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Une vie sans ornements –

que le jour et la nuit multipliés

hors des flux, hors des liens –

l’air innocent ou jaune

dans le pneu de vent

et l’attitude appauvrie

de nos frères incessants :

ceux qui crurent montrer sans voir,

ceux qui ne mendient en rien

l’adhésion des couleurs, le reniflement des cailloux.

dans ou théatre : fêlure

de l’apprivoisement.

- - - - - - - - - - - -

L’autoroute ravive

le renard,

l’espionite.

Une nuit neigeuse

contourne la prose

de l’aventurier vieilli.

Michel Mourot,

D’où partir, Intimités du chaos, 2007



Avant propos

La biologie moderne a l’ambition d’interpréter les propriétés de l’organisme par

la structure des molécules qui le constituent. En ce sens, elle constitue un nouvel

âge du mécanisme

C’est par ces mots dans l’introduction de La logique du vivant [1] que François Jacob

caractérise la quête de la biologie du XXè siècle dont le but avoué est la compréhension de

l’architecture du vivant. La méthode consiste à tendre vers la décomposition maximale des

constituants du vivant afin de caractériser un à un les éléments qui le composent et ainsi

en décrire les rouages. Cette approche constitue un courant dominant au sein de la biologie

que l’épistémologie qualifie de tomiste ou de réductionniste, et pour qui l’organisme est un

tout qu’il convient d’expliquer par les seules propriétés de ses parties. En poussant à la

caricature, la science de l’analyse de ces éléments devient donc une science de l’inerte. C’est

donc tout naturellement que la biologie a constituée un nouveau terrain de jeux pour les

physiciens et les chimistes au cours du siècle dernier (en particulier depuis Linus Pauling),

permettant l’émergence de ce que l’on appelle la biophysique, une science d’interface où

les outils d’observation des phénomènes physiques sont appliqués aux molécules d’origine

biologique.

L’objectif de la biophysique est double. Tout d’abord elle doit permettre, par son approche

“technique”, l’étude des éléments les plus fondamentaux du vivant. Elle accompagne en effet

de facto les progrès des outils de la physique qui permettent une étude toujours plus fine de

ces éléments. En ce sens les expériences réalisées à l’échelle de la molécule unique présen-

tées dans ce manuscrit en constituent certainement l’une des illustrations les plus abouties.

D’autre part, les théories physiques servent à intégrer les observations au sein de modèles

généraux visant à reconstituer de la complexité à partir des éléments les plus simples.

Les virus constituent certainement l’un des éléments du vivant les plus intéressants pour le

biophysicien. En effet, le virus se situe à la frontière du vivant. Un virus est une particule
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constituée d’un fragment d’acide nucléique enfermé dans une coque de protéines. Incapable

de se multiplier seul, il nécessite une cellule hôte pour répliquer ses constituants. Cette

particule biologique n’est donc qu’un assemblage de composants inertes, qui plus est en

nombre limité. S’intéresser à l’étude des composants d’un virus revient donc à essayer de

caractériser un assemblage simplifié de l’architecture du vivant.

Parmi les théories décrivant le vivant, la téléonomie de la relation structure/fonction mis en

avant par Jacques Monod tient une place prépondérante. Conséquence probable du succès

du livre Le hasard et la nécessité [2], on a tous été initié au paradigme selon lequel la struc-

ture biologique remplit une ou plusieurs fonctions, et toute fonction en biologie est assurée

par une structure. Ainsi, la structure d’une protéine, c’est à dire sa conformation, devient

responsable de son activité. Si c’est particulièrement vrai pour les enzymes ou les protéines

structurales, cela l’est sans doute beaucoup moins pour les protéines dites chaperonnes, en

particulier les ARN-chaperonnes, dont la fonction est de favoriser le repliement des acides

nucléiques dans leurs conformations biologiquement actives. Nombre de ces protéines, de la

classe des protéines intrinsèquement désordonnées, ne présentent en effet que peu voire pas

de structure définie. Pour autant, elles sont douées d’activité. C’est le cas en partie de la

protéine de la nucléocapside du VIH-1 (NCp7), pour qui près de la moitié de sa séquence ne

présente aucune structure particulière. Pour autant, ces domaines non-structurés s’avèrent

porteur d’une partie de l’activité de cette protéine absolument nécessaire à la réplication

du VIH-1. Cette apparente contradiction est vite levée si le terme de “structure” est envi-

sagée de manière plus intégrée. La structure ne doit pas concerner uniquement la notion de

conformation particulière d’une molécule, mais au contraire s’élargir au sens d’architecture

ou d’agencement des constituants. Dès lors, plus que la caractérisation des éléments fon-

damentaux du vivant, ce sont leurs organisations, leurs assemblages et leurs arrangements

qu’il convient de caractériser. Il faut être capable de décrire leurs interactions puisque c’est

dans la nature de leurs interactions, dans leur dynamique que nait la fonction. Les études

biophysiques de systèmes dynamiques d’interaction, au sein de modèles de plus en plus

reconstitués constitue un défi extrêmement intéressant. L’étude de petites protéines large-

ment accessibles, comme la protéine de la nucléocapside du VIH-1, constitue dans cette

optique, et nous le verrons au travers de multiples exemples dans les travaux réalisés dans
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cette thèse, un excellent modèle, à la fois pour caractériser dans un système simple la nature

des interactions de la NCp7 avec ses partenaires viraux, mais également pour développer

des méthodologies aptes à appréhender ces dynamiques d’interactions.

Ayant commencé cet avant-propos par une citation de François Jacob, je terminerai en

laissant à François Jacob le soin de rappeler que :

Chaque époque se caractérise par le champ du possible que définissent, non

seulement les théories ou les croyances en cours, mais la nature même des objets

accessibles à l’analyse, l’équipement pour les étudier, la façon de les observer et

d’en parler.

Les travaux présentés dans ce manuscrit n’échappent bien évidemment pas à cette règle.
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Chapitre 1

Introduction

La partie introductive de se manuscrit comporte une première partie s’attachant à dé-

crire de manière succinte le Virus de l’Immunodéficience Humaine (VIH), la physiopatholo-

gie de l’infection à VIH ainsi que les traitements disponibles. Nous nous intéresserons dans

un second temps aux propriétés de la protéine de la nucléocapside NCp7, objet de cette

thèse.

1.1 Phylogénie et diversité génétique du VIH

Le VIH est un virus de la famille des Retroviridae du genre lentivirus. Il infecte préféren-

tiellement les lymphocytes T CD4+ [3] ainsi que d’autres cellules du système immunitaire.

Le VIH-1 est à l’origine d’une immunodéficience sévère, d’apparition progressive. Le stade

terminal de l’infection, appelé SIDA (Syndrome de l’Immunodéficience Acquise), favorise

l’émergence de maladies opportunistes ou tumorales qui finissent par être létales. Deux

souches du VIH ont été identifiées jusqu’à maintenant : VIH-1 [4] et VIH-2 [5], qui se diffé-

rencient notamment par leur distribution géographique (pandémie pour le VIH-1 alors que

l’on parle encore d’endémie, principalement localisée en Afrique de l’Ouest, pour le VIH-2)

ou par l’organisation de leur génome. Le VIH-2 apparâıt moins pathogène.

Au sein du VIH-1, l’analyse des séquences génétiques des isolats viraux a montré une grande

diversité de souches virales. Les VIH-1 sont classés en trois groupes phylogénétiques pour

lesquels il s’agirait de trois transmissions indépendantes du virus simien vers l’humain :

le groupe M (main), représentant 90% des infections, est lui même divisé en 9 sous-

groupes (A, B, C, D, F, G, H, J et K). La distribution géographique de ces sous-

groupes ne semble pas aléatoire et on peut parler de zone d’endémie pour certains

d’entre eux ;
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1.1 Phylogénie

le groupe O (outlier), restreint à l’Afrique Centrale ;

le groupe N (non-M non-O) relativement anecdotique.

Certaines souches virales, considérées comme mosäıques, appartiennent à différents sous-

types susnommés. Ces virus résultent de recombinaisons génétiques qui parviennent au

moment de la phase de transcription inverse entre les ARN génomiques de différents sous-

types co-encapsidés dans les mêmes particules virales. On appelle encore ces virus CRF

(Circulating Recombinant Forms) dont les premières formes ont été mise en évidence dans

les années 1990 [6]. Des évènements de recombinaison entre les groupes M et O ont été

rapportés.

À titre d’illustration, l’arbre phylogénétique des lentivirus de primates, basé sur l’alignement

des séquences du gène pol est présenté figure 1.1.
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1.1 Phylogénie

Figure 1.1 – Arbre phylogénétique des lentivirus de primate
Cet arbre est basé sur l’alignement des séquences du gène pol
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1.2 Le génome du VIH-1

1.2 Le génome du VIH-1

1.2.1 L’ARN viral

Le génome du VIH-1 est constitué de deux ARN de polarité positive, monocaténaires,

d’environ 9.2 kb, liés de manière non covalente. Cet ARN est coiffé et polyadénylé. Il est

produit après l’intégration du provirus dans le génome de la cellule infectée. La transcription

de l’ARN viral débute en 5’ de la séquence R du 5’LTR et prend fin en 3’ de la séquence R

du 3’LTR (Figure 1.2).

Figure 1.2 – Organisation générale du génome du VIH-1 [7].
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1.2 Le génome du VIH-1

La région 5’

On retrouve dans cette région de nombreux motifs en tige-boucle [8, 9] impliqués dans

différentes étapes du cycle réplicatif.

la séquence R en 5’ et en 3’

Cette région se compose de deux séquences tige-boucles aux fonctions différentes :

– la tige-boucle TAR (Trans-Activating Response element) : composée des 55-60 pre-

miers nucléotides de l’ARN viral. Cible de la protéine virale Tat, TAR joue, en 5’

de l’ARNv, un rôle essentiel dans l’activation transcriptionnelle du génome proviral

[10]. TAR joue également un rôle lors des étapes initiales de la transcription inverse

[11] ou encore de l’assemblage du virus [12]

– une tige-boucle poly-A contenant le signal de polyadénylation (AAUAAA), en 3’

de la séquence R. Ce motif n’est fonctionnel qu’en 3’ de l’ARN génomique (ARNg)

et permet le clivage du transcrit et l’addition de la queue poly-A [13]

la région U5

Le domaine U5 peut s’hybrider au domaine AUG, permettant la formation de la

conformation dite BMH (Branched Multiple Hairpin). Il serait donc impliqué dans

la régulation de l’orientation des ARN non-épissés soit vers la traduction soit vers la

dimérisation et l’encapsidation (Figure 1.3).

la séquence PBS

Elle est immédiatement située en 3’ de la région U5. Le Primer Binding Site (PBS) est

une séquence de 18nt liant spécifiquement l’ARNtLys3 cellulaire utilisé comme amorce

lors de la transcription inverse.

la région leader

Elle est comprise entre la séquence PBS et le codon d’initiation de la traduction du

gène gag. On retrouve dans cette région trois séquences en tige-boucle, respectivement

nommées SL1 à SL3, et qui comporte :

– pour SL1, encore appelée DIS (Dimerization Initiation Site), un signal de diméri-

sation de l’ARN génomique [14]

– pour SL2, un site donneur d’épissage (SD). Le nombre important de sites donneur
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ou accepteur d’épissage répartis dans le génome de HIV-1 permet de générer plus

de 30 ARN messagers différents par de multiples épissages alternatifs [15, 16].

– pour SL3 (ou Ψ), un signal d’encapsidation

Figure 1.3 – Strucutre secondaire de la région 5’ du VIH (selon [17])
(a) Génome du VIH-1
(b) Une des structures prédites du VIH-1 impliquant une interaction à distance entre U5 et le codon AUG
de gag

(c) Structure alternative montrant la tige-boucle AUG (SL4)
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Les séquences internes d’intérêt

la séquence RRE (Rev-Responsive Element)

Séquence de 234 nt, située au sein de env. Elle est impliquée dans l’export nucléaire

des transcrits mono ou non-épissés dont le mécanisme nécessite la protéine virale Rev

et la machinerie de transport de la cellule hôte [18, 19].

les séquences PPT (PolyPurine Tract)

On distingue le PPT3’ situé immédiatement en amont de la séquence U3 du LTR en 3’

et le PPTc (central), localisé dans le cadre ouvert de lecture du gène pol. Ces séquences

particulièrement riches en purines ne sont pas dégradées par l’activité RNAse H de la

RT. Elles servent d’amorces pour la synthèse du brin (+) de l’ADN proviral.

La région 3’

La région U3 contient les signaux nécessaires à l’intégration de l’ADN proviral [20], et

comme mentionné plus haut, un signal de polyadénylation dans R.

1.2.2 L’ADN proviral

Le génome du VIH-1 est organisé en une région centrale codant pour les protéines de

structure, des enzymes et les protéines accessoires, flanquée à ses deux extrémités par des

régions non codantes.

Les régions non-codantes

Le génome du VIH-1 est bordé de deux séquences identiques ou LTR (Long Terminal

Repeat), importantes pour l’intégration de l’ADN viral et pour sa transcription. Chaque

LTR se divise en séquences U3, R et U5.

La séquence U3 contient les signaux nécessaires à la régulation de la transcription du pro-

virus intégré par la machinerie cellulaire, à savoir

– le ”core” du promoteur (de type eucaryotique), possédant trois sites de fixation pour

le facteur de transcription (TF) Sp1 et une bôıte TATA. Il permet la transcription

d’ARNv à un taux basal.
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– le domaine activateur et le domaine modulateur qui fixent des TF cellulaires stimulant

ou modulant la transcription.

Les régions codantes

L’ADN génomique code pour trois polyprotéines principales :

Le gène gag

Le gène gag (”Group Specific Antigen”) code pour un précurseur myristylé de 55 kDa

appelé Pr55Gag. Après clivage par la protéase virale, Pr55Gag donne naissance à la

protéine de la matrice p17 (MA), à la protéine de la capside p24 (CA), à la protéine

de la nucléocapside p7 (NCp7) et à la protéine p6. Par ailleurs, deux peptides p1 et

p2, sont aussi générés, de part et d’autre de la région codante pour NCp7.

Le gène pol (”polymerase”)

Il code pour un précurseur protéique de grande taille : le Pr160Gag−pol qui provient

d’un décalage −1 du cadre de lecture au niveau de la région codant pour p6 au

cours de la traduction du gène gag. Le gène pol permet la synthèse d’une polyprotéine

générant trois protéines enzymatiques : la protéase (PRp12) libérée par un mécanisme

d’autocatalyse, l’intégrase (INp32) et la rétrotranscriptase (RTp66/p51).

Le gène env (”enveloppe”)

Il code pour un précurseur polyprotéique Pr160env transmembranaire dont la matu-

ration se fait dans le réticulum endoplasmique. Son clivage par les protéases cellu-

laires permet la production d’une protéine de surface (SUgp120) et d’une protéine

transmembranaire (TMgp41), deux glycoprotéines de membrane impliquées dans les

interactions virus-cellule-hôte.

Le VIH-1 possède des gènes additionnels codant pour des protéines régulatrices (Tat et

Rev) et auxiliaires (Nef, Vif, Vpu, Vpr). Les gènes codant ces protéines sont localisés de

part et d’autre du gène env.

- 21 -



1.3 La structure du VIH-1

1.3 La structure du VIH-1

Les virions matures et infectieux ont une forme sphérique de 110− 130nm de diamètre.

Ils sont enveloppés d’une membrane phospholipidique cellulaire. Directement sous cette

bicouche lipidique se trouve un feuillet protéique (la matrice) à l’intérieur de laquelle se

trouve un ”core” conique central (la capside) contenant l’ARN génomique viral, des ARN

d’origine cellulaire ainsi que des protéines virales et cellulaires. La particule infectieuse

mature ne résulte pas de l’assemblage de chacune de ces protéines individuelles. Le virus

résulte de l’assemblage de trois précurseurs polyprotéiques (Gag, Env, Pol), dont le clivage

au cours de l’étape de maturation permet de générer l’architecture et l’infectiosité de la

particule virale mature.

(a) (b)

Figure 1.4 – Structure du VIH-1
(a) Image par microscopie électronique du VIH-1
(b) Schéma de la particule virale du VIH-1

1.3.1 L’enveloppe

L’enveloppe du virus est une bicouche lipidique provenant de la membrane plasmique

de la cellule hôte. Elle a pour particularité d’être particulièrement riche en cholestérol et en

glycosphingolipide [21], du fait de l’affinité particulière de Gag pour les ”radeaux lipidiques”,

ce qui faciliterait son bourgeonnement [22]. Des protéines d’origine cellulaire (telles que les

molécules HLA, ICAM-1 [23]), ou d’origine virale (TMgp41, SUgp120) y sont sélectivement

insérées. Les protéines SUgp120 et TMgp41 sont associées en hétérotrimères à la surface
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des virions [24].

La sous-unité SUgp120 comporte un site de liaison pour les récepteurs CD4, et pour les

récepteurs des chimiokines CCR5 et CXCR4 [25]. C’est une protéine richement glycosylée

avec 24 sites potentiels de glycosylation (séquences Asn-X-Ser/Thr) [26, 27] dont 13 sont

conservés parmi les différents isolats de virus. Le profil de glycosylation dépend de la cellule

infectée, ce qui pourrait jouer un rôle dans l’infectiosité du virus [28, 29]. La variabilité

de la surface du virus est probablement un facteur important pour échapper au système

immunitaire [30, 31, 32]. Sa séquence, d’environ 480 acides aminés, comporte cinq régions

variables (V1 à V5) et cinq régions relativement conservées (C1 à C5).

La sous-unité TMgp41 (345 acides aminés) est impliquée dans la fusion des membranes

au moment de l’entrée du virus dans la cellule. Elle se subdivise en un ectodomaine Nterminal,

qui comprend notamment le peptide de fusion, un domaine transmembranaire, et une queue

cytoplasmique qui interagit avec la matrice. L’ectodomaine est un trimère symétrique , dont

chaque monomère consiste en deux hélices α antiparallèles reliées par une large boucle (les

hélices Nter se retrouvent au centre alors que les domaines Cter se positionnent autour selon

un arrangement anti-parrallèle) (Figure 1.5). Contrairement à SUgp120, TMgp41 présente

des domaines très conservés, notamment le domaine de fusion, des régions heptad permet-

tant la trimérisation ou encore un domaine transmembranaire nécessaire à son insertion

dans la membrane virale [33].

1.3.2 La matrice

La matrice (protéine p17) est obtenue à partir du clivage du précurseur polyprotéique

Pr55Gag en son extrémité Nter (pour des revues, voir [36, 37]).

MAp17 est une protéine de 132 aminoacides, présentant un résidu Glycine en Nterminal

pouvant être myristoylé. Sa structure tridimensionelle est composée de cinq hélices α, dont

quatre se groupent pour former une tête globulaire [38, 34]. Cette protéine multifonction-

nelle possède plusieurs signaux de ciblage (signal d’adressage à la membrane, signal de

localisation nucléaire) régulés par des modifications structurales et biochimiques telles que

la myristoylation, la multimérisation, ou la phosphorylation. Au sein du complexe Pr55Gag,

la MA permet d’adresser Pr55Gag vers les compartiments cellulaires où s’opère l’assemblage.
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Figure 1.5 – Structure des protéines (ou fragments protéiques) de VIH-1.
L’échelle est identique pour toutes les structures. L’ectodomaine TM correspond à celui du SIV.

L’exposition du myristate, nécessaire à l’association stable de p17 avec les membranes, se-

rait déclenchée par l’oligomérisation de Pr55Gag et son interation avec le PI(4,5)P2 (un

phosphatidyl-inositol phosphate) [39, 40]. La maturation protéolytique de la matrice [41]

inhiberait cette exposition, provoquant une destabilisation de l’oligomérisation. Le domaine

de la MA au sein de Pr55Gag serait essentiel pour recruter la glycoprotéine Env [42]. La

forme monomérique de MA serait, quand à elle, impliquée dans l’étape de décapsidation

[43], et le transport du complexe de transcription inverse (RTC) dans le cytoplasme via son

interaction avec l’actine. La MA possède un domaine basique de liaison aux ARN, avec un
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Figure 1.6 – Représentation de la structure cristalline d’un trimère de la matrice du VIH-1
intéragissant avec une membrane lipidique (adapté de [34] par Adamson & al. [35])

site de liaison préférentiel pour une séquence homologue aux nucléotides 1433-1446 de pol

[44], laissant supposer que la MA et la nucléocapside puissent agir de manière concomittante

dans le recrutement de l’ARNg au cours de l’assemblage [23].

1.3.3 La capside

Dans le virus mature, la capside (CA) a une forme icosaédrique de type fullerène. Elle

est constituée par l’assemblage de la protéine p24 (232 acides aminés), qui est, comme p17,

produite à partir de la maturation du précurseur polyprotéique Pr55Gag. Des résolutions

partielles de p24 ont tout d’abord été déterminées par cristallographie et RMN [45, 46,

47, 48], permettant la modélisation de la totalité de la capside [49, 50], puis des modèles

de microscopie électronique et de RMN ont permis de déterminer la structure complète

de la protéine [51, 52, 53, 54]. La p24 est composée de deux domaines indépendants reliés

par une portion flexible : le domaine Nterm, composé de 7 hélices α, et le domaine Cterm,

structuré en 4 hélices α (Figure 1.7). Le domaine Nterm, qui constitue le corps de la protéine,

est impliqué dans la condensation et la morphogenèse de la capside. De plus, une région

de ce domaine présente un site de liaison pour la Cyclophiline A, une enzyme cellulaire à

activité protéinase, encapsidée au sein de la particule virale, et qui faciliterait l’étape de

décapsidation [45]. Après maturation, les protéines p24 s’organisent principalement sous
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forme d’hexamères dont la partie interne est constituée par six domaines Nterm et la partie

externe par les domaines Cterm qui dimérisent pour lier les différents hexamères les uns

aux autres. La capside résulte de l’assemblage d’environ 250 hexamères et d’exactement 12

pentamères (Figure 1.7). Ainsi, la CA joue un rôle fondamental dans la structuration de la

particule virale.

Figure 1.7 – Structure de la capside du VIH-1 [53]

L’antigénémie p24 peut être utilisée comme marqueur diagnostic de l’infection par le

VIH-1 (tests combinés), même si les tests de dépistage reposent plutôt sur la détection

d’anticorps anti-HIV (tout test ELISA positif est confirmé par Western Blot. Ce dernier

est considéré positif lorsqu’au moins un anticorps dirigé contre p24, gp41, gp120 ou gp160

est détecté). En outre, il semblerait que le taux de p24 plasmatique constitue un indicateur

précoce de la progression de l’infection à VIH-1 [55]

1.3.4 La nucléocapside

On retrouve dans la nucléocapside les deux molécules d’ARN génomique recouvertes

et protégées par environ 1500 à 2000 unités de protéine de la nucléocapside (NCp7), les
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enzymes virales nécessaires à la réplication comme la rétrotranscriptase (RTp66/p51), la

protéase (PRp12) et l’intégrase (INp32) ainsi que des protéines et ARNt d’origine cellulaire.

La protéine de la nucléocapside

La NCp7 est une petite protéine basique de 55 acides aminés présentant des régions en

doigts de zinc. Sa structure détaillée et sa contribution dans le cycle viral seront traitées

section 1.7.

La protéine p6

La p6 est une petite protéine de masse moléculaire de 6 à 7 kDa (51 AA). Elle est issue

du clivage de l’extremité Cterm du précurseur polyprotéique Pr55Gag. Elle présente deux

régions fonctionnelles importantes dont les séquences sont conservées, appelées région-L, L

pour (( late )), puisque ces motifs jouent un rôle critique dans la phase tardive du cycle viral

en recrutant les protéines cellulaires nécessaires au bourgeonnement du virus [56]. Une mu-

tation à l’intérieur de ces motifs réduit significativement la production de particules virales

[57]. De plus, ce type de motif est retrouvé chez de nombreux rétrovirus. Les motifs L sont

reconnus par Tsg101 et AIP1 (ou Alix) [57, 58, 59], deux facteurs cellulaires impliqués dans

la biogénèse des endosomes tardifs et le tri des molécules ”cargo” à leur niveau. La mono-

ubiquitinylation de deux résidus lysines au sein de la séquence de p6 pourrait également

permettre (en synergie avec d’autres sites mono-ubiquitinylés de Pr55Gag) le recrutement de

facteurs cellulaires impliqués dans le relargage du VIH-1 [60]. D’autre part, p6 est capable

de se lier à Vpr (Viral protein R), cette interaction permettant l’encapsidation de Vpr dans

les virions [61, 62].

Les protéines enzymatiques

La protéase

La protéase (PR) est une aspartyl-protéase. Elle est générée par le clivage de Pr160Gag−Pol

selon un mécanisme d’autocatalyse [63]. La PR est une enzyme clé indispensable à la ma-

turation du virus et dont l’inhibition induit la production de virions non-infectieux [64]. La
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Figure 1.8 – Structure de l’homodimère de la protéase du VIH-1 (fichier PDB 1EBY)

PR est fonctionnelle sous forme d’homodimère. Les deux sous-unités de 99 AA intéragissent

par leur extrémité Nterm et Cterm, ainsi que par une région “flap” qui est un motif adaptatif

réagissant à la liaison du substrat, pour augmenter l’affinité de l’enzyme pour celui-ci. Le

site actif est constitué par l’arrangement de deux motifs Asp-Thr-Gly (Asp25, Thr26 et

Gly27), caractéristiques des asparatyl-protéases. Ces motifs sont portés par chacune des

deux sous-unités . Le site catalytique est situé au centre d’une poche de liaison au substrat

au niveau duquel une molécule d’eau assure la protonation alternative des deux résidus

Asp25 [65]. La reconnaissance des sites de clivage au sein de Pr55Gag ou de Pr160Gag−Pol

semble se faire via des conformations spécifiques [66, 67] plus que par une spécificité de

séquence. La protéase, de part son importance quand à l’infectiosité du virus, est une cible

privilégiée des thérapies anti-rétrovirales.

L’intégrase

L’intégrase (IN) catalyse une série de réaction comme le 3’ processing et le transfert

de brin, aboutissant à l’insertion de l’ADN proviral au sein du génome de la cellule hôte.

Elle est codée par Pr160Gag−Pol. Sous sa forme fonctionnelle, elle se présente sous forme

tétramérique. L’IN est constituée de 288 AA (32kDa) formant trois domaines distincts : un

domaine Nterm (1-50) qui lie le Zn2+, un domaine catalytique (51-212) et un domaine Cterm

liant l’ADN [69]. La structure complète de cette strucure enzymatique a été modélisée à
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Figure 1.9 – Structure du complexe intégrase-LEDGF/p75
Ce complexe est formé de 4 IN organisées en 2 dimères asymétriques (A1-A2 et B1-B2) s’associant à 2
LEDGF/p75 [68]

partir de la résolution de différents domaines [70]. En fait, l’IN s’associe avec la protéine

LEDGF/p75 (human lens epithelium-derived growth factor/transcription co-activator p75 )

pour former un complexe nucléaire (4 IN et 2 LEDGF/p75) capable de lier l’ADN viral et

l’ADN cellulaire cible et de permettre l’intégration du génome viral [71, 68].

La réverse transcriptase

La réverse transcriptase (RT) est codée par le gène pol. Elle est un produit de clivage

de Pr160Gag−Pol. La formation de l’hétérodimère p66/p51 résulte de l’homodimérisation

préalable de deux sous-unités p66. Ce dimère subit ensuite un clivage sélectif interne d’une

seule de ses sous-unités.

La structure de la RT a été très largement étudiée, avec plus d’une centaine de structures

déterminées : RT libre, RT complexée avec différents types d’inhibiteurs, RT associée au

complexe amorce/matrice, en présence ou non de dNTP. L’obtention de ces structures a

permis une grande avancée dans la compréhension du mécanisme de l’activité catalytique de

la transcriptase inverse et de l’émergence des virus résistants aux drogues antirétrovirales.
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La sous-unité p66

La sous-unité p66 est formée de 560 acides aminés et est organisée en 5 domaines. La

structure de la RT présente un similitude grossière avec une main droite (Figure 1.11), d’où

le nom de ses différents domaines :

i. Les doigts (AA 1-84 et 120-150) sont impliqués dans le contact de la RT avec le brin

matrice et dans la processivité de la RT lors de la polymérisation [72, 73, 74].

ii. La paume (AA 85-119 et 151-244) contient le site catalytique de l’activité polymérase

avec la séquence consensus YMDD (Tyr183-Met184-Asp185-Asp186) conservée dans

les ADN polymérases [75, 76, 77]. Le site catalytique contient deux ions Mg2+ qui

sont maintenus grâce à leur interaction avec les résidus Asp110, Val111, Asp185 et

Asp186 [78, 57, 77]. Les résidus 229 à 232 forment le motif “primer grip” impliqué

dans le positionnement du complexe matrice/amorce [79, 80, 81].

iii. Le pouce intervient dans la fixation du complexe matrice/amorce. Ce domaine

contient également un motif conservé helix clamp riche en résidus basiques, qui par-

ticipe à la liaison avec les acides nucléiques [82, 83, 73, 84].

iv. Le domaine de connection (AA 323-437) relie le domaine de polymérisation au do-

maine RNase H. Il contient un grand nombre de résidus hydrophobes responsables

de la dimérisation, assurant une conformation correcte de l’enzyme et une activité

RNase H efficace [85, 86].

v. Le domaine RNase H (AA 438-460) n’adopte sa conformation active qu’en inter-

agissant avec la sous-unité p51 dont le pouce forme le plancher du site catalytique.

Celui-ci est formé par les acides aminés Asp443, Glu478, Asp498, His539 et Asp549.

Sa structure est très proche de celle de la RNAse H de E.coli ou de T. thermophilus

[87, 88]

La sous-unité p66 contient également un site de fixation des dNTP. Le nucléoside tri-

phosphate destiné à être incorporé au brin d’ADN est stabilisé grâce à des interactions

ioniques via les deux ions Mg2+ et les résidus Lys65 et Arg72 ainsi que par des liaisons

hydrogènes formées avec les groupements −NH des résidus Asp113, Ala114 et Tyr115 [57].
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Figure 1.10 – Structure tridimensionnelle de la RT du VIH-1 complexée avec un acide
nucléique.
La sous-unité p51 est en gris, les doigts sont représentés en bleu, la paume en rouge, le pouce en vert, le
domaine de connexion en jaune et le domaine RNAseH en mauve.

Figure 1.11 – Structure tridimensionnelle des sous-unités p66 et p51 de la RT du VIH-1.
Les doigts sont représentés en bleu, la paume en rouge, le pouce en vert et le domaine de connexion en
jaune.
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La sous-unité p51

La sous-unité p51 est composée de 440 acides aminés. Elle possède les mêmes domaines

que la sous-unité p66 à l’exception du domaine RNase H, mais sa conformation est très

différente (Figure 1.11), expliquant sans doute pourquoi cette sous-unité ne possède pas

d’activité enzymatique. Il a été suggéré que la sous-unité p51 jouerait un rôle dans le replie-

ment de la sous-unité p66. Elle pourrait favoriser sa fixation sur la matrice et stabiliserait

ainsi le complexe ternaire de transcription inverse [11, 89].

L’activité RNase H de la RT

L’activité RNase H (Ribonucléase H) permet l’hydrolyse d’un brin ARN engagé dans un

hybride ARN-ADN. La RNase H des RT rétrovirales est similaire aux RNase H des bacté-

ries ou des cellules eucaryotes [90], mais présente un mécanisme de clivage différent puisque

la RNase H libère des extrémités 3’OH et 5’-PO−

4 . Ces groupements pourront être utilisés

pour former de nouvelles liaisons 3’,5’-phosphodiester. Cette propriété est importante pour

le rôle joué par la RNase H lors de la transcription inverse rétrovirale. En effet, le clivage

de l’ARN rétroviral par la RNase H au cours de la synthèse du brin d’ADN(-) génère les

amorces pour la synthèse du brin (+).

Deux types de clivage ont été mis en évidence : le clivage polymérase dépendant et indé-

pendant [91, 92] :

i. L’activité RNase H polymérase dépendante clive l’ARN 17 à 18 nucléotides en amont

de l’extrémité 3’ terminale de l’ADN néosynthétisé [93]. Cette distance est dictée par

la séparation spatiale entre les deux sites catalytiques de la RT. Dans la mesure où

la vitesse de clivage de l’ARN est plus faible que celle de l’incorporation des dNTP,

l’ARN n’est pas totalement dégradé et des oligonucléotides d’ARN restent hybridés à

l’ADN néosynthétisé [93, 94].

ii. L’hydrolyse indépendante de l’activité de polymérisation permet de cliver les ARN de

18 nt en ARN de 9 nt. Ces ARN se dissocient probablement de l’ADN néosynthétisé.
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Mécanisme de polymérisation par la RT

La RT est une ADN polymérase ARN et ADN dépendante, elle a donc la capacité

d’allonger une amorce ARN ou ADN hybridée à une matrice. L’enzyme utilise de façon

ordonnée deux substrats, l’acide nucléique et le nucléotide, selon un mécanisme de type

bi-bi ordonné.

La réaction de polymérisation peut être séquencée comme suit [77] (Figure 1.12) :

1. Fixation de l’enzyme sur la matrice (ARN ou ADN), induisant un changement confor-

mationnel de la RT, notamment un mouvement du pouce favorisant un placement

correct du couple matrice/amorce.

2. Fixation du dNTP conduisant à un nouveau changement conformationnel de la RT

qui adopte une position plus fermée.

3. Attaque nucléophile de l’extrémité 3’-hydroxyle de l’amorce sur le phosphate α du

nucléotide entrant formant une liaison phosphodiester. L’amorce est allongée d’un

nucléotide.

4. Translocation de la RT favorisant un nouveau cycle catalytique. La translocation se

fait soit de manière concomitante à la libération du pyrophosphate (PPi), soit juste

après. Le relargage du PPi pourrait favoriser l’ouverture des doigts et l’obtention d’un

complexe ouvert.

La RT a la capacité de polymériser l’ADNc à très faible concentration en dNTP. C’est sans

doute une des raisons expliquant pourquoi le virus peut se répliquer au sein de cellules

quiescentes [95].

La synthèse d’ADN est dite processive lorsque la RT incorpore plusieurs nt sans se dis-

socier du complexe A/M. Elle est dite distributive lorsque la RT se dissocie du complexe

A/M après addition de chaque nt. Le rapport kpol/koff détermine le type de polymérisation

(processive si ce rapport est supérieur à 1, distributive sinon). Un troisième type de poly-

mérisation correspond à la terminaison forcée, induite par la présence d’un seul nucléotide

pouvant être incorporé, ou par l’incorporation d’un terminateur de châıne. Dans ce cas, la

RT ne peut plus incorporer de nucléotides.
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Figure 1.12 – Représentation schématique des étapes de polymérisation d’un nucléotide
par la RT de HIV-1 [7].
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Les protéines régulatrices et auxiliaires

Des protéines régulatrices (Tat et Rev) et auxiliaires (Nef, Vif, Vpr et Vpu) sont égale-

ment codées par le génome du VIH-1.

Tat (TransActivator of Transcription)

Outre son activité de transactivation de la transcription qui sera décrite au cours de la

description du cycle réplicatif [10], Tat serait également impliquée dans la régulation de la

transcription inverse [96], l’élaboration de la coiffe en 5’ de l’ARNm [97], et l’épissage [98].

Tat jouerait aussi un rôle de répression de l’expression des molécules du complexe majeur

d’histocompatibilité (CMH-1) [99].

Rev (Regulatory of Virion Expression)

La protéine Rev (116 acides aminés) est un trans-activateur post-transcriptionnel qui pos-

sède un signal d’export nucléaire (NES pour Nuclear Export Signal) ainsi qu’un signal

d’import nucléaire (NLS, Nuclear Localisation Signal) [100], lui permettant d’intervenir

dans l’export nucléaire des ARNm non épissés ou mono-épissés, lors de la phase tardive

de l’expression du génome viral. De plus, Rev augmente la stabilité des ARNm viraux non

épissés [101].

Vpr (Viral Protein R)

La protéine Vpr (96 acides aminés) est encapsidée dans le virion [102] grâce à son interaction

avec le domaine C-terminal de Pr55Gag [62]. Vpr est localisée dans la nucléocapside en

association avec l’ARN viral [103, 104]. Au cours du cycle viral, Vpr est impliquée dans

la fidélité de la transcription inverse, dans la trans-activation à partir du LTR, et dans

l’import nucléaire de l’ADN viral au sein du complexe de pré-intégration (PIC) [105]. Vpr

permet au virus de se répliquer dans des cellules quiescentes. De plus, Vpr conduit à l’arrêt

du cycle cellulaire en phase G2/M [106, 107], et a un effet direct sur la perméabilité de la

mitochondrie en interagissant avec des protéines du pore mitochondrial, induisant l’apoptose

des cellules infectées [108].

