.dat

editA4 1

edit4.1 -O -i $1.editinl
-0 $1.editout1\

-1 $1.linktop1\

-e $1.editopl\

-pi $1.pdbinl \

b FF /db94.dat

mv pdbout $1.pdbout

parmA4 1

parm4.1 -O -i $1.parminl
-0 $1.parmout1\

-e $1.editopl)

-¢ $1.crd1\

-p $1.top1\

-f FF/parm99 cisPt_ST.dat

amberA4 2

#!/bin/bash
echo 73k KKk k% prepA4_1 Kkokkk ko $1

[-e PTJ | && rm PTJ
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[ -e GDA | && rm GDA

[ -e GDB | && rm GDB

[ -e $1.top2 | && rm $1.top2

[-e l.crd2 | && rm $1.crd2

[ -e $1.prepout?2 | && rm $1.prepout2
prepA4d 2 §1

eChO 3k kokoksk >k hnkA4_1 kokokosksksky $1

[ -e $1.linkout2 | && rm $1.linkout2
[ -e $1.linktop2 | && rm $1.linktop2
linkA4_2 $1

echo "¥¥FFEE oditAd 1 *FERRE G

[ -e $1.editout2 | && rm $1.editout2
[ -e $1.editop2 | && rm $1.editop2
editA4 2 $1

eChO 3k skokokskok parmA4_1 skokoksk koo $1

[ -e $1.parmout?2 | && rm $1.parmout2

parmA4 2 §1
exit
prepA4 2

prep4.1 -O -i $1.prepin2\
-0 $1.prepout2
rm params

exit

linkA4 2

link4.1 -O -i $1.linkin2\
-0 $1.linkout2\

-1 $1.linktop2\

p FF/db94.dat

editA4 2

edit -O -i $1.editin2\
-0 $1.editout2\

-1 $1.linktop2\

-e $1.editop2\

-pi $1.pdbin2 \

-b ./FF/wat216.dat
mv pdbout $1.pdbout2
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parmA4 2

parm4.1 -O -i §1.parmin2\
-0 $1.parmout2\,

-e $1.editop2\

-¢ $1.crd2\

-p $1.top2\

-f FF/parm99 cisPt_ST.dat

Script pour lancer les minimisations

#!/bin/csh

echo $1

foreach 1 (12345 6)
date

echo ’ min. #’ $i

sander_ classic -O \

-i 'mincomH20 _’§i.dat \
-p $1.top2 \

-c $l.rst \

-ref $1.rst \

-0 $1.$’min_ outH20’ \
-r $1.’min’$i

\cat mdinfo > > $1.bilan_6min_ H20
\cp $1.’min’$i $1.rst

end

mincomH20 1.dat

GGG-Pt1,2

&centrl

IMIN=1, TIMLIM=999999, NSNB=50, IG=71277, IBELLY =0,
NTX=1, IREST—0, NTF=1, NTC=1, NTNB=1, NTID=0,
IDIEL—1, DIELC=1, CUT—9.0, SCNB=2.0, SCEE= 1.2, NTB—1, [EWALD-1,
MAXCYC=500, NCYC=10, NTMIN=1, DRMS=0.000001,
NMRMAX=0, NTPR=10,

NTR=1,

&end

65.2688 53.6024 53.1546 90.0 90.0 90.0

6454544000

0.000001

Contraintes sur tout PADN + Pt

100.0

RES 1 21
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END

Contraintes sur tous les ions Na+
100.0

RES 22 37

END

END

mincomH20 2.dat

GGG-Pt1,2

&centrl

IMIN=1, TIMLIM=999999, NSNB=50, IG=45781, IBELLY=0,
NTX=1, IREST=0, NTF=1, NTC=1, NTNB=1, NTID=0,
IDIEL=1, DIELC=1, CUT=9.0, SCNB=2.0, SCEE= 1.2, NTB=1, IEWALD—1,
MAXCYC=500, NCYC=10, NTMIN=1, DRMS=0.000001,
NMRMAX=0, NTPR=10,

NTR-1,

&end

65.2688 53.6024 53.1546 90.0 90.0 90.0

6454544000

0.000001

Contraintes sur tout PADN + Pt

50.0

RES 1 21

END

Contraintes sur tous les ions Na+

50.0

RES 22 37

END

END

mincomH20 3.dat

GGG-Pt1,2

&cntrl

IMIN=1, TIMLIM=999999, NSNB=50, IG=78365, IBELLY =0,
NTX=1, IREST=0, NTF=1, NTC=1, NTNB=1, NTID=0,
IDIEL=1, DIELC=1, CUT=9.0, SCNB=2.0, SCEE= 1.2, NTB=1, IEWALD=1,
MAXCYC=250, NCYC—10, NTMIN—1, DRMS—0.000001,
NMRMAX=0, NTPR=10,

NTR=1,

&end

65.2688 53.6024 53.1546 90.0 90.0 90.0

6454544000



271

0.000001

Contraintes sur tout TADN + Pt
25.0

RES 1 21

END

Contraintes sur tous les ions Na+
25.0

RES 22 37

END

END

mincomH20 4.dat

GGG-Pt1,2

&centrl

IMIN=1, TIMLIM=999999, NSNB=50, IG=14598, IBELLY=0,
NTX=1, IREST=0, NTF=1, NTC=1, NTNB=1, NTID=0,
IDIEL=1, DIELC=1, CUT=9.0, SCNB=2.0, SCEE= 1.2, NTB=1, IEWALD=1,
MAXCYC=250, NCYC=10, NTMIN=1, DRMS=0.000001,
NMRMAX=0, NTPR=10,

NTR-1,

&end

65.2688 53.6024 53.1546 90.0 90.0 90.0

6454544000

0.000001

Contraintes sur tout PADN + Pt

10.0

RES 1 21

END

Contraintes sur tous les ions Na+

10.0

RES 22 37

END

END

mincomH20 5.dat

GGG-Pt1,2

&centrl

IMIN=1, TIMLIM=999999, NSNB=50, IG=24513, IBELLY =0,

NTX=1, IREST=0, NTF=1, NTC=1, NTNB=1, NTID=0,

IDIEL=1, DIELC=1, CUT=9.0, SCNB=2.0, SCEE= 1.2, NTB=1, IEWALD=1,
MAXCYC=250, NCYC=10, NTMIN=1, DRMS=0.000001,

NMRMAX=0, NTPR=10,
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NTR-1,

&end

65.2688 53.6024 53.1546 90.0 90.0 90.0
6454544000

0.000001

Contraintes sur tout TADN + Pt

5.0

RES 1 21

END

END

mincomH20 6.dat

GGG-Pt1,2

&centrl

IMIN=1, TIMLIM=999999, NSNB=50, IG=65127, IBELLY =0,
NTX=1, IREST=0, NTF=1, NTC=1, NTNB=1, NTID=0,
IDIEL-1, DIELC—1, CUT-9.0, SCNB—2.0, SCEE— 1.2, NTB—1, [IEWALD1,
MAXCYC=500, NCYC=10, NTMIN=1, DRMS=0.000001,
NMRMAX=0, NTPR=10,

NTR-0,

&end

65.2688 53.6024 53.1546 90.0 90.0 90.0

6454544000

0.000001

Lancement de la dynamique

#! /bin/tcsh

if(($#argv!= 2)) then

echo "Le nombre d’arguments est diff. a deux. ERREUR \ I\ !"
exit (1)

endif

\rm $1/* file

\rm $1/*.rst

set DO_PARALLEL="/usr/local/mpich-1.2.2.3/bin/mpirun -np 6 -nolocal -machinefile mach’
7*

