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TABLE 5.1 

Measured wavenumbers, relative intensities and assignments for the main 
infrared bands of Baker's yeast tRNA in aqueous solution at pH 7.0 ± 0.2 

Wavenumber (cm-1
) Intensitya 

1698 vs 

1653 vs 

1608 s 

1529 w 

1488 m 

1398 s 

1244 vs 

1086 vs 

1063 s 

966 m 

913 m 

862 m 

810 m 

Assignmentb 

Guanine (C=O, C=N stretching) 

Uracil (C=O stretching) 

Adenine (C=N stretching) 

In plane ring vibration of cytosine and guanine 

In plane ring vibration of cytosine 

In plane ring vibration of guanine in anti confonnation 

Asymmetric P02- stretch 

Symmetric P02- stretch 

C-O ribose stretch 

C-C ribose stretch 

C-C ribose stretch 

Ribose-phosphodiester, A-marker 

Ribose-phosphodiester, A-marker 

"Relative intensities: s = strong, sh = shoulder, vs = very strong, m= medium, w= weak 

bAssignments have been taken from the literature and relevant references are given in the 

results section. 
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TABLE 5.2 

Experimental values of the migration time of pure tRNA and polyamine-tRNA 
adducts following incubation of a constant concentration of tRNA (1.25 mM) 

with various concentrations of polyamines. Incubations were carried out in the 
run buffer (20 mM Tris-HCI, pH 7.0 ± 0.2) at 25 oC for 30 min prior to 

capillary electrophoresis. 

Spermine Spermidine Putrescine Cobalt(III)hexamine 

Concentration Migration Concentration Migration Concentration Migration Concentration Migration 
(JLM) time (min) (JLM) time (min) (JLM) time (min) (JLM) time (min) 

0 3.28 0 3.48 0 3.615 0 3.483 

1.563 3.212 1.563 3.365 1.563 3.636 1.563 3.546 

3.125 3.193 3.125 3.315 3.125 3.652 3.125 3.579 

6.25 3.177 6.25 3.29 6.25 3.67 6.25 3.6 

12.5 3.167 12.5 3.273 12.5 3.7 12.5 3.625 

25 3.164 25 3.248 25 3.725 25 3.65 

50 3.164 50 3.245 50 3.75 50 3.667 

100 3.165 100 3.24 100 3.761 100 3.685 

200 3.163 200 3.25 200 3.765 200 3.677 
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FTIR spectra in the region of 1800-600 cm-1 for pure tRNA, free 
polyamine, and putrescine-tRNA (A) and cobalt(III)hexamine
tRNA (B) adducts in aqueous solution at pH = 7.0 ± 0.2 (top three 
spectra) and difference spectra for polyamine-tRNA adducts 
obtained at various polyamine/tRNA(P) molar ratios (bottom two 
spectra). 
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FIGURE 5.4: Relative intensity variations in arbitrary units for several tRNA in-plane vibrations as a function of polyamine 
concentration. A-D, relative intensity for the tRNA bands at 1698 (guanine), 1653 (uracil), 1608 (adenine), 1488 (cytosine) 
and 1244 cm-) (P02- vib.) for spermine, spermidine, putrescine and cobalt(II)hexamine, respectively. 
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FIGURE 5.5: A, plot of the difference in migration time (in minutes) of polyamine-tRNA complexes from capillary electrophoresis 
foUowing incubation of a constant concentration of tRNA (1.25 mM) with various concentrations of polyamines. The 
difference in migration time of the polyamine-tRNA complexes was determined by subtracting the migration time of pure 
tRNA from that of each polyamine-tRNA adducts. Band C, Scatchard plots for biogenic polyamine-tRNA, and 
cobalt(I1I)hexamine-tRNA complexes, respectively. D, Hill plots for polyamine-tRNA complexes. 
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CHAPITRE VI 

CONCLUSION GÉNÉRALE ET PERSPECTIVES DE RECHERCHE 

6.1 Conclusions 

Dans ce projet nous avons élucidé les effets des polyamines naturelles telles que la 

spermine, la spermidine et la putrescine, ainsi le polyamine inorganique, le 

cobalt(III)hexamine, sur la structure de l'ADN du thymus de veau et l'ARNt de levure. 