Nef (Negative Regulatory Factor)

La protéine Nef (206 acides aminés) augmente l’infectiosité du VIH-1. L’expression de Nef

se fait rapidement après la transcription virale, suggérant qu’elle est nécessaire à la propa-

gation efficace du virus. Nef favorise en effet la survie des cellules infectées notamment en
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modulant à la baisse l’expression de plusieurs molécules de surface : i. les CD4 et CD28

évitant ainsi une surinfection détrimentale des cellules [109] et ii. des molécules du complexe

majeur d’histocompatibilité I (CMH I) et du CMH II présentes sur les cellules présenta-

trices d’antigène (CPA) et impliquées dans la reconnaissance des cellules infectées par le

système immunitaire [110, 111].

Vif (Virion Infectivity Factor)

La protéine Vif (192 acides aminés) est encapsidée en interagissant avec la région 5’ de

l’ARN génomique [112], ainsi qu’avec le précurseur Gag [113]. Vif stimule la dégradation

par le protéasome de cytidines désaminases cellulaires de la famille des APOBEC (APO-

lipoprotein B mRNA editing Enzyme, Catalytic polypeptide). APOBEC3G est responsable

d’hypermutations du génome viral au cours de la rétro-transcription. APOBEC3G consti-

tue donc une défense de l’hôte contre l’infection virale. Cette défense est rendue inefficace

par la présence de Vif. La présence de Vif permet la réplication virale dans des cellules

non permissives. D’autre part, Vif stimulerait la transcription inverse en augmentant, en

synergie avec NCp7, la processivité de la transcriptase inverse et en activant le premier saut

de brin [114].

Vpu (Viral Protein U )

Vpu (81 acides aminés) est une protéine membranaire présente uniquement dans le VIH-

1 et quelques isolats de SIV. Vpu induit la dégradation via le protéasome des récepteurs

CD4 co-localisés avec les protéines Env au sein du réticulum endoplasmique [115]. Vpu

favorise également le bourgeonnement des particules virales à la surface des cellules infectées

[116], particulièrement dans les cellules exprimant la tetherine, un interféron responsable

de l’inhibition du bourgeonnement viral.
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1.4 Le cycle réplicatif du VIH-1

La connaissance des différentes étapes du cycle réplicatif est essentielle à la compréhen-

sion de la physiopathologie du VIH et à la mise au point des thérapeutiques. Les principales

étapes sont :

Entrée : fixation à la surface des cellules portant le récepteur CD4. Le virus pénètre dans

la cellule après interaction avec d’autres corécepteurs, en particulier les récepteurs des

chimiokines CCR5 ou CXCR4.

Synthèse de l’ADN proviral lors de l’étape de rétro-transcription.

Intégration de l’ADN proviral au génome de la cellule infectée

Transcription de l’ADN proviral en ARNm et synthèse des protéines virales par la

machinerie cellulaire

Assemblage, bourgeonnement et maturation conduisant à la formation de nouvelles

particules virales infectieuses.

1.4.1 La phase précoce de la réplication de VIH-1

Reconnaissance, fusion et entrée

La reconnaissance de la cellule cible se fait par l’intermédaire de la liaison de la glyco-

protéine de surface SUgp120 sur un récepteur CD4 présent sur la surface de la cellule cible.

Le cluster de différentiation 4 (CD4) est un marqueur protéique exprimée à la surface des

lymphocytes T CD4+, des cellules régulatrices T, des monocytes, des macrophages et de

certaines cellules dendritiques. L’interaction entre ces deux protéines de surface provoque

un changement conformationnel de la gp120, permettant la liaison simultanée de celle-ci à

un corécepteur. Plus d’une dizaine de co-récepteurs ont été identifiés, mais les principaux

sont CXCR4 pour les lymphocytes T CD4+ et CCR5 pour les macrophages. La formation

du complexe ternaire gp120/CD4/co-récepteur libère le domaine de fusion de la gp41 qui

peut alors être inséré dans la membrane plasmique de la cellule. Cette dernière étape per-

met la fusion des membranes virale et cellulaire. La libération de la capside virale au sein

du cytoplasme requiert donc nécessairement le passage celle-ci au travers du réseau cortical
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cellulaire d’actine qui peut se comporter comme une barrière protectrice [117]. La protéine

Nef, qui augmente l’infectivité de VIH-1, pourrait aider le virus à passer cette barrière [118].

Figure 1.13 – Processus d’entrée du VIH-1
1. Fixation de la gp120 au récepteur CD4
2. Fixation d’une boucle variable de la gp120 au co-récepteur et fixation de la gp41 sur la membrane
cellulaire
3. Pénétration dans la cellule.

Si le mode de reconnaissance, de fusion et d’entrée est principalement celui décrit plus

haut, le virus peut également infecter des cellules non présentatrices de CD4, comme les

lymphocytes B [119], les LT CD8+ [120] ou encore les trophoblastes [121], montrant que

VIH-1 présente d’autres moyens pour s’adsorber à la surface de nombreux types cellulaires,

en faisant intervenir des molécules de la cellule hôte qu’il a incorporé dans sa membrane et

leurs récepteurs correspondants situés dans la membrane des cellules cibles [122, 123, 124].

Décapsidation et rétrotranscription

Pour permettre l’intégration du génome viral au sein du génome de la cellule inféctée,

l’ARN génomique doit être converti en ADN double brin, ce qui est réalisé au cours de la

réverse transcription (RTion). La RTion est un processus complexe, catalysé par la Reverse

Transcriptase (RT) et facilité par la NCp7. Elle nécessite deux transferts de brin. La RTion

constitue une étape essentielle des étapes précoces de la réplication virale. Ainsi, l’orga-

nisation spatio-temporelle des événements permettant la réverse transcription du génome

viral est représentée schématiquement par un processus séquentiel dans lequel la capside
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est, une fois relarguée dans le cytoplasme, déstructurée pour former le complexe de réverse

transcription (RTC). La cyclophiline A, une protéine cellulaire présente dans les particules

virales, jouerait un rôle dans le processus de décapsidation [125, 126]. Le RTC, au sein du-

quel se déroule la RTion, se retrouve alors exposé aux desoxyribonucleotides présents dans

le cytoplasme. Ceci permet la rétro-synthèse d’ADN par la RT. La RT qui se trouve au sein

du RTC n’en constitue pas le constituant majoritaire. Le RTC est composé principalement

par l’ARN génomique viral couvert de quelques 1500 à 2000 molécules de NCp7, et contient

également d’autres protéines comme MA, CA, Vpr ou encore IN [127, 128, 129]. En fait,

cette vision schématique est remise en question par des observations récentes montrant que

le core de HIV-1 resterait intact dans le cytoplasme des cellules infectées jusqu’au moment

de l’import nucléaire et que la décapsidation se produirait au niveau des pores nucléaires

[130, 131, 132, 133, 134] (illustration Figure 1.15). La synthèse complète de l’ADN proviral

nécessiterait en outre un certain degré de stabilité et de structure du core. Enfin, il faut

mentionner que de nombreux systèmes cellulaires de restriction, tel que TRIM5α, peuvent

intervenir au cours de cette étape de transcription réverse [135, 136].

Le processus de synthèse de l’ADN viral peut être résumé par le schéma séquentiel

suivant :

1. La synthèse du brin ADN strong-stop

Débute par l’hybridation du tRNALys,3 sur la séquence Primer Binding Site (PBS)

de l’ARN viral qui génère une séquence double brin ARN/ARN de 18 nucléotides

reconnue par la RT. Ce complexe d’initiation permet de débuter la synthèse du brin

ADN(-). Le site d’hybridation du tRNALys,3 est proche de l’extrémité 5’ de l’ARN

viral. Un brin d’ADN(-) de 100 à 150 bases dit ADN strong-stop (-) ((-)ssDNA),

correspondant au domaine 5’ RU5 du génome, est généré et la synthèse d’ADN(-) ne

peut se poursuivre que suite au premier saut de brin.

2. Le premier saut de brin

Le premier saut de brin a lieu suite, ou de manière concomitante, à la dégradation

du brin d’ARN au sein du duplex ARN :(-)ssDNA par l’activité RNAse H de la RT.

Il permet le transfert du (-)ssDNA vers l’extrêmité 3’ terminale de l’ARN viral géno-
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mique. Ce transfert est rendu possible par la présence de séquences redondantes (R)

de part et d’autre de l’ARN viral. La séquence TAR est impliquée dans ce transfert.

Cette étape est facilitée par NCp7.

Figure 1.14 – Schéma des principales étapes de la transcription inverse

3. Synthèse complète du brin ADN(-)

Une fois le premier saut de brin effectué, la synthèse du brin ADN(-) peut se pour-

suivre, accompagnée par la digestion enzymatique de l’ARN par la RT. La dégradation

du brin d’ARN n’est cependant pas complète. De courtes sequences PPT (Poly Purine

Tract) résistent à la dégradation par la RNAse H.

4. Synthèse du brin d’ADN(+) et le second saut de brin

Les duplex ADN(-)/PPT servent d’amorce pour le début de la synthèse du brin

d’ADN(+) qui se poursuit jusqu’aux 18nt 3’ terminaux du tRNALys,3. Celui-ci est

ensuite dégradé par l’activité RNAse H de la RT. L’hybridation des séquence PBS(+)

et PBS(-) constitue le second saut de brin. Cette étape permet la synthèse complète

de l’ADN(+) avec in fine l’obtention de l’ADN proviral double brin. Tout comme le

premier saut de brin, cette étape est stimulée par la NCp7. Il est à noter également
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qu’en raison de l’initiation et de la terminaison centrale de la synthèse de l’ADN(+),

un flap d’ADN simple brin subsiste au centre de l’ADN proviral.

Transport intranucléaire de l’ADN proviral

Le core enfermant le RTC est dirigé rapidement vers le noyau par l’intermédiaire des

microtubules [132, 137]. Les lentivirus se distinguent des autres rétrovirus par leur capacité

à infecter des cellules quiescentes. Ceci est rendu possible par un transport actif du matériel

génétique au sein du noyau à travers les pores de l’enveloppe nucléaire. L’achèvement de la

transcription donne naissance au complexe de préintégration (ou PIC pour Pre-Integration

Complex ) qui comprend l’ADN proviral néosynthétisé, différentes protéines virales, dont

l’intégrase, la MA, la RT, Vpr et des protéines cellulaires HMG-I(Y) (High Mobility Group)

[138], BAF (Barrier to Autointegration Factor) et LEDGF/p75 [139, 71]. Le mécanisme

d’import implique probablement le système formé par les importines α et β et les protéines

Ran-GTP et nécessite les signaux de localisation nucléaire portés par la protéine de la ma-

trice, et Vpr [140]. Le mécanisme pourrait être comparable à celui décrit pour l’import dans

le noyau de la protéine Rev. Il semblerait que la présence du flap d’ADN soit un détermi-

nant majeur de ce mécanisme (Figure 1.15), puisqu’il constituerait le signal déclencheur de

la décapsidation, permettant la formation du PIC [141, 131, 142].

Intégration de l’ADN proviral

Une fois dans le noyau, l’ADN proviral est intégré dans le génome de la cellule hôte

(Figure 1.15, étape 10). Cette réaction est catalysée par l’intégrase virale qui reconnâıt spé-

cifiquement les deux LTR aux extrémités de l’ADN viral. L’intégrase clive un dinucléotide

(GT) à chaque extrémité 3’, libérant un dinucléotide CA fortement conservé et porteur d’une

extrémité 3’-hydroxyl (Figure 1.16). C’est le 3’ processing. L’intégrase catalyse l’insersion

de l’extrémité CA-OH 3’ dans le génome cellulaire par une réaction de trans-estérification

(strand transfer) [143]. Les enzymes cellulaires de maintien du génome réparent ensuite les

discontinuités obtenues au niveau des sites de ligation cellulaires [144]. L’intégrase à elle

seule permet de catalyser cette étape. Cependant, d’autres protéines, telles que la NCp7

[145], HMGI(Y) [146] et LEDGF [147] en augmentent l’efficacité. Les sites d’intégration
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Figure 1.15 – Transport intracellulaire et import nucléaire du VIH-1
1. Entrée du VIH-1 et passage au sein du cytoskelette d’actine
2. Le core du VIH-1 est dirigé vers le noyau via les microtubules
3-6. Le core s’attache aux complexes des pores nucléaires
7. Décapsidation DNA-flap dépendante pour former le complexe de pré-intégration
8-9. Import nucléaire via les pores nucléaires
10. Intégration de l’ADN proviral à la chromatine de la cellule hôte ou circularisation

de l’ADN proviral sont multiples et la plupart des cellules infectées possèdent plus d’un

provirus intégré [148]. Des sites préférentiels d’intégration ((( hotspots ))) pourraient exis-

ter dans les gènes qui sont activés à la suite d’une infection cellulaire par le VIH-1 [149].

Suite à l’étape d’intégration, il existe une étape de latence d’une durée variable et dont les

mécanismes demeurent mal connus.

1.4.2 La phase post-intégrative

Cette phase débute par la synthèse d’ARN messagers viraux et se termine lors du bour-

geonnement et de la maturation du virus.
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Figure 1.16 – Intégration de l’ADN viral dans le génome de la cellule

Transcription, export nucléaire et traduction

La transcription de l’ADN viral intégré dans le génome est la première étape vers la

synthèse des protéines virales. L’expression du génome viral se déroule en deux étapes : une

phase précoce au cours de laquelle sont exprimées des protéines régulatices, suivie d’une

phase tardive où les protéines structurales et accessoires seront traduites.

Phase précoce

Initiation de la transcription

Le VIH détourne la machinerie transcriptionnelle/traductionnelle de la cellule infectée.

La transcription est assurée par l’ARN polymérase II. L’ADN proviral intégré fonctionne

comme un gène eucaryote qui possède des promoteurs transcriptionnels favorisant le po-

sitionement de l’ARN pol II au niveau du site d’initiation de la transcription. La faible

processivité de l’ARN pol II entraine la synthèse de transcrits courts, non polyadénylés.

Une quantité minimale d’ARNv est transcrite, multi-épissée et traduite par la machinerie

cellulaire permettant la synthèse des protéines régulatrices Tat, Rev et Nef. La protéine Tat
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active la transcription en se fixant sur la boucle interne de la séquence en tige boucle TAR

en 5’ de l’ARN viral en cours de transcription [150, 151, 152] (Figure 1.17 : étapes 1-2).

La fixation de Tat permet de recruter différents facteurs comme la TATA-binding protéine

(TBP), la cycline T1, la kinase 9 cyclin-dépendente (CDK9) et P-TEFb [153, 154, 155, 156],

un facteur positif d’élongation de la transcription. Ce dernier hyperphosphoryle le domaine

Cterm de l’ARN pol II, ce qui a pour effet d’augmenter la processivité de l’enzyme (Figure

1.17 : étape 3). La dissociation du complexe Tat-P-TEFb-TAR se fait après acétylation de

Tat. L’interaction de Tat acétylée avec la protéine p300/CREB binding protein-associated

factor (PCAF) (Figure 1.17 : étape 4), permet la synthèse de transcrits longs polyadénylés.

Ces nouveaux transcrits codent pour des protéines de structure, des enzymes, des protéines

auxiliaires mais également pour l’ARN génomique pouvant être intégré dans les nouveaux

virions.

Figure 1.17 – Modèle de l’action trans-activatrice de Tat [7].
1-2. Fixation de Tat et recrutement de différents facteurs
3. Hyperphosphorylation du domaine Cterm de l’ARN pol II qui augmente la processivité de l’enzyme
4. Dissociation du complexe Tat-P-TEFb-TAR suite à l’acétylation de Tat

Epissage des ARNm viraux

À partir des transcrits longs, un grand nombre de d’ARNm viraux différents sont générés
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par un mécanisme d’épissage alternatif [157]. Les ARNm non-épissés codent pour Gag et

Pol ou sont encapsidés, les ARNm mono-épissés (4 kb) codent pour Vif, Env, Vpr et Vpu,

et enfin, les ARN multi-épisssés (2.4 kb) codent pour Tat, Rev et Nef.

Figure 1.18 – Expression du génome de HIV-1.
A. ADN proviral du VIH-1 (pNL4.3).
Les rectangles noirs correspondent aux LTRs. Le signal d’encapsidation (Psi) est en rouge et le domaine RRE en gris

B. Représentation des principaux ARNm.

Phase tardive

Export nucléaire des ARNm

La régulation de la phase tardive se fait notamment par la protéine Rev. En effet, alors que

les ARNm multi-épissés peuvent sortir librement du compartiment nucléaire, les ARNm

non-épissés ou mono-épissés nécessitent l’implication de la protéine Rev pour l’export nu-

cléaire [158]. La protéine Rev contient un domaine de liaison à l’ARN riche en arginines

qui lie spécifiquement la séquence RRE (Rev Responsive Element) localisée dans le gène

env [18] des ARNm non ou mono-épissés. Ce motif riche en arginines possède un signal

NLS (Nuclear Localization Signal) ainsi qu’un domaine NES (Nuclear Export Signal). La
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protéine Rev agit au moyen d’un cycle répété d’import-export [100], permettant à chaque

cycle, l’export nucléaire des ARNm (Figure 1.19). La multimérisation de Rev sur le do-

maine RRE masque le signal NLS et dévoile le NES, ce qui permet au multimère de Rev

d’interagir avec des facteurs d’exports nucléaires (comme Chromosome Maintenance gene1

(CRM1) et Ran GTP/GDP) et d’adresser les ARNm vers le cytoplasme de la cellule où ils

pourront être traduits.

Figure 1.19 – Export nucléaire de l’ARNm viral au moyen de cycles import - export
répétés de la protéine Rev.
Dans le cytoplasme, Rev s’associe aux importines et à Ran GDP pour être transloqué dans le noyau. Une
fois dans le noyau, Rev lie l’ARNm par la séquence RRE, se multimérise et s’associe à l’exportine liée
au GTP (XPO), pour être exportée vers le cytoplasme. Le signal d’export nucléaire (NES) de Rev permet
l’interaction avec XPO. Dans le cytoplasme, le GTP va être hydrolysé, ce qui permet le relargage de l’ARNm

Traduction des ARNm

La traduction de ces ARNm dépend uniquement de la machinerie cellulaire. La synthèse

des différentes protéines résulte de l’existence de différents transcrits d’ARNm. Dans le
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cytoplasme, les ARNm mono-épissés sont traduits en précurseurs polyprotéiques gp160 à

l’origine des glycoprotéines gp120 et gp41 [159], tandis que les ARNm non-épissés abou-

tissent à la production des précurseurs polyprotéiques Pr55Gag et Pr160Gag-Pol qui sont

à l’origine de toutes les autres protéines structurales, fonctionnelles et enzymatiques du

virus. Un mécanisme de type IRES-dépendant (Internal Ribosome Entry Sites) est égale-

ment envisageable. Celui-ci, en permettant l’initiation de la traduction de manière interne,

permettrait de contourner le fait que le codon AUG d’initiation de la traduction puisse être

masqué suite à la liaison de molécules de Gag néo-synthétisées aux 5’-UTR des ARNm non

épissés. Des éléments IRES ont été localisés dans le 5’-UTR et dans les régions codantes de

l’ARN [160, 161].

Assemblage et relargage des virions

La multimérisation du précurseur de la polyprotéine Gag, Pr55Gag, constitue l’événene-

ment central de la formation de particules du VIH-1. En effet, Pr55Gag permet à lui seul de

produire des particules de type viral (virus-like particles ou VLP) [162], même si la présence

de l’ARN génomique, des enzymes codées par pol ainsi que des glycoprotéines d’enveloppe

sont nécessaires à la production de virus infectieux [35]. Par l’intermédiaire d’intéractions

protéine-protéine, protéine-ARN, et protéine-lipide, Pr55Gag assure l’orchestration de l’in-

corporation de chacun des composants majeurs constituants les particules virales, selon

un modèle guidé par une double plateforme avec d’un côté l’ARN viral et de l’autre, les

membranes cellulaires. En effet, l’ARN génomique du VIH-1 est un transcrit cappé et poly-

adénylé qui est sélectivement incorporé dans les particules virales sous forme de dimère. Son

encapsidation dans les particules virales dépend de l’interaction de l’ARNg avec le domaine

NC du précurseur Gag [163, 164]. La NC reconnait la séquence d’encapsidation Ψ, localisée

entre le site donneur d’épissage et le codon d’initiation du gène gag, ce qui favorise l’incor-

poration de l’ARN viral non épissé [165]. Il est en effet nécessaire que l’encapsidation de

l’ARN génomique dans la particule rétrovirale soit un processus hautement spécifique qui

permette la sélection d’un type unique d’ARN au milieu des ARNm totaux, cappés et poly-

adénylés présents dans la cellule infectée [166, 167]. La capture de l’ARN génomique se fait

au niveau périnucléaire/centrosomale [168]. L’ARNg constitue un échaffaudage (scaffold)
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pour l’assemblage du VIH-1 [14]. En effet, la fixation concomitante de nombreux précur-

seurs sur l’ARN favoriserait la multimérisation de Pr55Gag, étape nécessaire à l’assemblage

des particules [169]. D’autre part, ce processus inhiberait la traduction de l’ARN en sti-

mulant sa dimérisation, ce qui permettrait son incorporation dans la particule virale [170].

De plus, l’acheminement vers les membranes des complexes ARN-Gag est assurée par la

région MA de Pr55Gag, qui dirige Pr55Gag vers les rafts ou les endosomes tardifs incluant

les MVB (multivesicular bodies). La partie Nterm myristoylée de la matrice, associée à un

cluster de résidus basiques permet l’ancrage de Pr55Gag aux membranes cellulaires. Sur la

base d’une homologie du processus de bourgeonnement viral avec la biogenèse des endo-

somes, il a été proposé que le bourgeonnement des particules infectieuses puisse avoir lieu

au niveau des endosomes tardifs [171, 172, 173, 174, 175]. Des observations récentes tendent

à montrer que l’assemblage est ciblé à la membrane plasmique et que la présence de parti-

cules virales dans les endosomes pourrait résulter de l’endocytose de bourgeons déficients

[176, 177, 178, 179, 180], ou même que les compartiments associés aux endosomes tardifs

pourraient correspondre à des invaginations de la membrane plasmatique [181, 182]. Cette

question reste donc très débattue.

La formation des particules infectieuses requiert ensuite le recrutement de Gag-Pol

[183, 184], Env [35, 185], Vpr, Vif et Nef, ainsi que des protéines cellulaires [23, 186, 187]. Le

recrutement de Gag-Pol, précurseur de la protéase, de la RT et de l’IN, se fait obligatoire-

ment via son interaction avec Gag [188], par le domaine capside de Pr55Gag [189], tandis que

les protéines d’enveloppe sont recrutées par le domaine MA de Gag [190]. À noter également

que le virion encapside des acides nucléiques cellulaires comme le tRNALys3 [191, 192]. Puis

les virions assemblés quittent la cellule par bourgeonnement. Pour ce, Pr55Gag recrute, via

son domaine p6, la machinerie cellulaire ESCRT (endosomal sorting complex required for

transport ) [193]. Le bourgeonnement a lieu depuis la membrane plasmique et/ou par fusion

membranaire des compartiments intracellulaires, vraisemblablement au niveau de radeaux

lipidiques [194] ou de microdomaines membranaires enrichis en tétraspanines [195, 196].

Le schéma 1.20 résume les étapes tardives du cycle réplicatif du VIH-1.
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Figure 1.20 – Traffic et voies d’assemblage de VIH-1.
1. Synthèse et multimérisation de Pr55Gag sur l’ARNv
2-3. Adressage des complexes Gag-ARN vers la membrane plasmique ou vers les compartiments endosomaux
4-6. Sécrétion et recyclage de l’enveloppe qui est ensuite recrutée par Gag au sein de la particule virale en
formation
7-8. Bourgeonnement des virions stimulé par la machinerie cellulaire ESCRT

Maturation des virions

Une fois que le virion est libéré de la cellule hôte, le virus subit une étape de maturation

[35]. Celle-ci correspond à une modification architecturale résultant du clivage du précur-

seur Pr55Gag. Ces étapes de clivage sont assurées par la protéase codée par Pr160Gag−Pol.

Consécutivement au recrutement de Pr160Gag−Pol lors de l’assemblage, la concentration

intra-virion de ce précurseur devient suffisante pour permettre sa dimérisation, ce qui ac-

tive la protéase et permet à celle-ci de s’auto-cliver au sein du virion libéré. Ces étapes de

maturation permettent l’obtention d’une particule infectieuse.
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1.5 Physiopathologie, histoire naturelle et aspects cli-

niques de l’infection à VIH-1

L’infection par le VIH évolue en plusieurs phases pouvant se succéder dans le temps :

Primo-infection (ou phase aiguë)

Première phase de l’infection après la contamination, au cours de laquelle le virus

se réplique activement (on estime la production de virions entre 1 et 10 milliards

par jour). La phase aiguë peut s’accompagner de symptômes aspécifiques, survenants

dans les 1 à 8 semaines après la contamination, à titre de fièvre, myalgie, arthral-

gie, exanthème, dysphagie douloureuse, diarrhée, adénopathies ou encore ulérations

buccales ou génitales. Des manifestations neurologiques aiguës, telles que méningite,

encéphalite, paralysie faciale, myélopathie ou neuropathie périphérique peuvent ap-

paraitre. La sévérité clinique de la phase aiguë et la présence de signes neurologiques

sont associés à un risque d’évolution accéléré de la maladie. Le diagnostic de cette

phase est essentiel dans le but d’une prise en charge précoce et de prévention de la

transmission. Du point de vue biologique, on observe une leucopénie puis un syndrome

nucléosique avec une augmentation modérée des transaminases dans 50% des cas. La

charge virale plasmatique (CV) est souvent très élevée puis celle-ci diminue ensuite

spontanément pour atteindre un plateau d’équilibre en 3 à 6 mois (Figure 1.21). Les

anti-corps anti-VIH spécifiques apparaissent de façon différée avec une séroconversion

(positivité de la PCR) qui survient dans plus de 90% des cas dans les 2 à 8 semaines

suivant la contamination, quel qu’en soit le mode.

Phase chronique pré-sida

Cette phase d’infection chronique cliniquement latente mais biologiquement active

conduit au SIDA avec une médiane de 10 ans, même s’il existe de très grandes va-

riations inter-individuelles. La réplication virale est constante, en particulier dans les

organes lymphoides. Le système immunitaire, activé par la présence du virus, com-

pense partiellement la destruction des lymphocytes CD4. Un syndrome de lympha-

dénopathie généralisée persistante peut s’observer chez les patients sans symptômes

fonctionnels. Cela se traduit par des adénopathies symétriques cervicales, axillaires,
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Figure 1.21 – Représentation schématique de l’évolution de la charge virale (rouge) et du
taux de LT CD4 (bleu) au cours de l’infection au VIH-1.

sous-maxillaires ou occipitales. Histologiquement, on retrouve une hyperplasie folli-

culaire bénigne, non spécifique. Cette forme clinique n’a pas de valeur pronostique

négative. Parallèlement, des manifestations cliniques ne répondant pas à la définition

du stade SIDA témoigne de l’atteinte du système immunitaire (à titre de manifesta-

tions cutanéomuqueuses d’origines fongique ou virale, manisfestations hématologiques

avec thrombopénie, anémie ou leucopénie le plus souvent asymptomatiques ou encore

manifestations générales avec altération de l’état général, fièvre persistante modérée,

sueurs nocturnes abondantes ou encore diarrhée se prolongeant au delà d’un mois).

Phase SIDA

Le SIDA correspond à un ensemble de manifestations infectieuses opportunistes et/ou

tumorales caractérisées, liées à la déplétion profonde de l’immunité cellulaire. Le ta-

bleau 1.1 présente une liste non exhaustive des infections opportunistes les plus fré-

quentes au cours du SIDA. Parmi les affections tumorales (ou onco-tumorales), on

trouve en bonne place le sarcome de Kaposi (consécutif à une infection par le virus

HHV-8) et les lymphomes non hodgkiniens (LMNH) (dont le lymphome de Burkitt).

L’introduction de prophylaxies primaires, particulièrement contre la pneumocystose

et la toxoplasmose, ainsi que l’augmentation de l’efficacité des multi-thérapies a per-

mis de réduire très fortement la prévalence des infections opportunistes et tumorales.

Celles-ci ne s’observent quasiment plus que dans deux cas de figure : chez les patients
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Agent Localisations préférentielles

Parasites

Pneumocystis carinii Poumons
Toxoplasma gondii SNC, rétines, poumons
Cryptosporidium TD, voies biliaires
Isospora belli TD
Microsporidies TD, urine, sinus

Champignons

Candida sp Bouche, Oesophage
Cryptococcus neoformans gondii SNC, poumons ou disséminée

Histoplasma capsulatum Disséminée
Aspergillus Poumons ou disséminée

Bactéries
Mycobacterium avium intracellulare Sang, ganglions, TD, disséminée

Mycobacterium tuberculosis Poumons, ganglions ou disséminée
Salmonella non Typhi Bactériémie

Virus
CMV Rétines, TD, SNC, poumons

Herpes simplex Peau, muqueuses, poumons, TD
VZV Peau, système nerveux

Papovavirus Peau, muqueuses, poumons, TD
(Polyomavirus et Papillomavirus)

Table 1.1 – Infections opportunistes les plus fréquentes au cours du SIDA.
TD : Tube Digestif ; SNC : Système Nerveux Central

en échec thérapeutique avec des CD4 inférieurs à 100mm−3, d’une part, et en tant

qu’infection inaugurale du stade SIDA chez des patients s’ignorant VIH séropositifs.
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1.6 Traitements anti-rétroviraux

S’il est des domaines thérapeutiques en perpétuelle évolution, la prise en charge des per-

sonnes infectées par le VIH en constitue un bon exemple. L’évolution des souches virales,

la mise à la disposition régulière de nouvelles molécules, voire de nouvelle classe d’anti-

rétroviraux ou encore la multiplicité des essais thérapeutiques dans le domaine font que

les recommandations des groupes d’experts évoluent extrêmement rapidement. Aussi, et

puisque vraisemblablement caduques d’ici quelques mois, les dernières recommandations

quant à la prise en charge de ces patients ne seront pas détailléess ici (ces dernières sont

décrites dans le rapport Yéni 2008, avec addendum 2009, disponible sur le site internet du

ministère de la Santé et des Sports). Les propriétés pharmacologiques des différentes classes

de molécules ne seront pas non plus abordées. Un survol rapide des différentes classes de

médicaments disponibles (AMM au 01/06/2010) (ou à venir) est proposé.

Les traitements actuels

L’objectif principal des traitements antirétroviraux anti-VIH est de diminuer la morbi-

mortalité de l’infection par le VIH en restaurant un nombre de lymphocytes CD4 (LT4)

supérieur à 500mm−3. Ceci est rendu possible par une réduction maximale de la réplication

virale (charge virale plasmatique < 50 copies/mL), permettant une meilleure restauration

immunitaire et une limitation l’apparition de virus résistants. Outre l’efficacité et la tolé-

rance, la qualité de vie des patients, facteur contribuant à l’observance des traitements, est

dorénavant largement pris en compte. Les molécules qui sont présentées ici par code ana-

tomique, thérapeutique et chimique (ATC) correspondent aux traitements virustatiques

actuellement disponibles (ou en phase avancée d’essai thérapeutique) (voir figure 1.22 pour

un aperçu).

– Les inhibiteurs nucléosidiques et nucléotidiques de la réverse transcriptase

(INRT ou INtRT) (ATC J05AF)

Première classe d’anti-rétroviraux utilisée dès 1987 dans le VIH avec notamment

l’AZT. Il s’agit d’analogues de bases naturelles inhibant l’activité de la RT par

compétition. Cette classe comprend les molécules zidovudine, didanosine, zalcitabine,
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stavudine, lamivudine, abacavir, emtricitabine, apricitabine (phase III), elvucitrabine

(phase II)

– Les inhibiteurs non-nucléosidiques de la réverse transcriptase (INNRT)

(ATC J05AG)

Les INNRTs ont un mode d’action différents des INRT ou INtRT puisqu’ils inhibent

la RT en se fixant sur d’autres sites de liaison que le site catalytique. Ce sont des

inhibiteurs non-compétitifs. On trouve les molécules nevirapine, efavirenz, etravirine

(TMC-125), delavirdine (ATU nominative), rilpivirine ou TMC-278 (phase III).

– Les inhibiteurs de protéase (ATC J05AE)

Suite à leur mise à disposition en 1996, cette classe de médicament a ”révolutionné” les

traitements anti-HIV en permettant l’instauration des tri-thérapies (puis des multi-

thérapies) qui ont considérablement réduit l’évolution vers le stade SIDA et la mor-

talité. Ces molécules inhibent l’action de la protéase virale permettant le clivage des

produits du gène gag et pol, indispensable à l’obtention de virus infectieux. Bien qu’ex-

trêmement puissantes, ces molécules sont nécessairement utilisées en association car

la monothérapie aboutit très rapidement à la sélection de résitances, souvent croisées

à l’ensemble des anti-protéases. Malgré les co-administrations, l’apparition de résis-

tances est le facteur majeur d’échec. L’observance à moyen et long terme est souvent

problématique tant par les contraintes des schémas de prise (à jeun, nombre de com-

primés importants, . . .) que par les effets indésirables engendrés (lipodystrophies, in-

tolérance au glucose, hypertriglycéridémie, . . .). Certains médicaments de cette classe

comme le ritonavir, puissant inhibiteur du métabolisme induit par le CYP3A, sont

utilisés comme potentialisateurs pharmacocinétiques d’autres IP co-administrés.

Les IP disponibles sont : saquinavir, indinavir, ritonavir, nelfinavir, amprénavir,

lopinavir, fosamprenavir, atazanavir, tipranavir, darunavir

– L’inhibiteur de fusion (ATC J05AX)

L’enfuvirtide, encore connu sous le nom de T20. Ce peptide de 36 AA (nécessitant

deux administrations SC quotidienne) est un inhibiteur du réarrangement structural

de la gp41, qui agit en se liant spécifiquement à cette protéine dans le milieu extracel-

lulaire, bloquant la fusion de la membrane virale avec la membrane de la cellule cible.
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Indiqué chez des patients en échec thérapeutique, généralement en troisième ligne, en

association systématique avec d’autres antirétroviraux. Cette classe sera probablement

prochainement groupé à celle des inhibiteurs d’entrée.

– Les inhibiteurs d’entrée (ATC J05AX)

Le maraviroc est prescrit en association avec d’autres anti-rétroviraux dans le traite-

ment de l’infection par le VIH-1 à tropisme uniquement CCR5. C’est un antagoniste

des récepteurs CCR5, empêchant le VIH-1 à tropisme CCR5 de pénétrer dans la

cellule. Le maraviroc ne possède pas d’activité antivirale in vitro contre les virus à

tropisme CXCR4 ou à tropisme double CCR5/CXCR4.

Le vicriviroc : antagoniste non compétitif allosterique des récepteurs CCR5, en phase

III.

Le TBR-652 : antagoniste des récepteurs CCR5 et CCR2. Le CCR2 est un co-

recepteur présent chez les monocytes, les cellules dendritiques et les lymphocytes

T mémoires (en phase II).

Le PRO 140 anticorps monoclonal humanisé anti-CCR5 (en phase II).

– Les inhibiteurs de l’intégrase (ATC J05AX)

Le raltégravir est un inhibiteur de transfert de brin qui bloque l’intégration de l’ADN

proviral dans le génome de la cellule infectée.

L’elvitegravir est en phase III active, le GSK1265744 en phase II.

L’espoir d’un vaccin ?

Il est inconcevable d’évoquer les traitements anti-VIH sans envisager la possibilité

d’un vaccin, tant l’attente est grande et le projet mobilisateur. Néanmoins, il faut

reconnaitre que l’approche vaccinale anti-VIH-1 n’a, malgré des efforts considérables,

fourni que des résultats très décevants. Les quatre essais cliniques d’envergure cher-

chant à démontrer l’efficacité de vaccins anti-HIV conduits jusqu’à présent, à savoir

AIDSVAX 003 et AIDSVAX 004 de VaxGen Inc et HVTN 502 et HVTN 503 du

NIH-supported HIV Vaccine Trials Network ont été des échecs, à tel point que le

dévelopement même d’un vaccin reposant sur des anticorps circulants neutralisants

a été remis en question [197]. Les approches alternatives, reposant sur un vaccin dit
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Figure 1.22 – Représentation des cibles des traitements anti-VIH actuels.

”thérapeutique”, dont l’objet est de stimuler les défenses immunitaires, ne se sont pas

montré plus prometteuses. Plus récemment, un essai conduit en Thailande (RV144

trial) [198] utilisant une combinaison ALVAC-HIV et AIDSVAX B/E versus placebo

a été présenté comme démontrant un faible niveau d’efficacité (malgré une métho-

dologie contestable puisque seule l’approche par itt modifiée (Intent to treat) s’est

montrée significative, alors qu’à la fois l’approche par itt et l’approche per protocole,

qui constituent les approches classiques d’analyse statistique de ce genre d’étude, n’ont

pas montré de bénéfice associé au traitement), illustrant bien la volonté de maintenir

l’espoir de pouvoir développer un vaccin anti-VIH.
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1.7 La protéine de la nucléocapside NCp7

1.7.1 NCp7 : un produit de clivage

Chez les rétrovirus, la NC est synthétisée comme un domaine fonctionnel du précurseur

Gag, Pr55Gag dans le cas du VIH-1. La forme mature de la NC est générée par une série de

clivages protéiques discrets médiés par la protéase virale. Chez les orthoretroviridae, trois

protéines principales sont libérées : la matrice (MA), la capside (CA), et la NC, ainsi que

différents peptides supplémentaires, selon le type de retrovirus [63].