# Fichiers et répertoires de sortie

#

set crd = $1/crd

if (!1(-e $crd)) then

mkdir $crd

endif

set Ist = §1/lst
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if (!(-e $lst)) then

mkdir $lst

endif

set rst = §1/rst

if (!(-e $rst)) then

mkdir $rst

endif

set out = $1/$2’_run’

if (-e $out) then

\rm $out

endif

echo "Arguments : §1 - $2" > $out

echo "Début de la dynamique : \t\t\t\t\t‘date’" > > $out
set dirbas = ./DM_ Tcte300 H20

\cp $1/prm/$2.crd $1/$2.rst

#

# heating : etape #1

#

foreach i (12)

set tag = he300K$i

set file = $2.$tag

echo "Heating #$i\t\t\t\t$file\t\t‘date’™ > > $out
$DO_PARALLEL /usr/local /Programmes/Amber6/amber6/exe/sander -O \
-i $dirbas/$tag \

-p $1/prm/$2.top \

-c $1/82.rst \

-ref $1/$2.rst \

-0 $1/1st/$file’ I\

-x §1/crd/$file’_c’ \

-r $1/$2.rst_he$i

\cp $1/$2.rst_he$i $1/$2.rst

\mv $1/$2.rst _he$i $1/rst

if (-e $1/rst/$2.rst_he$i.Z) \rm $1/rst/$2.rst_he$i.Z
compress $1/rst/$2.rst_he$i

if (-e $1/crd/$file’_c’.Z) \rm $1/crd/$file’ c¢’.Z
compress $1/crd/$file’ ¢’

if($status) then

echo "Arrét inopiné de la dynamique a Iétape : $tag" > > $out
exit(1)

endif

end

7*

# equilibration : etape #2

7*

foreach1 (1234567)

set tag = ei300K$i
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set file = $2.$tag

echo "Equilibration #8i\t\t\t8file\t\t‘date'" > > §out
$DO_PARALLEL /usr/local/Programmes/Amber6/amber6/exe/sander -O \
-i $dirbas/$tag \

-p $1/prm/$2.top \

-c $1/82.rst \

-ref $1/$2.rst \

-0 $1/1st/$file’ 1"\

-x §1/crd/$file’ ¢\

-r $1/82.rst_ ei$i

\cp $1/$2.rst_ei$i $1/$2.rst

\mv $1/$2.rst_ei$i §1/rst

if (-e $1/rst/$2.rst_ei$i.Z) \rm $1/rst/$2.rst_ei$i.Z
compress §1/rst/$2.rst_ei$i

if (-e $1/crd/$file’_c’.Z) \rm $1/crd/$file’ c¢’.Z
compress $1/crd/$file’ ¢’

if($status) then

echo "Arrét inopiné de la dynamique & Iétape : $tag" > > $out
exit(1)

endif

end

#

# Comment récupérer la taille de la boite sur la fin du rst ...

7*

set boxx=‘tail -1 $2.rst | cut -c¢ 3-12°

set boxy="tail -1 $2.rst | cut -c 15-24°

set boxz="tail -1 $2.rst | cut -c¢ 27-36°

sed ’s/a=* b=7* c¢=.%*§/a="$boxx’, b="8boxy’, c="$boxz’,/g’ $dirbas/ri300K Maxwelll > toto

mv toto Sdirbas/ri300K _Maxwelll

#

# random technique : etape #3. Maxwell-Boltzman distribution (Andersen option NTT=-1 et IG
dif.)

#

set tag = ri300K_Maxwelll

set file = $2.$tag

echo "Distribution Maxwell-Boltzman OK \ I\ I\ '\ t$file\t‘date’"> > $out

$DO_PARALLEL /usr/local/Programmes/Amber6/amber6/exe/sander -O \

-1 $dirbas/$tag \

-p $1/prm/$2.top \

-c $1/82.rst \

-ref $1/$2.rst \

-0 $1/1st/$file’ 1" \

-x §1/crd/$file’_ ¢\

-r $1/$2.rst_ril

\cp $1/$2.rst_ril $1/$2.rst

\mv $1/$2.rst_ril $1/rst
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if (-e $1/rst/$2.rst_ril.Z) \rm $1/rst/$2.rst_ril.Z
compress $1/rst/$2.rst_ril

if (-e $1/crd/$file’ ¢’.Z) \rm $1/crd/$file’ c’.Z
compress $1/crd/$file’ ¢’

if($status) then

echo "Arrét inopiné de la dynamique a I’étape : $tag" > > $out
exit(1)

endif

#

# equilibration : etape #4

#

foreach i (8)

set tag — ei300K$i

set file = $2.$tag

echo "Equilibration #8$i\t\t\t$file\t\t‘date" > >S$out
$DO_PARALLEL /usr/local /Programmes/Amber6/amber6/exe/sander -O \
-i $dirbas/$tag \

-p $1/prm/$2.top \

-c $1/$2.rst \

-ref $1/$2.rst \

-0 $1/1st/$file’ I\

-x §1/crd/$file’_c’ \

- $1/$2.rst_ ei$i

\cp $1/82.rst_ei$i $1/$2.rst

\mv $1/$2.rst_ei$i $1/rst

if (-e $1/rst/$2.rst_ei$i.Z) \rm $1/rst/$2.rst_ei$i.Z
compress $1/rst/$2.rst_ei$i

if (-e $1/crd/$file’_¢’.Z) \rm $1/crd/$file’ c¢’.Z
compress $1/crd/$file’ ¢’

if($status) then

echo "Arrét inopiné de la dynamique & I’étape : $tag" > > $out
exit(1)

endif

end

#
# equilibration : etape #5. 1G diff, Prog. de Young pour le CM.

7*

seti=1

while ($i < 2)

set tag — prodstb$i

set file = $2.$tag

echo "Equilibration #8$i\t\t\t$file\t\t‘date" > >S$out

$DO_PARALLEL /usr/local /Programmes/Amber6/amber6/exe/sander -O \
-i $dirbas/prodstb \

-p $1/prm/$2.top \

-c $1/$2.rst \
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-ref $1/$2.rst \