Le but de ce travail été de déterminer les sites préférentiels de liaison de ces polycations 

sur l'ADN et l'ARNt en présence de différentes concentrations de po1ycations, d'étudier 

l'effet des polyamines sur la conformation des acides nucléiques, et de déterminer les 

paramètres d'interactions tels que les constantes de liaison et la coopérativité des 

interactions PA-ADN/ARNt. Il est important de noter que les concentrations des 

polyamines naturelles utilisées dans cette étude sont proches de ce que l'on retrouve in 

vivo. En effet, les concentrations physiologiques des polyamines dans les cellules sont 

de l'ordre du millimolaire (Cohen, 1998, Tabor et Tabor, 1984). 

Le but du projet a été atteint puisque les connaissances fondamentales sur les 

interactions entre les polyamines et les acides nucléiques ont été acquises à l'aide du 

système modèle PA-ADN de thymus de veau et PA-ARNt de levure. L'utilisation des 

méthodes de caractérisation adéquates telles que la spectroscopie infrarouge à 

transformée de Fourier et l'électrophorèse capillaire a permis de dresser un portrait 

global des complexes PA-acide nucléique. 

La spectroscopie infrarouge a été utilisée pour étudier les interactions entre les 

polyamines et les acides nucléiques à l'échelle atomique. Pour ce faire, nous avons 

utilisé deux techniques qui sont: le déplacement des bandes caractéristiques des 

groupements fonctionnels des acides nucléiques et des polyamines, et la différence 

spectrale qui nous a permis d'observer le changement de l'intensité des bandes 
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indicatrices et l'apparition de nouvelles bandes. Nous avons aussi mis sous fonne de 

graphique les changements d'intensité des bandes indicatrices en fonction du ratio 

molaire P Nacide nucléique afin d'obtenir des résultats plus probants. L'ampleur du 

déplacement des bandes et le changement de leur intensité nous a pennis de tirer des 

conclusions sur les atomes des groupements fonctionnels impliqués dans la 

complexation PA-acide nucléique. L'étude des changements dans la confonnation des 

acides nucléiques et leur condensation en présence des polyamines a été effectué en 

observant le déplacement des bandes indicatrices du changement de confonnation (voir 

les tableaux 4.1 et 5.1) et l'apparition de bandes négatives sur les spectres de différence, 

respectivement. La méthode de dichroïsme circulaire a été utilisée seulement pour les 

complexe cobalt(lII)hexamine-ADN afin de confinner un changement de confonnation 

observé sur le spectre infrarouge. 

Les paramètres d'interaction tels que les constantes de liaison et la coopérativité 

décrivant des interactions entre les polyamines et les acides nucléiques ont été estimés 

par l'électrophorèse capillaire. La technique d'électrophorèse capillaire d'affinité (ACE) 

dont le principe est basé sur le changement dans le temps de migration des complexes 

PA-ADN/ARNt en fonction de différentes concentrations en polycations est la technique 

de choix pour étudier l'interaction biomoléculaire et pour pouvoir distinguer entre les 

complexes d'affinité faible et forte. 

L'analyse spectrale des complexes PA-ADN et PA-ARNt a été faite de façon 

complète et nous a mené à proposer des modèles de liaison des polyamines naturelles 

sur l'ADN (Ahmed Ouameur et al., 2004). Ainsi, nous avons constaté que la putrescine 

se lie préférentiellement sur la petite et la grande gouttières de l'ADN, et cela 

indépendamment du ratio molaire, r (de 1/80 jusqu'à 1). Par contre, la spennine et le 

cobalt(III)hexamine établissent des interactions beaucoup plus importantes sur la grande 

gouttière. La liaison de la spennidine sur les deux gouttières de l'ADN dépend du ratio; 

à faibles concentrations (r = 1/80 - 1/20), la spenllidine est liée par les deux gouttières, 

tandis qu'à concentrations plus élevées (r = 1110 - 1/4) elle est beaucoup plus liée par la 

grande gouttière (Ahmed Ouameur et al., 2004). Il est important de noter que les sites 
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potentiels de liaison sur l'ADN sont principalement ceux qui ne sont pas impliqués dans 

l'appariement des bases. Ainsi, les principaux sites de liaison dans la grande gouttière 

sont le N7 des purines, -NHz de l'adenine et la cytosine, et -CH3 de la thymine 

(interaction hydrophobe). Pour la petite gouttière ont a N3 des purines, -NHz de la 

guanine et 02 de la thymine (Sinden, 1994; Sarma et Sarma, 1988). 