Figure 1.23 – Clivage protéolytique de Pr55Gag chez VIH-1. [199]

Le clivage initial par la PR de Pr55Gag, entre SP1 et le domaine NC, résulte en la

formation de la NCp15, un peptide comprenant la NCp7, les domaines p1 (SP2), et p6

[200]. La protéine NCp15 doit être liée à l’ARN pour pouvoir être ultérieurement clivée

par la protéase [201, 202]. Le clivage de NCp15 conduit à NCp9 (NCp7 avec le peptide

SP2 encore attaché). Le dernier clivage permet la libération de NCp7. Ainsi, au cours de la

protéolyse, la NC existe sous deux formes intermédiaires, NCp15 et NCp9, avant d’adopter

sa forme finale de 55 acides aminés, la forme prédominante détectée dans les particules

matures du VIH-1. [203, 204, 205]. Il est important de noter que dans certaines études,
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la NCp7 est désignée comme possédant soit 55, soit 72 acides aminés [206, 207, 208]. On

préfèrera parler ici de NCp9 pour la forme (1-72)NCp7. En outre, il semblerait que la forme

native de la NCp9 ne comprenne que 71 acides aminés [204]. La protéolyse de Gag est rapide

et efficace, de telle sorte que les intermédiaires NCp9 et NCp15 ne sont, habituellement, pas

détectés par Western blot dans les particules du VIH-1 nouvellement libérées [64], même si

celles-ci ont déjà pu être observées [209, 205]. Ceci laisse supposer que de petites quantités

de NCp9 ou de NCp15 peuvent exister dans les virus matures. Toutes les formes de NC, de

Pr55Gag à NCp7, présentent une activité chaperonne, bien qu’à des degrés divers [210].

1.7.2 Structure

La protéine de la NCp7 est une petite protéine caractérisée par des domaines Nterm

et Cterm particulièrement riches en résidus basiques, flanquant deux motifs d̂ıts en doigt

de zinc, de séquence −Cys ·X2 ·Cys ·X4 ·His ·X4 ·Cys− (où X désigne des acides aminés

variables) [211]. Ces motifs CCHC sont capables de chélater le Zn2+ de manière stœchiomé-

trique avec une forte affinité (aux alentours de 10−13M) [212, 213, 214, 215, 216]. Le cation

Zn2+ est coordonné de façon tétraédrique par les groupements thiols des cystéines et amino

de l’histidine [211, 217, 206, 218, 219] selon un mécanisme présentant plusieurs états inter-

médiaires [213]. La liaison du zinc est responsable de la structuration du doigt, permettant

la transition d’une structure aléatoire vers une forme repliée, fortement contrainte, à l’ori-

gine de ses activités biologiques [206, 207, 219]. La complexation de ces motifs avec le zinc

est un événement central dans la formation de la protéine active. De plus, la conservation

du motif CCHC au sein des NC de différents rétrovirus témoigne de l’importance biologique

de ces doigts de zinc. De nombreuses études ont montré que les mutations qui affectent les

doigts de zinc ont une répercussion négative sur la réplication virale. La substitution de

l’His23 par une Cys réduit l’affinité de la protéine pour l’ARNg et pour l’ARNtLys3 condui-

sant à la production de particules virales non infectieuses [220, 205]. De plus, les deux doigts

semblent jouer des rôles asymétriques [221, 222], et leur agencement spacial, notamment la

proximité entre certains résidus des doigts de zinc semble être un facteur important pour

l’activité biologique de la protéine [207] . Ceci est à relier avec le fait que la séquence spacer

inter-digitale est très fortement conservée (Figure 1.24). Au sein de cette séquence spacer, le
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résidu Pro31 joue un rôle critique dans le rapprochement des doigts [223, 207, 224]. La for-

Figure 1.24 – Alignement des séquences de NC du VIH-1 du groupe M. [199]
L’alignement des séquences consensus provient du Los Alamos HIV Sequence Database

(http ://www.hiv.lanl.gov)

mation et l’agencement des doigts de zinc confèrent à la protéine un repliement particulier

permettant l’apparition d’un plateau hydrophobe à la surface des deux doigts impliquant

les résidus V al13, Phe16, Thr24, Ala25 et Trp37 [225, 226, 227, 228, 229, 17]. Parmi ces

résidus, la Phe16 et le Trp37 jouent un rôle primordial puisqu’ils sont largement impliqués

dans l’interaction de la protéine avec les acides nucléiques, en s’empilant avec les bases via

des interactions hydrophobes [230, 231]. Une mutation de ces résidus provoque la formation

de particules virales non infectieuses [232].

Les structures RMN de la NCp7 complexée avec les séquences SL2 [233] et SL3 [234]

du VIH-1, ainsi que les structures de la NC(12-53) ou NC(12-55) complexées avec les sé-

quences ACGCC et ∆P (-)PBS, respectivement, sont disponibles. Dans les complexes NCp7-
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Figure 1.25 – Structure secondaire et tertiaire de la NCp7.

oligonucléotide, la proximité spatiale entre Phe16 et Trp37 est stabilisée. Le plateau hydro-

phobe est largement impliqué dans la liaison via des liaisons hydrophobes et des liaisons

hydrogènes avec les bases de l’ADN ou de l’ARN. Il permet également d’orienter le résidu

Trp. Les résidus basiques des châınes latérales stabilisent la liaison par des interactions

électrostatiques avec les groupements phosphates des oligonucléotides.Les structures dispo-

nibles montrent que les séquences ARN lient la NCp7 selon une orientation opposée par

rapport aux séquences ADN. Ainsi pour SL2 et SL3, les deux extrémités de la protéine sont

renversées par rapport à l’orientation de la boucle en comparaison de la strucure de PBS

(Figure 1.26). Il sera intéressant de voir si cette observation est généralisable à d’autres

séquences d’acides nucléiques.
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Figure 1.26 – Structures tridimensionnelles des complexes
(a) NCp7-SL2 ARN
(b) NCp7-SL3 ARN
(c) (12-53)NCp7-∆P (-)PBS ADN [227]
Les oligonucleotides sont en jaune. Les bases impliquées dans l’interaction sont en vert, les autes bases de
la boucle sont en rouge

1.7.3 L’activité chaperonne de NCp7

La notion de protéine chaperonne découle conceptuellement de la théorie du paysage

énergétique (folding energy landscape) proposée pour expliquer le repliement des protéines

[235]. Ce paysage correspond à l’hyperespace des énergies libres d’une protéine associées

à ses différentes conformations potentielles. En raison d’un très large nombre de degré de

liberté, une chaine polypeptidique possède un nombre astronomique de conformations pos-

sibles (on estime à ∼ 1030 conformations différentes pour une petite protéine de 100 AA par

exemple). Ainsi, si une protéine devait explorer séquentiellement l’ensemble de ces confor-

mations, le temps nécessaire à l’obtention de sa conformation native serait beaucoup trop

long, même dans le cadre d’interconversions conformationelles extrêmement rapides. Or la

plupart des protéines se foldent spontanément dans une échelle de temps de la milliseconde.

C’est ce que l’on appelle le paradoxe de Levinthal [236]. L’hypothèse d’un repliement “diri-

gé” (folding funnel) a été proposé pour résoudre ce paradoxe [237, 238, 239, 240]. Dans le

cadre de cette théorie, les conformations natives des protéines correspondent aux conforma-
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tions les plus stables parmi l’ensemble des conformations possibles généralement inactives.

Ainsi, même si le paysage énergétique est accidenté (rough), avec de nombreux minima

locaux correspondant à des repliements partiels dans lesquels la protéine peut se retrouver

piégée, l’état natif d’une protéine est associé à un minimum très marqué avec des parois

très abruptes. Ce minimum correspond à une structure tertiaire unique bien définie. Le

repliement “dirigé” permet à la protéine de se structurer selon des chemins préférentiels au

sein du paysages énergétique. Il existe un large nombre de chemins et d’intermédiaires per-

mettant d’atteindre l’état natif. Cette théorie a tout naturellement été étendue aux acides

nucléiques et plus particulièrement aux ARN, notamment pour les ARN dits “fonctionnels”

nécessitant une conformation bien définie pour être biologiquement actifs. Les ARN, de part

leur structure monocaténaire, ont tendance à se structurer spontanément par l’intermédiaire

d’hybridations intramoléculaires. Les structures résultantes sont souvent sub-optimales du

point de vue thermodynamique. De ce fait, les paysages énergétiques des ARN sont consi-

dérés comme plus accidentés que ceux des protéines [241, 242, 243]. C’est sans doute pour

cette raison que des protéines chaperonnes d’ARN sont apparues “nécessaires” au cours de

l’évolution. Les protéines chaperonnes d’ARN sont définies comme des protéines dont le

“rôle” est de permettre aux conformations métastables de se réarranger pour atteindre les

conformations thermodynamiquement les plus stables [244].

Cette activité repose sur trois propriétés :

1. une capacité à se lier à des structures d’acides nucléiques très différentes, de manière

séquence et structure non-spécifique afin de résoudre le maximum d’états métastables

2. une capacité à déstabiliser les structures d’AN afin de faire ”respirer” les repliements

d’acides nucléiques sub-optimaux

3. une capacité à favoriser l’hybridation de séquences parfaitement complémentaires afin

de permettre un réappariement optimal et de générer les conformations les plus stables

thermodynamiquement

La NCp7 possède ces trois activités vis à vis des ARN, qu’elle exerce également à l’égard

des ADN. La NCp7 est donc une ARN et ADN chaperonne.
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Une protéine qui se lie aux acides nucléiques

La NCp7 est capable de se lier à de très nombreux acides nucléiques, avec des affinités

très variables, à la fois de manière spécifique et non-spécifique. La liaison de la NCp7 dépend

notamment fortement des conditions salines [245, 246, 247, 248, 249]. Cette forte compo-

sante électrostatique, qui lui permet de se lier de manière non-spécifique à quasi n’importe

quelle séquence d’au moins 6 nucléotides, explique en grande partie son absence de spécifi-

cité vis à vis des séquences nucléiques [250, 246]. Pour autant, la littérature décrit nombre de

liaisons site-spécifiques [251, 252, 249, 253]. Les séquences simple-brin riches en UG- ou en

TG- [254, 255, 245, 249, 256] ou les séquences GXG au sein des boucles simple-brin consti-

tuent des sites de liaison préférentiels [225, 228]. Ce type de liaison spécifique implique très

fortement le plateau hydrophobe à la surface des deux doigts et l’empilement des AA Phe16

et Trp37 avec les bases. Il semblerait également que l’affinité pour les séquences d’ARN en

tige-boucles soit supérieure à celles des analogues d’ADN [257, 258, 259, 249]. La capacité

de NCp7 à se lier à différentes structures d’acides nucléiques suggère que la protéine est

largement mobile et flexible à l’état lié [260, 261, 262, 263, 264, 265].

Une protéine qui déstabilise les structures des acides nucléiques

La NCp7 est capable de déstabiliser les acides nucléiques. Cette propriété a fait l’oeuvre

de nombreuses études notamment biophysiques (pour une revue voir article I). Les doigts de

zinc de la protéine sont responsables de l’activité de déstabilisation [226, 266]. La capacité de

déstabilisation de la NCp7 est fortement corrélée à la stabilité locale des acides nucléiques,

notamment à la présence de bulges ou de mésappariements, suggérant une co-évolution

entre les séquences génomiques virales et la NCp7 [267, 268, 269]. La déstabilisation des

AN se traduit de différentes manières, allant de la diminution significative de la stabilité

de séquences double-brin [252, 270], à de subtiles modifications de structures tertiaires

[271, 272, 273, 264] ou encore à une modification conformationelle de séquences simple-brin

comme la boucle de (-)PBS [227] (article V). L’efficacité de déstabilisation reste cependant

modeste et la NCp7 n’est pas capable de déstabiliser des séquences très stables. Ceci prend

tout son sens dans le cadre de la théorie du paysage énergétique. La NCp7 déstabilise donc

principalement les états métastables, ce qui se traduit par une augmentation de leur énergie
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libre (comparer 1.27a et 1.27c figure 1.27 à titre d’illustration). Par contre, elle n’affecte

que très peu les états stables et le niveau d’énergie de l’état natif reste donc inchangé. Ces

modifications énergétiques remodèlent profondément le paysage énergétique qui ne présente

plus alors qu’un puit de potentiel marqué correspondant au repliement optimal (Figure

1.27).

Une protéine qui agrége les acides nucléiques et qui favorise l’hybridation de

séquences complémentaires

La NCp7 promeut l’hybridation de séquences complémentaires, de manière concentration-

dépendante. L’hybridation est optimale pour des concentrations saturantes de NCp7 [274,

275, 276, 250, 277, 252, 278]. La promotion de la réaction induite par NCp7 est d’autant

plus marquée que les acides nucléiques sont inititalement structurés [279]. Puisque la NCp7

se montre systématiquement plus efficace que la NC(11-55), un mutant de NCp7 délété

de la partie Nter basique, il faut en conclure que le domaine Nter de la NCp7 joue un rôle

plus important que les doigts dans la promotion de l’hybridation [280, 281, 282]. La nucléa-

tion des acides nucléiques est une réaction dépendant de la diffusion. Celle-ci est ralentie

par l’existence de forces de répulsion induites par les charges des chaines phosphates des

acides nucléiques, ainsi que par la nécessité d’un positionnement adéquat des nucléotides

pour pouvoir s’hybrider. La vitesse de nucléation d’AN structurés dépend également de la

probabilité de fusion des éléments les moins stables de cette structure. En se liant sur les

AN, la NCp7 induit, via ses AA basiques, un écrantage efficace des charges des chaines

phosphates. De plus, il a été montré que la NCp7 pouvait induire une vitesse d’hybridation

supérieure de 3 log à la vitesse optimale obtenue à 68◦C à 1M de NaCl [276], suggérant

que la NCp7 est capable de “concentrer” les acides nucléiques. Cette capacité d’attraction,

résulte de la capacité de NCp7 d’agréger de manière non-spécifique les acides nucléiques

[276, 283, 284, 285]. La partie Nter de NCp7 est responsable des propriétés d’agrégation.

En effet, des études par diffusion dynamique de lumière (ou DLS pour Dynamic light scat-

tering) ainsi que par microspcopie électronique ont pu montrer que la protéine NCp7, mais

également NCp9, sont capables d’agréger les acides nucléiques dans des conditions salines

physiologiques avec un ratio nucléotide/protéine au voisinage de 8 au sein des agrégats. Ce
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No NCp7

−0.015 −0.010 −0.005 0.000

(a)

No NCp7

−0.015 −0.010 −0.005 0.000

(b)

(c)

NCp7

−0.014 −0.012 −0.010 −0.008 −0.006 −0.004 −0.002 0.000

(d)

Figure 1.27 – Illustration d’un paysage énergétique (en 3D et en 2D) d’un acide nucléique
en absence (a) et (b) ou en présence de NCp7 (c) et (d).

phénomène gouverne pour grande part les propriétés d’hybridation de la NCp7 [282].

Pour résumer, la NCp7 est capable de lier de nombreuses structures d’acides nucléiques,

de déstabiliser les conformations les moins stables, et de favoriser, par sa propriété d’agré-
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Figure 1.28 – Modèle de l’activité RNA- DNA-chaperonne de NCp7
Le paysage énergétique de l’ARN est représenté en noir. NCp7 déstabilise principalement les états mé-
tastables et dirige le repliement de l’ARN vers sa conformation la plus stable en modifiant le paysage
énergétique (rouge).

gation, la formation des conformations les plus stables. Ceci est résumé par la figure 1.28.

1.7.4 Rôle de la protéine NCp7 au cours du cycle viral

Les propriétés chaperonnes de NCp7 vis à vis des acides nucléiques expliquent en grande

partie le rôle critique que peut jouer la NCp7 au cours des étapes précoces et tardives du

cycle viral.

Rôle de la NCp7 dans la dimérisation du génome viral

La dimérisation du génome viral semble être une étape préalable à son encapsidation

[14]. La séquence DIS est le site majeur d’inititation de la dimérisation [286, 287, 288, 289],

et sa conservation au sein des lignées du VIH semble montrer l’importance de ce motif.

DIS peut former des complexes boucle-boucle grâce à l’autocomplémentarité de sa boucle.

Un dimère étendu peut se former à 55◦C [290]. La NCp7 permet la formation de ce duplex
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étendu à température physiologique [291]. La caractérisation de ces duplex in vitro s’est

(a)

(b)

Figure 1.29 – (a) Dimérisation de DIS [292].
(b) Structure RMN du “kissing complex” (gauche) et du duplex étendu (droite) [14].

montrée précieuse pour définir la relation entre la dimérisation de l’ARNv, l’encapsidation

et la maturation de l’ARNg. La structure de ce dimère a également été caractérisée dans le

but de constituer le rationnel pour la recherche de molécules pouvant inhiber cette étape

[293, 294, 295]. Pour autant, il semblerait que les modèles in vitro ne reflètent pas com-
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Figure 1.30 – Equilibre entre les conformations LDI et BMH de la région 5’UTR du VIH-1
permettant de masquer ou d’arborer, respectivement, le signal de dimérisation [14].

plètement ce qui existe in vivo [14]. De plus, l’existence au sein de la séquence TAR d’une

séquence palindromique, révélée en présence de NCp7, pourrait constituer un autre site de

dimérisation [296]. Enfin, il est à noter que DIS n’existe pas systématiquement sous forme

de tige-boucle au sein de l’ARNv. L’existence de deux conformations principales du 5’UTR

du génome du VIH-1 pourrait constituer un mécanisme de régulation. La forme LDI (long

distance interaction) orienterait l’ARNg non-épissé vers la traduction de protéines alors que

la forme BMH (branched multiple hairpin) permettrait la dimérisation de l’ARNg et son

encapsidation (Figure 1.30). De part ses propriétés chaperonnes, la NCp7 jouerait un rôle

dans la réorganisation de la structure du 5’UTR et pourrait de fait participer à la régulation

de la dimérisation du génome viral [297, 298, 299].
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Rôle de la NC au cours de l’encapsidation du génome viral

L’encapsidation du génome viral au sein des particules virales est une étape obligatoire

à la formation de virions infectieux. Parmis tous les ARN coexistants au sein de la cel-

lule infectée, l’ARNg est spécifiquement encapsidé. La sélectivité de l’encapsidation semble

résulter de l’interaction spécifique du domaine NC de Gag, notamment via les doigts de

zinc, avec le signal d’encapsidation Ψ situé en 5’ UTR du génome viral [300]. La séquence

Ψ est composée de quatre structures en tige-boucle SL1 à SL4. Des mutations affectant

des élements de cette séquence réduisent significativement l’encapsidation du génome viral

[301]. L’intégrité des doigts de zinc est indispensable pour l’encapsidation du génome viral

[232, 221, 302, 205], en accord avec un mode d’interaction spécifique impliquant le plateau

hydrophobe décrit par les structures RMN de NCp7 avec SL2 ou SL3 et se traduisant par

de fortes affinités [233, 225, 303, 234, 247]. La structure secondaire de la séquence Ψ semble

prépondérante dans l’interaction [304, 305]. De plus, l’affinité de Gag est plus élevée pour

l’ensemble de la séquence Ψ que pour chacune de ses boucles prises séparément [300, 301].

L’ensemble de ces élements suggèrent que l’affinité du domaine NC de Gag pour le signal

d’encapsidation est essentiellement structure-dépendant. Il est intéressant de noter que le

rôle de reconnaissance spécifique de la NC au cours de l’encapsidation tranche singulière-

ment avec la nécessité de la NCp7 de se lier à de nombreux acides nucléiques différents pour

assurer ses fonctions au cours des autres étapes du cycle viral. Il faut néanmoins rappeler

que l’on discute ici de NC au sein de Gag et que la protéine non processée possède des

propriétés différentes de la forme mature. Gag présente notamment des propriétés chape-

ronnes diminuées (particulièrement pour l’activité de déstabilisation) par rapport à NCp7

[210]. De plus Gag se lie de manière coopérative aux AN, avec une dynamique de liaison

très différente de NCp7 [306], laissant supposer que la dynamique avec laquelle NC se lie

aux acides nucléiques joue un rôle important pour expliquer les propriétés chaperonnes.

Rôle de NCp7 au cours de la reverse transcription

La transcription inverse est sans doute l’étape du cycle viral qui met le mieux en évidence

les propriétés chaperonnes de la NCp7.
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Rôle au cours de l’initiation de la reverse transcription

L’étape d’initiation de la transcription inverse requiert l’hybridation de l’amorce ARNtLys3

cellulaire, sélectivement encapsidé [192, 307, 308], aux dix-huit nucléotides complémentaires

de la séquence PBS (Primer Binding Site) située dans la région 5’ du génome viral. Cette

hybridation est stimulée par la présence de NC, au sein du précurseur de Gag [309, 310]

ou sous sa forme mature NCp7 [271, 223, 311, 273, 312, 250, 313, 314, 263, 265]. La forme

mature apparait plus efficace pour l’hybridation de l’ARNtLys3, suggérant que les propriétés

chaperonnes de la NCp7, plus marquées que celles de la forme non processée, sont requises

[315] au cours de cette étape. L’hybridation ARNtLys3 / PBS est une étape cinétiquement

déterminante, d’ordre 2 [312]. La liaison de la NCp7 sur l’ARNtLys3 ne déstabilise que lé-

gèrement la structure de celui-ci [271, 272, 273, 316, 317, 264]. La stimulation induite par

NCp7 résulte principalement de son pouvoir agrégant vis-à-vis des acides nucléiques et la

NCp7 intervient en facilitant l’hybridation de l’ARNtLys3 sur PBS principalement par l’in-

termédiaire des résidus basiques de ses chaines latérales. La réaction d’hybridation nécessite

ensuite la fusion partielle de la structure de PBS et de l’ARNtLys3, avec la rupture des in-

teractions tertaires au sein de la boucle TΨC et entre la boucle TΨC et la boucle D, ainsi

que des paires de bases, G6-U67 et T54-A58 au centre de l’ARNt [312, 264, 265] (Figure

1.31).

L’hybridation des 18nt en 3’ de la séquence de l’ARNtLys3 avec PBS ne constitue pas

nécessairement la seule interaction permettant la formation d’un complexe stable entre

l’ARNtLys3 et l’ARNg viral. Il semblerait que in vivo, la formation de ce complexe implique

des interactions spécifiques supplémentaires. Il a ainsi été montré qu’il existe également

une interaction entre la boucle riche en A en amont du PBS et la boucle anti-codon de

l’ARNtLys3 dans le cadre de l’isolat Mal [318, 319, 320, 321]. De même, l’interaction de la

partie 5’ de la tige du bras TψC avec une région en amont de PBS appelée PAS (Primer

Activation Signal) semble nécessaire pour activer la synthèse de l’ADN [322, 323, 324, 325].

L’efficacité de l’initiation de différents mutants semble corrèlée à l’accessibilité du PAS [326].

Pour autant, cette interaction n’a pas été systématiquement retrouvée [327]. De plus, un

mécanisme relativement différent, impliquant uniquement la liaison de la séquence PBS a

été décrit pour les isolats Hxb2 [328]. Ces interactions multiples et différentielles au sein des
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Figure 1.31 – A. Modèle du mécanisme de l’hybridation de l’ARNt amorce au PBS promue
par NCp7 [263].
Étape 1 : ARNt et PBS.

Étape 2 : hybridation du PBS le long de la tige de l’ARNt, facilité par les domaines basiques de NCp7.

Étape 3 : les doigts de zinc de NC interagissent spécifiquement avec la boucle TΨC.

Étape 4 : produit final

B. Structure secondaire du complexe ARNtLys3 - PBS.
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Figure 1.32 – Modèle du complexe ARNv ARNtLys3 pour les souches Mal (A) et Hxb2
(B). [327]

souches virales traduisent la complexité des interactions existant entre les acides nucléiques

au cours de la reverse transcription et la “nécessité” pour la NCp7 d’être peu spécifique

pour les structures d’AN afin d’“accompagner” cette variabilité.

La synthèse de l’ADN(-) débute suite à cette étape d’initiation. Le passage de l’étape

d’initiation à l’étape d’élongation de la synthèse d’ADN viral n’est pas immédiat. La RT

effectue une pause après la mise en place du deuxième nucléotide. Cette étape serait né-

cessaire à l’enzyme pour acquérir une meilleure processivité. La NCp7 diminue également

les pauses lors de l’initiation de la rétrotranscription [329, 330], probablement en stabili-

sant le complexe RT/amorce/matrice [331, 332]. En fait, la RT effectue même deux pauses

successives aux positions +1 et +3 lorsque l’ARNtLys3 est hybridé avec l’ARN viral par la

chaleur [333]. Lorsque l’hybridation est réalisée en présence de la NCp7 la pause au nu-

cléotide +1 disparâıt [333], ce qui montre que la NCp7 favorise la formation d’un complexe

ARNtLys3 / ARNg dynamique dont la conformation est biologiquement efficace, s’adaptant

au déroulement de l’initiation, par opposition au complexe thermodynamiquement stable.

Ceci confirme le caractère dynamique de l’interaction de la NCp7 avec les AN.
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Suite à l’hybridation de l’amorce ARNtLys3 sur le PBS, NCp7 stimule l’extension de l’amorce

par la transcriptase inverse et la synthèse de l’ADN “strong stop (-)” (ou (-)ssDNA ) impli-

qué dans le premier saut de brin.

Rôle au cours du premier saut de brin

Le premier saut de brin est une étape obligatoire à la formation complète de l’ADN(-),

complémentaire à l’ARN génomique. Le (-)ssDNA néosynthétisé est transféré de l’extrémité

5’ vers l’extrémité 3’ de l’ARNg lors d’une réaction impliquant l’appariement des bases com-

plémentaires des régions R [334, 335, 94]. Le premier saut de brin peut être intermoléculaire

[336] ou intramoléculaire [337, 338, 339]. La NCp7 joue un rôle majeur lors du premier saut

de brin en intervenant lors de l’hybridation de TAR avec cTAR. Ceci sera développé dans le

chapitre consacré. Par ailleurs, la NCp7 augmente la processivité de la RT en déstabilisant

les structures secondaires d’ARN en amont du site de polymérisation [340, 341, 168, 342].

La NCp7 stimule aussi l’activité RNase H de la RT, principalement au niveau d’un site de

pause de la RT, à la base de la tige-boucle TAR à l’extrémité 5’ de la séquence R de l’ARN

viral. Il en résulte une augmentation de la coupure de la matrice ARN en position -18 par

rapport au site de pause et l’apparition de sites de coupure additionnels, en positions -24,

-28 et -38. Par cette stimulation, l’ARN viral est davantage clivé, créant un plus grand

nombre de sites d’invasion et rendant le premier transfert de brin plus efficace

Rôle de NCp7 au cours du second saut de brin

La synthèse de l’ARN (+) débute au niveau du PPT, une séquence qui résiste à l’ac-

tivité de l’ARNase H de la RT. Cette synthèse se poursuit jusqu’au niveau du duplex

PBS/ARNtLys3. L’adénosine méthylée en position 58 (au sein de la boucle Ψ de l’ARNtLys3)

pourrait constituer le signal de fin de synthèse [334] même si d’autres signaux ont été décrits

[343, 344]. L’ARNtLys3 est ensuite déplacé. La NCp7 pourrait jouer un rôle dans cette étape.

Le brin d’ADN strong stop (+) est transféré et hybridé au PBS(-) situé en 3’ de l’ADN.

Cette étape, qui constitue le second saut de brin, permet de reconstituer la séquence du

LTR 5’. L’investigation du mécanisme du transfert de brin (+) est basée essentiellement sur

des systèmes modèles in vitro. La mutation E478Q au sein de la RT, abolissant l’activité
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RNase H, réduit dramatiquement le taux de transfert [345, 346, 347], ce qui met en évidence

le rôle important de la dégradation de l’ARN dans ce transfert. La NCp7 joue également

un rôle important. L’interaction de PBS avec NCp7 a été caractérisée au laboratoire. NCp7

ne déstabilise que très peu la tige de PBS [348], en accord avec la grande stabilité thermo-

dynamique de la tige, et ce malgré sa taille limitée à 4 paires de bases et l’existence d’un

bulge. PBS peut lier 3 NCp7. Un site de liaison a été identifié au niveau de l’extrêmité pro-

trudente simple brin, les deux autres au niveau de la boucle. Le trinucléotide 6-TGC-8 lie

préférentiellement NCp7 [227]. La liaison de la NCp7 sur la boucle induit un changement

conformationnel de celle-ci, principalement en étirant la boucle [227]. En ce sens, NCp7

destabilise PBS. La NCp7 stimule le saut de brin. La réaction d’hybridation (+)/(-)PBS se

fait spontanément. En absence de NCp7, (+)PBS s’hybride principalement à (-)PBS par

l’intermédiaire d’une étape de nucléation au niveau de l’extrémité simple brin. La vitesse

de réaction est accélérée en présence de NCp7 d’un facteur 60. De manière intéressante,

l’ajout de NCp7 résulte en un changement important du mécanisme de la réaction, puisque

l’étape de nucléation implique alors les boucles. Une explication de ce switch mécanistique

est donnée dans l’article V.

Malgré ces travaux, les données concernant le mécanisme du transfert de brin (+) restent

limitées en comparaison avec les résultats obtenus sur le mécanisme du premier transfert

de brin.

Rôle au cours de l’achèvement de la réverse transcription

Au cours de l’extension du brin (+) d’ADN, la RT fait également des pauses an niveau

des domaines structurés de l’ADN (-) [349, 350, 351, 352]. La présence de NCp7, de part

son activité de déstabilisation de ces structures, induit une augmentation de l’efficacité de

la synthèse du brin (+) [341]. Une fois la réverse transcription achevée, il en résulte un

ADN double brin linéaire possédant un segment simple brin central appelé DNA flap. En

effet, le brin d’ADN(+) n’est pas continu [353, 354, 355]. L’initiation de la synthèse du

brin d’ADN(+) se fait au niveau du PPTc en direction de l’extrémité 3’ terminale. Après

le second saut de brin, la synthèse de l’ADN(+) se poursuit au delà du PPTc, impliquant

un déplacement de brin du segment d’ADN(+) initial d’environ 99 bases, formant le DNA
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flap[356, 357, 358]. Le flap apparait important pour la réplication virale au sein des cel-

lules qui ne se divisent pas en favorisant l’import nucléaire. En effet, les mutations du flap

compromet l’import nucléaire de l’ADN proviral [141], alors que certains vecteurs déri-

vés du VIH contenant ce flap central présentent des propriétés de transfection améliorées

[359, 360, 361]. Le flap aurait également un rôle dans la décapsidation du virus au niveau de

la membrane plasmique [130, 137, 131]. L’activité particulière de ce segment d’ADN pour-

rait résulter de dynamiques ou de conformations particulières [362, 363, 364], notamment

induites par la NCp7 liant préférentiellement les ADN simple-brin. En effet, il a été montré

que la NCp7 stabiliserait les fluctuations structurales de ce flap [358]. La NCp7 pourrait

donc jouer, de part ses propriétés chaperonnes, un rôle important dans l’import du PIC. La

présence de NCp7 liée au flap suggère que la NCp7 entre dans le noyau, elle pourrait donc

également jouer un rôle dans l’étape d’intégration du génome viral.

Enfin, la synthèse du flap est stimulée par la présence de NCp7. Ceci constitue donc un

exemple supplémentaire suggérant que la RT et la NCp7 agissent de manière synergique au

sein des différentes étapes de la réverse transcription. De nombreux travaux ont émis l’hy-

pothèse que les activités concertées de la NC et la RT résulteraient pour partie, d’une inter-

action directe entre les deux protéines [365, 331, 366, 274, 367, 368, 369, 340, 370, 205, 371].

Cette interaction a été mise en évidence in vitro [372, 373], indiquant que la NCp7 se lie

sur la RT, probablement via ses doigts de zinc, avec une stœchiométrie 1 :1 et une affinité

de 6×10−7M−1. Cependant, les détails moléculaires de cette interaction et ses implications

fonctionnelles restent pour l’instant largement inconnus.
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Les propriétés chaperonnes de la NCp7 constituent un ensemble de caractéristiques per-

mettant à la NCp7 de réarranger les acides nucléiques de manière à favoriser leurs confor-

mations les plus stables. Ces propriétés sont nécessaires à la réplication virale du VIH. Elles

reposent sur trois propriétés particulières vis-à-vis des acides nucléiques : une capacité de

liaison à des substrats variés, une activité de déstabilisation et une activité d’agrégation des

acides nucléiques. Bien qu’étudiés depuis déjà près d’une vingtaine d’années, les mécanismes

responsables de ces activités restent largement méconnus à l’échelle moléculaire. L’objectif

du travail de cette thèse est d’utiliser et de développer différentes approches expérimentales

basées sur de techniques de fluorescence de pointes afin d’approfondir la compréhension de

ces mécanismes au niveau moléculaire. Un effort tout particulier a été porté sur l’étude des

aspects dynamiques de ces propriétés.

Plusieurs approches complémentaires ont été utilisées :

– Nous avons tout d’abord cherché à exploiter la méthode de spectroscopie à corrélation

de fluorescence afin de i. caractériser la formation d’homodimères induits par NCp7,

ii. de caractériser l’influence de la NCp7 sur la dynamique de repliement de la sonde

marquant un acide nucléique et iii. nous avons utilisé les propriétés de la liaison de

la NCp7 pour valider une méthode de spectroscopie à corrélation de fluorescence à

deux volumes focaux permettant la détermination de constantes absolues de diffusion

de particules fluorescentes.

– Dans un second temps, nous avons cherché à utiliser les propriétés du transfert d’éner-

gie de fluorescence (FRET) au sein d’un acide nucléique doublement marqué pour dé-

crire la cinétique et le mécanisme de l’hybridation de cTAR/TAR au cours du premier

saut de brin.

– Nous avons ensuite cherché à exploiter les propriétés de la fluorescence de la 2-

Aminopurine, une sonde structurale fluorescente, afin de caractériser l’influence de

la liaison de la NCp7 sur la dynamique des acides nucléiques. Nous avons ainsi pu

caractériser de manière site-spécifique la liaison de la NCp7 sur un oligonucléotide

possédant plusieurs sites de liaison. Nous avons également pu montrer que les doigts
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de zinc de la NCp7 permettent d’induire une spécificité de mécanisme dans l’hybrida-

tion des séquences (+)PBS au (-)PBS, impliquées dans le second saut de brin. Enfin,

la 2-Ap nous a permis d’étudier localement la déstabilisation de cTAR.

– Nous avons également développé une approche par spectroscopie de fluorescence à

l’échelle de la molécule unique de manière à étudier la dynamique de la liaison de la

NCp7 sur les acides nucléiques.

L’ensemble de ces travaux sera présenté à la suite d’une brève revue de la littérature sur

les études biophysiques qui ont été menées pour étudier les propriétés chaperonnes de la

NCp7. Cette revue présente l’état des lieux des principales connaissances concernant les

propriétés de déstabilisation et d’agrégation obtenues par des méthodes biophysiques. Les

résultats antérieurs obtenus au sein du laboratoire y sont rapportés. Elle constitue également

de facto un état de l’art sur les méthodes biophysiques actuellement disponibles pour ces

études. Cette revue est actuellement soumise à publication.
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2.1 Fluorescence résolue en temps

Les principales techniques de mesure de déclin de fluoresence sont (i) la technique de

phase et de modulation [374, 375] et (ii) la technique impulsionelle selon la méthode du

comptage de photon unique [376]. La première technique repose sur une illumination conti-

nue de l’échantillon à l’aide d’un faisceau dont l’intensité est modulée sinusoidalement en

fonction du temps. La seconde technique repose sur une excitation pulsée et une détection

directe du temps de l’état excité. Ces deux méthodes possèdent des résolutions picoseconde-

nanoseconde, selon les sources et les détecteurs utilisés. Les mesures que nous avons réalisées

dans le cadre de ces travaux ont été faites par la technique du photoélectron unique (PEU).

2.1.1 Technique du photoélectron unique

La technique du PEU consiste à exciter des fluorophores tout en ne détectant que

quelques unités de photons de fluorescence (moins de 5 photons pour 100 impulsions d’ex-

citation). L’intervalle de temps entre l’impulsion initiale et la détection du photon, qui

correspond au temps passé par une molécule à l’état excité, est mesuré. En répetant un

grand nombre de fois cette mesure, il est possible de reconstituer un déclin de fluorescence.

La source d’excitation est générée par un laser Titane-Saphir (Tsunami Spectra Physics)

fonctionnant en mode locké. Ce laser est pompé par un laser continu solide Nd :YO4 (Mil-

lenia X Spectra-Physics) émettant à 532 nm (7-9W en sortie). Le laser Ti :Saphir émet

dans un intervalle de longueur d’onde allant de 720 à 1080 nm, avec des impulsions de

largeur temporelle de 1 ps. La fréquence de répétition naturelle du laser est de 82 MHz.