-0 $1/1st/$file’ 1’ \

-x §1/crd/$file’_c’ \

-r $1/$2.rst_prodstb$i

\cp $1/$2.rst_prodstb$i $1/$2.rst

\mv $1/$2.rst _prodstb$i $1/rst

if (-e $1/rst/$2.rst_prodstb$i.Z) \rm $1/rst/$2.rst_prodstb$i.Z
compress $1/rst/$2.rst_prodstbSi

if (-e $1/crd/$file’ ¢’.Z) \rm $1/crd/$file’ ¢’.Z

compress $1/crd/$file’ ¢’

if($status) then

echo "Arrét inopiné de la dynamique a I'étape : $tag" > > $out
exit(1)

endif

Q@ i++

end

7

# Comment récupérer la taille de la boite sur la fin du rst ...

7*

set boxx=‘tail -1 $2.rst | cut -¢ 3-12°

set boxy="tail -1 $2.rst | cut -c¢ 15-24°

set, boxz="tail -1 $2.rst | cut -c 27-36°

sed ’s/a=.*, b=* c=.*$/a="$boxx’, b="$boxy’, c="$boxz’,/g’ $dirbas,/ri300K Maxwell2 > toto

mv toto Sdirbas/ri300K_Maxwell2

#

# random technique : etape #6. Maxwell-Boltzman distribution (Andersen option NTT=-1 et IG
dif.)

i

set tag = ri300K Maxwell2

set file = $2.$tag

echo "Maxwell-Boltzman distribution OK \ I\ I\ \t$file\t‘date*" > > $out

$DO_PARALLEL /usr/local/Programmes/Amber6/amber6/exe/sander -O \

-i $dirbas/$tag \

-p $1/prm/$2.top \

-c $1/$2.rst \

-ref $1/$2.rst \

-0 $1/1st/$file’ 1 \

-x §1/crd/$file’ ¢\

-r $1/$2.rst_ri2

\cp $1/$2.rst_ri2 §1/$2.rst

\mv $1/$2.rst_ri2 $1/rst

if (-e $1/rst/$2.rst_ri2.Z) \rm $1/rst/$2.rst_ri2.Z

compress $1/rst/$2.rst_ri2

if (-e $1/crd/$file’ ¢’.Z) \rm $1/crd/$file’ ¢’.Z

compress $1/crd/$file’ ¢’

if($status) then
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echo "Arrét inopiné de la dynamique a I’étape : $tag" > > $out
exit(1)

endif

#

# equilibration : etape #7. IG diff, Prog. de Young pour le CM.
#

seti =2

while ($i < 3)

set tag — prodstb$i

set file = $2.$tag

echo "Equilibration #8$i\t\t\t$file\t\t‘date’" > > $out
$DO_PARALLEL /usr/local/Programmes/Amber6/amber6/exe/sander -O \
-i $dirbas/prodstb \

-p $1/prm/$2.top \

-c $1/82.rst \

-ref $1/$2.rst \

-0 $1/1st/$file’ 1"\

-x §1/crd/$file’ ¢\

-r $1/$2.rst_ prodstb$i

\cp $1/$2.rst_prodstb$i $1,/$2.rst

\mv $1/$2.rst_prodstb$i $1/rst

if (-e $1/rst/$2.rst_prodstb$i.Z) \rm $1/rst/$2.rst_prodstb$i.Z
compress $1/rst/$2.rst_prodstb$i

if (-e $1/crd/$file’ ¢’.Z) \rm $1/crd/$file’ c’.Z

compress $1/crd/$file’ ¢’

if($status) then

echo "Arrét inopiné de la dynamique a I’étape : $tag" > > $out
exit(1)

endif

Q@ i++

end

#

# Comment récupérer la taille de la boite sur la fin du rst ...

#

set boxx="‘tail -1 $2.rst | cut -¢ 3-12°

set boxy="tail -1 $2.rst | cut -c 15-24°

set boxz="tail -1 $2.rst | cut -c¢ 27-36°

sed ’s/a=* b=7* c=.%$/a="%boxx’, b="8boxy’, c="8$boxz’,/g’ $dirbas/ri300K Maxwell3 > toto
mv toto $dirbas/ri300K _Maxwell3

#
# random technique : etape #8. Maxwell-Boltzman distribution (Andersen option NTT=-1 et IG

#
set tag = ri300K _Maxwell3

set file = $2.$tag
echo "Maxwell-Boltzman distribution OK \ I\ I\ \t$file\t‘date*" > > $out
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$DO_PARALLEL /usr/local/Programmes/Amber6/amber6/exe/sander -O \
-i $dirbas/$tag \

-p $1/prm/$2.top \

-c $1/82.rst \

-ref $1/$2.rst \

-0 $1/1st/$file’ 1"\

-x §1/crd/$file’_c’ \

-r $1/$2.rst_ri3

\cp $1/$2.rst_ri3 $1/$2.rst

\mv $1/$2.rst_ri3 $1/rst

if (-e $1/rst/$2.rst_ri3.Z) \rm $1/rst/$2.rst_ri3.Z
compress $1/rst/$2.rst_ri3

if (-e $1/crd/$file’ ¢’ Z) \rm $1/crd/$file’ c¢’.Z
compress $1/crd/$file’ ¢’

if($status) then

echo "Arrét inopiné de la dynamique & Iétape : $tag" > > $out
exit(1)

endif

#

# PRODUCTION (dynamics run)

#

exit

seti=1

while ($i < 51)

set tag = dn300K$i

set file = $2.$tag

echo "Dynamique #8$i\t\t\t\t$file\t\t‘date" > > $out
$DO_PARALLEL /usr/local /Programmes/Amber6/amber6/exe/sander -O \
-i $dirbas/dn300K \

-p $1/prm/$2.top \

-c $1/$2.rst \

-ref $1/$2.rst \

-0 $1/1st/$file’ 1"\

-x §1/crd/$file’_c’ \

-r §1/$2.rst_ dn$i

\cp $1/$2.rst_dn$i $1/$2.rst

\mv $1/$2.rst _dn$i $1/rst

if (-e $1/rst/$2.rst_dn$i.Z) \rm $1/rst/$2.rst_dn$i.Z
compress $1/rst/$2.rst _dn$i

if (-e $1/crd/$file’_¢’.Z) \rm $1/crd/$file’ c¢’.Z
compress $1/crd/$file’ ¢’

if($status) then

echo "Arrét inopiné de la dynamique & I’étape : $tag" > > $out
exit(1)

endif

Q i++
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end

#
# Fin de la dynamique

#
echo "Fin de la dynamique ;-)\t\t\t\t\t\t\t\t‘date’™ > > $out
\rm $1/* file

he300K1

DNA

&centrl

IMIN=0, NTX=1, IREST=0,

TIMLIM=999999, IG=31277, IBELLY=0, NTR=1,

NTB=1,

DIELC=1, CUT=9.0, SCNB=2.0, SCEE=1.2,

NSTLIM=2500, DT=0.002, NDFMIN=0, NTCM=0, NSCM=0,
HEAT=0.0, TEMPI=0.001, NTT=4, DTEMP=2.0, TAUTP=0.2,
NTP=0, PRES0=1.0, COMP=44.6, TAUP=0.2,

NTC=2, TOL=0.0005, NTF=2,

NTPR=50, NTWX=500,

NMROPT=1,

&end

&ewald,

a=65.2688, b=53.6024, ¢=53.1546,

nfft1=64, nfft2=>54, nfft3=54,order=4, dsum_tol=0.000001, &end
#Chauffage de 0 a 150 K en 1 etape de 5 ps.

&wt TYPE="TEMP(Q’, ISTEP1=0, ISTEP2=2500, VALUE1=0.001, VALUE2=150.0, &end
&wt TYPE=END’, &end

&rst iat=0, &end

Contraintes sur tout ’TADN

25.0

RES 1 21

END

Contraintes sur tous les ions Na+

25.0

RES 22 37

END

END

he300K2

DNA
&entrl
IMIN=0, NTX=5, IREST=1,
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TIMLIM=999999, IG=71277, IBELLY=0, NTR=1,

NTB=1,
DIELC=1, CUT=9.0, SCNB=2.0, SCEE=1.2,

NSTLIM=2500, DT=0.002, NDFMIN=0, NTCM=0, NSCM=0,
HEAT=0.0, TEMPI=150.0, NTT=1, DTEMP=2.0, TAUTP=0.2,

NTP=0, PRES0=1.0, COMP=44.6, TAUP=0.2,
NTC=2, TOL=0.0005, NTF=2,

NTPR=50, NTWX=500,

NMROPT=1,

&end

&ewald,

2—65.2688, b—53.6024, c—53.1546,

nfft1=64, nfft2=>54, nfftt3=54,order=4, dsum_ tol=0.000001, &end

#Chauffage de 0 a 150 K en 1 etape de 5 ps.