Les sites préférentiels de liaison des polyamines sur l'ARNt sont légèrement 

différents de ceux proposés pour les complexes polyamine-ADN. Nous avons constaté 

qu'à basses concentrations (r =1/80 - 1/20), les interactions entre les polyamines 

naturelles et les groupements phosphates sont beaucoup plus prononcées dans les 

complexes PA-ADN que dans les complexes P A-ARNt. Cette différence pourrait être 

due à la structure tertiaire de l' ARNt et à la présence de sucre ribose qui est en grande 

partie responsable des propriétés conformationnelles différentes de celles de l'ADN 

(Sinden, 1994; Sarma et Sarma, 1988). De plus, la présence d'un groupement hydroxyle 

sur le sucre en position 2' de l'ARNt est à l'origine des interactions supplémentaires avec 

les polycations. À basse concentrations en polyamines, les principaux sites de liaison 

sont N7/06 de la guanine, 02/04 de l'uracile, N3 de l'adenine et 2'OH du ribose. Pour 

le cobalt(III)hexamine, les sites préférentiels de liaison sont N7 de guanine, 02 de 

l'uracile, 021N4 de cytosine et les groupements phosphates. Aux concentrations élevées 

de polycations, les sites impliqués dans les interactions sont N7 des purines, 02 de 

l'uracile et les groupements phosphates. Nous avons aussi démontré la participation des 

groupes animes primaires des polycations dans les interactions PA-ADN et PA-ARNt et 

la présence des contacts hydrophobes avec les groupements méthylènes des acides 

nucléiques (Ahmed Ouameur, 2004, 2005 en presse). 

Nous n'avons constaté aucun changement de conformation de l'ADN et l'ARNt en 

présence de différentes concentrations des polyamines naturelles. D'autres travaux, 

utilisant la spectroscopie Raman, ont constaté la même chose en étudiant les interactions 

entre ces polyamines et différents ADN génomiques, y compris l'ADN de thymus de 

veau (Deng et al., 2000; Ruiz-Chica et al., 2001c). On pense que cette particularité des 
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polyamines naturelles à stabiliser l'ADN et l'ARNt sous leur conformation native est 

essentielle pour le bon fonctionnement de ces acides nucléiques. 

Un des résultats importants de cette étude est d'avoir démontré que le 

cobalt(III)hexamine, à forte concentration (r=1/4), induit un changement partiel de la 

conformation de l'ADN de la forme B vers la forme A, alors que l'ARNt reste sous sa 

conformation native (forme A). On a aussi constaté la condensation de l'ADN et l'ARNt 

au même ratio. On pourrait croire que le cobalt(lII)hexamine stabilise mieux les acides 

nucléiques sous la conformation A. Ce changement de conformation n'a pas été observé 

auparavant sur l'ADN génomique (de grande taille) mais a été observé sur l'ADN de 

petite taille (oligonucléotides) (Jain et Sundaralingam, 1989; Real et Greenall, 2004). 

Par contre, le phénomène de condensation a été observé par Widom et Baldwin (1980) 

et par Hud et Downing (2001) à l'aide du dichroïsme circulaire et la microscopie 

cryoélectronique, respectivement. Nous pensons que le changement de conformation de 

l'ADN serai dû à une déshydratation progressive des groupements atomiques de l'ADN 

par le cobalt(III)hexamine (Kankia et al., 2001). Cette découverte pourrait avoir une 

application thérapeutique intéressante; des analogues de polyamines formés des 

molécules de polyamines cycliques ou complexées avec des atomes de CoIII pourraient 

être de bons agents anticancéreux qui ont pour cible l'ADN. Le squelette polyamine de 

ces analogues faciliterait le transport de ces médicaments dans la cellule et le 

cobalt(IIDhexamine causerait la condensation et/ou un changement de la conformation 

de l'ADN empêchant ainsi l'ADN de se répliquer ou d'exprimer certains gènes dans les 

cellules cancéreuses (Karigiannis et Papaioannou, 2000). 