Cette fréquence, trop élevée pour la plupart des mesures de temps de vie de fluorescence des

fluorophores usuels, est ramenée à 4 Mhz à l’aide d’un sélecteur d’impulsions (pulse-picker).

À la sortie de ce sélecteur, le faisceau est dirigé sur un système de cristaux non linéaires en

accord de phase angulaire (GST). Le faisceau est tout d’abord focalisé sur un cristal LBO

(lithium borate) permettant la génération de l’harmonique secondaire (λ/2). Par la suite,

après passage par une ligne de retard optique, le faisceau fondamental et le faisceau doublé

sont focalisés sur un cristal BBO (β barium borate) permettant la génération de la troisième

harmonique (λ/3). Le doublage et le triplage de fréquence du faisceau fondamental permet

- 115 -
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ainsi de pouvoir exciter un grand nombre de fluorophores usuels, respectivement dans le

bleu pour le doublé (fluoresceine, rhodamine, . . . ) et dans l’UV pour le triplé (tryptophane,

aminopurine, . . . ).

Une partie du faisceau doublé est envoyé vers une photodiode rapide (Hamamatsu) connecté

à une voie du discriminateur rapide (Tennelec TC 454), générant le signal de départ (Start)

pour le convertisseur temps-amplitude (TAC) (ORTEC) et le début de la charge du conden-

sateur. Les photons de fluorescence émis par l’échantillon sont détectés selon une direction

perpendiculaire à l’excitation par un photomultiplicateur (PMT) à galette de micro-canaux

(Hamamatsu R3809U) couplé à un préamplificateur (Philips). Les longueurs d’ondes d’émis-

sion sont sélectionnées par un monochromateur (Jobin-Yvon) dont la bande passante est

ajustable (4 à 16nm). Un filtre passe-haut est placé devant le PMT afin d’éliminer les pho-

tons d’excitation diffusés résiduels. Le signal correspondant au premier photon détecté sert

de signal Stop pour le TAC, ce qui provoque l’arrêt du chargement du condensateur. La

charge accumulée dans le TAC est donc proportionnelle à l’intervalle de temps entre les

impulsions Start et Stop. Cette charge est convertie en une tension comprise entre 0 et

10V, qui est analysée par un analyseur multicanaux (Ortec 921). 2048 canaux sont utilisés

pour l’analyse de l’amplitude, ce qui , combiné à une échelle de temps de 50 ns du TAC,

donne une linéarité de 25.5 ps/canal. L’histogramme de la probabilité d’émission de fluores-

cence est reconstitué par la mesure d’un grand nombre de photons, typiquement de 5× 105

photons.
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Figure 2.1 – Schéma du montage permettant les mesures de fluorescence résolue en temps.
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2.1 Fluorescence résolue en temps

2.1.2 Déclins de fluorescence

En excitant l’échantillon avec un flash de lumière polarisée verticalement, le déclin de

fluorescence mesuré I(t), qui est le produit de convolution de la loi théorique d’émission

de fluorescence de l’échantillon i(t) et de la fonction de réponse instrumentale E(t) se

décompose en deux composantes parallèles Ivv(t) et perpendiculaires Ivh(t), respectivement,

selon :

Ivv(t) =
1

3
Eλ(t)⊗

{∫

∞

0

∫

∞

0

∫ 0.4

−0.2

γ(τ, θ, r0)e
−

t
τ

(

1 + 2r0 e
−

t
θ

)

dτ dθ dr0

}

(2.1)

Ivh(t) =
1

3
Eλ(t)⊗

{
∫

∞

0

∫

∞

0

∫ 0.4

−0.2

γ(τ, θ, r0)e
−

t
τ

(

1− r0 e
−

t
θ

)

dτ dθ dr0

}

(2.2)

dans lesquelles γ(τ, θ, r0) correspond au nombre de fluorophores caractérisés par un déclin

de fluorescence τ , un temps de corrélation de rotation θ et une anisotropie initiale r0 et où

la fonction de réponse instrumentalle IRFλ(t) est elle-même constituée par le produit de

convolution de la forme temporelle de l’impulsion lumineuse incidente N(t) et de la réponse

de l’instrument H(t) selon :

IRFλ(t) = N(t)⊗H(t) =

∫ t

0

N(t)H(t− t′) dt′ (2.3)

La fonction de réponse instrumentale est déterminée expérimentalement à l’aide d’un reflec-

teur d’aluminium poli et est mesurée dans des conditions identiques à celles utilisées pour

réaliser les mesures. La largeur à mi-hauteur du maximum (Full Width at Half-Maximum)

de la fonction de réponse dans ces conditions est typiquement d’environ 40ps.

La fluorescence totale est obtenue en sommant ces deux composantes selon :

I(t) = Ivv(t) + 2 g Ivh(t) = IRFλ(t)⊗ i(t) = IRFλ(t)⊗
∫

∞

0

h(τ) e−
t
τ dτ (2.4)

où h(τ) est la distribution des temps de vie de fluorescence, donné par :

h(τ) =

∫

∞

0

∫ 0.4

−0.2

r0 γ(τ, θ, r0) dθ dr0
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Figure 2.2 – Déclin de temps de vie de fluorescence de Hexim, une protéine contenant 4
Trp (λexc = 295nm, λem = 350nm).
La fonction de réponse de l’appareil est également représentée.

et g est un facteur de correction pour la réponse des optiques et de la détection des émissions

de fluorescence polarisées verticalement et horizontalement (1.00 ≤ g ≤ 1.02 dans nos

mesures).

Si l’on ne s’intéresse qu’au déclin de fluorescence, l’utilisation d’un polariseur réglé à l’angle

magique (54.7◦) permet de rendre le signal de fluorescence indépendant des mouvements de

rotation des molécules excitées. Le déclin mesuré est alors directement :

i(t) = IRFλ(t)⊗
∫

∞

0

h(τ) e−
t
τ dτ (2.5)

2.1.3 Analyse des données

Parmi les méthodes d’analyse des déclins de fluorescence, la méthode de maximisation

de l’entropie (MEM) [377] présente l’avantage d’une démarche sans a priori (prior non-

informative), ce qui la singularise des méthodes utilisant la statistique des moindres carrés,

pour lesquelles les résultats peuvent dépendre du choix des conditions initiales. Le maximum

d’entropie est en effet un critère optimal pour reconstruire la distribution des temps de vie

les plus probables h(τ) à partir d’un déclin expérimental I(t). La formulation de la fonction

d’entropie généralisée de Livesey et Skilling, uniquement dépendante de h(τ), s’exprime
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Figure 2.3 – Distribution des temps de vie de fluorescence des Trp de la protéine Hexim
(obtenus par MEM) correspondant au déclin de la figure 2.2.

comme :

S =

∫

∞

0

h(τ)−m(τ)− h(τ)log
h(τ)

m(τ)
dτ (2.6)

dans laquelle m(τ) est une mesure qui quantifie l’importance relative des différents temps

de vie τ . S mesure la déviation de la distribution h(τ) par rapport à m(τ) (le maximum de

S est atteint pour h(τ) = m(τ)). En pratique, on suppose au départ que la distribution de

h(τ) est constituée par une fonction m(τ) de 200 valeurs discrètes τj régulièrement espacées

sur une échelle logarithmique dans un intervalle de temps donné (en général 0.01 − 12ns).

Puisque S est maximisée par une prior uniforme et non informative en espace logarithmique

(tout les temps de vie sont équiprobables), la méthode du maximum d’entropie donne la

reconstruction de la distribution des temps de vie la plus probable, et c’est l’information

contenue dans les données qui donne la structure à la distribution postérieure. De manière

simultanée, un ajustement est réalisé selon le test statistique du χ2 selon

χ2
r =

1

N

N
∑

n=1

(i(tn)− I(tn))
2

σ2
n

(2.7)

où N est le nombre de canaux et σ2
n la variance du nieme canal de la courbe du déclin de

fluorescence estimé selon une statistique de Poisson.
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2.2 Anisotropie de fluorescence

2.2.1 Principe

Lorsque l’on illumine une population de fluorophores en solution par une lumière po-

larisée linéairement, ceux dont les moments dipolaires de transition d’absorption ~µA sont

orientés parallèlement au vecteur champ électrique du faisceau incident sont préférentiel-

lement excités (photosélection) puisque la probabilité d’absorption est proportionnelle au

cosinus carré de l’angle θ entre le vecteur du moment d’absorption ~µA et le vecteur du

champ électrique ~E de la lumière d’excitation. La fluorescence est émise selon la direction

du moment dipolaire de transition d’émission, ~µE. Les moments de transition d’absorption

et d’émission ont une orientation fixe au sein d’un fluorophore . L’angle β entre ces deux

moments détermine l’anisotropie fondamentale r0 (c’est à dire l’anisotropie théorique en

absence de tout mouvement) selon :

r0 =
2

5

(

3cos2β − 1

2

)

(2.8)

Ainsi, r0 atteint une valeur limite égale à 0.4 lorsque les moments de transitions sont paral-

lèles. La photosélection induit donc une polarisation de la fluorescence selon l’orientation

moyenne des molécules excitées au moment de l’émission. Les mouvements Browniens in-

duisent des changements de direction du moment d’émission ~µE, d’un angle ω(t), pendant

la durée de vie de l’état excité. Dans ce cas, r(t) est égal à :

r(t) =
(3cos2(β + ω(t))− 1)

5
(2.9)

La diffusion rotationnelle induit donc une dépolarisation partielle ou totale de la fluores-

cence, dépendant de l’amplitude du mouvement Brownien. Avec un temps de rotation de

l’ordre de 100 ps par exemple, l’orientation de fluorophores libres dans l’eau devient aléatoire

pendant l’état excité et la fluorescence ne présente plus de polarisation (anisotropie proche

de 0). Si par contre, le temps de rotation est plus long que le temps de vie de l’état excité

(dans la limite d’environ dix fois le temps de vie), comme c’est souvent le cas pour des fluo-

rophores liés à des biomolécules de masse importante, les mesures d’anisotropie fournissent
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alors des informations sur la mobilité, la taille, la forme et la flexibilité de ces molécules. La

mesure d’anisotropie trouve donc une large gamme d’applications dans la caractérisation

des interactions entre biomolécules. L’anisotropie de fluorescence, r, peut être calculée en

mesurant les intensités de fluorescence résultant d’une excitation polarisée (généralement

verticale) avec un polariseur d’émission orienté parallèlement (I//) et perpendiculairement

(I⊥) au vecteur électrique de la lumière d’excitation. r peut alors être déterminée par :

r =
I///I⊥ − 1

I///I⊥ + 2
(2.10)

qui est plus souvent présentée sous la forme :

r =
I// − I⊥

I// + 2× I⊥
(2.11)

L’anisotropie est sans dimension puisque la différence (I//−I⊥) est normalisée par l’intensité

totale de fluorescence (I//+2.I⊥). Il convient ici également de rappeler que la dépolarisation

peut aussi être induite par du transfert d’énergie d’une molécule ”donneur” à une molécule

”accepteur” orientée différemment.

La loi d’additivité de l’anisotropie impose en outre que l’anisotropie d’un mélange corres-

ponde à la somme des anisotropies individuelles des composés du mélange, pondérées par

leur fluorescence relative f tel que :

r =
∑

i

rifi

2.2.2 Mesure d’anisotropie à l’état stationnaire

Pour les mesures d’anisotropie de fluorescence à l’état stationnaire, nous avons utilisé

un spectrofluorimètre Fluorolog (Jobin Yvon Horiba) possédant un seul canal d’émission

(format dit en L), ainsi qu’un spectromètre SLM 8000 (format en T).
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Montage en L

Dans le cas du montage en L, l’émission de fluorescence mesurée passe par un mono-

chromateur possédant une efficacité de transmission différente pour les lumières polarisées

verticalement ou horizontalement. En conséquence, les intensités des émissions parallèles et

perpendiculaires à la polarisation du faisceau d’excitation, mesurées grâce à la rotation du

polariseur d’émission, sont biaisées. En effet, les intensités mesurées IV V (polarisation d’ex-

citation et d’émission verticales) et IV H (polarisation d’excitation verticale et d’émission

horizontale) peuvent s’exprimer selon :

IV V = k.SV .I//

IV H = k.SH .I⊥

où SV,H traduit la sensibilité de la voie de détection pour les composantes polarisées verti-

calement ou horizontalement, respectivement, k est un facteur de proportionnalité qui tient

compte du rendement quantique des fluorophores et autres facteurs instrumentaux et I//,

I⊥ sont les intensités non biaisées des composantes parrallèles et perpendiculaires.

Donc
IV V

IV H
= G.

I//
I⊥

avec G =
SV

SH

La mesure de l’anisotropie ne peut donc être faite qu’après la détermination de ce facteur

G. Il faut noter que la valeur de G dépendant de la longeur d’onde d’émission, et d’une

moindre manière, de la bande passante du monochromateur. En utilisant une polarisation

horizontale pour la lumière d’excitation, les intensités mesurées s’expriment cette fois-ci

selon :

IHV = k.SV .I⊥

IHH = k.SH .I⊥
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dont le ratio permet d’expliciter directement G.

Ce qui donne, en reprenant les expressions précédentes :

I//
I⊥

=
IV V

IV H
× 1

G

Comme l’anisotropie de fluorescence, r, est déterminée par l’équation 2.10 ou 2.11, on peut

l’exprimer en fonction des intensités mesurées selon :

r =
I// −G× I⊥
I// + 2G× I⊥

(2.12)

Montage en T

Dans un montage en T (Figure 2.4), les intensités des composantes parallèles et per-

pendiculaires sont mesurées simultanément en utilisant deux voies séparées de détection.

Puisque les positions des polariseurs d’émission sont fixes, la mesure de la sensibilité aux

polarisations n’est plus nécessaire. Seule la sensibilité de chacune des deux voies de dé-

tection doit être connue, ce qui est réalisé en changeant la polarisation de l’excitation. Le

polariseur d’excitation est tout d’abord placé verticalement, et le ratio des signaux parallèle

et perpendiculaire est donné par

RV =
G//.I//
G⊥.I/

G// et G⊥ sont les gains des canaux parrallèle et perpendiculaire respectivement.

Le polariseur d’excitation est ensuite placé horizontalement et le ratio est cette fois-ci ex-

primé comme

RH =
G//.I/
G⊥.I/

ou directement

RH =
G//

G⊥

Le ratio de ces dernières égalités donne directement

RV

RH
=
I//
I/
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Figure 2.4 – Schéma d’un format en T pour des mesures d’anisotropie de fluorescence.

ce qui permet de calculer l’anisotropie selon l’équation 2.10.

2.2.3 Mesure d’anisotropie résolue en temps

Si l’on substitue l’excitation continue par une source pulsée polarisée, alors il est possible

de reconstituer un déclin d’anisotropie résolu en temps (voir équation 2.1 et 2.2). L’informa-

tion obtenue est plus riche que la valeur d’anisotropie moyenne obtenue à l’état stationnaire.

En effet, la forme que prend le déclin d’anistropie résolue en temps dépend de la taille, de

la forme et de la flexibilité des molécules marquées, ce qui se traduit généralement par un

déclin multi-exponentiel. Pour une molécule dont la forme dévie fortement d’une sphère par

exemple, les temps de corrélations observés sont déterminés par les vitesses de rotation de

la molécule selon ses différents axes, ce qui se traduit par un déclin multi-exponentiel. De

même, les mouvements locaux (comme le mouvement de la sonde vias à vis de la molécule
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à laquelle elle est liée) ou segmentaux, induisent des composantes exponentielles supplé-

mentaires. Enfin, il existe des cas de figure où la rotation des molécules est dite gênée (la

molécule ne diffuse pas librement). Ce dernier cas de figure induit des déclins d’anisotropie

présentant une anisotropie résiduelle non-nulle.// Les déclins d’anisotropie résolue en temps

sont analysés selon les équations :

I//(t) = I(t)
[1 + 2r(t)]

3
(2.13)

I⊥(t) =
I(t) [1− r(t)]

3
(2.14)

r(t) =
I//(t)−G× I⊥(t)

I//(t) + 2G× I⊥(t)
= r0

∑

i

βi e
−t
Φi (2.15)
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2.3 Tranfert d’énergie non radiatif de fluorescence

Le transfert d’énergie est un phénomène observé lorsqu’une molécule luminescente (don-

neur) cède, à l’état excité, son énergie à une seconde molécule (accepteur). Le transfert éner-

gétique peut être radiatif ou non. Le FRET (Fluorescence Resonnance Energy Transfer)

correspond à un transfert non radiatif, c’est à dire sans émission de photons, par couplage

dipôle-dipôle. Une des raisons pour lesquelles cette méthode est si répandue dans les études

biophysiques est que le FRET sonde efficacement des distances comprises entre 10 et 100 Å

environ (soit de 1 à 10 nm), ce qui correspond à l’ordre de grandeur de la taille d’une pro-

téine ou de l’épaisseur d’une membrane cellulaire (Figure 2.5). De plus, et puisqu’il s’agit

d’une interaction dipôle-dipôle à distance, le transfert d’énergie est très peu affecté par les

biomolécules de l’échantillon et dépend donc presque uniquement des propriétés spectrales

des fluorophores utilisés, ce qui le rend très prédictible.

Figure 2.5 – Représentation de la gamme de distances sondées par la technique de FRET
au sein d’une échelle biologique.

Théorie du transfert d’énergie pour une paire donneur-accepteur

Les équations de transfert d’énergie dérivent à la fois de la mécanique classique et de la

mécanique quantique. La formulation par Förster [378] de la vitesse du transfert d’énergie
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s’exprime selon :

kT (r) =
QYDκ

2

τDr6

(

9000(ln10)

128Π5Nn4

)

JAD (2.16)

QYD et τD représentent respectivement le rendement quantique et la durée de vie de fluo-

rescence du donneur en absence de l’accepteur

n est l’indice de réfraction du milieu (usuellement fixé à entre 1.33 et 1.4 pour les biomolé-

cules en solution)

r la distance entre les deux sondes

JAD traduit le recouvrement spectral entre les spectres d’émission du donneur et d’absorp-

tion de l’accepteur. C’est un paramètre qui est calculé selon :

JAD =

∫

∞

0

FD(λ) ǫA(λ) λ
4 dλ (2.17)

où FD(λ) est l’intensité de fluorescence corrigée et normalisée à l’unité du donneur dans

la gamme de longueur d’onde de λ à λ +∆λ et où ǫA(λ) est le coefficient d’absorption de

l’accepteur à la longueur d’onde λ.

La distance de Förster est la distance particulière pour laquelle la moitié des molécules se

désexcitent par transfert. En exprimant λ en cm et JAD en M−1cm3, R0 vaut

R0 = 9.78× 103
(

κ2n−4QYDJAD

)1/6
(en Å) (2.18)

dans laquelle κ2 est un facteur qui tient compte de l’orientation relative des deux sondes.

κ2 = (cos(θT )− 3 cos(θD) cos(θA))
2 (2.19)

θT est l’angle entre la transition d’émission du dipôle du donneur et la transition d’absorp-

tion du diplôle de l’accepteur, θA et θD sont les angles entre les dipôles et le vecteur joignant

le donneur à l’accepteur (Figure 2.6).

Selon cette définition, κ2 peut varier de 0 à 4. La valeur de κ2 = 2/3 est habituellement

utilisée, ce qui correspond à une valeur moyenne obtenue si les sondes sont mobiles. Des

mesures d’anisotropie de fluorescence résolue en temps du donneur (et de l’accepteur) per-

mettent de s’assurer de la validité de cette approximation.
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Figure 2.6 – Représentation des orientations des dipôles du donneur et de l’accepteur,
ainsi que les valeurs de κ2 pour trois orientations particulières

Ainsi, si l’on reprend l’équation 2.16 et 2.18, en fixant κ2 = 2/3, kT (r) se simplifie en une

fonction de r et de τ−1
D selon

kT (r) =
1

τD

(

R0

r

)6

(2.20)

L’efficacité de transfert (E) est la fraction de photons absorbés par le donneur qui sont

transférés à l’accepteur. Le transfert se traduit par une diminution de l’intensité de fluores-

cence et de la durée de vie de l’état excité du donneur. En quantifiant ces variations, il est

possible de déterminer l’efficacité de transfert E.

E =
kT (r)

τ−1
D + kT (r)

(2.21)

L’équation 2.21 met en évidence que si kT (r) ≫ τ−1
D , alors E est proche de 1.

Si l’on rapelle que kT (r) = τ−1
D (R0/r)

6, il vient que
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E =
R6

0

R6
0 + r6

(2.22)

L’équation 2.22 montre que l’efficacité de transfert dépend fortement de la distance inter-

sondes (selon une puissance 6).

Ceci amène 2 remarques : la première est que pour des distances proches de R0, une faible

variation de distance entre les sondes induit une forte variation de E, et deuxièmement,

en-deça de R0/2 ou au-delà de 2 × R0, les variations de E deviennent négligeables, même

pour des variations de distances significatives à l’échelle de biomolécules (Figure 2.7). Les

mesures de FRET se montrent donc particulièrement appropriées pour mettre en évidence

des fluctuations de distances inter-sondes au sein de biomolécules.

Du point de vue expérimental, E peut être calculé par la fluorescence relative du donneur

en présence de l’accepteur selon :

E = 1− IDA

ID
(2.23)

ou encore à l’aide des temps de vie de fluorescence du donneur

E = 1− τDA

τD
(2.24)

Les indices D et DA dans les deux équations précédentes précisent que le paramètre indicé

correspond à celui du donneur de fluorescence en absence et en présence de l’accepteur,

respectivement. Pour le calcul des distances inter-sondes r, la distance de Förster est estimée

à partir des spectres d’émission du donneur et d’absorption de l’accepteur selon le code

Matlab de la section annexe chapitre 8.

Les équations 2.23 et 2.24 ne sont valides que pour un modèle dans lequel il existe une

distance fixe entre le donneur et l’accepteur. Si plusieurs distances coexistent, alors le FRET

observé correspondra à la valeur moyenne des efficacités de transfert pondérées par leurs

populations relatives.

Ainsi, le FRET est un outil intéressant pour sonder des distances au sein de biomolécules
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Figure 2.7 – Haut : Spectre d’excitation et d’émission de fluorescence de la fluorescéine et
de la tétraméthylrhodamine (TMR), un couple de fluorophores largement utilisés pour les
expériences de FRET.
L’overlap JAD entre les spectres d’émission du donneur et d’absorption de l’accepteur est la zone grisée.
Bas : Variation de l’efficacité de transfert en fonction de la distance inter-fluorophores. La gamme des
distances mesurables est comprise entre 0.5×R0 et 2×R0

.
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ou de complexes biomoléculaires doublement marqués. Dans le cadre des travaux effectués

dans cette thèse, nous avons utilisé des mesures de FRET afin de déterminer des distances

au sein d’un complexe trimoléculaire ADN-protéine-peptide. En multipliant les positions de

marquages, et donc la connaissance de différentes distances au sein de ces complexes, il nous

a été possible de confirmer la validité d’un modèle structural en solution obtenu par SAXS

pour les récepteurs RAR-RXR et VDR-RXR liés à un ADN double brin (Publication IX :

Rochel & al., chapitre 9). Un des intérêts du FRET est de permettre un suivi cinétique des

variations de distances, et ce sur une large gamme d’échelle de temps (allant de la µsec à

plusieurs heures), et de concentrations (de la molécule unique à quelques µM). Lorsqu’il est

possible de synchroniser un processus ou une réaction, des mesures d’ensemble de FRET

(FRET en solution) peuvent être exploitées pour suivre la cinétique de ces phénomènes

(Publication III : Godet & al. 2006 [280]). Dans le cas contraire, des mesures de FRET à

l’échelle de la molécule unique permettent d’accéder à l’ensemble des caractéristiques des

populations qui composent le mélange.
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Spectroscopie à corrélation de fluorescence
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Spectroscopie à corrélation de fluorescence (FCS)

La spectroscopie à correlation de fluorescence (FCS) est une méthode permettant l’ana-

lyse temporelle et spatiale de biomolécules faiblement concentrées. Alors que la plupart des

techniques de fluorescence s’intéressent à l’intensité du signal de fluorescence, la FCS est

basée sur l’analyse des fluctuations temporelles de l’intensité de fluorescence mesurées dans

un volume fini (volume focal). La FCS repose sur l’idée que les variations minimes d’un

système puissent être reflétées par les fluctuations du signal de fluorescence. Là même où

généralement on considère ces fluctuations comme du bruit de mesure, la FCS cherche à

exploiter ces fluctuations pour en tirer de l’information. Le traitement des fluctuations par

une fonction d’autocorrélation (donnant son nom à cette méthode) permet une mesure de

l’auto-similarité de mesures répétées temporellement. Par voie de conséquence, elle décrit

les informations persistantes contenues dans ces fluctuations. Parmi ces informations, on

retrouve en particulier la concentration locale en biomolécules fluorescentes ou la constante

de diffusion de ces molécules. L’ensemble des phénomènes capables d’engendrer des fluc-

tuations du signal de fluorescence peuvent en théorie être appréhendés par FCS.

3.1 Autocorrélation : principe et modélisation des don-

nées

L’origine principale des fluctuations est le mouvement Brownien des particules entrant

et sortant du volume d’excitation. Le nombre de particules présentes dans le volume focal au

moment t suit une loi de Poisson. La racine de la variation du nombre moyen de molécules

au sein du volume focal peut être donné par :

√

〈(δN)2〉
〈N〉 =

1
√

〈N〉
(3.1)

ce qui implique que les fluctuations relatives deviennent plus importantes lorsque la concen-

tration en espèces marquées diminue (limité néanmoins par le fait que le signal de fluores-
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cence doit être plus grand que le bruit résiduel). En pratique, le nombre de molécules au sein

du volume focal peut aller de 0.1 à ∼ 1000, ce qui, pour un volume focal de 0.3 fL, donne des

concentrations allant du sub-nanomolaire au micromolaire. Ces gammes de concentrations

sont largement compatibles avec les concentrations ”physiologiques” que l’on peut observer

au sein de cellules.

Les fluctuations de fluorescence sont définies comme les déviations par rapport au signal

moyen :

δF (t) = F (t)− 〈F (t)〉 (3.2)

〈F (t)〉 = 1

T

∫ T

0

F (t) dt (3.3)

Si on suppose que les fluctuations de fluorescence ne résultent que de variations de la

concentration locale δC au sein du volume focal Veff , on peut écrire :

δF (t) = κ

∫

V

Iex(r).S(r).δ (σ.QY.C(r, t)) dV (3.4)

ce qui décrit la probabilité d’exciter un fluorophore au sein du volume focal et de détecter

les photons résultants. En effet, κ caractérise l’efficacité de détection, Iex(r) traduit la

distribution de la lumière d’excitation, S(r) détermine l’efficacité de collection des photons

du montage et δ (σqC(r, t)) traduit la dynamique du fluorophore au niveau moléculaire (δσ

pour les fluctuations de la cross-section d’absorption, δQY pour les variations du rendement

quantique de fluorescence et δC(r, t) pour les fluctuations de la concentration locale en

fonction du temps).

Les paramètres Iex(r) et S(r) sont généralement combinés en une fonctionW (r) qui décrit la

distribution spatiale des photons émis. En général W (r) est approximé par une Gaussienne

3D. De même, les paramètres κ, σ et QY sont combinés pour donner un paramètre Cr

qui détermine le flux de photons par molécule et par seconde (count rate). Ceci permet de

transformer l’équation 3.4 en :

δF (t) =

∫

V

W (r).δ (Cr.C(r, t)) dV (3.5)
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Puisque la fonction d’autocorrelation normalisée est définie par :

G(τ) =
〈δF (t).δF (t+ τ)〉

〈F (t)〉2 (3.6)

En substituant l’équation 3.5 dans l’équation 3.6, on obtient

G(τ) =

∫∫

W (r).W (r′)〈δ(Cr.C(r, t))δ(Cr.C(r′, t+ τ))〉dV dV ′

(∫

W (r)〈δ(Cr.C(r, t))〉dV
)2 (3.7)

Si l’on considère que δCR est constant pour un système donné, δ(Cr.C(r, t)) = δCr.C(r, t)+

Cr.δC(r, t) se simplifie.

De même, si l’on considère uniquement les particules qui diffusent librement dans les 3

dimensions de l’espace avec un coefficient D,

〈δ(Cr.C(r, 0)).δ(Cr.C(r′, τ))〉 = 〈C〉 1

(4πDτ)−3/2
.exp

(

−(r − r′)2

4Dτ

)

(3.8)

L’équation 3.7 devient :

G(τ) =
1

(4πDτ)−3/2

∫∫

W (r)W (r′).exp
(

− (r−r′)2

4Dτ

)

dV dV ′

(∫

W (r)dV
)2 (3.9)

Enfin, si l’on insère d’une part la relation entre le coefficient de diffusion D et le temps de

diffusion latérale τD

τD =
r20
4D

et d’autre part, la définition du volume focal effectif

Veff =

(∫

W (r)dV
)2

∫

W 2(r)dV
= π3/2.r20.z0 (3.10)

on obtient

G(τ) =
1

Veff〈C〉

(

1 +
τ

τd

)−1






1 +

1
(

r0
z0

)2

τ

τd







−0.5

(3.11)
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Figure 3.1 – Schéma illustrant le principe de la FCS

que l’on formule en général selon

G(τ) =
1

N

(

1 +
τ

τd

)−1(

1 +
1

S2

τ

τd

)−0.5

(3.12)

3.2 Instrumentation

La génération du volume de mesure est obtenue à l’aide d’une excitation biphotonique.

Le faisceau d’excitation est un faisceau impulsionnel femtoseconde produit par laser pulsé

Ti-Sapphire (Tsunami, Spectra Physics) fonctionnant en mode locké, pompé par un laser

continu solide Nd :YO4 (Millenia X Spectra-Physics). Le volume focal résulte de la focali-

sation de ce faisceau à l’aide d’un objectif 60x (NA 1.2) monté sur un microscope inversé

(Olympus IX70). La fluorescence est collectée par ce même objectif puis dirigée à l’aide

d’un miroir dichroique (COWL 750 nm ; Coherent) vers la voie de détection. Le faisceau

de fluorescence est filtré (E700SP, Chroma) et focalisé (lentille achromatique 200mm) sur

une fibre optique multimode couplée à une photodiode à avalanche (APD) (SPCM-AQR-

14-FC, EG&G), elle même couplée à un corrélateur ALV-5000E (ALV GmbH, Allemagne)

permettant le calcul en temps réel des courbes de corrélation. Dans le cadre des mesures

de corrélation croisée à deux couleurs, les signaux de fluorescence sont séparés à l’aide d’un

miroir dichroique puis filtrés avant d’être détectés chacun par une APD différente. Pour les

mesures de FCS à deux foci (2fFCS), un interféromètre de Michelson est placé sur la voie

d’excitation. En désalignant le beamsplitter, il est possible de générer deux faisceaux non-
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Figure 3.2 – Exemple de courbe d’autocorrélation correspondant à une solution de NCp7
marquée par une tétraméthylrhodamine (TMR)

collinéaires décalés latéralement dans le plan focal du microscope. Les signaux provenant

de chacun de ces volumes focaux sont détectés et corrélés de manière croisée.

3.3 Application à l’étude des interactions de la NCp7

avec des oligonucléotides

Selon l’équation d’autocorrélation 3.12, il vient immédiatement que

G(0) =
1

N

La courbe d’autocorrélation permet donc de calculer des concentrations locales au niveau

du volume focal. En suivant précisement les variations du nombre apparent de molécules

dans le volume focal, il devrait être possible de mettre en évidence la formation de dimères,

ou de complexes d’ordre supérieur par une simple diminution du nombre de molécules dif-

fusant dans le milieu de mesure.

Suite aux travaux de Andersen & al. [296] montrant que TAR pouvait jouer un rôle dans
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la dimérisation de l’ARN génomique de VIH-1, nous avons cherché à caractériser la pro-

motion par la NCp7 de la formation d’homodimères de TAR, cTAR (l’ADN complémen-

taire de TAR), ainsi que de différents mutants de ces séquences. Un mutant de NCp7, la

(11-55)NCp7, a également été utilisé pour évaluer l’importance, dans ce processus, de la

composante d’agrégation des acides nucléiques de NCp7.
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Evidence by Fluorescence Correlation Spectroscopy of NCp7-

induced promotion of TAR kissing complexes

Abstract

TAR is known to be a multifunctional region involved in transcriptional activation, pa-

ckaging and reverse transcription of the HIV-1 genome. Based on the appearance of two

dimeric TAR complexes with different mobilities in a native gel, TAR hairpin has been

shown to harbor a dimerization signal. The dimerization of TAR hairpin induced by NCp7

involves the exposure by NCp7 chaperone properties of a partially hidden palindromic se-

quence within the top half of TAR. In order to further characterize the formation of the

TAR homodimers and to elucidate the role of the NCp7 in this process, we performed

fluorescence correlation spectroscopy on rhodamine (Rh6G)-labelled TAR sequence in the

presence and in the absence of NCp7. We could to evidence by one color FCS the NCp7-

induced promotion of of TAR and cTAR homodimerization . The promotion of the TAR

and cTAR dimer formation was not achieved with (11-55)NCp7, a Nterm-truncated mutant

that lacks the aggregating properties of NCp7, showing that the non-specific interaction

of the Nterm domain of NCp7 plays a critical role in this process. Nevertheless, the (11-

55)NCp7 was able to induce dimerization of short hairpin DNA sequences in a manner that

strongly depends of the stability of the nucleic acids. The NCp7-induced homodimerization

of HIV sequences could be of importance in HIV-1 recombination events occurring during

reverse-transcription. All these observations also provide evidence that FCS constitutes a

versatile approach to study dimerization of macromolecules.

Introduction

The nucleocapsid protein NCp7 of human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) is a

small, basic protein tightly associated with genomic RNA in the mature infectious virus

[275]. NCp7 is characterized by two copies of a highly conserved retroviral-type, zinc-finger

motif, also called CCHC motif, that binds zinc ions strongly [212, 219] in a constrained

structure [206, 224, 379]. Besides its histone-like activity [342], NCp7 either as the mature
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protein or in the Pr55 polyprotein precursor, plays several critical roles in the viral life-

cycle. NCp7 is thought to interact specifically with the genomic RNA, enabling its selective

encapsidation into budding particles [380, 251]. NCp7 also stimulates dramatically the two

obligatory HIV-1 strand transfer during reverse transcription. In addition, NCp7 possesses

a nucleic acid chaperone activity [244, 277, 381] and thus, directs the rearrangement of

a nucleic acid molecule into the most stable conformation. This appears to be linked to

the ability of NCp7 to lower the energy barrier for breakage and reformation of base-pairs.

The chaperone activity of NCp7 is thought to be critical for efficient and complete pro-

viral DNA synthesis. The HIV-1 contains two-identical (or nearly identical) copies of the

RNA genome within the virion. These RNA genomes are non-covalently joined together

as a dimer. Dimerization involves a specific sequence within the HIV-1 genome called the

Dimerization Initiation Site (DIS), located in the 5’LTR of the genome that is critical for

viral replication (for a review see [14]). DIS forms an homodimer through a kissing-loop

interaction, further stabilized under an extended duplex form. The maturation of the DIS

dimer is thought to be regulated by NCp7. Andersen & al.[296] showed that a phylogeneti-

cally conserved palindrome in the TAR RNA forms stable dimers independently of the DIS

sequence when exposed to the NCp7 protein. The interaction between two TAR hairpins,

which they characterized using a combination of bioinformatics, biochemistry, and atomic

force microscopy (AFM) techniques, provides a molecular explanation for the observed role

of TAR in packaging and reverse transcription of the viral RNA. Using fluorescence corre-

lation spectroscopy, we were able to evidence the NCp7-induced formation of TAR RNA

homodimers. Our objective was then to extend their structure-activity relationship by using

DNA structures (cTAR and mutants thereof) relevant of the copied RNA in the RTion. In

this study, we used TMR-labeled TAR, cTAR sequence, the DNA complementary sequence

of TAR, as well as different mutants designed, on the basis of the proposed mechanism for

TAR dimerization, to alter dimer formation. We observed that NCp7 induced TAR dime-

rization but not (11-55)NCp7, a mutant that lacks the aggregating properties of NC. We

also found that (11-55)NCp7 favors the formation of stable dimers of short DNA sequences

in the absence of internal bulges. The NCp7-induced homodimerization of HIV sequences

could be of importance in the understanding of the recombination process that occurs du-
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ring the RTion step of the viral replication.

Materials

NCp7 or NC(11-55) peptide were synthesized as described [208] and stored lyophilized

in its zinc-bound form. Their purity were greater than 98%. An extinction coefficient of

5700M−1cm−1 at 280nm was used to determine its concentration. Singly labeled DNA

oligonucleotides were synthesized at a 0.2mmol scale by IBA GmbH Nucleic Acids Product

Supply (Göttingen, Germany). The 5’ terminus of the oligonucleotides was labeled by Rh6G

via an amino-linker with a six carbon spacer arm. Oligonucleotides were purified by the

manufacturer by double reverse-phase HPLC. Experiments were performed in 25mM Tris-

HCl pH 7.5, 30mM NaCl, 0.2mM MgCl2 unless specified otherwise.