Annexes

&wt TYPE="TEMP(®’, ISTEP1=0, ISTEP2=2500, VALUE1=150.0, VALUE2=300.0, &end

&wt TYPE="END’, &end
&rst iat=0, &end
Contraintes sur tout ’ADN
25.0

RES 121

END

Contraintes sur tous les ions Na+
25.0

RES 22 37

END

END

e1300K1

DNA
&entrl
IMIN—0, NTX—5, IREST-1,

TIMLIM=999999, IG=51277, IBELLY=0, NTR=1,

NTB=1,
DIELC=1, CUT=9.0, SCNB=2.0, SCEE=1.2,

NSTLIM=2500, DT=0.002, NDFMIN=0, NTCM=0, NSCM=0,
HEAT=0.0, TEMPI=300.0, TEMP0=300.0, NTT=1, DTEMP=2.0, TAUTP=0.2,

NTP=0, PRES0=1.0, COMP=44.6, TAUP=0.2,
NTC=2, TOL=0.0005, NTF=2,

NTPR=50, NTWX=500,

NMROPT=1,

&end

&ewald,

a=65.2688, h=>53.6024, c=53.1546,

nfft1=64, nfft2=>54, nfft3=54,order=4, dsum_ tol=0.000001, &end
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&wt TYPE="END’, &end
&rst iat=0, &end
Contraintes sur tout ’ADN
25.0

RES 1 21

END

Contraintes sur tous les ions Na+
25.0

RES 22 37

END

END

e1300K2

DNA

&cntrl

IMIN=0, NTX=5, IREST=1,

TIMLIM=999999, IG=89472, IBELLY=0, NTR—=1,

NTB=2,

DIELC=1, CUT=9.0, SCNB=2.0, SCEE=1.2,

NSTLIM=1250, DT=0.002, NDFMIN=0, NTCM=0, NSCM=0,
HEAT=0.0, TEMPI=300.0, TEMP0=300.0, NTT=1, DTEMP=2.0, TAUTP=0.2,
NTP=1, PRES0=1.0, COMP=44.6, TAUP=0.2,

NTC=2, TOL=0.0005, NTF=2,

NTPR=50, NTWX=50,

NMROPT=1,

&end

&ewald,

a=65.2688, b=>53.6024, c=53.1546,

nfft1=64, nfft2=54, nfft3=>54,order=4, dsum_ tol=0.000001, &end
&wt TYPE="END’, &end

&rst iat=0, &end

Contraintes sur tout I’ADN

25.0

RES 1 21

END

Contraintes sur tous les ions Na+

25.0

RES 22 37

END

END
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ei300K3

DNA

&centrl

IMIN=0, NTX=7, IREST=1,

TIMLIM=999999, IG=26541, IBELLY=0, NTR=1,

NTB=2,

DIELC=1, CUT=9.0, SCNB=2.0, SCEE=1.2,

NSTLIM=1250, DT=0.002, NDFMIN=0, NTCM=0, NSCM=0,
HEAT=0.0, TEMPI=300.0, TEMP0=300.0, NTT=1, DTEMP=2.0, TAUTP=0.2,
NTP=1, PRES0=1.0, COMP=44.6, TAUP=0.2,

NTC=2, TOL=0.0005, NTF=2,

NTPR=50, NTWX=500,

NMROPT=1,

&end

&ewald,

a=65.2688, b=53.6024, c=53.1546,

nfft1=64, nfft2=54, nfftt3=>54,order=4, dsum_ tol=0.000001, &end
&wt TYPE="END’, &end

&rst iat=0, &end

Contraintes sur tout ’ADN

20.0

RES 121

END

Contraintes sur tous les ions Na+

15.0

RES 22 37

END

END

e1300K4

DNA

&cntrl

IMIN=0, NTX—7, IREST-1,

TIMLIM 999999, IG—11254, IBELLY 0, NTR—1,

NTB=2,

DIELC=1, CUT=9.0, SCNB=2.0, SCEE=1.2,

NSTLIM=1250, DT=0.002, NDFMIN=0, NTCM=0, NSCM=0,
HEAT—0.0, TEMPI=300.0, TEMP0—300.0, NTT—1, DTEMP~=2.0, TAUTP—0.2,
NTP-1, PRES0=1.0, COMP—44.6, TAUP—0.2,

NTC=2, TOL=0.0005, NTF=2,

NTPR=50, NTWX=500,

NMROPT=1,

&end
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&ewald,

a—65.2688, b=53.6024, c=53.1546,
nfft1=64, nfft2=54, nfftt3=54,order=4, dsum_ tol=0.000001, &end
&wt TYPE="END’, &end

&rst iat=0, &end

Contraintes sur tout ’TADN

15.0

RES 1 21

END

Contraintes sur tous les ions Na+
10.0

RES 22 37

END

END

ei300K5

DNA

&centrl

IMIN=0, NTX=7, IREST=1,

TIMLIM=999999, IG=66429, IBELLY=0, NTR~=1,

NTB=2,

DIELC=1, CUT=9.0, SCNB=2.0, SCEE=1.2,

NSTLIM=1250, DT=0.002, NDFMIN=0, NTCM=0, NSCM=0,
HEAT=0.0, TEMPI=300.0, TEMP0=300.0, NTT=1, DTEMP=2.0, TAUTP=0.2,
NTP=1, PRES0=1.0, COMP=44.6, TAUP=0.2,

NTC=2, TOL=0.0005, NTF=2,

NTPR=50, NTWX=500,

NMROPT=1,

&end

&ewald,

a=65.2688, b=53.6024, c=53.1546,

nfft1=64, nfft2=54, nfftt3=>54,order=4, dsum_ tol=0.000001, &end
&wt TYPE="END’, &end

&rst iat=0, &end

Contraintes sur tout ’TADN

10.0

RES 1 21

END

Contraintes sur tous les ions Na+

5.0

RES 22 37

END

END
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ei300K6

DNA

&centrl

IMIN=0, NTX=7, IREST=1,

TIMLIM=999999, IG=66429, IBELLY=0, NTR=1,

NTB=2,

DIELC=1, CUT=9.0, SCNB=2.0, SCEE=1.2,

NSTLIM=1250, DT=0.002, NDFMIN=0, NTCM=0, NSCM=0,
HEAT=0.0, TEMPI=300.0, TEMP0=300.0, NTT=1, DTEMP=2.0, TAUTP=0.2,
NTP=1, PRES0=1.0, COMP=44.6, TAUP=0.2,

NTC=2, TOL=0.0005, NTF=2,

NTPR=50, NTWX=500,

NMROPT=1,

&end

&ewald,

a=65.2688, b=53.6024, c=53.1546,

nfft1=64, nfft2=54, nfftt3=>54,order=4, dsum_ tol=0.000001, &end
&wt TYPE="END’, &end