Deux phénomènes intéressants ont été observés sur les complexes PA-ADN et 

PA-ARNt; à des ratios situés entre 1/40 et 1110, la spermine et la spermidine causent un 

effet hypochromique sur l'ARNt (Fig. 5.4, A et B). Cet effet, qui se traduit par une 

baisse dans l'intensité des bandes indicatrices, a été aussi observé dans le cas de l'ADN 

à une concentration élevée (r=1I4) de la spermine, la spermidine et le 

cobalt(III)hexamine (Fig. 4.4, A, B et D). On a attribué ee phénomène à un 

renforcement de l'appariement et de l'empilement des bases suite aux interactions avec 
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les polyamines (Ruiz-Chic a et al., 2001c). Ce phénomène témoigne de la stabilité de la 

structure de l'ADN et de l'ARNt en présence des polyamines. Un deuxième phénomène 

a été observé uniquement sur le complexe putrescine-ARNt à un ratio PutlARNt=1 

(Fig. 5.4C); il s'agit d'un effet hyperchromique qui se traduit donc par une 

augmentation dans l'intensité des bandes indicatrices. Cet effet est du à une 

déstabilisation de la structure de l' ARNt ce qui provoque l'ouverture des régions en 

double-hélice de l' ARNt (Fichera et al., 2000). On peut faire une corrélation entre les 

effets hypo- et hyperchromiques observés dans le cas de l' ARNt et la synthèse 

protéique. Il a été démontré qu'une basse concentration en polyamines a un effet 

stimulant sur la synthèse protéique. Par contre une concentration élevée en polyamines 

inhibe la synthèse protéique (Shimogori et al., 2000). 

Les constantes de liaison et de coopérativité des complexes P A-ADN/ ARNt ont 

été déterminées par l'analyse de Scatchard (Fig. 4.6 et 5.6, A, B et C) et de Hill (Fig. 

4.6D et 5.6D) des données de l'électrophorèse capillaire. Les interactions entre les 

polyamines naturelles et l' ADN/ ARNt ont démontré une coopérativité positive (nH > 1), 

ce qui signifie que la fixation de la premiere molécule de polyamine augmente l'affinité 

de l'acide nucléique pour la deuxième molécule de polyamine. Pour ces polyamines, la 

valeur nH la plus élevée est d'environ 1.8 (putrescine-ADN), ce qui signifie que la 

liaison de la putrescine à l'ADN est faiblement coopérative, mais si on tient en compte 

que cette valeur est exprimée sur la base de concenration de phosphate, il se peut alors 

qu'elle indique une coopérativité forte. Quant aux interactions entre le 

cobalt(III)hexamine et les acides nucléiques, elles ont une coopérativité negative (nH < 

1). Les constantes de liaison des polyamines naturelles sont de l'ordre de 105 M-1
• 

L'analyse de Scatchard pour les complexes cobalt(III)hexamine-ADN/ARNt a révélé 

deux constantes de liaison ce qui témoigne de l'existence de complexes de faibles et 

fortes affinités. Nous avons attribué les deux affinités aux liaisons avec l'atome N7 de la 

guanine (forte affinité) et les groupements phosphates (faible affinité), ce qui est en 

accord avec nos résultats spectroscopiques sur les complexes cobalt(III)hexamine

ADN/ARNt ainsi qu'avec les résultats des autres études (Nunn et Neidle, 1996; Kieft et 

Tinoco, 1997; Rüdisser et Tinoco, 1999). 
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Les polyamines étant essentielles pour la crOIssance et la différentiation des 

cellules, leurs interactions avec des acides nucléiques sont considérées comme l'une de 

leurs fonctions biologiques importantes (Tabor et Tabor, 1984; Cohen, 1998; Thomas et 

Thomas, 2001). Plusieurs études indiquaient que les polyamines jouent un rôle critique 

dans la protection des brins d'ADN contre la cassure provoquée par les radiations et les 

radicaux libres (Ha et al., 1998ab; Oh et Kim, 1998; Douki et Bretonniere, 2000). En 

effet, il a été démontré qu'un tel dommage sur l'ADN diminuait la viabilité des cellules 

déficientes en polyamines (Oh et Kim, 1998). Cependant, les mécanismes par lesquels 

cela se produisait sont inconnus. Les modèles d'interactions proposés dans cette étude 

indiquaient que les polyamines établissent des contacts sur un seul brin d'ADN 

("intrastrand") et sur les deux brins ("interstrand"). À notre avis, l'interaction de type 

"intrastrand" pourrait justifier la capacité de ces polyamines de protéger l'ADN contre la 

cassure du brin, de plus, l'interaction de type "interstrand" expliquerait la capacité de la 

spermine et de la spermidine de procurer une protection plus élevée que la putrescine 

(Ha et al., 1998ab; Oh et Kim, 1998; Douki et Bretonniere, 2000) car la différence dans 

le nombre de charges positives et la taille des trois polyamines naturelles fait que la 

putrescine (plus courte) ne peut pas établir des contacts entre les deux brins d'ADN. 