FCS setup and data analysis

FCS measurements were performed on a two-photon platform, as previously described

[267, 382]. Two photon excitation is provided by a mode-locked Tsunami Ti :Sapphire laser

pumped by a Millenia V solid state laser (Spectra Physics). Pulses of about 100 fs were

produced at a wavelength of 850nm. FCS measurements were performed on an Olympus-

IX70 inverted microscope equipped with a Märzhäuser motorized microscope stage. After

a beam expander, the parallel infrared laser beam was focused into the sample by a water-

immersion objective (60× 1.2-NA Olympus). The back aperture of the objective lens was

slightly overfilled, creating a diffraction-limited focal spot of about 0.6µm in diameter. The

measurements were carried out in a 8 Well Lab-Tek II coverglass system, using a 400µL

volume per well. The focal spot was set about 20µm above the coverslip. The resulting

fluorescence was collected through the same objective and directed by a dichroic mirror

(COWL 750 nm ; Coherent) to the lateral output of the microscope. After rejection of resi-

dual IR light by a short pass filter (E700SP, Chroma), the emitted photons were focused by

a 200mm achromatic lens on the 64µm core of a multimode optical fiber coupled to an ava-

lanche photodiode (SPCM-AQR-14-FC, EG&G). The detector signal was correlated online

by an ALV-5000E correlator (ALV, Germany). At this step, the normalized autocorrelation
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function, G(τ) was calculated from the fluorescence fluctuations, F (t), by :

G(τ) =
〈δF (t).δF (t+ τ)〉

〈F (t)〉2 (3.13)

where τ is the lag time and 〈F (t)〉 is the mean fluorescence intensity. The analysis of G(τ)

can provide information about the underlying mechanisms responsible for the intensity

fluctuations such as diffusion of the particles, electronic transition within the molecules

and transitions between states of different brightness. For an ideal case of freely diffusing

monodisperse fluorescent particles undergoing a triplet-like blinking process in a Gaussian

excitation volume, the correlation function, G(τ), calculated from the fluorescence fluctua-

tions can be fitted according to :

G(τ) =
1

N

(

1 +
τ

τd

)−1(

1 +
1

S2

τ

τd

)−0.5(

1 +
ft

1− ft
e
−

τ
τt

)

(3.14)

where τd is the apparent diffusion time (a parameter that is inversely related to the diffusion

constant of the molecule), N is the mean number of molecules within the excitation volume,

S is the ratio between the axial and lateral radii of the sample volume, ft is the mean

fraction of fluorophores in their dark state and τt is the triplet state lifetime. The excitation

volume is about 0.3µm3 and S is about 3. Using carboxytetramethylrhodamine (TMR) in

water as a reference (DTMR = 421µm2.s−1), the diffusion coefficient, Dexp, of the labeled

oligonucleotides was calculated by :

Dexp = DTMR × τda(TMR)

τda(oligo)

where τda(TMR) and τda(oligo) are the measured correlation times for TMR and the oli-

gonucleotide, respectively. As a compromise between photobleaching and a good signal to

noise ratio, we select a power of 5mW . At this power, the photon count rate per molecule

is about 5kHz. Typical data recording times were 10 min.

- 143 -



3.3 Applications

Results

NCp7 induces TAR homodimers at saturation concentrations

We performed fluorescence correlation spectroscopy on rhodamine labeled TAR sequence

in presence and in absence of NCp7 in order to characterize the formation of the TAR ho-

modimers and the role of the NCp7 in this process. FCS method analyzes the fluctuations

of fluorescence intensity in the very small volume (about 0.25 fl) provided by a two pho-

ton excitation. This analysis provides information on the phenomena that generate these

fluctuations but also on the average number of fluorescent molecules present in the exci-

ted volume. For the singly-labeled derivatives, the fluorescence fluctuations are thought to

mainly occur from diffusion in and out the excited volume and from a conversion between a

fluorescent state and a nonfluorescent state of the Rh6G resulting from the dynamic of the

probe in respect to the oligonucleotide. In line with this hypothesis, the correlation function

of Rh6G-5’-TAR could be adequately fitted with Equation 3.14, providing an average num-

ber, N, of molecules in the excited volume. The diffusion constant, Dexp, calculated from

the correlation time (Table 3.1) was in agreement with the theoretical diffusion constant,

Dth, calculated by assuming that TAR may be modeled as a rod-like double-stranded DNA

of 26 bp :

Dth =
kbT

3νπ

1

L
ln

(

L

l
+ γ

)

(3.15)

where kb is the Boltzmann constant, T is the absolute temperature and ν is the viscosity

of the solution. γ designates the end-correction parameter and is about 0.39. Assuming a

rise per base of 3.4Å, the length, L, of the rodlike RNA, was calculated to be about 95Å.

Finally, the hydrodynamic diameter, l, was assumed to be comprised between 20.5 and 28Å.

Addition of NCp7 to TAR induces a significant change in the correlation curve (Fig. 3.3).

The number of diffusing species measured in FCS throughout the focal volume were stron-

gly reduced by a factor of slightly more than two at saturating concentrations of NCp7.

Moreover, an increase by a factor of about two of the count-rate per molecule showed that

the newly-formed species were doubly-labelled.

While homodimers formed with high concentrations of NCp7 (a ratio nucleotide/protein

of 8 was needed), a decrease of the NCp7 concentration strongly impeded the TAR homo-
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Figure 3.3 – Effect of NCp7 on TAR-Rh6G autocorrelation curve

Figure 3.4 – Effect of NCp7 (blue) or (11-55)NCp7 (red) on TAR-Rh6G homodimer for-
mation.

dimer formation (Figure 3.4). The TAR homodimers thus mainly formed when the concen-

tration of NCp7 allowed a sufficient level of NCp7 coating, close to the one reported in
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the viral particle. These levels correspond to concentrations that allowed the formation of

aggregates. This strongly suggested that the aggregating activity of NCp7, which requires

a sufficient protein coating of the nucleic-acid, is needed to allow the formation of TAR

homodimers. This was confirmed by the inability of NC(11-55) to forms TAR homodimers.

Indeed, the addition of (11-55)NCp7 protein, a mutant of NCp7 which lacks Nterm domain

of NCp7 and thus less aggregates nucleic acids, to a diluted Rh6G-TAR solution also in-

duced changes in the autocorrelation curve, but while the diffusion coefficient decreased

significantly, confirming the binding of the peptide to the oligonucleotide, the number of

molecules was not significantly affected.

Taken together, our data confirmed the suggested NCp7-induced TAR homodimer forma-

tion in a manner that strongly depend on the aggregating properties of NCp7.

NCp7 but not (11-55)NCp7 promotes cTAR homodimerization

Based on the results obtained with TAR, we investigated the ability of NCp7 to promote

cTAR homodimer formation. As for TAR, addition of the NCp7 protein to a diluted Rh6G-

cTAR solution induces a significant change in the autocorrelation curve. The average num-

ber of apparent diffusing molecules was similarly decreased by a factor of approximately two.

The diffusion rate was also altered. Using different concentrations of NCp7 and/or cTAR,

we also observed that the cTAR concentration did not significantly modify the dimer for-

mation unless the quantity of protein was kept sufficient in respect to the concentration of

cTAR. As for TAR, NC(11-55) was not able to induce cTAR homodimers (Table 3.1).

(11-55)NCp7 promotes the homodimerization of stable short hairpin-loop

DNA

We further characterized the interaction of NC(11-55) with the various cTAR derivatives

by FCS experiments.

As for cTAR, addition of the (11-55)NCp7 peptide to (14-39)cTAR induced a significant

change in the correlation curve but the number of molecules was not significantly affec-

ted, although the diffusion coefficient decreased significantly, confirming the binding of the

peptide to the oligonucleotide (Figure 3.5 and table 3.2).
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Figure 3.5 – Interaction of (11-55)NCp7 with Rh6G-5’-(14-39)cTAR as monitored by two
photon FCS.
The autocorrelation curves of 400nM of Rh6G-5’-(14-39)cTAR were measured either in the absence (tri-
angles) or in the presence (squares) of (11-55)NCp7. The solid lines correspond to fits of the experimental
points with Equation 3.14. The triplet-like lifetime, τt , is about 2 to 3 µs

To calculate Dth, the peptide was assumed to saturate the oligonucleotide. However,

since the dimensions of NC(12-55) are between 10Å and 25Å, it readily appears that the

width of the oligonucleotide/peptide complex becomes comparable to its length. As a conse-

quence, the rod-like model was substituted by the spherical model and Dth was calculated

by the Stokes-Einstein equation : Dth = kbT/6πνr. An excellent agreement was found

between Dexp and Dth, suggesting that the oligonucleotide may be largely coated by the

peptide. Similar conclusions were obtained when (14-39)cTAR was substituted by A33(14-

39)cTAR, A35(14-39)cTAR or ∆L(14-39)cTAR (Table 3.2).

In sharp contrast, addition of (11-55)NCp7 to ∆B(14-39)cTAR or (19-32)cTAR decreased

the number of molecules by a factor of two, suggesting that (11-55)NCp7 promotes the di-

merisation of these sequences. Interestingly, the NC-induced formation of the homodimers

appeared for much lower protein concentration. Indeed, as far as there is in average one

NCp7 per DNA sequence, the number of diffusing molecules appeared to be divided by about

two. These dimers may correspond either to kissing complexes (where the sequences anneal
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mainly through the partially autocomplementary sequences of their top loops) or extended

duplexes (where the annealing extends over the whole sequence). To discriminate between

these two types of dimers, we incubated equimolecular amounts of doubly labeled and non

labeled ∆B(14-39)cTAR or (19-32)cTAR derivatives in the presence of (11-55)NCp7. Sta-

tistically, formation of dimers should lead to 25% of dimers with non labeled monomers,

25% of dimers with doubly labeled monomers and 50% of dimers with one non labeled

and one doubly labeled monomers (Figure 3.6 (a)). In extended duplexes, the Rh6G dye

is moved far away from its quencher in the latter species, inducing a large fluorescence

increase. As a consequence, the final fluorescence should be about half that obtained by

mixing equimolecular amounts of singly Rh6G-labeled with non labeled oligonucleotides. In

sharp contrast, since the annealing in kissing complexes involves regions that are far from

the terminus of cTAR derivatives, only limited fluorescence changes are expected and thus

the final fluorescence should be far less than that of the corresponding dimers with singly

labeled derivatives. The very limited NC-induced fluorescence changes observed with both

∆B(14-39)cTAR and (19-32)cTAR derivatives clearly suggest that (11-55)NCp7 promotes

the formation of kissing complexes.

Mechanism insights into the NCp7-induced cTAR hairpin homodimerization

To identify the nature of the (11-55)NCp7-induced homodimers formed with cTAR, we

performed a mutational analysis of the the NC-induced homodimer formation of ∆B(14-

39)cTAR. Mutants were designed according to a model adapted from Andersen’s model

[296]. In this model, cTAR dimerization induced by NCp7 gives rise to a kissing-loop com-

plex further stabilized in an extented duplex. The initial kissing-loop interaction involves

10 base-pairs of a highly conserved palindromic sequence in the top half of cTAR. Then,

the extend of this interaction on 4 bases on each side of the initial kissing complex followed

by the formation of a second parallel duplex, allows the formation of a more stable duplex

and result in an extended kissing complex (Figure 3.7).

The model of Andersen can also be transposed to ∆B(14-39)cTAR. Although steady-

state experiments using doubly-labelled ∆B(14-39)cTAR showed that the extended duplex

did not formed, two types of kissing intermediates can exist (Figure 3.8) that we will be
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Figure 3.6 – Dimerization of ∆B(14-39)cTAR and (19-32)cTAR induced by (11-55)NCp7.
Equimolecular concentrations of non labeled and doubly labeled oligonucleotides were mixed with (11-
55)NCp7.
(a) Theoretical composition of the mixtures when either extended duplexes or kissing complexes are formed.
The empty and closed circles correspond to Rh6G and DABCYL dyes, respectively.
(b) Fluorescence spectra of the mixture of Rh6G-5’-∆B(14-39)cTAR-3’-DABCYL with non labeled ∆B(14-
39) cTAR either in the absence (solid line) and in the presence (dashed line) of NC(12-55). For compa-
rison, the spectrum of Rh6G-5’- ∆B(14-39)cTAR with non labeled ∆B(14-39) cTAR in the presence of
(11-55)NCp7 (dotted line) was recorded. Inset, magnification of the spectra with the doubly labeled oligo-
nucleotides.
(c) Fluorescence spectra with (19-32)cTAR. Experiments were performed as in b.
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Figure 3.7 – Mechanistic model proposed to explain NCp7-induced cTAR homodimer
formation (adapted from [296])

further referred as KC (for kissing complex) or EKC for (extended kissing complex).

Figure 3.8 – Model of the two types of kissing complexes that can be implied in the
NCp7-induced ∆B(14-39)cTAR homodimer formation (KC on the left, EKC on the right)
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Three mutants have been designed. The ∆B(14-39)cTAR iL with an inverted loop dis-

rupts the palindromic sequence within the (14-39)cTAR and thus impede the formation

of the EKC. It also slightly modifies the formation of the kissing complex (Figure 5.7a).

The ∆B(14-39)cTAR T that is expected to destabilize the KC and on the contrary, stabi-

lize the EKC by the formation of one supplementary base-pair (Figure 5.8a). At least, the

∆B(14-39)cTAR TGM that destabilizes the stem of the ∆B(14-39)cTAR should provide

information about the role of the stem stability in this process (Figure 3.9c).

Interestingly, none of these three mutants was able to form homodimer to the same extend

as the ∆B(14-39)cTAR (Table 3.3). As a consequence, it is likely that the dimerization

within ∆B(14-39)cTAR occurs through different possible pathways, and neither the KC

nor the EKC constitute the homogeneous way for the ∆B(14-39)cTAR rearrangements. In

addition, and since NC is reported to rearrange nucleic acids into their most stable confor-

mation, the kissing complexes may constitute the most stable forms. Finally, the stability

of the stem (i.e. the absence of internal bulges) appeared to be critical for the homodimer

formation.

Conclusions

All these observations allow drawing a picture where NCp7 favors the formation of

nucleic-acid homodimer. The aggregation properties of NCp7, although not sufficient, ap-

peared to play a critical role in this process, probably by promoting the contact between the

different nucleic-acids sequences. The activation of homodimer formation probably trans-

lates the well reported annealing component of NC chaperone activity. During reverse

transcription, kissing complexes are thought to occur between TAR RNA and DNA. In

this respect, it may be deduced that NCp7 not only stimulates the transition between

kissing complexes and extended duplexes, but also promotes the formation of the kissing

complexes, themselves. We also evidenced that the homodimer formation was not limited

to native HIV-1 sequences. The phenomenon thus appeared general, provided the stability

of the final duplex is higher than that of the monomers.

The amount of NCp7 needed for the homodimer to form appeared to strongly differ bet-
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(a)

(b)

(c)

Figure 3.9 – Mutation-induced alterations of the KC and EKC formation
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ween the NA sequences. The homodimers of sequence as TAR or cTAR clearly required

saturating concentrations of NCp7, or at least concentrations allowing aggregates to form.

On the other hand, the formation of homodimers involving very short and stable DNA

hairpin loops was efficient when only one (11-55)NCp7 was bound per sequence. Thus, the

mechanisms governing the formation of homodimers likely differed in the two types of NA

sequences. In addition, the dimer formation appeared NA sequence specific. Indeed, we ob-

served homodimers for ∆B(14-39)cTAR and (19-32)cTAR but not for (14-39)cTAR. If, the

stability of the stem appeared to be important, the reasons for such differences of behavior

remained elusive. Since all the sequences appeared coated with NCp7, one explanation could

come from the location of the NC-binding sites within these sequences. Indeed, in line with

a conformational capture process, the binding of NCp7 is though to preferentially occur

in proximity of bulges, internal loops, mismatches within unperfect double stranded NA.

In (14-39)cTAR for example, NCp7 is preferentially bound at the 3’end of the sequence,

downstream the internal loop (Mauffret O., personnal communication). As far as NCp7 is

able to destabilize the stem, NCp7 can bind almost all over the sequence. On the opposite,

NCp7 is “concentrated” at the apical loop in the presence of perfect and stable stems. This

is for example the case for the NMR described binding of NCp7 on SL2, SL3 or PBS. In this

context, the binding of NCp7 at on the loop would explain the NCp7-induced formation of

homodimer of stable hairpin sequences.

Taken together, these observations provide an insight into the understanding of the acti-

vity of NCp7 during the reverse transcription, notably its ability to enhance homologous

recombination during synthesis. On a technical point of vue, our data confirm that FCS

constitutes a versatile approach to study dimerization of macromolecules.
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Diffusion Brillance N+

N−

CR+

CR−

D+

D−(nt/NC) µm2.s−1 Hz/molcule
TAR (1-55)NCp7 - 18.60 0.13 106 2.35

40 15.7 0.13 106 3.72 0.84 1.58 1.10
20 14.5 0.12 100 4.64 0.78 1.98 1.27
8 6.8 0.11 93 5.05 0.37 2.15 0.94

TAR (11-55)NCp7 - 17.90 0.13 106 2.27
20 14.0 0.12 101 2.69 0.78 1.27 0.82
10 13.4 0.12 101 3.62 0.75 1.60 1.04
5 16.4 0.12 100 5.98 0.92 2.64 1.05

cTAR (1-55)NCp7 - 38.50 0.09 156 2.82
40 31.0 0.11 131 3.61 0.80 1.28 1.19
20 29.3 0.11 130 4.89 0.76 1.32 1.22
8 16.5 0.12 122 5.46 0.43 1.94 1.28

cTAR (11-55)NCp7 48.90 0.12 152 1.54
20 41.1 0.14 133 2.21 0.84 1.44 1.14
10 40.0 0.15 132 3.13 0.82 2.04 1.15
5 34.6 0.17 85 3.31 0.95 2.02 1.33
1 33.7 0.17 83 3.45 0.93 2.11 1.36

Table 3.1 – Effect of NCp7 on the FCS parameters of TAR or cTAR.

-
1
5
4
-
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r Dexp Dth
N+NC

N−NC

(cm2.s−1)× 107 (cm2.s−1)× 107

(14-39)cTAR - 9.0± 0.2 8.2− 11b

5 6.3± 0.2 4.6− 6.7c 1.2± 0.4
∆B(14-39)cTAR - 6.9± 0.2 7.8− 11b

5 7.1± 0.1 7.8− 9.7b 0.6± 0.1
∆L(14-39)cTAR - 9.2± 0.5 7.4− 11b

5 7.1± 0.1 5.1− 7.9c 1.0± 0.1
(19-32)cTAR - 9.5± 0.2 4.1− 9.7b

5 8.1± 0.4 8.3− 11b 0.5± 0.2
A35(14-39)cTAR - 7.7± 0.4 8.2− 11b

5 6.0± 0.1 4.6− 6.7c 1.0± 0.1
A33(14-39)cTAR - 7.9± 0.1 8.2− 11b

5 5.6± 0.4 4.6− 6.7c 1.1± 0.3

Table 3.2 – FCS parameters of the interaction of (11-55)NCp7 with cTAR derivativesa
a The experimental diffusion coefficient Dexp was calculated from the apparent diffusion time as described
in Material and Methods. Both the apparent diffusion time and the average number of molecules in the
illuminated volume are obtained by fitting the data to equation 3.14. The N+NC

N
−NC

parameters describes the

ratio of the average number of molecules in the presence of (11-55)NCp7 to that in the absence.
b Dth calculated from equation 3.15 using the rod-like model
c Dth calculated from the Stockes Einstein equation using the spherical model

r Dexp
N+NC

N−NC

(cm2.s−1)× 107

∆B(14-39)cTAR - 6.9± 0.2
20 6.8± 0.2 0.6± 0.3
10 7.2± 0.4 0.5± 0.2
5 7.2± 0.3 0.6± 0.1

∆B(14-39)cTAR iL - 7.6± 0.3
20 7.5± 0.4 0.75± 0.2
10 7.1± 0.3 0.70± 0.1
5 6.9± 0.3 0.68± 0.2

∆B(14-39)cTAR T - 7.7± 0.3
20 7.5± 0.2 0.80± 0.2
10 7.2± 0.3 0.85± 0.5

∆B(14-39)cTAR TGM - 10.1± 0.3
20 9.8± 0.2 0.82± 0.5
10 8.7± 0.3 0.92± 0.1

Table 3.3 – FCS parameters of the interaction of (11-55)NCp7 with ∆B(14-39)cTAR
derivatives
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3.4 Quand la fluorescence n’est plus constante. . .

L’hypothèse que nous avons effectuée jusqu’à maintenant considère que la fluorescence

du fluorophore est invariante durant le temps de diffusion dans le volume focal. Cette hypo-

thèse n’est pas toujours vérifiée. En effet, des réactions intra ou intermoléculaires peuvent

donner lieu à des fluctuations de fluorescence dans une échelle de temps plus rapide que

celle du temps de diffusion. Plutôt que de redériver toutes les équations précédentes, on

peut modifier simplement l’équation résultante 3.12 selon

Gobs(τ) = Gdiff (τ).X(τ)

où X(τ) traduit les fluctuations supplémentaires. Il va de soit que cette approximation

n’est valide que pour les cas où le coefficient de diffusion n’est pas altéré par ces réactions

[383, 384].

Dans le cas de l’existence d’un état triplet par exemple, le scintillement (blinking) induit

peut être décrit par un déclin mono-exponentiel selon

Xtriplet(τ) = 1− ft + ft.exp

(

− τ

τtriplet

)

qui est en général normalisé par 1− ft pour donner l’équation d’autocorrélation suivante :

G(τ) =
1

N

(

1 +
τ

τd

)−1(

1 +
1

S2

τ

τd

)−0.5(

1 +
ft

1− ft
e
−

τ
τt

)

(3.16)

Bien évidemment cette démarche est applicable à toute réaction induisant des transitions

entre un état brillant B et un état noir N selon une réaction d’équilibre du type :

B ⇄ N : kD
kB

pour laquelle

XF (τ) = 1− F + F.exp

(

− τ

τf

)

(3.17)

- 156 -



3.4 Quand la fluorescence n’est plus constante. . .

ce qui donne

G(τ) =
1

N

(

1 +
τ

τd

)−1(

1 +
1

S2

τ

τd

)−0.5(

1 +
F

1− F
e
−

τ
τf

)

(3.18)

dans laquelle τf = 1
kD+kB

est le temps de relaxation de la réaction, F = kD
kD+kB

est le temps

moyen pendant lequel la molécule est dans l’état noir. Enfin, si l’état noir N n’est pas

complètement noir, l’expression de F devient :

F =
kDkB(CRB − CRD)

2

(kD + kB)(kDCR2
D + kBCR2

B)

Dans le cas où la diffusion est affectée, l’équation 3.11 doit être généralisée afin de prendre

en compte toutes les diffusions pouvant exister dans le système. Celles-ci sont pondérées

par leur count rate relatif

Gmotion(τ) =
1

Veff

∑

CRi〈Ci〉Mi(τ)

(
∑

CRi〈Ci〉)2
(3.19)

où

Mi(τ) =

(

1 +
τ

τdi

)−1






1 +

1
(

r0
z0

)2

τ

τdi







−0.5

dans le cas d’une diffusion libre à 3 dimensions.
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Caractérisation de la dynamique conformationelle de la Rhodamine-

6G liée de manière covalente à un ADN

Objectifs :

L’objectif de ces expériences était d’évaluer par FCS la dynamique de la Rhodamine 6G

(Rh6G) attachée de manière covalente par un linker flexible à un oligonucléotide (ODN).

Contexte :

Alors que les courbes de FCS de Rh6G libre en solution sont décrites correctement par un

modèle de diffusion 3D selon l’équation 3.12 (figure 3.10a), les courbes d’autocorrélation

correspondant à des séquences ADN (cTAR ou (14-39)cTAR) marquées par la Rh6G di-

vergent aux temps courts de ce modèle, suggérant que la fluorescence de la sonde n’est pas

constante pendant la traversée du volume focal. Ces courbes nécessitent donc l’ajout d’une

composante supplémentaire (figure 3.10b).

Étant donné que les fluctuations de fluorescence se produisent sur une gamme de temps

plus rapide que celles causées par la diffusion des particules marquées, une séparation des

dynamiques est possible et les courbes d’autocorrélation des séquences ADN marquées par

la Rh6G ont pu être ajustées avec un modèle de diffusion simple associée à l’existence d’un

état triplet. Les courbes d’autocorrélation des ODN marqués à la Rh6G ont donc été modé-

lisées à l’aide de l’équation 3.16 considérant ainsi implicitement l’existence d’un état triplet

[267, 268, 269, 227, 385, 386, 348]. Pour autant, la preuve de l’existence de cet état tri-

plet n’a pas été apportée. D’autres phénomènes peuvent engendrer ce genre de fluctuations

supplémentaires, comme l’existence d’un quenching transitoire de la sonde, résultant de

l’interaction de la sonde avec les nucléosides situés dans son voisinage. Les bases de l’ADN,

et en particulier les G, peuvent éteindre la fluorescence de la Rh6G. La dynamique de la

sonde à l’égard de l’oligonucléotide avec lequel elle est liée peut donc être responsable de

fluctuations additionelles de fluorescence . Plusieurs éléments laissent à penser que cette

dernière hypothèse est probable. Les différences entre le nombre apparent de molécules

diffusant dans le volume focal et le nombre théorique attendu, calculé par spectroscopie

d’absorption, suggèrent qu’il existe une proportion significative de molécules dans un état
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(a)

(b)

Figure 3.10 – Exemples de courbes d’autocorrélations de Rhodamine-6G (a) et de (14-
39)cTAR-Rh6G (b).
La courbe d’autocorrélation de cTAR ne s’ajuste pas correctement à l’aide d’un modèle de diffusion simple
(représenté par la courbe rouge) et nécessite une composante supplémentaire pour être correctement décrit.

non-fluorescent pendant la traversée du volume focal. Ces différences sont constantes quelle

que soit la concentration d’ODN marqué utilisée, ce qui permet d’écarter les problèmes

d’adsorption des ODN sur les parois des chambres de mesure. D’autre part, l’addition de

NCp7 sur ces ODN est responsable d’une diminution de l’amplitude de cette composante

courte, indiquant que la NCp7 pourrait avoir une influence sur la dynamique de la sonde.
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Afin de caractériser l’origine des fluctuations additionnelles de fluorescence, nous avons me-

suré les courbes d’autocorrélation de fluorescence de (14-39)cTAR marqué à son extrémité

5’ par de la Rh6G en absence et en présence de NCp7. Afin d’identifier l’origine dynamique

et/ou photophysique de ces fluctuations, nous avons fait varier la viscosité du milieu ainsi

que la puissance de la source d’excitation laser.

Résultats :

Les paramètres des courbes de FCS de 5’Rh6G-(14-39)cTAR enregistrées à différentes puis-

sances lasers, différentes viscosités, en absence ou en présence de NCp7 sont résumés dans

le tableau 3.4. Ces paramètres sont obtenus en ajustant les courbes expérimentales avec

l’équation 3.17. Le temps de diffusion de la séquence 5’Rh6G-(14-39)cTAR, proche de 100

µs (τDiff (TMR) = 38µs) à 1 cP , est en accord avec la taille et la forme d’une séquence en

tige-boucle de 26 nucléotides. Néanmoins, le paramètre de fit du temps de diffusion de la

composante rapide (quelques microsecondes) s’avère instable et largement dépendant de la

fenêtre de fit. Ceci résulte principalement de la présence de bruit au niveau des premiers

points du spectre d’autocorrélation.

Figure 3.11 – Illustration d’une courbe d’autocorrélation bruitée aux temps courts en
raison de la présence d’afterpulses de l’APD.
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Afin de déterminer avec plus de précision les évenenements survenants aux temps courts

de la courbe d’autocorrélation, l’émission de fluorescence a été séparée en deux faisceaux

perpendiculaires qui sont chacun détectés sur une photodiode à avalanche (Avalanche Pho-

todiode ou APD). Les réponses des deux détecteurs sont ensuite corrélées de manière croisée.

Cette amélioration du montage expérimental permet de réduire largement la détection ar-

téfactuelle d’impulsions résultant de charges parasites au sein de l’APD (afterpulses). La

probabilité de détecter simultanément deux afterpulses sur deux détecteurs est extrême-

ment faible. La courbe de cross-correlation résultante est donc exempte d’afterpulses et la

résolution aux temps courts s’en trouve très largement améliorée. Le prix à payer pour cette

meilleure résolution est la diminution par un facteur deux du signal de fluorescence.

Afin de discriminer l’origine des fluctuations supplémentaires aux temps courts, les courbes

ont été enregistrées avec différentes puissances laser. Ces expériences amènent plusieurs

remarques :

1. le count-rate par molécule de Rh6G libre ou lié avec cTAR augmente de manière qua-

dratique avec la puissance laser lorsque les puissances utilisées restent suffisamment

faibles pour ne pas induire de blanchiement de la sonde (figure(3.12a).

2. la composante courte n’apparait pas avec la Rh6G libre lorsque l’intensité laser aug-

mente.

3. la fraction de la composante rapide dans les courbes de 5’Rh6G-(14-39)cTAR ne

semble pas affectée (figure 3.12b) .

Ces observations suggèrent que le clignotement de la sonde liée à cTAR ne résulte pas de

l’existence d’un état triplet.

Afin de déterminer si la composante additionnelle résulte d’un effet de quenching dynamique

(collisionnel avec les bases du bas de la tige de (14-39)cTAR), les mêmes mesures ont été

effectuées en présence de sucrose à une viscosité de 4cP (∼35% (w/w) sucrose) (tableau

3.4). On observe que le τDiff est augmenté d’un facteur 3 à 4, en accord avec l’augmentation

de viscosité. Le τfast est également généralement augmenté, mais ces augmentations varient

largement (entre 1.1 et 10 fois), probablement en grande partie due à l’imprécision des
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(a)

(b)

Figure 3.12 – (a) Dépendance de la brillance de la Rh6G en fonction de la puissance laser
à une viscosité de 1 cP (carrés) ou de 4 cP(ronds)
(b) La composante courte de la courbe d’autocorrélation de Rh6G-(14-39)cTAR dépend
peu de la puissance laser, suggérant que cette composante ne résulte pas de la présence
d’un état triplet
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mesures. En effet, les valeurs obtenues pour le τfast à 1 cP sont à la limite de ce que l’on

peut mesurer avec notre système.

Figure 3.13 – Effet de la viscosité sur les courbes d’autocorrélation de (14-39)cTAR-Rh6G.

En outre, il est probable que la distribution des τfast compatibles avec un ajustement

correct des données expérimentales ne puisse se résumer à une estimation ponctuelle. Ceci

pourrait être le cas si la dynamique de la sonde ne résulte pas d’un système à deux états.

Dans ce cas, la composante additionnelle ne suit plus une loi exponentielle mais plutôt

une loi exponentielle étirée. Enfin, il est également possible que la viscosité n’ait pas une

influence linéaire sur les mouvements de la sonde (comme c’est le cas par exemple dans le

cadre de mesures d’anisotropie de fluorescence résolue en temps où la composante courte,

associée au mouvement de la sonde, est en général indépendante de la viscosité du milieu).

Une approche d’ajustement des modèles à nos données expérimentales par la méthode du

maximum d’entropie permettrait d’accéder à ces distributions de temps de diffusion plau-

sibles et donc, d’apporter certaines réponses à nos questions.

Conclusion :

Ces observations permettent de dire que l’existence d’une composante additionnelle au sein
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des courbes d’autocorrélation d’ODN marqués par la Rh6G ne résulte probablement pas

de l’existence d’un état triplet. Au contraire, les fluctuations de la fluorescence de la Rh6g

résultent vraisemblablement d’une dynamique complexe de la sonde par rapport à l’ODN

auquel elle est liée [387], induisant des changements de la fluorescence de la Rh6G par

des mécanismes tels que du quenching. D’autre part, devant l’absence d’effets évidents et

facilement accessibles de la NCp7 sur ces mouvements de la sonde, nous n’avons pas cherché

à caractériser plus finement ces phénomènes. La parution au cours de la réalisation de ces

expériences d’un article décrivant la nature de la dynamique de la Rh6G par rapport à

un ODN [388], et reprenant largement des observations similaires à celles que nous avions

faites, nous a conforté dans ce choix.
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NCp7 Viscosité Puissance N τDiff Ffast τfast CR1 CR2 N−1.
∑

CR
(14-39)cTAR-Rh6G - 1 23 14.8 0.108 0.35 0.8 10.18 8.05 1.23

- 1 33 14.1 0.104 0.36 0.9 18.47 15.17 2.38
- 1 40 13.9 0.092 0.29 1.1 26.63 21.78 3.48
- 1 50 12.8 0.076 0.23 2.2 37.39 31.72 5.38

5 nt :NCp7 en cP en mW en ms en µs en Hz en Hz Hz/molécule
(14-39)cTAR-Rh6G - 4 23 18.1 0.322 0.37 1.1 11.28 9.94 1.17

- 4 33 18.0 0.300 0.34 1.0 24.75 23.39 2.68
- 4 40 18.7 0.316 0.25 1.4 36.68 34.50 3.80
- 4 50 17.9 0.257 0.29 2.3 54.54 51.99 5.96

(14-39) cTAR-Rh6G + 1 23 19.6 0.135 0.23 1.1 18.25 14.8 1.69
+ 1 33 19.5 0.126 0.28 0.7 37.01 30.96 3.49
+ 1 40 19.2 0.117 0.25 1.7 53.6 45.01 5.12
+ 1 50 18.0 0.101 0.22 2.6 73.67 63.95 7.64

(14-39)cTAR-Rh6G Rh + 4 23 22.1 0.502 0.22 3.8 18.39 17.25 1.62
+ 4 33 22.2 0.578 0.33 5.2 40.72 39.63 3.62
+ 4 40 21.4 0.379 0.25 2.9 57.2 55.6 5.27
+ 4 50 21.2 0.329 0.28 4.1 83.87 80.98 7.78

Rh6G - 1 18 0.63 0.040 0.6 1.3 2.9
Rh6G - 1 23 0.61 0.034 2.5 2.6 7.3
Rh6G - 1 31 0.60 0.029 1.3 3.6 9.8
Rh6G - 1 43 0.62 0.021 1.3 3.8 13.0
Rh6G - 4 18 1.43 0.127 1.2 2.9 2.9
Rh6G - 4 23 1.12 0.142 4.1 4.1 7.3
Rh6G - 4 31 1.05 0.129 2.5 6.7 8.7
Rh6G - 4 43 1.05 0.146 3.3 9.3 12.0

Table 3.4 – Paramètres de FCS de (14-39)cTAR dans différentes conditions.
N correspond au nombre moyen de molécules dans le volume focal, τDiff et τfast au temps de diffusion apparents correspondant à la composante de
diffusion et la composante aux temps courts, respectivement. Ffast est la fraction

-
1
6
5
-



3.5 Cross-Corrélation ou corrélation croisée

3.5 Cross-Corrélation ou corrélation croisée

Alors que l’autocorrélation mesure la corrélation d’un signal par rapport à lui même,

il est possible de corréler deux signaux différents entre eux : c’est ce que l’on appelle la

corrélation croisée (ou cross-corrélation). Les signaux peuvent venir soit de fluorophores

différents (dual-color FCS), soit de deux volumes focaux différents (dual-focus FCS ou two-

focus FCS), soit encore d’un même signal de fluorescence qui serait séparé et détecté sur

deux détecteurs.

3.5.1 Corrélation croisée à deux couleurs

Par analogie aux formules d’autocorrélation, l’équation 3.5 peut être généralisée pour 2

fluorophores :

δF1(t) =

∫

V

W1(r).Cr1.δ (C1(r, t) + C12(r, t)) dV

δF2(t) =

∫

V

W2(r).Cr2.δ (C2(r, t) + C12(r, t)) dV

avec

Wi (i=1,2)(r) la distribution spatiale d’émission de fluorescence pour les espèces i

Ci (i=1,2)(r, t) la concentration en espèce i simplement marquée

C12(r, t) la concentration en espèce doublement marquée

Si l’on considère des conditions idéales dans lesquelles

– W1(r) =W2(r)

– les spectres d’émission des deux fluorophores sont parfaitement séparables

– il n’existe pas de cross-talk entre les voies de détection

alors les formules donnent :

Gi(τ) =
〈Ci〉Mi(τ) + 〈C12〉M12(τ)

Veff (〈Ci〉+ 〈C12〉)2
pour l’autocorrélation (3.20)

G×(τ) =
〈C12〉M12(τ) + 〈C12〉M12(τ)

Veff (〈C1〉+ 〈C12〉) (〈C2〉+ 〈C22〉)
pour la cross-corrélation (3.21)
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Figure 3.14 – Schéma illustrant le principe de la FCCS à deux couleurs

Afin de vérifier expérimentalement que le montage dont nous disposons permet de mesu-

rer fidèlement la cross-corrélation d’espèces doublement marquées, deux séquences ADN

complémentaires (cTAR et dTAR) de 55nt, marquées en 5’ par de l’OregonGreen 488 pour

dTAR et en 5’ par du TexasRed pour cTAR, ont été hybridées à la température. Le duplex

doublement marqué est séparé des séquences d’ADN simple brin résiduelles par électropho-

rèse sur gel d’agarose à 2% puis élué à l’aide d’un kit NucleoSpin Extract II. Les spectres

d’excitation et d’émission de chacun des fluorophores du duplex doublement marqué sont

représentés en figure 3.15, montrant la très bonne séparation des deux spectres d’émission

par le miroir dichroique. Il est à noter que l’excitation biphotonique permet d’exciter ces

deux fluorophores avec un seul laser, ce qui permet de s’affranchir des problèmes d’aligne-

ment des volumes focaux. Les courbes d’autocorrélation des voies vertes et rouges ainsi que

la courbe de cross-corrélation sont présentées figure 3.16.