&rst iat=0, &end

Contraintes sur tout ’ADN

5.0

RES 121

END

Contraintes sur tous les ions Na+

2.5

RES 22 37

END

END

ei300K7

DNA

&cntrl

IMIN=0, NTX—7, IREST-1,

TIMLIM=999999, IG=33447, IBELLY=0, NTR=1,

NTB=2,

DIELC=1, CUT=9.0, SCNB=2.0, SCEE=1.2,

NSTLIM=5000, DT=0.002, NDFMIN=0, NTCM=0, NSCM=0,
HEAT—0.0, TEMPI=300.0, TEMP0—300.0, NTT—1, DTEMP~=2.0, TAUTP—0.2,
NTP-1, PRES0=1.0, COMP—44.6, TAUP—0.2,

NTC=2, TOL=0.0005, NTF=2,

NTPR=50, NTWX=500,

NMROPT=1,

&end
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&ewald,

a=65.2688, b=53.6024, c=53.1546,

nfft1=64, nfft2=>54, nfft3=54,order=4, dsum_tol=0.000001, &end
&wt TYPE="END’, &end

&rst iat=0, &end

Contraintes sur tout ’TADN

2.5

RES 1 21

END

END

ri300K  Maxwelll

DNA

&centrl

IMIN=0, NTX=1, IREST=0,

TIMLIM=999999, IG=33447, IBELLY=0, NTR=0,

NTB-2,

DIELC=1, CUT=9.0, SCNB=2.0, SCEE=1.2,

NSTLIM=1, DT=0.001, NDFMIN=0, NTCM=0, NSCM=0,
HEAT=0.0, TEMPI=300.0, TEMP0=300.0, NTT=1, DTEMP=0.001, TAUTP=0.2,
NTP=1, PRES0=1.0, COMP=44.6, TAUP=0.2,

NTC=2, TOL=0.0005, NTF=2,

NTPR=1, NTWX=1,

NMROPT=0,

&end

&ewald,

a=62.6631520, b=>51.4624957, ¢=51.0325726,

nfft1=64, nfft2=54, nfft3=54,order=4, dsum_ tol=0.000001, &end
&wt TYPE="END’, &end

&rst iat=0, &end

ei300K8

DNA

&centrl

IMIN=0, NTX=7, IREST=1,

TIMLIM=999999, IG=77334, IBELLY=0, NTR=0,

NTB-2,

DIELC=1, CUT=9.0, SCNB=2.0, SCEE=1.2,

NSTLIM=5000, DT=0.002, NDFMIN=6, NTCM=1, NSCM=100,

HEAT-0.0, TEMPI-300.0, TEMP0-300.0, NTT—1, DTEMP~2.0, TAUTP—0.2,
NTP=1, PRES0=1.0, COMP=44.6, TAUP=0.2,

NTC=2, TOL=0.0005, NTF=2,
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NTPR=50, NTWX=500,

NMROPT=0,

&end

&ewald,

a=65.2688, b=53.6024, c=53.1546,

nfft1=64, nfft2=>54, nfft3=>54,order=4, dsum_ tol=0.000001, &end
&wt TYPE=END’, &end

&rst iat=0, &end

prodstb

DNA

&cntrl

IMIN=0, NTX=7, IREST=1,

TIMLIM=999999, IG=99775, IBELLY=0, NTR=0,

NTB=2,

DIELC=1, CUT=9.0, SCNB=2.0, SCEE=1.2,

NSTLIM=5000, DT=0.002, NDFMIN=6, NTCM=1, NSCM=100,
HEAT=0.0, TEMPI=300.0, TEMP0=300.0, NTT=1, DTEMP=2.0, TAUTP=0.2,
NTP=1, PRES0=1.0, COMP=44.6, TAUP=0.2,

NTC=2, TOL=0.0005, NTF=2,

NTPR=50, NTWX=500,

NMROPT=0,

&end

&ewald

a=65.2688, b=53.6024, c=53.1546,

nfft1=64, nfft2=>54, nfft3=>54,order=4, dsum_ tol=0.000001, &end
&wt TYPE=END’, &end

&rst iat=0, &end

ri300K  Maxwell2

DNA

&cntrl

IMIN=0, NTX=1, IREST=0,

TIMLIM=999999, IG=79681, IBELLY=0, NTR=0,
NTB-2,

DIELC=1, CUT=9.0, SCNB=2.0, SCEE=1.2,

NSTLIM=1, DT=0.001, NDFMIN=0, NTCM=0, NSCM=0,
HEAT=0.0, TEMPI=300.0, TEMP0=300.0, NTT=1, DTEMP=0.001, TAUTP=0.2,
NTP=1, PRES0=1.0, COMP=44.6, TAUP=0.2,

NTC=2, TOL=0.0005, NTF=2,

NTPR=1, NTWX=1,

NMROPT=0,
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&end

&ewald,

a=062.6975842, b=51.4907733, ¢=51.0606141,

nfft1=64, nfft2=>54, nfft3=54,order=4, dsum_tol=0.000001, &end
&wt TYPE="END’, &end

&rst iat=0, &end

prodstb

DNA

&centrl

IMIN=0, NTX=7, IREST=1,

TIMLIM=999999, IG=99775, IBELLY=0, NTR=0,

NTB=2,

DIELC=1, CUT=9.0, SCNB=2.0, SCEE=1.2,

NSTLIM=5000, DT=0.002, NDFMIN=6, NTCM=1, NSCM=100,
HEAT=0.0, TEMPI=300.0, TEMP0=300.0, NTT=1, DTEMP=2.0, TAUTP=0.2,
NTP=1, PRES0=1.0, COMP—=44.6, TAUP—0.2,

NTC=2, TOL=0.0005, NTF=2,

NTPR=50, NTWX=500,

NMROPT=0,

&end

&ewald

a=65.2688, b=53.6024, ¢=53.1546,

nfft1=64, nfft2=>54, nfft3=54,order=4, dsum_tol=0.000001, &end
&wt TYPE="END’, &end

&rst iat=0, &end

ri300K  Maxwell3

DNA

&centrl

IMIN=0, NTX=1, IREST=0,

TIMLIM=999999, IG=28272, IBELLY=0, NTR=0,
NTB=2,

DIELC=1, CUT=9.0, SCNB=2.0, SCEE=1.2,

NSTLIM=1, DT=0.001, NDFMIN=0, NTCM=0, NSCM=0,
HEAT—0.0, TEMPI=300.0, TEMP0-300.0, NTT=1, DTEMP=0.001, TAUTP=0.2,
NTP=1, PRES0=1.0, COMP=44.6, TAUP=0.2,

NTC=2, TOL=0.0005, NTF=2,

NTPR=1, NTWX—1,

NMROPT=0,

&end

&ewald,
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a=62.5470899, b=51.3671788, ¢=50.9380522,

nfft1=64, nfft2=54, nfftt3=54,order=4, dsum_ tol=0.000001, &end
&wt TYPE="END’, &end

&rst iat=0, &end

dn300K

DNA

&cntrl

NTX=7, IREST—1,

1G=99775, IBELLY =0, NTR—0,

NTB=2,

DIELC=1, CUT=9.0, SCNB=2.0, SCEE=1.2,

NSTLIM=250000, DT=0.002, NDFMIN=6, NTCM=1, NSCM=100,
HEAT=0.0, TEMPI=300.0, TEMP0=300.0, NTT=1, DTEMP=2.0, TAUTP=0.2,
VLIMIT=20.0,