En plus des résultats obtenus, notre recherche a permis de mettre en lumière 

l'utilisation de techniques bien adaptées pour l'étude des interactions biomoléculaires. 

La spectroscopie infrarouge et l'électrophorèse capillaire sont des techniques qui 

pourront être appliquées à d'autres études d'interactions impliquant des molécules de 

poids moléculaire hétérogène tels que les interactions protéine-protéine, protéine-ADN, 

protéine-médicament, ADN-médicament ... etc. 

La spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (FTIR) s'avère une 

excellente méthode de caractérisation des composés biologiques. Elle permet d'accéder 

directement à l'information moléculaire, à la nature chimique et à l'organisation 

conformationnelle et structurale des matériaux analysés. C'est la raison pour laquelle la 

spectroscopie IR a été une technique majeure dans le cadre de cette étude. Cette 

méthode d'analyse vibrationnelle est non destructrice, qualitative et peut être 
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quantitative. De plus, elle ne nécessite qu'une très petite quantité de produits. Par sa 

facilité de mise en œuvre tant au niveau du temps requis que du nombre d'opérations, la 

spectroscopie FTIR représente un moyen rapide et relativement complet d'obtention de 

données biophysiques. En fait, peu de méthodes peuvent donner à la fois des 

informations sur les groupements fonctionnels impliqués dans les interactions 

biologiques de même que sur les changements de conformation des biomolécules. 

De nos jours, l'électrophorèse capillaire est devenu un outil très performant pour 

l'estimation des constantes de liaison. La mesure de la constante d'affinité entre les 

acides nucléiques et les polyamines est essentielle pour le développement des analogues 

capables de ce lier sur leur cibles (ADN ou ARN) de façon spécifique. Récemment, 

plusieurs techniques ont été développées pour mesurer les constantes de liaison. La 

plupart d'entre elles sont basées sur l'utilisation des techniques de séparation dans des 

conditions d'équilibre. Ces techniques ont été regroupées sous le nom «d'électrophorèse 

capillaire d'affinité». L'électrophorèse capillaire a été prouvée comme un nouvel outil 

analytique attrayant en raison de sa vitesse d'analyse, de son rendement élevé, une basse 

consommation de réactif et de sa grande résolution. La polyvalence de cette technologie 

la rend appropriée à la séparation des substances chimiquement diverses, y compris des 

ions, des métabolites de drogues, des peptides, des protéines, des oligonucléotides, et 

l'ADN. Jusqu'ici, diverses interactions d'affinité, telles que drogue-protéine, protéine

protéine, protéine-ADN, protéine-polysacharide, peptide-antibiotique, enzyme

cofacteurs et antigène-anticorps ont été étudiées par CE (Tanaka et Terabe, 2002). 

Plusieurs articles de recherche ont décrit les équations mathématiques de chaque 

interaction d'affinité. 

6.2 Perspectives de recherche 

Les résultats présentés dans ce mémoire pourront être complétés par l'étude des 

effets des polyamines naturelles sur des oligonucléotides sélectionnés riches en GC 

et/ou en AT. En effet, la liaison des polyamines in vivo sur des séquences d'ADN riches 

en GC ou en AT peut se faire de manière différente et peut avoir un effet différentiel sur 
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la conformation de ces séquences. Ces effets différentiels sur la conformation des 

séquences riches en GC et en AT pourraient être liés, in vivo, au rôle observé des 

polyamines sur la régulation de l'expression de gènes et de la survie de cellules (Chi Ids 

et al., 2003). 

Plusieurs laboratoires tentent actuellement de tirer profit de l'affinité des acides 

nucléiques pour les polyamines en synthétisant des analogues de polyamines, capables 

d'interagir avec les acides nucléiques et d'inhiber la croissance des cellules cancéreuses 

(Thomas et Thomas, 2001; Marton et Pegg, 1995). D'autres analogues ont suscité 

beaucoup d'attention dans le domaine de la thérapie génique en tant que véhicule de 

gène (Saminathan et al., 2002). Le mode d'action de ces analogues n'est pas très connu 

et il sera primordial d'étudier les effets de ces médicaments sur les acides nucléiques en 

utilisant des méthodes mieux adaptées pour la caractérisation des interactions 

biomoléculaires afin de connaître le mode d'action de ces médicaments et les rendre 

plus sélectifs et moins toxiques pour l'organisme. 
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