Le traitement des données avec les équations 3.20 et 3.21 donne les résultats suivants :

N τ G(0)

Red 54.6 0.348 0.018

Green 40.3 0.300 0.025

Cross 40.5 0.291 0.018

Le nombre d’espèces qui cross-corrèlent correspond au nombre de molécule déterminé par

autocorrélation de la voie verte, ce qui montre sans ambigüıté que la concentration des

espèces qui cross-corrèlent correspond bien à la quantité de duplex doublement marqués en

solution.
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Figure 3.15 – Spectre d’excitation (noir) et d’émission de fluorescence (vert) du duplex
cTAR/dTAR (bleu et rouge), ainsi que le spectre de transmittance du mirroir dichroique.

30x10
-3

25

20

15

10

5

0

G
(τ

)

0.01 0.1 1 10 100
Lag Time (ms)

 red
 green
 cross

Figure 3.16 – Exemple de courbe de cross-corrélation d’un duplexe de 55bp (5’TexasRed
cTAR :5’Oregon Green dTAR) (bleu), ainsi que les deux courbes d’autocorrélation des voies
vertes (vert) et rouge (rouge)
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3.5.2 Corrélation croisée à deux volumes focaux

De même que pour la corrélation croisée à deux couleurs, il est possible de corréler des

signaux provenant de deux volumes focaux distincts, décalés latéralement, partiellement

chevauchants et générés par deux lasers. L’introduction d’une distance fixe entre les deux

volumes focaux permet de mesurer des coefficients de diffusion absolus avec une haute

précision [389]. Cette approche constitue la base de la dual-focus (ou two-focus) FCS. Dans

les travaux rapportés dans l’article II, nous avons proposé une approche ne nécessitant qu’un

seul laser, avec une distance ajustable entre les volumes focaux. Ceci est rendu possible par

l’introduction d’un interféromètre de Michelson sur la voie d’excitation. Cette approche

a été validée sur différents systèmes modèles. L’utilisation d’une excitation biphotonique

permet d’envisager son utilisation en milieu cellulaire, voir tissulaire, pour caractériser avec

précision la diffusion de molécules d’intérêt.

Ces travaux ont été publié dans Journal of fluorescence en 2009.
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Chapitre 4

Cinétique et mécanisme de l’hybridation de

cTAR/TAR au cours du premier saut de brin
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4.1 Cinétique et mécanisme d’hybridation de cTAR/TAR

au cours du premier saut de brin

4.1.1 Contexte

Les premières études in vitro de transfert du brin (-) étaient basées sur l’hybridation

en l’absence de NCp7 de séquences virales relativement peu structurées [390, 94]. De ce

fait, la dégradation de la matrice ARN par l’activité RNase H de la Transcriptase Reverse

(RT) ainsi que le degré d’homologie entre la matrice ARN et le (-)ssDNA apparaissaient

comme les deux paramètres essentiels modulant l’efficacité du transfert de brin. Ultérieu-

rement, l’utilisation de systèmes reconstitués, permettant la formation de complexes nu-

cléoprotéiques in vitro, a montré que la NCp7 stimule le transfert de brin en accélérant

l’hybridation des régions R [368, 391, 350, 392]. Comme ces régions comportent des struc-

tures hautement conservées en tige-boucle, cette réaction de transfert dépend de la capacité

de la NCp7 à déstabiliser ces structures secondaires ce qui constitue l’étape limitante de

la réaction d’hybridation [278]. En fait, si la taille des régions complémentaires joue un

rôle dans l’efficacité du transfert de brin, ce n’est pas la composante essentielle. La relation

entre d’une part la structure et la stabilité des acides nucléiques mise en jeu et d’autre

part l’activité chaperonne de la NCp7 semble plus importante encore. En effet, alors que

la NCp7 exerce son effet déstabilisant de manière plus efficace sur les séquences ADN que

ARN [393], l’efficacité de transfert est également sensible aux structures ARN puisqu’un

transfert efficace ne se produit que si les structures ARN, en partie déstabilisées, conservent

une structure suffisante. Un équilibre thermodynamique entre les partenaires ADN et ARN

doit être maintenu pour permettre un transfert efficace [394]. Plus que la stabilité thermo-

dynamique globale des séquences, c’est donc la stabilité de structures locales qui constitue

le principal déterminant de l’activité chaperonne de la NCp7 [268, 269]. Les propriétés de

déstabilisation de NCp7 sont attribuées aux deux doigts de zinc, à la séquence entre ces

deux doigts et à la plateforme hydrophobe constituée par les acides aminés V al13, Phe16,

Thr24, Ala24 et Trp37. Les parties Nter et Cter contribuent quant à elles seulement à la

liaison de NCp7 sur les séquences oligonucléotidiques [226].
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Dans ce contexte, et afin de mieux comprendre le rôle de NCp7 dans le premier saut de

brin, l’objectif de ce travail a été de caractériser les paramètres cinétiques de l’hybridation

de cTAR avec TAR ARN et de mettre en évidence les principales relations stucture-activité.

Nous avons également cherché à déterminer le mécanisme de cette réaction d’hybridation.

Pour atteindre ces objectifs, nous avons utilisé essentiellement des techniques de spectro-

scopie de fluorescence à l’aide d’oligonucléotides synthétiques doublement marqués à leurs

extrémités par des sondes fluorescentes. Pour mettre en évidence les déterminants nucléo-

tidiques et protéiques des propriétés chaperonnes de la NCp7, nous avons utilisé différents

mutants de cTAR et de la protéine.

4.1.2 Résultats

Rôle de NCp7 dans l’hybridation cTAR/TAR

Lors du premier saut de brin de la transcription inverse, le (-)ssDNA néoformé est trans-

féré de l’extremité 5’ à l’extrémite 3’ du brin ARN(+). Cette étape met en jeu l’hybridation

de TAR et de cTAR.

Cette hybridation est suivie en utilisant un oligonucléotide cTAR doublement marqué

par un couple (Rh6G-DABCYL) ou (TMR-FAM). A 20◦C, cTAR forme une tige-boucle.

Les deux chromophores flanquants les extrémités de la tige sont alors proches l’un de l’autre

induisant un couplage de type excitonique entre les sondes ce qui entrâıne une inhibition

de la fluorescence [395]. Une augmentation de la distance entre les chromophores se traduit

par la restauration de l’émission de fluorescence de la Rh6G ou de la FAM. L’hybridation

de cTAR et de son complémentaire peut donc être suivie par la restauration de l’émission

de fluorescence en fonction du temps [396].

La réaction d’hybridation est bimoléculaire et NCp7 active cette réaction

En l’absence de protéine, cTAR doublement marqué par le couple (TMR-FAM) pré-

sente deux pics de fluorescence correspondant à chacun des deux chromophores. L’ajout de

protéine provoque une augmentation de l’intensité de fluorescence (insert de la Figure 2 de

[280]) due à la déstabilisation de la structure secondaire qui entrâıne une ouverture partielle
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Figure 4.1 – Structures secondaires de TAR ARN et cTAR ADN de la souche Mal. La
structure secondaire de cTAR est prédite à partir du programme mfold

de la tige.

La réaction d’hybridation de cTAR avec la séquence complémentaire ARN ou son équi-

valent ADN (dTAR) a d’abord été réalisée en solution en absence ou en présence de NCp7.

L’hybridation de cTAR avec dTAR se traduit par une augmentation de l’intensité de fluores-

cence en fonction du temps puis par l’atteinte d’un plateau correspondant à la fluorescence

du duplex formé (Figure 2a de [280]). La fluorescence du duplex est 7 fois plus intense

que celle de la tige-boucle cTAR. Le traitement des données expérimentales des courbes de

cinétiques nécessite un modèle biexponentiel pour décrire correctement les données expéri-

mentales (Figure 2b de [280]).

En utilisant des concentrations en séquence complémentaire au moins dix fois supérieure à

l’espèce marquée, il nous est possible de travailler dans des conditions de pseudo premier

ordre. En analysant les vitesses à des concentrations croissantes d’espèce complémentaire,

il apparâıt que la vitesse d’hybridation augmente avec la concentration de dTAR (Figure 3

b) ou de TAR ARN (données non présentées). Il s’agit donc bien d’une réaction bimolécu-
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laire et on peut caractériser les vitesses de formation kone et de dissociation kone du duplex

cTAR/TAR selon l’équation :

kobse = kone × [TAR] + koffe (4.1)

Nos conclusions sur la bimolécularité de l’hybridation sont en désaccord avec des ré-

sultats antérieurs [278] qui ont montré que l’hybridation est monomoléculaire du fait de

l’étape limitante de déstabilisation des différentes structures secondaires par NCp7. Par

contre, nos résultats sont en accord avec des études d’hybridation en présence de NCp7

d’autres acides nucléiques comme PBS [312] et sont cohérents avec les modèles proposés

pour de nombreuses autres protéines chaperonnes comme hnRNP A1 [397]. Les désaccords

avec les données de You et McHenry [278] peuvent être attribués en partie au fait que ces

derniers ont analysé l’hybridation par électrophorèse sur gel, une méthode qui ne permet

pas de suivre la réaction en temps réel et où les phénomènes d’agrégation (qui peuvent

influer l’ordre des réactions d’hybridation) sont difficiles à mettre en évidence.

En l’absence de NCp7, la réaction d’hybridation de cTAR avec dTAR est très lente

(∼ 40M−1.s−1) et la constante de vitesse réverse (koffe ) est très proche de 0. L’ajout de

protéine NCp7(12-53) induit un gain de 4 ordres de grandeur de la vitesse de réaction.

Cette augmentation dépend de la concentration en protéine et plus précisément du ratio

nucléotide/protéine. Une vitesse optimale est obtenue dans des conditions saturantes de

protéine où la protéine recouvre l’ensemble de la séquence des acides nucléiques (r=5).

L’augmentation de la vitesse est encore plus importante lorsque l’on substitue NCp7(12-53)

par NCp7(1-55) où la partie Nterm de la protéine est présente. La NCp7(1-55) augmente la

vitesse de réaction d’au mois 2 ordres de grandeur par rapport à NCp7(12-53) soit au moins

6 ordres de grandeur par rapport à l’hybridation en absence de protéine. Contrairement à

la composante de déstabilisation de l’activité chaperonne, la composante d’hybridation ap-

parâıt donc fortement dépendante de la partie Nterm. En règle générale, l’étape limitante

d’une hybridation est constituée par la nucléation qui correspond à l’appariement des n

premières paires de bases entre les séquences complémentaires. La nucléation est un phé-

nomène limité par la diffusion des séquences complémentaires. Les forces de répulsions
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électrostatiques entre les brins complémentaires ainsi que la faible probabilité d’interaction

entre des brins correctement positionnés limitent la vitesse de nucléation. Par ses charges

positives, la NCp7(1-55) neutralise les charges négatives des acides nucléiques, et permet

leur rapprochement, facilitant ainsi leur hybridation.

L’existence de deux composantes exponentielles pour l’hybridation de cTAR avec TAR

peut s’expliquer par deux populations A1 et A2 de cTAR qui seraient capables de réagir

avec l’espèce complémentaire avec des vitesses différentes. Aucune interconversion n’est en-

visagée entre ces deux populations de cTAR. Cette hypothèse est cependant à l’encontre

des mesures de fluorescence résolue en temps qui montrent qu’en solution, cTAR existe sous

différentes conformations (caractérisées par des temps de vie de fluorescence différents) en

équilibre [393]. Ces différentes conformations correspondent à des formes de cTAR où la

tige est partiellement ouverte. Ces conformations sont en équilibre avec des espèces noires,

non fluorescentes, correspondant à une structure fermée pour laquelle les deux sondes, très

proches l’une de l’autre forment un hétérodimère [396]. L’addition de NCp7 à cTAR induit

un déplacement de l’équilibre conformationel de cTAR vers les formes ouvertes [393]. Pour

tenir compte de cet équilibre entre les différentes conformations de cTAR et en se fondant

sur l’hypothèse raisonnable que seules les conformations partiellement ouvertes de cTAR

sont réactives, nous avons proposé un modèle bicompartimental ouvert pour traiter les don-

nées de l’hybridation. Dans ce modèle, la conformation fermée non réactive de cTAR est

en équilibre avec les conformations où la tige est partiellement fondue (A2). Les espèces

A2 réagissent avec la séquence complémentaire (B) pour donner un duplex étendu (Figure

6 de [280]). L’intégration du système d’équations différentielles correspondantes donne, en

fonction des conditions initiales, l’équation 14 de [280] qui a la forme d’une équation biex-

ponentielle.

Rôle de la stabilité de la tige de cTAR dans l’hybridation

L’hybridation de cTAR avec TAR est significativement plus lente (10 fois) que l’hybri-

dation des deux partenaires ADN (Table 1). Cette diminution de la vitesse d’hybridation

pourrait s’expliquer par la plus grande stabilité de la tige-boucle ARN de TAR par rapport

à la tige-boucle ADN de dTAR. La stabilité des structures en tige-boucle serait donc une
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composante limitante de la réaction.

Pour évaluer l’incidence de la stabilité des oligonucléotides dans la réaction d’hybridation,

nous avons utilisé trois mutants : cTAR1, cTAR2 et cTAR1,2 1 (Figure 1) dans lesquels les

bulges de la partie basse de cTAR ont été remplacés par une paire de base (bp). Ces mutants

présentent une stabilité plus grande que cTAR et la déstabilisation de ces composés par la

NCp7 est limitée [268].

La stabilisation de la tige de cTAR diminue la vitesse de réaction, voire inhibe la réaction

dans le cas du cTAR1,2. Concernant cTAR1 et cTAR2, la relation entre la stabilité et les

vitesses d’hybridation induites par NCp7 n’est pas linéaire. La stabilité de cTAR et de ses

mutants a été obtenue à partir des courbes de fusion réalisées par spectrophotométrie UV

en suivant les absorbances des composés à 260nm ou en suivant le pic d’absorbance du TMR

[268]. Bien que cTAR1 et cTAR2 présentent la même stabilité, la vitesse d’hybridation est

deux fois plus élevée pour cTAR1 que pour cTAR2. Par ailleurs, la NCp7 est incapable

d’hybrider cTAR1,2 dont la structure secondaire est beaucoup plus stable. Ceci confirme

que la stimulation de l’hybridation par NCp7 est limitée par son aptitude à fondre que des

séquences double brin de taille limitée [269]. En effet, cTAR1 conserve une séquence double

brin terminale de 3 bp alors que dans cTAR2, elle passe à 6 bp. Ces expériences mettent

en évidence le rôle primordial du bulge G52 dans la déstabilisation de cTAR par NCp7. Ce

dernier bulge étant fortement conservé, ceci renforce l’hypothèse d’une co-évolution entre

TAR et l’activité de NCp7 [268].

Rôle de la boucle apicale

Il a été montré que l’efficacité de l’hybridation repose essentiellement sur la complémen-

tarité de séquences entre les boucles apicales de cTAR et TAR et que la boucle apicale de

TAR serait le site d’initiation de l’hybridation [398]. Afin de confirmer ce point, nous avons

déterminé les cinétiques d’hybridation avec des mutants de la boucle apicale : ∆L dTAR et

(14-39)∆L cTAR.

Les hybridations de (14-39)∆L cTAR (un mutant de la partie supérieure de cTAR dans

lequel la boucle apicale a été remplacée par une une chaine hexaéthylène glycol) avec dTAR

1. Les données de cTAR2 et de cTAR1,2 ne figurent pas dans la publication [280]
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4.1 Cinétique et mécanisme d’hybridation de cTAR/TAR

ou le (17-42)dTAR n’ont pas lieu, montrant que la boucle est primordiale pour ces réactions.

A contrario, l’hybridation de ∆L cTAR avec dTAR se déroule avec une vitesse similaire

à la vitesse correspondant aux séquences natives. Il apparait donc que pour les séquences

longues, la partie basse de la tige initie la réaction d’hybridation. Ceci a été confirmé par

l’analyse de mutants ciblant plus particulièrement cette zone.

Ainsi, l’hybridation de cTAR/TAR nécessite que la partie basse de l’un des deux parte-

naires soit ouverte par NCp7, ce qui permet l’invasion de la tige de la séquence complémen-

taire et la nucléation du duplex étendu. Par la suite, la réaction se propagerait à l’ensemble

de la séquence selon un processus de zipping qui permettrait de dépasser la barrière énergé-

tique essentiellement instituée par les régions doubles brins stables de la partie supérieure

de la tige.

Rôle des doigts de zinc de NCp7 2

Pour évaluer l’importance des doigts de zinc de NCp7 dans l’hybridation, nous avons

comparé la protéine NCp7 ((1-55)NCp7) avec un mutant (SSHS)2NCp7. Dans ce mutant, les

différentes cystéines permettant de complexer le zinc ont été mutées par des sérines, ce qui

empêche la formation des doigts de zinc. Ce mutant n’est pas capable de déstabiliser cTAR

[226]. La réaction d’hybridation de cTAR/dTAR en présence de NCp7 à une concentration

saturante est très rapide (> 106M−1.s−1). Par conséquent, les peptides sont ajoutés à un

ratio nucléotide/protéine de 10 avec un ratio cTAR/dTAR de 1 : 2 pour permettre de suivre

la réaction et comparer l’effet des peptides. Dans ces conditions, la réaction d’hybridation

entre cTAR et TAR en présence de NCp7 reste rapide (∼ 7×105M−1.s−1). (SSHS)2NCp7 est

également capable de promouvoir l’hybridation de cTAR et de TAR avec une vitesse compa-

rable (9×105M−1.s−1). D’autre part, une étude de la dépendance des vitesses d’hybridation

en fonction de la température a été effectuée (tableau 4.1). Celle-ci a permis de montrer que

NCp7 diminue légèrement l’énergie d’activation, en accord avec sa capacité à déstabiliser la

tige de cTAR. L’entropie d’activation associée au mutant (SSHS)2NCp7 est presque deux

fois supérieure à celle de NCp7. Ainsi, la capacité d’agrégation de (SSHS)2NCp7, supé-

rieure à celle de NCp7, permet de favoriser la nucléation des séquences cTAR et dTAR. Le

2. Non présenté dans le manuscrit [280]
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fait que les vitesses d’hybridation soient relativement similaires indique que la stimulation

de la nucléation induite par (SSHS)2NCp7 compense largement la perte de l’activité de

déstabilisation. Cette hypothèse a déjà été évoquée dans la littérature [312].

k ∆G∗ Ea ∆H∗ ∆S∗

M−1.s−1 kJ/mol kJ/mol K.cal/mol

(1-55)NCp7 6.6± 0.6× 105 44 58± 4 56± 3 9± 1

(SSHS)2NCp7 9.0± 0.7× 105 44 66± 4 64± 3 16± 1

Table 4.1 – Influence de la température sur l’hybridation de cTAR / dTAR en présence
de NCp7 ou de (SSHS)2NCp7 à un ratio protéine/nt de 1 : 10

Rôle du magnésium dans l’hybridation de cTAR/TAR 3

La concentration en magnésium module fortement les vitesses et le mécanisme de l’hy-

bridation de cTAR avec TAR en stabilisant les tige-boucles [393]. Ceci peut être mis en

évidence facilement par spectroscopie d’absorption d’un cTAR doublement marqué en ex-

ploitant les variations d’absorption liées au couplage excitonique entre les sondes [395, 396].

Le Mg2+ induit également une diminution de l’activité de déstabilisation de cTAR par

NCp7 (figure 4.2). Ceci résulte de l’action combinée du Mg2+ qui (i) stabilise la tige de

cTAR, favorisant donc les formes fermées [267], et qui (ii) déplace la NCp7 de la séquence

cTAR en diminuant son affinité. La liaison de la NCp7 est en effet largement dépendante

de la force ionique [246].

En accord, avec le mécanisme d’hybridation que nous avons décrit et qui repose sur la

destabilisation de la séquence cTAR, la vitesse d’hybridation est donc largement diminuée

en présence de Mg2+ (figure 4.3a).

D’autre part, nous avons pu mettre en évidence que l’agrégation des acides nucléiques

par NCp7 est elle aussi largement dépendante de la concentration en Mg2+. En effet, pour

des concentrations de Mg2+ de plus de 5mM , celle-ci n’est plus observée. Enfin, l’agréga-

tion est totalement réversible lorsque l’on augmente la concentration de Mg2+ (figure 4.3

3. Présenté dans [332]
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Figure 4.2 – Effet de la concentration en magnésium sur la destabilisation de cTAR marqué
par le couple (TMR,Fl) induite par (11-55)NCp7.
La déstabilisation du 5’TMR-cTAR-3’Fl induite par NCp7 se traduit principalement par une diminution
des espèces “noires” [395, 393], résultant en une augmentation simultanée des deux pics de fluorescence. Le
magnésium inhibe très largement la déstabilisation induite par NCp7 dès 2mM .
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et 4.3c).

Ces travaux ont été publiés dans Journal of Molecular Biology en 2006 et dans Biochemistry

en 2008.
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(a)

(b)

(c)

Figure 4.3 –
(a) Évolution de la fluorescence de la FAM au cours du temps lors de l’hybridation de
5’-TMR-cTAR-3’-FAM avec dTAR en présence de (11-55)NCp7 et 0.2mM (noir), 5mM
(vert) et 10mM (rouge) de MgCl2
(b) Evolution de la fluorescence de la FAM au cours du temps lors de l’hybridation de
5’-TMR-cTAR-3’-FAM avec dTAR en présence de (1-55)NCp7 à 0.2mM MgCl2, l’ajout
de QSP 10mM de MgCl2 (flèche), induit la restauration de la fluorescence de la FAM
(c) Spectre du duplex cTAR/dTAR résultant de l’hybridation en présence de 0.2mM (vert)
ou 10mM (rouge) de MgCl2. L’ajout de 10mM de MgCl2 en fin de réaction permet de
recouvrer une fluorescence de la FAM identique à celle obtenue pour l’hybridation à 10mM
de MgCl2
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Chapitre 5

Étude des propriétés chaperonnes de NCp7 à

l’aide de la 2-Aminopurine
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Étude des propriétés chaperonnes de la NCp7 à l’aide

de la 2-Aminopurine

Les variations locales de la structure ou de la dynamique de l’ADN sont supposées

guider les interactions ADN-protéines au cours de nombreux processus cellulaires. De même,

la liaison protéique sur l’ADN induit généralement un remaniement de celle-ci. Il est donc

intéressant de pouvoir sonder localement la structure et la dynamique de l’ADN. La 2-Ap, ou

2’-deoxyribosyl-2-aminopurine (Figure 5.1.), est une sonde structurale fluorescente pouvant

se substituer aux adénines naturelles dans des acides nucléiques synthétiques. La 2-Ap

permet d’accéder à des données structurelles et dynamiques de la séquence d’acide nucléique

dans laquelle elle est insérée. La 2Ap est une sonde sensible à son microenvironnement et

plus particulièrement à l’empilement (stacking) avec ses bases voisines. Pour cette raison,

elle fournit des informations locales au sein d’un acide nucléique.

Figure 5.1 – Structure de la 2-Ap riboside
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5.1 Caractérisation site-spécifique de la liaison de NCp7

sur un oligonucléotide à deux sites de liaison

Les propriétés de la 2-aminopurine ont été exploitées dans le but de décrire la nature des

interactions entre la NCp7 et les oligonucléotides. Faisant suite aux travaux inauguraux au

sein du laboratoire sur la caractérisation de l’interaction de la NCp7 avec un hexanucléotide

[399], la première partie de ce travail [256] s’est portée sur la caractérisation de la liaison

de la NCp7 sur des séquences oligonucléotidiques (ODN) de 12 bases possédant deux sites

de liaison potentiels (Figure 5.2).

Figure 5.2 – Illustration de la liaison de deux NCp7 sur un dodécanuléotide marqué en
position 3 (rouge) ou en position 9 (bleu) par une 2-Ap . Le signal d’émission de fluorescence
diffère d’un site à l’autre et permet de déterminer les constantes d’affinité de chacun des
sites.

La caractérisation des dodécanucléotides marqués (Figure 5.3) a montré une grande

similarité des signaux de la fluorescence de la 2-Ap, à la fois en absence et en présence de

NCp7, par rapport à ceux rapportés pour la séquence AACGCC utilisée dans des travaux

précédents.

En absence de NCp7

Au sein de l’ODN, la fluorescence de la 2-Ap est très largement quenchée, avec un maxi-

mum d’émission au voisinage de 370nm. Le déclin de fluorescence est multiple et nécessite
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Figure 5.3 – Séquence des trois ODN utilisés.
Les flèches précisent les positions subsituées par la 2-Ap.

4 composantes exponentielles pour être correctement décrit. Pour réconcilier la différence

de variation des temps de vie par rapport à celle du rendement quantique entre la sonde

libre et la sonde insérée dans un ODN, il convient d’ajouter à ces quatre conformations

une conformation supplémentaire dite “noire”. Celle-ci correspond à des conformations as-

sociées à des émissions de fluorescence plus rapides que la limite temporelle de détection de

notre montage expérimental (∼ 40 ps). Les espèces noires représentent une proportion im-

portante et correspondent à des conformations fortement stackées. La complexité du déclin

traduit ainsi à la fois l’hétérogénéité de l’environnement des 2-Ap et les fluctuations confor-

mationnelles à l’échelle de la pico- nano-seconde de l’ODN marqué. De même, le déclin

d’anisotropie résolue en temps présente trois temps de corrélations qui révèlent la flexibilité

de l’ODN.

En présence de NCp7

L’ajout de NCp7 induit une augmentation significative et position dépendante de la

fluorescence de la 2-Ap. Les déclins d’anisotropie résolue en temps montrent que toutes les

séquences lient deux NCp7. La flexibilité de l’ODN ainsi que la mobilité des bases sont

très largement restreintes en réponse à la liaison de NCp7. De manière très intéressante, la

réponse de la 2-Ap à la liaison de la NCp7 est différentiée en fonction du site de marquage.

La 2-Ap permet donc de sonder la liaison de la NCp7 de manière site-spécifique. Il nous a été
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possible de déterminer les constantes d’équilibre microscopiques. Celles-ci sont déterminées

selon un modèle d’interaction où deux NCp7 peuvent se lier à l’ODN selon le schéma

séquentiel 5.4.

Figure 5.4 – Modèle de l’interaction d’un dodécanucléotide (N) avec deux NCp7 (N)

Nous avons observé des différences substantielles d’affinité entre les sites, y compris au sein

d’un même ODN (Figure 5.2). De plus, la liaison de la NCp7 sur le motif TG (qui définit

le site préférentiel de liaison) est contexte dépendante, puisque l’affinité de NCp7 pour le

motif TG est modulée par la position de celui-ci au sein de la séquence. La position relative

de la 2-Ap par rapport au motif TG qui constitue le site préférentiel de liaison de la NCp7

définit également la capacité à suivre sélectivement la liaison sur un seul site. Enfin, nos

données ne mettent pas en évidence de coopérativité dans le mode de liaison de la NCp7.

Cette étude constitue à notre connaissance la première étude de la liaison de NCp7 de

manière site-spécifique sur un ADN présentant plusieurs sites de liaison. Ces résultats ont

été publiés dans Biochemistry en 2009.
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5.3 Rôle des doigts de zinc de NCp7 dans le second saut de brin

5.3 Rôle des doigts de zinc de la NCp7 dans le mé-

canisme de l’hybridation de (+)/(-)PBS au cours

du second saut de brin

Après avoir caractérisé de manière site-spécifique la liaison de la NCp7 à l’aide de la

2-Ap, nous nous sommes intéressés dans un second temps à l’effet de la NCp7 sur la boucle

du Primer Binding Site (PBS) dans le cadre du second saut de brin.

PBS est une séquence de 18 nucléotides se structurant en tige-boucle et intervenant à

la fois au cours de l’initiation de la transcription inverse et du second transfert de brin.

Lors de cette dernière étape, les séquences complémentaires de PBS situées à l’extrémité

3’ des brins (-) et (+) de l’ADN proviral en cours de synthèse, respectivement nommées

(-)PBS et (+)PBS, vont s’hybrider afin de permettre la poursuite de la transcription inverse.

La NCp7 est nécessaire à cette étape puisqu’elle facilite l’hybridation de (-)PBS avec son

complémentaire [281]. La NCp7 induit un switch dans le mécanisme d’hybridation de ces

deux séquences. En effet, alors que l’hybridation de (+)/(-)PBS en absence de protéine

implique une étape de nucléation au niveau de l’extrêmité protrudente simple brin du PBS,

la NCp7 promeut une hybridation via les boucles des PBS complémentaires (figure 5.5).

Figure 5.5 – Illustration des deux voies d’hybridation de (+)/(-)PBS [281]
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La résolution de la structure RMN du complexe ∆P (−)PBS avec la NC(11-55) [227]

a montré que la NC induit un changement de la conformation de la boucle, notamment

en étirant la boucle et en augmentant l’exposition des bases de celle-ci vers le solvant. Ce

remodelage de la boucle de PBS pourrait favoriser les interactions boucle-boucle entre les

séquences PBS complémentaires.

Nous avons étudié les paramètres de fluorescence résolue en temps d’un ∆P(-)PBS, une

séquence PBS délétée de son extrêmité 3’term simple-brin, qui a été modifiée en position 6,

8 et 10 de la boucle avec une 2-aminopurine (2-AP). Nous avons mis en relation les infor-

mations sur la dynamique des bases de la boucle de PBS avec des données mécanistiques,

cinétiques et thermodynamiques de la réaction d’hybridation des (+)/(-)PBS. Le switch

induit par NCp7 est associée à une restriction importante de la dynamique locale des bases

de la boucle du PBS à l’échelle de la picoseconde-nanoseconde, ce qui indique que la NCp7

est en mesure de ”geler” les conformations compétentes pour une réaction d’hybridation par

les boucles. En utilisant différents mutants NCp7, nous avons constaté que les modifica-

tions de la structure et de la dynamique de la boucle de PBS qui régissent le mécanisme de

l’hybridation sont strictement dépendantes de l’intégrité de la plateforme hydrophobe qui

se forme en surface des deux doigts de zinc repliés. Ces observations montrent au niveau

moléculaire que les propriétés d’ARN chaperonne de la NCp7 portées par les deux doigts

de zinc sont nécessaires pour assurer la spécificité de la réaction d’hybridation impliquée

dans le deuxième transfert de brin. Elles soulignent encore davantage le rôle clé de la NCp7

dans l’organisation temporelle de la transcription inverse et ses conséquences quant à la

production d’un ADN proviral stable.

Ces travaux sont actuellement soumis à publication.
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5.5 Caractérisation de la déstabilisation locale de cTAR par la NCp7

5.5 Caractérisation de la déstabilisation locale de cTAR

par la NCp7

Les propriétés de déstabilisation des acides nucléiques par la NCp7 ont été très large-

ment étudiées (pour une revue voir article I section 1.9). La déstabilisation de la séquence

cTAR a été particulièrement étudiée. Des expériences de spectroscopie d’absorption ont

montré que la NCp7 est capable de fondre environ 7 à 8 paires de bases au sein de cTAR.

La caractérisation de la fluorescence d’une séquence de cTAR doublement marquée à ses

extrémités avec un donneur et un accepteur de fluorescence a permis de montrer que cette

déstabilisation est principalement localisée dans la partie basse de la tige de cTAR [393].

La NCp7 agit en activant les fluctuations conformationnelles du bas de la tige de cTAR

[267, 400]. De plus, la capacité de déstabilisation de la NCp7 est largement dépendante de

la présence de bulges (et notamment du G52) au sein de la séquence [268]. En ligne avec sa

faible activité de déstabilisation, la stabilité intrinsèque des acides nucléiques gouverne lar-

gement la déstabilisation induite par NCp7. Ainsi, la partie supérieure de cTAR, plus stable

que la partie basse, est beaucoup moins destabilisée [269], tout comme la séquence PBS,

également plus stable [386, 348]. Cette capacité de déstabilisation dépend de l’intégrité du

plateau hydrophobe qui se forme à la surface des doigts de zinc correctement repliés [226].

Les mécanismes de déstabilisation apparaissent complexes, impliquant des fluctuations de

la structure secondaire de cTAR sur diverses échelles de temps [401].

Malgré toutes ces caractérisations, les travaux décrivant précisément l’activité de déstabi-

lisation de la NCp7 au niveau des paires de bases sont peu nombreux et se résument pour

l’essentiel à des approches par RMN [227, 260, 264, 265]. La possibilité offerte par la 2-

Ap de sonder localement les dynamiques des bases devrait permettre d’étudier de manière

site-spécifique la liaison de la NCp7 ainsi que son activité de déstabilisation au sein de la

séquence cTAR. Dans cette optique, nous avons marqué la séquence cTAR par l’insersion

sélective de 2-Ap en différentes positions. La caractérisation de la fluorescence des 2-AP au

sein de cTAR montre que l’environnement de la 2-Ap est hétérogène et dynamique. La pré-

sence de NCp7 induit de manière site-spécifique des restrictions de la mobilité de la sonde

et des mouvements des segments d’acides nucléiques où la sonde est insérée. De manière
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intéressante, deux sites de liaisons préférentiels ont été observés. Ceux-ci sont positionnés

“face à face” sur chacun des brins au coeur de la tige de cTAR et flanqués de part et d’autre

par deux paires de bases non-appariées. Nos observations suggèrent que la déstabilisation de

cTAR résulte initialement d’une capture conformationelle par la NCp7 des espèces ouvertes,

puis la déstabilisation de cTAR est ensuite étendue, possiblement de manière coopérative,

par la liaison de NCp7 supplémentaires résultant en un domaine de déstabilisation évoluant

sur de multiples échelles de temps.

Ces travaux sont présentés sous forme d’un article en cours d’élaboration.
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5.7 Analyse structurale de cTAR

5.7 Analyse structurale de cTAR

La séquence en tige boucle de cTAR (souche Mal) a été sélectivement modifiée avec

une 2-Ap insérée respectivement dans chacun des segments double-brin (Figure 5.6.), afin

d’obtenir des informations locales sur la structure et la dynamique de ces domaines.

Figure 5.6 – Séquence de cTAR Mal et position d’insertion des 2-Ap

La stabilité thermodynamique globale de cette séquence a déjà été déterminée [268].

Afin d’obtenir des informations sur la stabilité des différentes zones double-brin, des expé-

riences de fusion induite par la température ont été réalisées. La cinétique d’ouverture de

la tige est suivie localement par le changement de l’intensité de fluorescence de la 2-Ap.

Pour chaque température, le signal brut d’émission de fluorescence à 370nm est divisé par

le signal d’une solution de référence de 2Ap-riboside (correction de la perte d’intensité de

l’émission de fluorescence en fonction de la température) afin de reconstituer une courbe de

fusion.

Pour les 2-Ap en position 16, 20 et 46, l’émission de fluorescence est fortement éteinte (quen-

chée) en raison de la structure double-brin qui impose un empilement (stacking) important

de la sonde avec ses bases voisines. Lorsque la température augmente, la fluorescence aug-

mente fortement (Figure 5.7b), ce qui traduit que le stacking de la 2-Ap au sein d’une

séquence simple brin devient moins important que dans une séquence double-brin (Figure
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5.7a.)

(a)

(b)

Figure 5.7 – (a) Schéma de la fusion d’un ADN double brin
(b) Courbe de fusion de cTAR-AP16 suivie par l’émission de fluorescence de la 2Ap

Pour les 2-Ap en position 51 et 53, proche du la guanine bulgée terminale, un phénomène

contraire est observé avec une diminution de la fluorescence au fur et à mesure que la

température augmente. La 2-Ap passe d’un état plus quenché à faible température vers

un état moins quenché lorsque la température augmente. Ceci suggère fortement que dans

l’état double-brin, la 2Ap est protégée du stacking avec G52, confirmant que la guanine

bulgée est extra-hélicale (Figure 5.8a) [402].