NTP=1, PRES0=1.0, COMP=44.6, TAUP—0.2,

NTC=2, TOL=0.0005, NTF=2,

NTPR=50, NTWX=500,

NMROPT=0,

&end

&ewald

a=65.2688, b=53.6024, c=53.1546,

nfft1=64, nfft2=>54, nfft3=54,order=4, dsum_tol=0.000001, &end
&wt TYPE="END’, &end

&rst iat=0, &end

Analyse.pl

# !/usr/bin/perl -w

# Programme servant a mettre en forme des donnees
# afin de les visualiser facilement avec XmGrace

# version de developpement 28052003

# Special thanks to Paride Papadia for debugging info
# Special thanks to Markus Drumm for debugging info
use strict ;

# Tout d’abord les repertoires de travail

my $carnalout="./";

my $chselout="../c5_sel out/";

my $repsortie="Ilustrations/" ;

my $suffixeglobal="_ moy" ;

# Ensuite la sequence du dinucleotide ainsi que le titre des graphes
# TOUJOURS dans le sens 5->3’

my @brinl=_CG’;C’,C’)G* ) G* G, T",C’’G’,C) ;
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my @brin2=_G’C’G’ A’ C’)CC GG CY);

my $titreprincipal="GGG-Pt";

my $soustitreprincipal="15 ns en eau explicite - parm99" ;

# Quels parametres vont etre representes 7.

my @squelette=("alpha","beta","gamma","delta","epsilon","zeta","epmoinsze","Phase"," Amplitude","chi","Inc
my @interbase=("Twist _Omega","Roll _rho","Tilt tau","Shift Dx","Slide Dy","Rise Dz");
my @intrapairebasel=("Opening sigma","Buckle kappa","Stretch Sy");

my @intrapairebase2—=("Propel omega" "Shear Sx","Stagger Sz");

my Qdivers1=("Atip");

my @divers2=("Angle");

my @Qungraphe=("Kink");

# Pour avoir une echelle automatique sur les axes :

# soit aucune : mettre la valeur "onread none", les valeurs définies plus bas seront utilisées
# soit pour x : mettre la valeur "xaxes"

# soit pour y : mettre la valeur "yaxes"

my $autoscale="yaxes" ;

# Pour ne representer qu’une fraction du dinucleotide :

# Il faut au moins un decalage de un pour les pas inter paire de base

my $brinldebut=1;

my $brinlfin=10;

# Pour mettre de la couleur dans les representations.

my $couleurtitre=4;

my $couleursoustitre—2;

# Format de sortie souhaite : png, ps.

_n

my $format="ps" ;

#

# A partir d’ici il n’y a plus rien a changer ....
#

my $pwd=$ENV{PWD};

my $nbgraph=@brinl;

# Pour faire un peu le menage
if (!-d $repsortie )

{

mkdir $repsortie;

}

my %min=("alpha"=>"-140",

||beta||:>”90"

?
||gamma|Y:> ”OH ,
"delta"=>"60",
"epsilon"=>"120",
”Zeta”:>”60”
"epmoinsze"=>"-130",
"Phase"=>"-60"
"Amplitude"=>"20",
"Chi”:> n 150”

llAtipH:> U_20H7
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"Angle"=>"0",

"Epsilon amplitude"=>"150",
"Inclin_eta"=>"-30",
"Kink"—>"0",

"Propel omega"=>"-50"
"Opening_sigma"=>"-20",
"Rise Dz"=>"2",

"Roll rho"=>"-50",
"Shear Sx"=>"-2"
"Stretch Sy"=>"-1",
"Shift Dx"=>"-3"

"Slide Dy"=>"-3",
"Stagger Sz"=>"-2",
"Buckle kappa"=>"-45",
"Tilt tau"=>"-40",
"Tip_theta"=">"-40",
"Twist Omega"=>"10",
"Temps"=>"0"

);

my %max=("alpha"=>"0",
"heta—="270",
"gamma'"=>"320",
Mdelta—>"180",
"epsilon"=>"360",
"zeta'=>"330",
"epmoinsze"=>"230",
"Phase"=>"240",
"Amplitude"=="60",
"chi"=>"360",
"Atip"=>"50",
"Angle"=>"30",

"Epsilon _amplitude"=>"300",
"Inclin_eta"=>"60",
"Kink"=>"100",

"Propel omega"=>>"30",
"Opening_sigma"=>"30",
"Rise Dz"=>"5",

"Roll _rtho"=="50",
"Shear Sx"=>"2",
"Stretch Sy"=>"2",
"Shift Dx"=>"3",

"Slide Dy"=>"3",
"Stagger Sz"=>"2"
"Buckle kappa"=>"60",
"Lt tau"=>"40",
"Tip_theta"=>"20",



"Twist _ Omega"=>"50",
"Temps"=>"15000"
);

my %typesortie=("ps"=>"Postscript", "png"=>"PNG", "pdf"=>"PDF");

sub entete

{

my (Qt)=Q@ ;

while (@Qt)

{

my ($fichier)=shift @t ;

my $sortie—$repsortie.$fichier.". batch" ;

open(FIC,"> $sortie") or die ("Ouverture du fichier : $\n");

print FIC "# Creation de fichiers pour XmGrace
page layout portrait

page size 595, 842

page scroll 5%

page inout 5%

background color 0\n" ;

close FIC;

}
}

sub nombregraphes

{

# Création de la matrice des graphes
my ($nb,@t)=@ ;

while (Qt)

{

my ($fichier)=shift @t ;

my $sortie=$repsortie.$fichier." . batch" ;

open(FIC,"> > $sortie") or die ("Ouverture du fichier :$\n");
print FIC "arrange ($nb,2,0.15,.25,.2,0N,OFF,0FF,ON)\n" ;

my $i=0;

while ( $i <= $nb*2)
{

print FIC "G$i HIDDEN ON\n";
$it+=1;

}

close FIC;

}

}

sub titregraphe

{

my ($nb,@t)=@
while (@t)

{

my ($fichier)=shift @Qt;
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my $sortie—S$repsortie.$fichier.". batch" ;
open(FIC,"> > $sortie") or die ("Ouverture du fichier :$!\n");
print FIC "#Pour le graphe de titre
g$nb on

with g$nb

view xmin 0.05

view xmax 0.95

view ymin 0.05

view ymax 1.30

title \ "$titreprincipal\"

title font 0

title size 1.500000

title color $couleurtitre

subtitle \ "$soustitreprincipal - $fichier -\"
subtitle font 0

subtitle size 1.000000

subtitle color $couleursoustitre

xaxis off

xaxis bar off

yaxis off

yaxis bar off

yaxis tick off

yaxis ticklabel off

legend off

frame type 0

frame linestyle 0

frame color 0\n\n";

close FIC;

}

}

sub titrelocalgraphe

{

my ($nb,@t)=Q ;

while (@Qt)

{

my ($fichier)=shift @t ;

my $sortie—$repsortie.$fichier." . batch" ;

open(FIC,"> > $sortie") or die ("Ouverture du fichier :$!\n");
print FIC "with g$nb

subtitle \ "$fichier\"\nsubtitle font 0\nsubtitle size 1.00\n\n" ;
close FIC;

}
}

sub graphe

{

my ($nographe, $suffixe, $nomx, $affichx, $nomy, $posy, $colonne, @t)=Q _;
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while (Qt)

{

my ($fichier)=shift @t ;

my $sortie=$repsortie.$fichier.". batch" ;
open(FIC,"> > §$sortie") or die ("Ouverture du fichier :$"\n");
print FIC "# Pour le graphe $nographe\n";
print FIC "g$nographe on\n" ;

print FIC "with g$nographe\n" ;

print FIC "read block \"$chselout$fichier$suffixe$suffixeglobal\"\n" ;
print FIC "block xy \"1 :$colonne\"\n";
#Coordonnees globales

print FIC "world xmin $min{Temps}\n";
print FIC "world xmax $max{Temps}\n";
print FIC "world ymin $min{$fichier}\n";
print FIC "world ymax $max{$fichier}\n" ;
print FIC "autoscale $autoscale\n" ;

# Caracteristiques de I'axe x

print FIC "xaxis on\n";

print FIC "xaxis label \ "$nomx\"\n" ;

print FIC "xaxis type zero false\n" ;

print FIC "xaxis tick on\n" ;

print FIC "xaxis tick default 6\n";

print FIC "xaxis tick place rounded true\n";
print FIC "xaxis tick major size 0.25\n" ;
print FIC "xaxis ticklabel $affichx \n";
print FIC "xaxis ticklabel char size 0.5\n" ;
# Caracteristiques de I'axe y

print FIC "yaxis on\n";

print FIC "yaxis label \"$nomy\"\n" ;

print FIC "yaxis label place $posy\n";

print FIC "yaxis label layout perp\n";

print FIC "yaxis tick on\n";

print FIC "yaxis tick place rounded true\n";
print FIC "yaxis tick major size 0.25\n" ;
print FIC "yaxis ticklabel on\n";

print FIC "yaxis ticklabel char size 0.5\n\n";
close FIC;

}

}

sub sortie

{

my (@t)=@ ;

while (Qt)

{

my ($fichier)=shift @t ;

my $sortie=$repsortie.$fichier." . batch" ;
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open(FIC,"> > $sortie") or die ("Ouverture du fichier :$!\n");
print FIC "#Pour la sortie en image\n" ;

print FIC "hardcopy device \"S$typesortie{$format}\"\n" ;
print FIC "print to \ "$fichier.$format\"\n" ;

print FIC "print\n";

close FIC;

}

}

sub impression

{

my (@Qt)=@ ;

while (@Qt)

{

my ($fichier)=shift @t ;

my $sortie—$repsortie.$fichier.". batch" ;

system "gracebat -nosafe -batch $fichier.batch" ;

}
}

# Pour imprimer les paramétres du squelette

my $finnuc=8§brinlfin-$brinldebut+1;

entete (Qsquelette) ;

nombregraphes ($finnuc,@squelette) ;

titregraphe ($finnuc*2,@squelette) ;

for ( my $graph—0;$graph<$finnuc-1;$graph++ )

{

my $nuc—$graph+$brinldebut ;

my $nomy=$brinl[$nuc-1]."\\s’.$nuc;

graphe ($graph, ’ sl 5p3p.out’, ”, ’off’, $nomy, 'normal’, ($nuc+1), @squelette);

}

my $nomy=8$brinl|[$finnuc+$brinldebut-2]."\\s’.($finnuc+8brinldebut-1) ;

graphe ($finnuc-1,’ sl 5p3p.out’, "Temps (ps)’, ’on’, $nomy, 'normal’, ($finnuc+$brinldebut),
@squelette) ;

my $intervalle=($nbgraph-$brinifin);

$nomy=3$brin2[$intervalle].”\\s’.($intervalle+$nbgraph+1) ;

graphe ($finnuc, ’
lette) ;

my S$intervallefin=2*$finnuc ;

82 5p3p.out’, 'Temps (ps)’, ’on’, $nomy, ’opposite’, ($intervalle+2), @sque-

my $nuc==S§intervalle+1;

my $graph==$finnuc+1;

while ( $graph<$intervallefin)

{

my $nomy=8$brin2[$nuc].’\\s’.($nbgraph+3%nuc+1);

graphe ($graph, ’ s2 5p3p.out’, ”, ’off’, $nomy, ’opposite’, ($nuc+2), Qsquelette) ;
$nuc+=1;

$graph+=1;

}
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sortie (@squelette) ;

# Pour imprimer les paramétres Inter paires de bases

$finnuc—$brinlfin-$brinldebut ;

entete (Qinterbase) ;

nombregraphes ($finnuc,@interbase) ;

titregraphe ($finnuc*2,@interbase) ;

for ( my $graph=0;8graph<$finnuc-1;$graph++ )

{

my $nuc=$graph—+$brinldebut;

my $nomy=S$brin1[$nuc-1].’\\s’.$nuc.\\N’.’\ /.$brin1[$nuc].”\\s’.($nuc+1) ;

graphe ($graph, ’ sl 5p3p.out’, ”, ’ofl’, $nomy, 'normal’, $nuc+1, @interbase) ;

}

$nomy=38brinl[$finnuc+$brinldebut-2]."\\s’.($finnuc+$brinldebut-1).\\N"."\ /. $brin1[$finnuc+Sbrinldebut-
1].\\s’.($finnuc+$brinldebut) ;

graphe ($finnuc-1, ’ sl 5p3p.out’, "Temps (ps)’, ’on’; $nomy, 'normal’, $finnuc+S$brinldebut,
@interbase) ;

$intervalle=($nbgraph-$brinifin) ;

$nomy=$brin2[$intervalle|.”\\s’.($intervalle+$nbgraph+1).\\N’.’\ /*.8brin2[$intervalle+1].”\\s’.($intervalle+$nbg

graphe ($finnuc,’ s2 5p3p.out’, *Temps (ps)’, on’, $nomy, ’opposite’, fintervalle+2, Qinterbase) ;

$intervallefin=2*$finnuc;

$nuc=3%intervalle+1 ;

$graph=3$finnuc+1;

while ( $graph<$intervallefin)

{

my $nomy=38brin2[$nuc].\\s’.($nbgraph+3$nuc+1).\\N".”\ /’.$brin2[$nuc+1]."\\s’.($nbgraph+$nuc+2) ;

graphe ($graph,’ s2 5p3p.out’, ”, 'off’, $nomy, ’opposite’, $nuc+2, Qinterbase) ;

$nuc+—1;

$graph+=1;

}

sortie (@interbase) ;

# Pour imprimer les paramétres Intra paires de bases

$finnuc=3$brinlfin-$brinldebut+1 ;

entete (Qintrapairebasel) ;

nombregraphes ($finnuc,@intrapairebasel) ;

titregraphe ($finnuc*2,@intrapairebasel) ;

for ( my $graph—0;$graph<$finnuc-1 ;$graph++ )

{

my $nuc=$graph—+$brinldebut;

my $nomy=S$brinl[$nuc-1].\\s’.$nuc.\\N :*.§brin2[$nbgraph-$nuc].”\\s’.(Snbgraph*2+1-$nuc) ;

graphe ($graph, ’.out’, ”, ’off’; $nomy, 'normal’, ($nuc+1), @intrapairebasel) ;

}

titrelocalgraphe (0,@intrapairebasel) ;

$nomy=$brin1[$finnuc+$brinldebut-2].”\\s’.($finnuc+$brinldebut-1).’\\N ’.$brin2[$nbgraph-$brin1fin].”\ \s’.($nl
$brinlfin+1) ;

graphe ($finnuc-1, ".out’, "Temps (ps)’, ’on’, $nomy, 'normal’, ($finnuc+$brinldebut), @intrapai-

rebasel) ;
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$intervalle=($nbgraph-$brinifin) ;