Les données thermodynamiques des courbes de fusion sont extraites à l’aide d’un modèle

de Van’t Hoff, impliquant une transition ordre-désordre au sein d’un système à deux états

[403]. Ce modèle, appliqué à une structure en tige-boucle (système monomoléculaire), prend

la forme suivante :

lnK(T ) =
∆H0

R

(

1

T
− 1

Tm

)

(5.1)

- 307 -



5.7 Analyse structurale de cTAR

(a)

(b)

Figure 5.8 – (a) Schéma de la fusion de la partie basse de cTAR.
(b) Courbe de fusion de cTAR-AP51 suivie par l’émission de fluorescence de la 2Ap

permettant de calculer ∆G0 et ∆S0 selon

∆G0 = ∆H0

(

1− T

Tm

)

∆S0 =
∆H0

Tm

En utilisant la relation entre K(T ), la constante d’équilibre entre les deux formes, et les

signaux de fluorescence associés à chacune de ces formes, on obtient alors

F (T ) =
Fini + Ffin × exp

(

−∆H0

R
.
(

1
T
− 1

Tm

))

1 + exp
(

−∆H0

R
.
(

1
T
− 1

Tm

)) (5.2)

où R est la constante des gaz parfaits, Tm la température de fusion et Fini et Ffin, les
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signaux de fluorescence correspondant à l’état double brin et simple brin, respectivement.

Ce modèle permet de décrire fidèlement les données (Figure 5.7b. et 5.8b.). Les paramètres

thermodynamiques correspondants sont présentés dans le tableau 5.1.

∆H0 ∆S0 ∆G0
37◦C Tm

(kCal.mol−1) (eu) (kCal.mol−1) (◦C)
cTAR-AP16 -25.8 ± 1 -80 ± 2 -0.74 ± 0.1 46.6 ± 0.4
cTAR-AP20 -28.6 ± 1 -90 ± 2 -0.55 ± 0.1 43.2 ± 0.6
cTAR-AP43 -47.7 ± 1 -151 ± 2 -0.8 ± 0.05 43.4 ± 0.4
cTAR-AP51 -45.5 ± 1 -146 ± 2 -0.37 ± 0.05 39.6 ± 0.5
cTAR-AP53 -25.3 ± 1 -82 ± 2 0.08± 0.01 36.1 ± 0.4

Table 5.1 – Paramètres thermodynamiques de la stabilité des différentes zones double-brin
de cTAR

Les stabilités (∆G0) des segments double-brins de cTAR apparaissent hétérogènes (Tableau

5.1 et Figure 5.9). Le segment central, sondé par AP16 et AP46, apparait comme le plus

stable. Le segment supérieur (AP20), est probablement destabilisé par la boucle apicale

et la boucle interne. Les segments terminaux du bas de la tige sont les moins stables et

peuvent fondre indépendamment de la zone centrale de la tige.

Utilisation du transfert d’énergie entre bases

Le spectre d’excitation de fluorescence de la séquence de cTAR-AP43 présente une bande

aux alentours de 260− 270nm. À ces longueurs d’onde, l’excitation directe de la 2-Ap est

peu probable alors que les bases naturelles absorbent. Cette excitation de la séquence cTAR-

AP43 traduit donc l’existence d’un transfert d’énergie entre les bases naturelles et la 2-Ap

[404]. Le transfert d’énergie de base à base au sein d’une séquence d’ADN résulte notamment

de transfert de charges [405]. Le transfert d’énergie des bases naturelles vers la 2-Ap se limite

à une distance de quelques bases. L’Adénine se montre un ordre de grandeur plus efficace

que les autres bases [406]. En outre, le transfert d’énergie est généralement plus efficace

lorsque la température est inférieure à ∼ 15◦C et la bande d’excitation correspondant au

transfert d’énergie est fortement dépendante du stacking des bases. Pour toutes ces raisons,

l’étude du transfert d’énergie de la 2-Ap en position AP46 devrait permettre de sonder la

structure du motif 42-TAA-44 an sein de cTAR, et donc de caractériser la conformation de
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Figure 5.9 – Stabilités locales de la séquence de cTAR Mal.

la base A44 qui est hybridée de manière imparfaite avec C10.

Afin de caractériser le stacking de la 2-Ap en position 43, nous avons évalué l’influence de

la température sur le transfert d’énergie. L’importance du transfert d’énergie est minorée

par l’effet d’écran causé par les bases qui absorbent autour de 260nm. Pour calculer le

transfert d’énergie, les mesures d’intensité de fluorescence sont corrigées par un facteur CF

[407] selon :

CF = 2.303× A(λex)

1− 10−A(λex)

Il apparait clairement sur la figure 5.10a que le transfert d’énergie diminue avec l’aug-

mentation de la température. D’autre part, le maximum du pic d’excitation de la 2-Ap se

décale vers le bleu avec l’augmentation de la température. Puisqu’un red-shift de la sonde

incorporée dans un ADN traduit une faible exposition de l’aminopurine au solvant, les

variations du shift traduisent la variation de l’exposition de la sonde au solvant. Si l’on

représente la position (en nm) du maximum du pic d’excitation de la 2-Ap en fonction

de la température, on obtient une relation linéaire biphasique dont l’intersection des deux
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Figure 5.10 – (a) Spectre d’excitation de cTAR AP43 en fonction de la température.
(b) Longueur d’onde du maximum d’excitation de la 2-Ap de cTAR-AP43 en fonction de
la température.

droites correspond à une température proche de la température de fusion de la séquence

(Figure 5.10b).

Ces observations suggèrent qu’en deça de la température de fusion de la tige-boucle de

cTAR, la base A47 est principalement orientée vers l’intérieur de la tige, en accord avec le
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fait que la 2-Ap est capable de s’apparier avec une cytosine [408].

La position AP35 dans la séquence de cTAR Lai est également intéressante à sonder

par cette approche. En effet, AP35, positionnée au coeur de la boucle interne, est flanquée

de deux adénines. De plus, les mesures d’anisotropie à l’état stationnaire suggèrent que la

2-Ap en cette position est fortement contrainte (Tableau 5.2).

Rss Bornes IC95% r0 〈τ〉 (ns) 〈φ〉 (ns) Bornes IC95%

free 2AP 0.003 0.002 0.003 0.350 10.200 0.08 0.07 0.10
cTAR AP9 0.089 0.083 0.095 0.320 0.690 0.26 0.24 0.29
cTAR AP28 0.061 0.059 0.063 0.320 1.560 0.37 0.36 0.38
cTAR AP35 0.120 0.117 0.123 0.300 1.600 1.06 1.02 1.11
cTAR AP43 0.118 0.116 0.120 0.340 0.610 0.32 0.32 0.33
cTAR AP49 0.110 0.107 0.113 0.340 0.800 0.38 0.37 0.40
cTAR AP28c 0.046 0.044 0.048 0.340 2.190 0.34 0.32 0.36
cTAR AP35c 0.110 0.108 0.111 0.340 1.890 0.90 0.88 0.92

Table 5.2 – Paramètres d’anisotropie à l’état stationnaire de cTAR Lai ou de sa moitié
supérieure
Rss : anisortopie à l’état stationnaire, r0 : anisotropie fondamentale,〈τ〉 : temps de vie moyen, 〈φ〉 : temps

moyen de corrélation de rotation, calculé selon l’équation de Perrin 〈φ〉 = 〈τ〉
r0
r
−1

Comme pour cTAR Mal AP46, on observe au fur et à mesure que la température aug-

mente :

– un blue shift pour atteindre une longueur d’onde au maximum du pic aux alentours

de 306nm (très proche des 305nm de la sonde libre dans le même tampon)

– une diminution de l’intensité de la bande vers 260-270nm correspondant au transfert

d’énergie des bases vers la 2-Ap

L’efficacité du transfert d’énergie est calculée selon :

E(t) = I(λD)
1− 10−A(λA)

1− 10−A(λD)

où I(λD) est normalisée à 1.

En utilisant l’absorbance de l’oligonucléotide aux longueurs d’ondes λA et λD aux tempé-

ratures T, on obtient des valeurs de transfert relativement faible (maximum 1.55% pour

les plus basses températures). Cependant, si l’on considère que seules les 2 bases voisines
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de la 2AP sont capables de transférer leur énergie. Le transfert maximum que l’on peut

observer est d’environ (2/57 ∼ 3.5%). Dans ce cas, l’efficacité de transfert est d’environ

1.55 × 57/3 ∼ 30% ce qui correspond à un taux de transfert de kt ∼ 3 × 1010s−1 (sur la

base d’un temps de vie moyen d’une base naturelle de ∼ 10 ps). Cet ordre de grandeur de

vitesse devrait être accessible par spectroscopie ultra-rapide (femtoseconde).
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(a)

(b)

Figure 5.11 – (a) Spectre d’excitation de cTAR AP35 en fonction de la température
(b) Efficacité du transfert d’énergie en fonction de la température
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5.8 Action de dTAR sur la stabilité de cTAR

Dans le mécanisme d’hybridation de cTAR avec dTAR en absence de NCp7, cTAR

s’hybriderait dans un premier temps avec dTAR dans un complexe boucle-boucle avant de

former un duplex étendu cTAR/dTAR [398, 282]. Afin de vérifier cette hypothèse, nous

avons utilisé une séquence en tige-boucle mutée, le cTAR1,2wAP33, un mutant de cTAR

dont la tige est stabilisée (les bases complémentaires des deux bulges terminaux ont été

ajoutées à la séquence du brin complémentaire [268]) et portant une boucle de dTAR. Ce

mutant peut ainsi former un complexe boucle-boucle avec cTAR mais ne peut pas donner

de duplex étendu. Ce mutant peut d’hybrider de manière imparfaite à dTAR (Figure 5.12).

Figure 5.12

La formation d’un complexe boucle-boucle stable devrait se traduire par une transition

supplémentaire dans les courbes de fusion induites par la température.

Les courbes de fusion de cTAR1,2wAP33 suivies par UV ou par la fluorescence de la 2Ap

sélectivement insérée dans la boucle donnent les mêmes paramètes thermodynamiques, très

similaires de ceux publiés par Beltz et al. [268], montrant la validité de l’approche (tableau

5.3). L’ajout de cTAR n’a pas d’influence sur la fusion de cTAR1,2wAP33, laissant supposer

que si l’interaction boucle-boucle existe elle doit être peu stable. Au contraire de cTAR,
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∆H0 ∆S0 ∆G0
37◦C Tm

(kCal.mol−1) (eu) (kCal.mol−1) (◦C)
cTARa

1,2 -88 ± 2 -263 ± 7 -6.5 ± 0.2 63 ± 1
cTAR1,2wAP33 par UV -96 ± 2 -285 ± 8 -8.3 ± 1 66 ± 1
cTAR1,2wAP33 -90 ± 8 -264 ± 10 -7.9 ± 0.8 67 ± 2
cTAR1,2wAP33 + cTAR -91 ± 9 -267 ± 12 -8 ± 1 67 ± 2
cTAR1,2wAP33 + dTAR -48 ± 5 -147 ± 8 -2.65 ± 0.5 55 ± 1
cTAR1,2wAP33 + dTAR par UV -103 ± 7 -300 ± 13 -10.3 ± 1 71 ± 1
cTAR + dTAR par UV -95 ± 7 -270 ± 17 -11.5 ± 1 80 ± 1
dTAR-AP33 -54 ± 6 -162 ± 10 -3.2 ± 0.5 57 ± 2

Table 5.3 – Paramètres thermodynamiques de la stabilité de cTAR1,2, cTAR1,2wAP33 et
dTAR par UV ou par fluorescence de la 2-Ap
a de Beltz & al. 2003 [268]

l’ajout de dTAR induit une diminution de près de 12◦C de la température de fusion de

cTAR1,2wAP33 (tableau 5.3 et figure 5.13), ce qui suggère que la présence de la séquence

complémentaire induit une forte destabilisation de la séquence cTAR1,2wAP33. Cette di-

minution de la température de fusion n’est pas observée lorsque l’on suit la fusion de la

séquence cTAR1,2wAP33 en présence de dTAR par UV puisque dans ce cas, on observe

uniquement la fusion du duplex étendu (tableau 5.3 et figure 5.14), dont la formation est

rendue possible par l’élévation de température. Ces observations permettent donc de mettre

en évidence que la 2-Ap de suivre les fusions locales des acides nucléiques. D’autre part,

la présence de dTAR induit une diminution de la stabilité de cTAR. Cette déstabilisation

induite par la présence d’une séquence complémentaire pourrait expliquer le saut de fluores-

cence observé au cours de la phase initiale de l’hybridation de 5’FAM-cTAR-TMR-3’ avec

dTAR [280].
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Figure 5.13 – Courbe de fusion obtenue en suivant la fluorescence de la 2-Ap en fonction
de la température
cTAR1,2wAP33 seul (carrés noirs), cTAR1,2wAP33 + dTAR (ronds rouges) et cTAR1,2wAP33 + cTAR
(triangles verts)

Figure 5.14 – Courbe de fusion obtenue en suivant l’absorbance à 260nm en fonction de
la température
dTAR seul (carrés noirs), cTAR1,2wAP33 seul (triangles verts) et cTAR1,2wAP33 + dTAR (ronds cyans)
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Chapitre 6

Spectroscopie de fluorescence à l’échelle de la

molécule unique
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6.1 Matériels et Méthodes

6.1.1 Plateformes d’imagerie

Microscopie de fluorescence à deux photons (TPE-SFM)

Le TPE-SFM (pour Two Photon Excitation Scanning Fluorescence Microscope) a déjà

été décrit [267, 382]. Le faisceau d’excitation à deux photons est généré par un laser Titane-

Saphir fonctionnant en mode locké (Pulse ∼ 100fs ; Repetition rate 80MHz), pompé par un

laser continu Nd :YO4 (Millenia X Spectra-Physics) émettant à 532nm. La longueur d’onde

d’excitation est ajustée en réglant le monochromateur à 415nm. La puissance laser est

maintenue à∼ 20mW . Le faisceau d’excitation est élargi à l’aide d’un beam expander afin de

couvrir la totalité de la pupille arrière de l’objectif à immersion (×60, N.A.=1.2 Olympus).

Deux miroirs galvanométriques sont ajoutés sur la voie d’excitation afin de pouvoir balayer

l’échantillon. La vitesse de balayage est de 4µs par pixel, suffisant pour récolter un nombre

suffisant de photons et limiter le photoblanchiement. Le volume d’excitation résultant de

cette source d’excitation a un volume d’environ 0.3fL et est grossièrement gaussien (0.3µm

de rayon ; ∼ 1.1µm sur l’axe des z). L’émission de fluorescence provenant de l’échantillon

est collectée par ce même objectif, filtrée (passe-bande 585/40nm) et redirigé vers une APD

selon un mode descanné. Les images sont reconstituées à l’aide d’une procédure Labview

maison.

Microscopie en champ large/TIRF

Cette plateforme a été construite dans le but de réaliser des expériences de FRET à

l’échelle de la molécule unique. Deux sources laser sont disponibles : un laser solide continu

532nm (100mW, Cobolt) qui est utilisé pour exciter sélectivement le donneur de fluo-

rescence, et un laser solide continu 635nm (60mW, Spectra-Physics) permettant l’excita-

tion de l’accepteur. La lumière d’excitation est sélectionnée par des obturateurs électro-

mécaniques contrôlés par ordinateur. Un télescope (f ′

1 = 3cm et f ′

2 = 15cm) est utilisé

pour élargir le faisceau d’excitation. Ce faisceau est ensuite dirigé vers un objectif à immer-

sion à huile (×60 N.A.=1.4 ou ×100 N.A.=1.4) Olympus) à l’aide d’un miroir ajustable
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permettant de passer facilement du mode d’illumination en champ large au mode TIRF.

L’émission de fluorescence est collectée par le même objectif, puis est restreinte spatiale-

ment à l’aide d’une fente, et séparée, à l’aide d’un miroir dichroique (650nm), en deux voies

de détection sur lesquelles elle est filtrée (passe-bande). Les deux faisceaux de fluorescence

sont finalement imagés sur la même caméra CCD amplifiée (EM-CCD Hamamatsu).

6.1.2 Immobilisation des molécules

L’observation de molécules à l’échelle de la molécule unique à l’aide d’un microscope

fonctionnant en mode TIRF nécessite d’immobiliser les molécules que l’on cherche à ob-

server. Parmi les méthodes d’immobilisations, l’utilisation de nano-conteneurs immobilisés

enfermant les molécules d’intérêt permet de s’affranchir des problèmes d’interaction avec la

surface. Nous avons fait le choix de vésicules lipidiques. Un couple de molécules donneur-

accepteur est donc enfermé au sein de vésicules lipidiques qui sont fixées sur la surface de

la lamelle via un couplage biotine/streptavidine (Figure 6.1).

Figure 6.1 – Immobilisation des molécules à l’aide de vésicules lipidiques
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Préparation des surfaces d’ancrage pour les vésicules

Les lamelles pour microscopie sont d’abord nettoyées à l’aide d’une solution dite piranha

like, composée d’acide peroxodisulfurique fraichement préparée, avant d’être abondamment

rincées à l’eau Milli-Q et séchées. Toute particule fluorescente résiduelle est ensuite photo-

blanchie par un traitement d’une heure dans un UV-Cleaner.

La surface d’ancrage est ensuite construite couche par couche, à partir du verre nu de la

lamelle, selon les trois étapes suivantes :

1. aminosilanisation des hydroxyles de la surface du verre par le 3 Aminopropyl-triethoxysilane

2. biotinilation des groupements−NH2 de surface par le (+)-Biotin N-hydroxysuccinimide

ester ( ou biotin amidocaproic acid 3-sulfo-N-HydroxySuccinimide ester)

3. couplage de la streptavidine aux résidus biotine
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Cette préparation du support permet l’immobilisation de vésicules lipidiques intactes, im-

mobiles à l’échelle du centième de micromètre, et pouvant être maintenues sans que les

vésicules ne fusionnent pendant plusieurs heures [409].

À noter que pour les expériences où les molécules sont directement immobilisées sur la sur-

face, la phase 2 est substituée par une phase de pegylation à l’aide d’un mélange NHS-PEG

et NHS-PEG-Biotine.

Préparation des LUV (Large Unilamellar Vesicles)

De la 18 :1 Biotinyl-cap- PE est mélangée dans du CHCl3 à de l’Egg-Yolk-PC selon un

rapport molaire de 1 :100 dans un ballon en verre. Le CHCl3 est ensuite évaporé sous vide

(RotaVap) pour obtenir un film lipidique, qui est maintenu sous vide à 50◦C pendant au

moins 30 min afin d’éliminer le CHCl3 résiduel. Ce film est ensuite hydraté avec un tampon

10mM TRIS, pH 7.5, 30mM NaCl (sauf mention contraire), 0.2mM MgCl2 contenant les

molécules fluorescentes, ce qui induit le gonflement du film lipidique. Cette préparation

est vortexée vigoureusement pour obtenir une solution de 2 mg/mL (en lipide) de MLV

(multilamellar vesicles). Finalement, une population de LUV (large unilamellar vesicles) de

taille homogène est obtenue par extrusion de la solution de MLV au travers d’une membrane

de polycarbonate contenant des pores de tailles définies de 100 nm ou 200 nm (Avanti Mini

Extruder).

Gel filtration

Les LUV sont ensuite purifiées par chromatographie d’exclusion stérique ( SEC pour

size exclusion chromatography), encore appelée gel-filtration, afin de séparer les LUV des

fluorophores libres en solution. Une colonne en verre est préparée avec 6 mL de billes de

Sepharose 4B (Sigma Aldrich). Les billes sont mises à reposer pour la nuit, permettant la

formation d’environ 4 à 5 mL de gel. La colonne est équilibrée avec au moins 10 volumes

de tampon d’élution. La solution de vésicules (∼ 200µL) est déposée et éluée par gravité.

L’éluat est collecté par fraction de 5 gouttes (∼ 200µL). Le profil d’élution présente deux

pics bien séparés correspondant pour le pic précoce aux liposomes, et pour le pic plus tardif,

aux molécules fluorescentes non encapsulées dans les liposomes. Après utilisation, la colonne
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est lavée à l’eau puis stockée dans du TRIS-HCl 10 mM, pH8.0 à 4◦C jusqu’à la prochaine

utilisation. Lorsque la concentration en fluorophore est inférieure au micromolaire, ce qui

est le cas pour la préparation des vésicules de 200 nm de diamètre, une purification à l’aide

de spin-colonnes (illustra MicroSpin S-300 HR, GE Healthcare), utilisées selon le protocole

du fabriquant, s’avère suffisante.

Couplage des liposomes sur la lamelle

La solution de liposomes est diluée pour obtenir la concentration appropriée, puis est

déposée pendant quelques minutes sur la couche de streptavidine. Après un rinçage permet-

tant d’éliminer les vésicules inefficacement attachées, la lamelle est montée sur une lame en

utilisant des espaceurs en silicone de 0.5mm d’épaisseur (Press-to-Seal, Invitrogen), définis-

sant un volume de tampon d’environ 300µL baignant les liposomes.

Système de piégeage d’oxygène

Un système de piégeage d’oxygène est ajouté au tampon de mesure pour dépléter le

milieu de l’O2 responsable de réactions d’oxydation des états excités des molécules fluores-

centes (plus réactifs que l’état fondamental) et dont la conséquence est le photoblanchiement

des sondes. Ce système est composé de glucose et de deux enzymes, une Glucose Oxydase

(GOD) associée à une Catalase (CAT ), qui agissent en deux étapes. Le Glc est oxydé par

la GOD selon la réaction :

β-D-Glc + GOD −→ H2O2 + D-glucono-1,5-lactone

ensuite, le péroxyde d’hydrogène généré est transformé par la CAT comme suit :

H2O2 −→ H2O + 1
2
O2

Ainsi, pour chaque cycle de cette réaction, 1
2
O2 est consommé.

La déplétion de l’O2 est importante pour augmenter le temps avant blanchiement des sondes

de type cyanine (Cy3, Cy5), alors que peu d’effets sont observés pour le TMR.

L’hydrolyse partielle progressive et spontanée de la D-glucono-1,5-lactone en acide glucuro-

nique induit une modification du pH du tampon de mesure. Il convient donc de renouveler
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le tampon régulièrement pour maintenir les propriétés du tampon (toutes les heures environ

à 20◦C).

6.1.3 Validation de l’approche

Afin de s’assurer que l’approche utilisée pour caractériser l’interaction de la NCp7 avec

des ODN à l’échelle de la molécule unique est valide, différents contrôles ont été effectués.

Ils concernent d’une part la construction servant à immobiliser les molécules et, d’autre

part, la qualification de l’appareillage de mesure.

Caractérisation des nano-conteneurs

Les molécules fluorescentes sont immobilisées par l’intermédiaire de vésicules lipidiques

d’un volume de quelques attolitres pour lesquels il convient de vérifier que leur processus

de fabrication est fiable et reproductible et que ces objets sont suffisamment stables pour

permettre leur utilisation à cette fin. J’ai donc réalisé différentes expériences permettant de

caractériser ces nano-objets.

Analyse par FCS de vésicules encapsulant du TMR

Pour vérifier que l’assignement des deux pics du profil d’élution est correct, nous avons

utilisé la FCS afin d’explorer les propriétés de diffusion des espèces contenues dans les

fractions correspondantes. La FCS permet de caractériser la diffusion d’espèces marquées.

La diffusion des espèces contenues dans chacun des deux pics est très différente (Figure 6.2).

Le pic d’élution tardif contient des espèces diffusant rapidement (τ = 46µs) avec un temps

de diffusion très similaire au TMR libre en solution. Au contraire, le pic d’élution précoce

contient une seule population de particules diffusant lentement. En utilisant le coefficient

de diffusion absolu de la rhodamine libre dans l’eau (D = 421µm2s−1) [410], nous avons

estimé que le coefficient de diffusion de ces espèces vaut D = 4.2±0.2µm2s−1. Un coefficient

très similaire de D = 3.8± 0.2µm2s−1 a été observé pour des particules de même diamètre,

préparées avec un lipide marqué de manière covalente à la Rh6G, et mesurées dans les

mêmes conditions.
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Le coefficient de diffusion d’une sphère peut être estimé à l’aide de l’équation de Stockes-

Einstein

D =
kB ·T

6π · ν ·R (6.1)

dans laquelle kB est la constante de Boltzmann (13.8 × 10−24J/K), T la température

en Kelvin (293 K), ν la viscosité et R, le rayon de l’objet (50 × 10−9m). En utilisant

ν = 0.89× 10−3kg/m/s pour la viscosité de l’eau à température ambiante, et le coefficient

de diffusion observé pour ces vécicules, le rayon de ces particules est estimé à 57± 3nm et

63 ± 3nm, pour les vésicules encapsulant du TMR et celles marquées sur leur membrane

par de la rhodamine,respectivement. Ces valeurs sont en parfait accord avec des mesures

de DLS (diffusion ligth scattering) montrant que les liposomes extrudés forment une popu-

lation unique et homogène avec un rayon de 55± 5nm. De plus, la répétition des mesures

de FCS au cours du temps ne montre pas de changement de la diffusion des liposomes,

montrant que ceux-ci ne fusionnent pas spontanément entre eux et que leur structure reste

intacte pendant plusieurs heures.

Figure 6.2 – Courbe d’autocorrélation du TMR libre (vert), et de liposomes encapsulant
du TMR (noir) ou marqués par de la Rhodamine (rouge)
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Diffusion des liposomes attachés à la surface

Afin de vérifier le processus d’immobilisation, des vésicules encapsulants du TMR sont

attachées sur des lames de verre et la préparation est imagée en utilisant le montage TPE-

SFM décrit en 6.1.1. Les nanovésicules encapsulant le TMR apparaissent comme des points

fluorescents, immobiles, photoblanchissables, juste au dessus de l’interface verre/eau (Figure

6.3). La taille des vésicules est bien inférieure à la résolution du TPE-SFM (λ/(2 ·NA) ∼

Figure 6.3 – Signaux de fluorescence de liposomes immobilisés encapsulant du TMR

400nm). Par conséquent, aucune information sur la taille ou sur la forme de ces vésicules ne

peut être obtenue. Par contre, l’homogénéité de la préparation en terme de fluorescence peut

être estimée. Une analyse des images montre en effet que les intensités des spots sont très

homogènes. De plus, la préparation est stable durant plusieurs heures puisque l’on retrouve

un profil d’image similaire 24 heures plus tard (stockage à 4◦C à l’abri de la lumière). Enfin,

la diffusion de ces spots est quasi-nulle, en tout cas bien inférieure à la dérive de l’appareil

de mesure.

Mesure en microscopie de force atomique de liposomes immobilisés

Dans le but d’obtenir des informations topographiques sur la forme et la stabilité de ces

liposomes attachés, des expériences d’AFM ont été réalisées en solution. Les liposomes sont

immobilisés sur une surface de verre. L’acquisition des images s’est faite sous phase liquide

(tampon TRIS HCl, pH 7.5, 30mM NaCl et 0.2mMMgCl2). L’instrument utilisé est un
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microscope à force atomique commercial (Solver Pro NT-MDT, Moscou). Les cantilevers

mis en oeuvre sont de type tapping mode avec une fréquence de résonnance dans le milieu

liquide de 32 kHz. Les images ont été acquises avec une résolution de 512×512, une vitesse

de balayage de 2Hz. Le logiciel de post-processing des images est Nova (NT-MDT, Mos-

cou). Les images montrent des liposomes homogènes, immobiles. Leur hauteur moyenne est

voisine de 85nm.

Qualification du montage expérimental

Vérification de l’alignement du montage

L’alignement de la voie de détection a été réalisé au cours du montage de la plateforme

en utilisant une échelle micrométrique gravée sur une lame de microscope. Cette lame, éclai-

rée par transmission de lumière blanche (filtres enlevés) est imagée afin d’aligner au mieux

les deux voies de détection.

L’alignement final est vérifié en utilisant des billes fluorescentes émettant dans les deux

voies de détection simultanément (crimson fluorescent (625/645) 1µm carboxylate-modified

FluoSpheres R©). Une superposition exacte des images provenant des deux voies n’est mal-

heureusement pas possible en raison d’aberrations chromiques, ce qui empêche de réaliser

directement des images de FRET. Cette limitation technique peut être levée au moment

du processing des images en utilisant une procédure de réalignement utilisant par exemple

UnwarpJ [411], un plugin developpé pour ImageJ qui permet de générer des déformations

élastiques, sur la base de splines cubiques, d’une image source de manière à ce qu’elle res-

semble au maximum à une image cible. Il est ensuite possible d’appliquer ce ’masque’ de

déformation à tout un ensemble d’images. Pour autant, les tests de traitement d’image

incluant cette procédure de réalignement effectués sur des séquences d’images de billes im-

mobilisées ou de liposomes, ont montré que l’efficacité de celle-ci n’est pas optimale lorsque

la correspondance entre les deux images est limitée, ce qui est très souvent le cas dans nos

expériences où le nombre de spots dans la voie du donneur est très supérieur à ceux de la

voie de l’accepteur de fluorescence.
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(a)

(b)

(c)

Figure 6.4 – Images topographiques des liposomes immobilisés par microscopie à force
atomique

Fluorescence à l’échelle de la molécule unique de Quantum dots

L’utilisation de bôıtes quantiques, ou quantum dots (QDot) immobilisés en tant que

contrôle est trivial puisque le QDot constitue un des nano-objets les plus luminescents

actuellement disponibles. Nous avons suivi la fluorescence de QDots couverts par de la
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Figure 6.5 – Image de QDot605 immobilisés sur une surface de verre (SD image of 150
frames)

streptavidine (Qdot R© 605 streptavidin conjugate Invitrogen) immobilisés sur une surface de

verre silanisée et biotinilée (voir Figure 6.5 pour une image représentatitve). Vu l’étroitesse

de la bande d’émission du QDot, centrée sur 605nm, aucun signal n’est observé dans la voie

de l’accepteur et seule la voie du donneur est représentée.

Une trace représentative de la fluorescence d’un QDot est présentée figure 6.6. Les fortes

fluctuations de fluorescence observées sont caractéristiques du blinking des QDots, et as-

surent qu’un seul Qdot est observé. Il est également intéressant de mentionner la distribution

selon une loi de puissance des temps de résidences correspondant aux états on (brillant) et

off (noir).
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Figure 6.6 – Trace de fluorescence d’un QDot605
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6.2 Traitement et analyse des signaux de fluorescence

La programmation d’outils permettant le traitement et l’analyse des données a repré-

senté une part significative du travail effectué au cours de ma thèse.

6.2.1 Traitement des images

Les acquisitions des séquences vidéos sont réalisées à l’aide du logiciel MicroManager

qui contrôle la caméra ainsi que les obturateurs de la plateforme. Micromanager génère

des séries temporelles d’images (∗.tif). Ces images sont ensuite empilées en utilisant une

macro maison sous ImageJ (code source en annexe) de manière à générer une image 3D (x,

y,z=frame(t)). À partir de ce genre d’objet, il est assez facile de générer le profil temporel

(Z-profile) d’une aire sélectionnée afin de reconstruire l’évolution temporelle du signal. Les

coordonnées des spots fluorescents sont obtenues à partir d’une image de déviation standard

(ou SD-image) où la valeur de chaque pixel correspond à la variance du-dit pixel sur les
√
n+ 1 premières images de la séquence. Le choix d’une SD-image permet de sélectionner

les spots où le signal de fluorescence est le plus fluctuant. Un seuillage est appliqué sur

l’image, les spots sont identifiés et leurs coordonnées en sont extraites. Ces coordonnées

sont ensuite utilisées pour générer le profil temporel de chacun des spots (et de la mesure

du bruit environnant associé). Ces profils sont enregistrés dans des fichiers (∗.txt). Cette
procédure de traitement (code en annexe) peut fonctionner en mode batch, permettant de

traiter les acquisitions par lot.

6.2.2 Traitement des signaux de fluorescence

Cette étape de traitement est réalisée sous R, un logiciel libre dédié au traitement de

données et à l’analyse statistique [412]. Une procédure de traitement maison a été écrite afin

de permettre le traitement des données générées par nos expériences (code des fonctions en

annexe). La figure 6.7 récapitule les traitements qu’il est possible de réaliser. Rapidement,

les données issues de ImageJ sont importées, débruitées et filtrées. Dans le cadre de données

de FRET, les coordonnées des donneurs et des accepteurs de fluorescence sont appariées

afin de calculer le FRET. Pour les données d’intensité de fluorescence, une procédure de
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classification de courbes permet de générer, si nécessaire, des clusters de courbes aux profils

similaires. Les signaux corrigés sont colligés au sein d’une dataframe (matrice de données)

à partir de laquelle il est possible :

– de représenter graphiquement les traces de fluorescence ou de FRET

– de représenter graphiquement une matrice des transitions inter-états

– de déterminer quand la molécule photoblanchit

– de représenter la localisation spatiale des spots correspondant à ces traces

Suite à une procédure de fit multi-dimensionnel selon un modèle de Markov caché, il est

également possible :

– de représenter graphiquement chacune des traces individuelles avec leur fit correspon-

dant

– d’estimer les paramètres de l’état stationnaire du système (proportion relative de

chacun des états)

– d’obtenir la matrice de transition ainsi que le positionnement et la dispersion des

différents états

– de trouver/quantifier l’existence de transitions particulières ou de séquences de tran-

sitions particulières

– de représenter et de fitter les histogrammes des temps de résidence pour chacune des

transitions inter-états

Afin de bien comprendre comment est extraite l’information à partir des traces de fluo-

rescence ou de FRET, il convient de détailler a minima les modèles de Markov à états

cachés.
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Figure 6.7 – Schéma synthétique de la procédure de traitement des données
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6.2.3 Modélisation des trajectoires de fluorescence ou de sm-

FRET par les méthodes de Markov à états cachés

L’objectif de la spectroscopie de fluorescence à l’échelle de la molécule unique est géné-

ralement d’obtenir des informations cinématiques ou mécanistiques d’un système à partir

de traces de fluorescence ou de combinaisons de traces de fluorescence (comme le FRET).

Afin d’obtenir ces informations, il faut être capable de discriminer les différents états du

système étudié. Ceci peut être fait en analysant à l’oeil les différentes traces de fluorescence

par des méthodes de seuillages plus ou moins complexes ou encore à partir de données

condensées sous forme d’histogramme par exemple. Or, puisque les signaux résultants de la

détection des photons émis par une seule molécule sont par nature bruités, ces méthodes

sont sujettes à biais et les conclusions obtenues par différents expérimentateurs peuvent

diverger, en particulier si la connaissance du bruit experimental, de la photophysique des

sondes utilisées ou encore du système étudié lui-même diffère entre les expérimentateurs.

De plus, puisque le principe de la méthode consiste à observer de manière individuelle les

molécules d’un système, la description de celui-ci requiert l’analyse d’un grand nombre de

molécules (typiquement plusieurs centaines voir quelques milliers) afin de reconstituer et de

décrire fidèlement le comportement global du système étudié. Dès lors, une analyse basée

sur une inspection visuelle des traces peut s’avérer laborieuse. Enfin, il faut être capable de

différencier les changements inhérents au bruit de ceux qui correspondent à des transitions

rapides mais véritables, là encore, une analyse subjective peut se montrer limitée.

Afin de proposer une solution à ce problème de traitement de signal, plusieurs méthodes

ont été proposées dans la littérature (voir [413] pour une revue) incluant le test de Page (qui

permet de détecter des changements de la fonction de distribution d’un signal bruité) ou

encore des algorithmes basés sur l’utilisation de test de χ2 avec des données simulées [414].

L’utilisation des méthodes de Markov à états cachés (Hidden Markov Models ou HMM)

apporte une réponse intéressante à ce type de problème. L’utilisation des HMM en biophy-

sique a tout d’abord été appliquée à l’étude des canaux-ioniques [415, 416], puis récemment,

leur recours s’est avéré intéressant pour le traitement des données de fluorescence en mo-
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lécule unique [417, 418] Plus récemment encore, Mc Kinney & al. (2006) [419] ont proposé

un HMM qui repose sur des acquisitions de photons binnées temporellement. Les méthodes

d’analyses décrites ici sont largement inspirées de ces travaux.

Théorie des HMM

Les méthodes de Markov à états cachés sont des réseaux dynamiques bayésiens dans

lesquels le système modélisé est supposé suivre des processus de Markov, c’est à dire qu’au

cours du temps, l’état X(n) du système dépend de l’état précedent X(n−1) et uniquement

de celui-ci selon :

X(n) = X(n−1).T r

où Tr est la matrice de transition, et qui peut encore s’écrire en fonction des conditions

initiales

X(n) = X(0).T rn

Ainsi, un processus de Markov consiste en une multitude de combinaisons de transitions

inter-états, chacune gouvernée par un déclin à une exponentielle.

Lorsque l’on observe les traces de fluorescence, on a accès à des signaux qui, bien que dé-

pendants des états du système observé, peuvent, en raison du bruit, fluctuer fortement par

rapport à la valeur de l’état considéré. C’est la raison pour laquelle on dit que les états

sont cachés : l’observateur n’est pas capable d’observer directement les différents états du

système.