$nomy=S$brinl|{$nbgraph-$intervalle-1]."\\s’.($nbgraph-$intervalle) "\ \N :*.$brin2[$intervalle].”\\s’.($intervalle4-$nbgr

graphe ($finnuc, ’.out’, "Temps (ps)’, ’on’, $nomy, ’opposite’, ($nbgraph-$intervalle+1), @intra-
pairebase2) ;

$intervallefin—2*$finnuc;

$nuc==%intervalle+1;

$graph=$finnuc+1;

while ( $graph<$intervallefin)

{

my $nomy=Sbrinl{$nbgraph-$nuc-1]."\\s’.($nbgraph-$nuc).\\N ’.$brin2[$nuc].\ \s’.($nbgraph+$nuc+1) ;

graphe ($graph, ".out’, ”, ’off’; $nomy, ’opposite’, ($nbgraph-$nuc+1), Qintrapairebase2) ;

$nuc+=1;

$graph+=1;

}

titrelocalgraphe ($graph-1,@intrapairebase2);

sortie (@intrapairebasel) ;

# Pour imprimer les paramétres Inter paires de bases

$finnuc—$brin1fin-$brinldebut ;

entete (Qinterbase) ;

nombregraphes ($finnuc,@interbase) ;

titregraphe ($finnuc*2,Q@interbase) ;

for ( my $graph—0;Sgraph<$finnuc-1;$graph++ )

{

my $nuc=$graph+$brinldebut;

my $nomy=S$brin1[$nuc-1].\\s".$nuc.\\N’.’\ /.$brin1[$nuc].”\\s’.($nuc+1) ;

graphe ($graph, ’ sl 5p3p.out’, ”, ’ofl’, $nomy, 'normal’, $nuc+1, Qinterbase) ;

}

$nomy=S$brinl|$finnuc+$brinldebut-2|.”\\s’.($finnuc+3$brinldebut-1).\\N’."\ /*.$brin1[$finnuc+S$brinldebut-
1].\\s’.($finnuc+$brinldebut) ;

graphe ($finnuc-1, ’ sl 5p3p.out’, "Temps (ps)’, ’on’;, $nomy, normal’, $finnuc+$brinldebut,
@interbase) ;

$intervalle=($nbgraph-$brinifin) ;

$nomy=$brin2|$intervalle|.”\\s’.($intervalle+$nbgraph+1).\\N’.\ /*.$brin2[$intervalle+1].7\\s’.($intervalle+$nbgrap

graphe ($finnuc,’ s2 5p3p.out’, ’Temps (ps)’, on’, $nomy, ’opposite’, fintervalle+2, Qinterbase) ;

$intervallefin=2*$finnuc;

$nuc=Sintervalle+1;

$graph—=$finnuc+1;

while ( $graph<$intervallefin)

{

my $nomy=38brin2|$nuc]."\\s’.($nbgraph+3$nuc+1).\\N"."\ /*.$brin2[$nuc+1].’\\s’.($nbgraph+$nuc+2) ;

graphe ($graph, ’ s2 5p3p.out’, ”, ’off’, $nomy, ’opposite’, $nuc+2, Qinterbase) ;

$nuc+=1;

$graph+=1;

}

sortie (@interbase) ;

# Pour imprimer les paramétres Divers
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$finnuc=$brinlfin-$brinldebut+1 ;

entete (Qdiversl);

nombregraphes ($finnuc-1,@diversl) ;

titregraphe ($finnuc*2-2,@divers1) ;

for ( my $graph—0;$graph<$finnuc-2 ;$graph++ )

{

my $nuc=$graph—+$brinldebut;

my $nomy=S$brin1[$nuc-1].’\\s’.$nuc.\\N /’.§brin1[$nuc].\\s’.($nuc+1);

graphe ($graph, '.out’, 7, ’oft’, $nomy, 'normal’, ($nuc+1), @diversl);

}

titrelocalgraphe (0,@diversl);

$nomy=8$brin1[$finnuc+$brinldebut-3].\\s’.($finnuc+$brinldebut-2).\\N /*.$brin1[$finnuc+$brinldebut-
2].\\s’.($finnuc+$brinldebut-1) ;

graphe ($finnuc-2, ’.out’, "Temps (ps)’, on’, $nomy, 'normal’, ($finnuc+$brinldebut-1), @diversl);

$intervalle=($nbgraph-$brinlfin) ;

# $nomy==8$brinl[$intervalle+1].\\s’.($nbgraph-$intervalle-1)."\\N /.$brin1[$intervalle+2]."\\s’.($nbgraph-
$intervalle) ;

$nomy=8$brinl[$nbgraph-$intervalle-2]."\\s’.($nbgraph-$intervalle-1)."\\N /’.$brin1|$nbgraph-$intervalle-
1]\\s".($nbgraph-$intervalle) ;

graphe ($finnuc-1, *.out’, "Temps (ps)’, ’on’, $nomy, ’opposite’, ($intervalle+2), Qdivers2) ;

$intervallefin—2*$finnuc-2;

$nuc==8intervalle+1;

$graph—$finnuc;

while ( $graph<$intervallefin)

{

my $nomy=S§brinl{$nbgraph-$nuc-2]."\\s’.($nbgraph-$nuc-1).\\N /*.$brin1[$nbgraph-$nuc-1]."\\s’.($nbgraph-
$nuc) ;

graphe ($graph, .out’, ”, ’off’; $nomy, ’opposite’, ($nuc+2), Qdivers2) ;

$nuc+=1;

$graph+=1;

}

titrelocalgraphe ($graph-1,@divers2) ;

sortie (@Qdiversl) ;

# Pour imprimer un graphe

entete (Qungraphe) ;

nombregraphes (5,@Qungraphe) ;

titregraphe (9,@Qungraphe) ;

graphe (2, ".out’, "Temps (ps)’, ’on’, "Kink", 'normal’, 2, @ungraphe) ;

sortie (Qungraphe) ;

#Pour I'impression de tous les paramétres

chdir ($repsortie) ;

my $tour=@intrapairebase2 ;

my $debut=0;

while (§debut <$tour)

{

my $fichl=8intrapairebasel|$debut]|.”. batch’;
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my $fich2=$intrapairebase2[$debut].”.batch’;

system ‘cat $fichl $fich2 > toto.batch®;
system ‘mv toto.batch $fich1‘;
$debut+=1;

}

$debut=0;

$tour—Qdivers2 ;

while ($debut <$tour)

{

my $fich1=8$divers1{$debut].”.batch’;
my $fich2=8$divers2[$debut].”.batch’;
system ‘cat $fichl $fich2 > toto.batch®;
system ‘mv toto.batch $fich1‘;
$debut+=1;

}
impression (@squelette) ;
@interbase) ;
@intrapairebasel) ;
@diversl);

impression (Qungraphe) ;

impression

impression

NN N N

impression

while ( @Qintrapairebase2 )

{

my ($fichier)=shift @intrapairebase?2 ;
my $sortie=$fichier.’.batch’;

my $ret—unlink $sortie;

}
while ( @divers2 )

{
my ($fichier)=shift @divers2;

my $sortie=$fichier.’.batch’;
my $ret=unlink $sortie;

¥
chdir ($pwd);
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