L’objectif de l’HMM est donc d’inférer les états à partir des observations, et ce à l’aide de

différentes méthodes d’estimation et d’optimisation. Le concept de l’HMM est de déterminer

un modèle de paramètres λ qui maximise la probabilité des observations conditionnellement

à λ (Prob(Obs|λ)). Les paramètres λ sont constitués des probabilités de transition et des

probabilités d’émission ainsi que des priors du modèle. Les probabilités de transition dé-

terminent les fréquences des transitions qui existent entre les différents états cachés (Fig

6.8.). Les probabilités d’émission représentent la vraisemblance relative d’observer une va-

leur donnée, conditionnellement à un état de FRET donné (Fig 6.9.). Dans nos analyses et

bien que les distributions des états de FRET suivent en réalité des lois βeta, nous avons
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utilisé une approximation par une fonction Gaussienne d’écart-type δ (les erreurs générées

par ce type d’approximation sont minimes) [420] tel que :

epφ(FRETObs) ∝ exp

[

−2 ×
(

FRETObs − FRETφ
δ

)2
]

Figure 6.8 – Illustration des probabilités de transition entre 3 états A-B-C.
Si le système est dans l’état A au temps t, il a la probabilité tpAA de rester dans cet état,
et les probabilités tpAB et tpAC de passer à l’état B ou C, respectivement, au temps t+ 1.

L’HMM se résume donc à trois étapes :

– déterminer Prob(Obs|λ)
– trouver la trajectoire la plus probable entre les différents états cachés en fonction des

données

– enfin, optimiser les paramètres qui maximisent Prob(Obs|λ)
La probabilité d’être dans un état donné au moment t correspond au produit de la

probabilité d’émission et de la probabilité de transition.

Prob(state(t)) = epφ(FRETdata(t)× tp(state(t− 1), state(t))
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Figure 6.9 – Illustration des probabilités d’emission d’un système à trois états.
Pour un état donné, la probabilité d’émission est distribuée selon une loi normale avec une
moyenne qui correspond à l’état caché (respectivement 0.25, 0.50 et 0.75 pour A, B et C)

La probabilité de la trajectoire entière correspond au produit de l’ensemble des probabilités

individuelles

Prob(trajectoire) =
N
∏

t=1

Prob(state(t))

Algorithme de Viterbi

Pour le calcul de Prob(Obs|λ), on pourrait sommer l’ensemble des probabilités de l’en-

semble des trajectoires possibles. Or pour un système à N états de longueur T , il existe

NT trajectoires, ce qui rend rapidement ce calcul impossible. L’algorithme de Viterbi [421]

permet de calculer le chemin des états cachés le plus probable ayant produit les données

observées. Le but de l’algorithme de Viterbi est de décoder l’état sous-jacent du système

pour tout t (cf section annexe pour le code).

Algorithme de Baum-Welch

L’optimisation des paramètres qui maximisent la probabilité Prob(Obs|λ) est un pro-

blème d’optimisation multi-dimensionnel classique qui peut être résolu par des méthodes
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telles que l’algorithme de Brent, des techniques basées sur l’utilisation de gradient [422] ou

encore l’algorithme de Baum-Welch [423]. McKinney & al. [419] ont fait le choix de l’algo-

rithme de Brent, qui est plus simple mais plus lent. Nous avons choisi d’utiliser l’algorithme

de Baum-Welch qui est un cas particulier d’algorithme d’espérance-maximisation generalisé

( generalized expectation-maximisation or GEM) proposé par Dempster & al. (1977) [424],

permettant de trouver le maximum de vraisemblance des paramètres de modèles probabi-

listes lorsque le modèle dépend de variables latentes non observables. L’algorithme permet

donc de trouver les probabilités de transition et d’émission d’un HMM à partir des émissions

observées par réestimations itératives (cf section annexe pour le code).

Simulations de traces de FRET

Des séries de données de différentes tailles, résultant de processus de Markov de 2 à 5

états, plus ou moins bruitées, ont été générées afin de vérifier que le traitement de ces traces

permettait de retrouver les matrices de transitions ayant générées ces signaux.

À titre d’exemple, nous nous intéresserons à la trace présentée figure 6.10, qui représente

typiquement le genre de signal expérimental que l’on est capable de mesurer. La détermi-

nation des états de FRET sous-jacents n’est pas évidente et on se trouve bien dans une

situation où les états du Markov ne nous sont pas accessibles. On imagine également qu’il

serait difficile à l’oeil de déterminer quels sont les états de FRET de ce système. De même,

il est difficile de conclure à partir de l’histogramme présenté figure 6.11b sur les différents

états de FRET du système (dont les positions sont représentées par les 3 lignes verticales).

La trace de la figure 6.10 est obtenue à partir de la trace théorique représentée figure

6.11a, résultant d’un process de Markov à 3 états de FRET (respectivement 0.25, 0.5 et

0.75), générée par la matrice de transition Tr0

Tr0 =











0.8 0.1 0.1

0.3 0.4 0.3

0.1 0.1 0.8











Pour obtenir la trace de la figure 6.10, la trace théorique a ensuite été bruitée par ajout
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Figure 6.10 – Trace de FRET simulée (300 premiers points).
Il est difficile de dire, à la seule vue de ce signal, quels peuvent être les états cachés du HMM.

d’un signal généré de manière aléatoire selon une loi normale N (µ = 0, σ = 0.17), tel que

ep =
1

σ
√
2π
exp

(

−(x− µ)2

2σ2

)

Il convient de remarquer ici que la valeur de σ = 0.17 est un peu surévaluée par rapport aux

observations expérimentales (typiquement σ = 0.1), mais cette valeur permet de montrer

l’efficacité du traitement des données.

L’HMM est ensuite appliquée sur ce signal bruité de manière à retrouver la séquence ca-

chée. L’utilisation de l’algorithme de Baum-Welch permet de trouver, après initialisation, la

matrice de transition et les états du système les plus probables. En initialisant grossièrement

le système avec 3 états valant 0.2, 0.6 et 0.8 respectivement, on obtient après maximisation

de la vraisemblance après 211 itérations, la matrice de transition estimée Trest

- 339 -



6.2 Traitement du signal

Trest =











0.80 0.10 0.10

0.25 0.45 0.29

0.08 0.10 0.82











et les états de FRET ainsi que leurs écart-types

état 1 état 2 état 3

µ 0.247 0.497 0.749

sd 0.128 0.144 0.128

À l’aide de ces paramètres, et en utilisant l’algorithme de Viterbi, il nous est possible de

déterminer le chemin le plus probable entre les différents états de FRET. En superposant la

trace de valeurs observée et celle obtenue par l’algorithme de Viterbi, on se rend bien compte

que la courbe obtenue (en rouge en haut de la figure 6.12) permet de fitter parfaitement les

observations. En comparant directement ce fit (en rouge en bas de la figure 6.12) avec la

courbe théorique qui a servi initialement à générer ces données (en bleu sur la même figure),

on voit également que les différences entre les deux courbes sont minimes, se résumant à

des transitions relativement rapides pour lesquelles un bruit important a rendu la confusion

entre deux états contigus possible.

Il est possible de vérifier que les données obtenues décrivent bien le système pour lequel on

connait les différents paramètres, comme la matrice de transition ou la matrice de l’état

stationnaire. Il suffit pour cela par exemple de compter les différentes transitions au sein

de cette trace de fit et de les rapporter à la longeur de la trace observée pour connâıtre la

matrice de transition observée Trobs. On trouve ici

Trobs =











0.84 0.06 0.10

0.19 0.55 0.25

0.09 0.06 0.85











ce qui reste, malgré la longueur conséquente de la trace (5000 points), une moins bonne

approximation que la matrice estimée par Baum-Welch.

De même, on peut facilement calculer les proportions de chacuns des états de FRET,

ce qui correspond à la matrice stationnaire, et pour lesquelles on trouve
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état 1 état 2 état 3

théorique 0.40 0.14 0.46
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(b) Histogramme de la trace de la figure
6.10

Figure 6.11

Ce qui est intéressant dans le code développé ici est qu’il s’adapte facilement aux

contraintes expérimentales des expériences en molécules uniques. En effet, alors qu’il faut

avoir un nombre relativement significatif de points de mesure pour obtenir des résultats

robustes (notamment pour pouvoir détecter des évènements rares), le temps d’observation

des molécules avant que celles-ci ne photoblanchissent est relativement court (typiquement

quelques secondes dans le cas de la tétraméthylrhodamine (TMR)). En considérant un temps

d’intégration de quelques dizaines de millisecondes, cela génère des traces de fluorescence

qui sont de l’ordre de quelques dizaines de points. Il est donc intéressant, et nécessaire,

de pouvoir estimer les paramètres du HMM en multivarié, sur plusieurs traces simultané-

ment (ce qui n’est pas possible avec l’application proposée par Mc Kinney & al. (2006)

[419] (Hammy) ou encore par Bronson & al. sous Matlab (vbFRET) [425]) 1. Ceci peut être

1. Après la rédaction de ce chapitre, Liu & al [426] ont proposé une méthode de fit basée sur des HMM
multivariés permettant l’analyse de traces multiples simultanées.
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Figure 6.12 – Comparaison de la courbe de fit avec les données observées (en haut), et
avec les données théoriques (en bas)

vérifié en générant une matrice de données qui contient n colonnes de m points expérimen-

taux. On peut fitter simultanément les n colonnes et générer des estimations uniques pour

l’ensemble de ces données. La figure 6.13 montre par exemple ce que donne ce genre de fit

sur les 16 premières fractions de 100 points de la trace utilisée précédement. Pour tester

cette procédure, le fit est réalisé de manière globale sur l’ensemble de ces 50 mesures de
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100 points chacunes et les mêmes paramètres que ceux trouvés lors du fit de la séquence

complète de 5000 points ont été obtenus.

- 343 -



6
.2

T
ra

ite
m
e
n
t
d
u

sig
n
a
l

0 20 60 100

0.
2

0.
6

1.
0

Time, 10msec

F
R

E
T

0 20 60 100

0.
2

0.
6

1.
0

Time, 10msec

F
R

E
T

0 20 60 100

0.
2

0.
6

1.
0

Time, 10msec

F
R

E
T

0 20 60 100

0.
2

0.
6

1.
0

Time, 10msec

F
R

E
T

0 20 60 100

0.
2

0.
6

1.
0

Time, 10msec

F
R

E
T

0 20 60 100

0.
2

0.
6

1.
0

Time, 10msec
F

R
E

T

0 20 60 100

0.
2

0.
6

1.
0

Time, 10msec

F
R

E
T

0 20 60 100

0.
2

0.
6

1.
0

Time, 10msec

F
R

E
T

0 20 60 100

0.
2

0.
6

1.
0

Time, 10msec

F
R

E
T

0 20 60 100

0.
2

0.
6

1.
0

Time, 10msec

F
R

E
T

0 20 60 100

0.
2

0.
6

1.
0

Time, 10msec

F
R

E
T

0 20 60 100

0.
2

0.
6

1.
0

Time, 10msec

F
R

E
T

0 20 60 100

0.
2

0.
6

1.
0

Time, 10msec

F
R

E
T

0 20 60 100

0.
2

0.
6

1.
0

Time, 10msec

F
R

E
T

0 20 60 100

0.
2

0.
6

1.
0

Time, 10msec

F
R

E
T

0 20 60 100

0.
2

0.
6

1.
0

Time, 10msec

F
R

E
T

Figure 6.13 – Représentation de 16 traces de FRET et de leur fit
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6.2 Traitement du signal

Choix du nombre d’états de FRET

Le dernier problème dont nous n’avons pour l’instant pas encore parlé est celui de la

détermination du nombre des états de FRET du système. En effet, les processus d’optimisa-

tion que nous venons de présenter se calculent pour un nombre fixé d’états du système. Une

détermination du nombre de ces états par l’expérimentateur, de même que sa connaissance

a priori, n’est pas toujours possible. Une fois encore, nous allons faire appel aux méthodes

classiques de statistique pour définir quel est le nombre d’états le plus probable. Pour cela,

nous aurons recours à l’AIC (Akaike information criterion) [427] et au BIC (Bayesian infor-

mation criterion) [428]. Tous deux reposent sur l’évaluation de l’adéquation du modèle aux

données par l’évaluation du maximum de vraisemblance, mais plus qu’une simple comparai-

son de la log vraisemblance (ln(L)), ces modèles prennent également en compte le nombre

de paramètres qui sont utilisés par le modèle. En effet, on sait qu’augmenter le nombre des

paramètres d’un modèle permet toujours d’améliorer l’adéquation entre les données et le

modèle et de fait, si l’on ne prend en compte que la vraisemblance, on s’expose à un risque

d’over-fitting. Ainsi, l’AIC et le BIC permettent de choisir le modèle optimal en pénalisant

la ln(L) par un coefficient dépendant du nombre de paramètres des différents modèles.

Par définition,

AIC = 2k − 2ln(L)

BIC = k.ln(n)− 2ln(L)

où k correspond au nombre de paramètres, n au nombre d’observation et ln(L) est la log

vraisemblance. Ainsi, le modèle optimal donne la plus petite valeur d’AIC et de BIC.

Le calcul de l’AIC et du BIC pour des modèles à 2, 3, 4 ou encore 5 états donne les résultats

suivants

Nb d’états 2 3 4 5

ln(L) 970.609 1019.151 1020.810 1022.705

AIC -1933.217 -2020.302 -2009.619 -1995.411

BIC -1930.958 -2015.217 -2000.58 -1981.287

Le nombre d’états optimal (trois) correspond bien à celui qui a permis de générer ces

données.
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6.3 Mesure de la fluorescence de la Rh-NCp7 à l’échelle

de la molécule unique

Dans un premier temps, nous avons observé la fluorescence de molécules de Rh-NCp7

encapsulées individuellement dans des liposomes de DOPC. Les liposomes ont été formés

et immobilisés sur la surface d’observation selon les méthodes présentées dans la section

6.1. En illuminant la surface sur laquelle sont fixés ces liposomes avec un laser à 532nm,

on observe des spots de fluorescence sur la voie de détection du donneur (580± 30nm) qui

s’éteignent rapidement après le début de l’illumination (Figure 6.14).

(a) (b)

Figure 6.14 – Image 3D de la fluorescence de liposomes encapsulant de la Rh-NCp7 atta-
chés sur la surface.
(a) Les spots de fluorescence ne sont observés que dans le canal du donneur.
(b) Les spots disparaissent après quelques secondes d’illumination

Ces spots correspondent à des liposomes encapsulant de la Rh-NCp7. Les traces de

fluorescence correspondant à ces spots ont la forme d’une (ou de plusieurs) marche(s). La

fluorescence émise par la protéine marquée est constante au cours du temps, jusqu’à ce que

la sonde photoblanchisse (ou photobleache), moment à partir duquel plus aucun signal de

fluorescence n’est enregistré. Certaines observations montrent deux, voir trois évenements

de photobleaching, montrant que les liposomes correspondant avaient encapsulés deux ou

trois molécules marquées, respectivement (Figure 6.15).

Puisque chacune des mesures individuelles peuvent correspondre à des comportements

non-représentatifs, il convient d’analyser un grand nombre de traces individuelles afin de
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Figure 6.15 – Traces de fluorescence de Rh-NCp7 encapsulées dans des liposmes de 200nm
de diamètre. Les traces présentées correspondent à la fluorescence associée à des liposomes
encapsulant respectivement (a) une, (b) deux ou (c) trois molécules de Rh-NCp7.

faire ressortir les comportements majoritaires. L’analyse d’un grand nombre de traces de

fluorescence (688 pour la Figure 6.17 par exemple) permet de vérifier que la majorité des

liposomes encapsulent bien une seule NCp7 marquée. Pour cela, nous avons quantifié le

nombre de liposomes encapsulant une, deux ou trois molécules (Figure 6.16). Le nombre

de liposomes n’encapsulant aucune Rh-NCp7 n’est bien évidemment pas accessible puisque

ces objets ne sont pas fluorescents. Il est possible de déduire le nombre moyen m de mo-

lécules par liposome en ajustant la distribution des comptages individuels selon une loi de

distribution de Poisson (losanges rouges sur la Figure 6.16) selon :

Prob(m) = A× λm

m!
e−λ

On trouve A = 2.6 et une moyenne λ ∼ 0.50.

Le nombre de molécules fluorescentes par liposome peut-être grossièrement évalué en

tenant compte du rayon du liposome et de la concentration en espèces fluorescentes utilisées

lors de la formulation des liposomes. Puisque le volume interne d’un liposome d’environ

200nm de diamètre est de l’ordre de 4×10−18L (ou 4 atto litres), on s’attendrait à observer,

pour une concentration de 400nM , en moyenne 1 molécule par liposome. Puisque l’on en

observe seulement la moitié (λ ∼ 0.50), il faut en conclure que l’approximation faite ici est
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Figure 6.16 – Répartition de 688 vésicules en fonction du nombre de Rh-NCp7 encapsulé
(barres) ajustée selon une loi de Poisson (losanges rouges).

grossière et que le processus d’encapsulation des Rh-NCp7 doit être affecté par d’autres

paramètres.

L’analyse d’un très grand nombre de traces de fluorescence permet également de caractériser

les paramètres de fluorescence de la population (ou des populations) de Rh-NCp7. Une

représentation conjointe de l’ensemble de ces traces est disponible figure 6.17. On observe

aux temps courts de l’acquisition, une distribution de la fluorescence dont le mode vaut

700-800cps/30ms. Cette population se dépeuple assez rapidement (en quelques secondes

dans ces conditions d’acquisition) pour peupler, après photoblanchiment, une population

pour laquelle le signal enregistré correspond au bruit résiduel. Le temps pendant lequel la

molécule fluoresce avant de blanchir a été calculé pour chacune des traces sur la base d’un

fit de la trace par HMM en localisant la dernière transition vers l’état non fluorescent. La

distribution de ces temps est présentée figure 6.18a.

Il est donc possible à partir de ces évenements de calculer pour chaque temps la pro-

portion de molécules qui restent fluorescentes (courbe de type Kaplan-Meyer de la figure

6.18b). Enfin, et puisque le niveau de fluorescence du plateau fluctue légèrement, pour

s’assurer que les différences entre les temps de bleaching ne soient pas imputables à des

différences d’illumination, nous avons calculé le nombre de photons total détectés entre le

début de l’aquisition et le moment ou la molécule blanchisse. Il est intéressant de noter que
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Figure 6.17 – Représentation conjointe de la fluorescence en fonction du temps de 688
vésicules encapsulant de la Rh-NCp7.
Chaque pixel représente un nombre de molécules selon le code couleur associé (le nombre de molécules
augmente avec la chaleur de la couleur)

la distribution obtenue est largement asymétrique (figure 6.18c).

Toutes ces expériences montrent que :

– l’encapsulation de molécules individualisées au sein de liposomes immobilisés est pos-

sible.

– la NCp7 n’interagit pas avec la surface du liposome.

– le TMR qui marque la NCp7 est suffisamment photostable et intense pour être utilisé
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Figure 6.18 – Caractéristiques de la fluorescence de 688 molécules de Rh-NCp7 : (a)
Distribution des temps individuels avant bleaching, (b) fraction de molécules bleachées en
fonction du temps, (c) distribution des nombres de photons totaux émis avant bleaching

comme donneur de fluorescence dans un couple de FRET à l’échelle de la molécule

unique.

– le signal de fluorescence du TMR qui marque la NCp7 se comporte de manière bipha-

sique, émettant dans un premier temps une intensité de fluorescence stable pendant

quelques secondes avant de photoblanchir et donc de ne plus émettre de fluorescence.
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6.4 Mesure de FRET à l’échelle de la molécule unique

Dans un second temps, nous avons réalisé des mesures de FRET à l’échelle de la molécule

unique à l’aide d’oligonucléotides doublement marqués.

6.4.1 Duplex d’ADN simplement marqués

Nous avons hybridé les séquences Cy5-AATGCC et Cy3-AAGGCATT de manière à

obtenir un duplex doublement marqué. Afin de s’assurer que les deux séquences sont bien

hybridées, nous avons réalisé ces expériences dans un tampon à 1M NaCl et 10mMMgCl2.

En effet, même dans ces conditions, la stabilité du duplex reste limitée et largement dépen-

dante de la température (Figure 6.19).

Figure 6.19 – Spectre d’émission du duplex Cy5-AATGCC / Cy3-GGCATT en fonction
de la température
Noir : 5◦C, Rouge : 10◦C, Vert : 15◦C et Bleu : 20◦C

L’excitation par un laser continu à 532nm permet d’observer simultanément un signal

sur la voie du donneur et de l’accepteur. À partir de ces traces de fluorescence, le transfert

d’énergie apparent est calculé selon :

〈Eapp(t)〉 =
IA(t)

IA(t) + γ × ID(t)
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où γ est un facteur qui tient compte des différences de rendements quantiques et des effi-

cacités de détection entre le donneur et l’accepteur [429, 430] (γ = 0.16)
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Figure 6.20 – Mesures de FRET à l’échelle de la molécule unique.
(a) Trace représentative du FRET au sein du duplex Cy5-AATGCC / Cy3-GGCATT
(b) Distribution des états de FRET de 25 traces

En accord avec la distance attendue entre les sondes au sein de ce duplex, une seule

population de FRET apparent est observée avec une valeur moyenne de 0.88. À noter que

l’ajout d’un système de piégeage d’oxygène permet d’augmenter significativement la durée

de vie des sondes Cy3 et Cy5, autorisant des mesures de l’ordre de plusieurs dizaines de
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secondes.

6.4.2 PBS doublement marqué

Parallèlement aux expériences réalisées avec un duplex d’ADN doublement marqué, nous

avons réalisé des mesures de FRET au sein d’une séquence PBS doublement marquée par du

Cy3 et du Cy5. Là encore, il est relativement aisé d’observer simultanément les signaux du

donneur et de l’accepteur. Les étapes de photodestruction de l’accepteur sont intéressantes

à observer puisque l’extinction de l’accepteur se traduit par une augmentation franche de

l’intensité du donneur par disparition du transfert d’énergie (Figure 6.21). D’autre part,

le blinking de l’accepteur se traduit par une disparition transitoire de la fluorescence de

l’accepteur qui n’est pas anti-corrélée avec une exaltation de la fluorescence du donneur

(Figure 6.21c). Ces transitions sont donc assignées comme données manquantes lors du

calcul du FRET apparent, induisant une trace discontinue de FRET (Figure 6.21d). D’autre

part, la valeur de FRET apparent obtenue est en très bon accord avec celle mesurée à l’état

stationnaire (Figure 6.21e).
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(a) (b) (c)

(d) (e)

Figure 6.21 – Fluorescence de Cy5-PBS-Cy3 à l’échelle de la molécule unique.
(a) Trace brute de fluorescence du Cy3 (vert) et le bruit environnant (noir)
(b) Trace brute de fluorescence du Cy5 (rouge) et le bruit environnant (noir)
(c) Traces corrigées de la fluorescence de Cy5-PBS-Cy3

(d) Évolution temporelle du FRET apparent et (e) sa distribution ajustée selon une distri-
bution gaussienne
Mesures réalisées en présence d’un système de piégeage d’oxygène dans des liposomes de 100nm de dia-
mètre. Temps d’acquisition : 30ms
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6.5 Interaction de la Rh-NCp7 avec 5’Cy5-AATGCC

Aux échelles de temps accessibles par notre montage expérimental pour les mesures en

molécule unique, le FRET au sein de Cy5-PBS-Cy3 apparait comme stationnaire. Les fluc-

tuations ne sont pas accessibles car elles se déroulent sur des échelles de temps trop rapides

et les variations de distances entre les sondes sont probablement limitées. Afin de vérifier

qu’il est possible d’observer des transitions de FRET au sein d’un système dynamique,

nous nous sommes intéressés à l’étude de la liaison de la Rh-(11-55)NCp7 sur un petit oli-

gonucléotide, le 5’Cy5-AATGCC, constituant un site de liaison affin pour la (11-55)NCp7

[229].

6.5.1 Mesures d’ensemble

L’interaction de la Rh-(11-55)NCp7 avec le 5’Cy5-AATGCC a d’abord été vérifiée en

solution. Les valeurs de FRET on été utilisées pour mesurer la liaison de concentrations

croissantes de 5’Cy5-AATGCC à une concentration fixe de Rh-(11-55)NCp7.

La présence de FRET est clairement démontrée par la diminution progressive de l’émission

Figure 6.22 – Spectre d’émission de fluorescence de la Rh-NCp7 (rouge) en présence de
quantités croissantes de 5’Cy5-AATGCC
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du donneur (TMR) parallèlement à l’augmentation de l’émission de l’accepteur Cy5 (Figure

6.22).

Figure 6.23 – Spectre d’émission de fluorescence de la Rh-NCp7 (noir) en présence de
quantités croissantes de 5’Cy5-AATGCC

L’efficacité de transfert, calculée par

EFRET = 1− IDA

ID

où IDA et ID sont les intensités du donneur en absence et en présence de l’accepteur, res-

pectivement, a ensuite été tracée en fonction de la concentration totale de 5’Cy5-AATGCC

(Figure 6.23).

L’ajustement par l’équation :

EFRET = EF

(Kd + n [Vtot] + [Ptot])−
√

(Kd + n [Vtot] + [Ptot])
2 − 4n [Ptot] [Vtot]

2 [Ptot]
(6.2)

donne un Kapp = 3.1 × 106M−1 très proche de celle mesurée à partir d’expériences de

titration par la fluorescence intrinsèque du W37. À concentrations saturantes, la valeur

de l’efficacité de FRET final est de 0, 94, correspondant à une distance interchromophore
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d’environ 30 Å, en bon accord avec la distance estimée à partir de la structure par RMN

du complexe (12-53)NC/ACGCC [229].

6.5.2 Mesures en molécule unique

L’observation du complexe AATGCC/(11-55)NCp7 encapsulé au sein de liposomes de

100nm en molécule unique montre des spots fluorescents émettant à la fois dans le canal du

donneur et dans celui de l’accepteur. Les traces de fluorescences du donneur et de l’accepteur

sont clairement anti-corrélées, comme le montre la figure 6.24. L’évolution temporelle du

Figure 6.24 – Anti-corrélation de la fluorescence de la Rh-(11-55)NCp7 et de 5’Cy5-
AATGCC.
L’excitation directe par le laser rouge (635nm) en début de séquence (t ≤ 0) montre la présence d’une
molécule de 5’Cy5-AATGCC dans le liposome. L’excitation est ensuite basculée sur le laser vert (532nm),
permettant d’observer le transfert d’énergie entre les sondes, jusqu’au photoblanchiment de l’accepteur qui
se traduit par une augmentation franche de la fluorescence du donneur. L’excitation directe par le laser
rouge en fin de séquence confirme la photodestruction du Cy5.

FRET apparent présente des transitions entre un état où le transfert est fort (proche de

1) et un état où le FRET est pratiquement nul. Ces deux états sont associés à une Rh-

NCp7 qui est liée ou libre, respectivement. Alors que l’on s’attend à un système à deux états,

l’histogramme des valeurs de FRET apparent (Figure 6.25) montre une distribution continue

sur l’ensemble des valeurs possibles de FRET. Ceci montre que le temps d’intégration

utilisé pour déterminer la trace de FRET (30− 60ms) est supérieur (ou du même ordre de

grandeur) à celle des évenements générant les fluctuations de FRET. Ainsi, le signal FRET

se moyenne au cours du temps d’intégration de la fluorescence. La liaison de la NCp7 sur
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la séquence AATGCC est donc rapide et la NCp7 se lie et se délie très rapidement.
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Figure 6.25 – (a) Evolution temporelle du FRET apparent correspondant à la trace de la
figure 6.24.
(b) Distribution des valeurs de FRET entre Rh-AATGCC et 5’Cy5-AATGCC.
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6.6 Interaction de la Rh-NCp7 avec (14-39)cTAR

Dans le but de caractériser la dynamique de la liaison de la NCp7 avec le (14-39)cTAR,

nous avons utilisé de la NCp7 marquée en Nterm par du TMR (Rh-NCp7) et du (14-39)cTAR

marqué à son extrémité 5’ terminale par du Cy5.

6.6.1 Mesures d’ensemble

L’ajout progressif de 5’Cy5-(14-39)cTAR à une solution de concentration fixe de NCp7

se traduit par une diminution nette de l’émission de fluorescence du TMR (Figure 6.26).

Cette diminution est accompagnée par une légère exaltation de la fluorescence du Cy5.

Figure 6.26 – Spectre d’émission de fluorescence de la Rh-NCp7 (noir) en présence de
quantités croissantes de 5’Cy5-(14-39)cTAR

L’absence d’anti-corrélation linéaire entre les variations de fluorescence du TMR et du

Cy5 démontre la présence d’un phénomène, autre que le FRET, qui induit un quenching

important du TMR marquant la NCp7. L’étude attentive des spectres d’absorption corres-

pondants montre que le pic d’absorption du Cy5 est déplacé vers le bleu à mesure que la

concentration de 5’Cy5-(14-39)cTAR augmente (Figure 6.27). L’absorption du Cy5 est éga-

lement systématiquement plus faible que celle obtenue pour une concentration similaire de
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5’Cy5-(14-39)cTAR en absence de Rh-NCp7. Un shift est également observé au niveau du

pic correspondant au TMR. Ces observations montrent sans ambiguité l’existence d’une in-

teraction sonde-sonde au sein du complexe, suggérant que la NCp7 se lie préférentiellement

sur la partie basse du (14-39)cTAR. Ceci est conforté par une diminution très significative de

l’extinction de fluorescence du TMR lorsque l’expérience est répétée avec un (14-39)cTAR

non-marqué (Figure 6.28).

(a) (b)

Figure 6.27 – (a) Spectre d’absorption UV-visible de la Rh-NCp7 en présence de quantités
croissantes de 5’Cy5(14-39)cTAR.
(b) La position du maximum d’absorption du Cy5 se déplace vers le bleu à mesure que le
rapport 5’Cy5-(14-39)cTAR/Rh-NCp7 augmente

Les mesures de fluorescence résolue en temps montrent que le déclin de la fluorescence

de la Rh-NCp7 est largement modifié en lorsque la protéine est liée au (14-39)cTAR (Figure

6.1). L’existence d’un quenching du TMR se traduit par l’apparition d’espèces noires qui

représentent près de 85% des conformations dans le cas de la liaison avec le 5’Cy5-(14-

39)cTAR. Ces conformations ne représentent plus que 30% lorsque le Cy5 est absent, ce

qui confirme bien l’existence d’une interaction sonde-sonde. Des conclusions similaires sont

obtenues avec la Rh-NC(11-55), ce qui laisse à penser que la reconnaissance d’un site de

liaison plus afin sur le bas de la tige du (14-39)cTAR dépend des doigts de zinc. De plus,

la répartition entre les espèces noires et les espèces associées au temps de vie le plus court

diffère. Le TMR apparait plus quenché lorsqu’il est lié en Nter de la protéine tronquée.

Ceci pourrait s’expliquer par la perte de degrés de liberté de la sonde vis-à-vis de l’ODN

consécutive à la délétion de la partie Nter flexible.
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Figure 6.28 – Intensité de la fluorescence de la Rh-NCp7 en présence de quantités crois-
santes de 5’Cy5-(14-39)cTAR.
Les mesures sont effectuées dans un tampon 25mM TRIS HCl, pH 7,5, 0.2mM de MgCl2 et 30mM (tri-
angles vert) ou 100mM de NaCl (en absence (carrés noir) ou en présence (ronds rouge) de 1mM d’EDTA).
Pour comparaison, la mesure dans le même tampon à 100mM de NaCl avec un (14-39)cTAR non marqué
(losanges bleu)

6.6.2 Mesures en molécule unique

Contrairement aux liposomes enfermant uniquement de la Rh-NCp7, la présence d’un

ODN se traduit par un signal de la TMR fluctuant fortement jusqu’à ce que la sonde

photoblanchisse. Le signal de la TMR varie entre un état non fluorescent et un état dont le

niveau de fluorescence correspond à la valeur du plateau observé avvec la Rh-NCp7 seule.

Conséquence de l’importance du quenching du TMR lors de l’interaction de la Rh-NCp7

avec 5’Cy5-cTAR, aucun signal n’est détecté sur la voie de l’accepteur lorsque les liposomes

sont excités par le laser à 532nm. L’excitation directe du Cy5 avec le laser à 635nm confirme

pourtant la présence de l’oligonucléotide dans les liposomes. Dans ces conditions, il n’est

donc pas possible de mesurer du FRET entre la Rh-NCp7 et le 5’Cy5-(14-39)cTAR.

Nous avons donc fait l’hypothèse que les états fluorescents de la Rh-NCp7 correspondent
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α0 τ1 α1 τ2 α2 τ3 α3 τ4 α4 τ Rm
1-55 NCp7 - 0.97 0.14 2.72 0.86 2.47
1-55 NCp7 5’Cy5 (14-39)cTAR 0.10 (0.47) 0.62 (0.22) 2.21 (0.25) 3.96 (0.06) 0.96 16

0.84 0.08 0.04 0.04 0.01
1-55 NCp7 (14-39)cTAR 0.17 (0.35) 0.67 (0.25) 2.33 (0.28) 4.65 (0.12) 1.43 2.5

0.31 0.24 0.17 0.19 0.08
11-55 NCp7 - 0.99 0.16 2.66 0.84 2.38
11-55 NCp7 5’Cy5 (14-39)cTAR 0.13 (0.27) 0.61 (0.27) 2.44 (0.39) 4.32 (0.07) 1.44 14.8

0.89 0.03 0.03 0.04 0.01
11-55 NCp7 (14-39)cTAR 0.14 0.14 0.58 0.32 2.15 0.36 4.41 0.18 1.76 2.5

0.46 0.08 0.17 0.20 0.09

Table 6.1 – Paramètres des déclins de fluorescence résolus en temps de Rh-NC libres ou
complexées avec 5’Cy5-(14-39)cTAR.
Les temps de vie τi sont exprimé en ns. Les espèces noires, caractérisées par une amplitude α0 correspondent

à l’ensemble des conformations pour lesquelles l’émission de fluorescence est sous la résolution du montage

expérimental (∼ 40 ps). Rm correspond au ratio des intensités d’émission de fluorescence

aux états pour lesquels la NCp7 est libre dans le liposome, par opposition aux états non-

fluorescents associés à la liaison de la NCp7 sur l’oligonucléotide. Les traces de fluorescence

des liposomes présentant un signal de fluorescence de Cy5 avec le laser à 635nm et un

signal de TMR sont sélectionnés. Ces traces montrent de multiples transitions entre les

états fluorescents et non-fluorescents (Figure 6.29).

Figure 6.29 – Évolution temporelle de l’intensité de fluorescence d’une Rh-(11-55)NCp7
en présence de 5’Cy5-(14-39)cTAR.
Le signal de fluorescence évolue entre un état non-fluorescent pour lequel la protéine est supposée être liée
et un état fluorescent maximal correspondant au signal de la Rh-NCp7 seule enregistré dans les mêmes
conditions. La flèche correspond au moment où la TMR est photoblanchie

En analysant un grand nombre de trace de fluorescence, il est ainsi possible de re-
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constituer la distribution des états de fluorescence (Figure 6.30). L’ajustement de cette

distribution à l’aide d’un modèle à deux populations distribuées normalement permet de

quantifier les proportions des espèces liées (37%) et libres et d’estimer la constante d’affi-

nité. On trouve Kapp = 1.5 ± 0.2× 106M−1.s−1, une valeur presque 10 fois plus faible que

celle déjà observée [269].

Figure 6.30 – Distribution des intensités de fluorescence d’une Rh-(11-55)NCp7 en pré-
sence de 5’Cy5-(14-39)cTAR.
La distribution est ajustée spontanément à l’aide d’un modèle à deux pics gaussiens.

Une analyse plus poussée des traces individuelles de fluorescence montre que l’ajuste-

ment par un modèle de HMM est optimal pour un système à trois états (Figure 6.31a).

Comme le montre le nouvel ajustement de la distribution des intensités de fluorescence, les

états fluorescents correspondent à deux populations distinctes (Figure 6.31b).

Calcul des temps de résidences

L’ajustement des données par un modèle HMM permet de calculer les temps de rési-

dences moyens du système dans chacun des états (Figure 6.32). Il apparait évident que les

temps de résidences ne traduisent pas directement l’état de liaison de la protéine mais qu’ils

incluent des transitions additionelles d’origine photophysique.
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Figure 6.31 – (a) Évolution temporelle de la fluorescence de Rh-(11-55)NCp7 en présence
de 5’Cy5-(14-39)cTAR (noir) ajustée selon un modèle à trois états par HMM (rouge).
(b) Distribution des intensités de fluorescence ajusté selon un modèle à trois états

Afin de voir s’il nous était possible de caractériser l’aspect photophysique du système,

nous avons effectué des mesures de FCS de la protéine seule et de la protéine complexée

à différents oligonucléotides marqués au Cy5 (Tableau 6.2). Les mesures de FCS montrent

que le nombre apparent de molécules diffusant au sein du volume focal est largement di-

minué en présence des ODN. Une partie significative des complexes se trouvent donc sous
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Figure 6.32 – Histogrammes des temps de résidences.
Ces histogrammes permettent de calculer le temps de résidence moyen (en sec−1) dans un état donné du
système avant transition vers un autre état

forme non-fluorescente lorsque la protéine est liée. Les temps de diffusions observés en pré-

sence d’ODN sont plus élevés que les temps correspondants aux acides nucléiques seuls, ce

qui montre qu’une partie des complexes emet également de la fluorescence. Le rapport des

courbes d’autocorrélation des complexes NCp7/(14-39)cTAR marqué et non-marqué par

un accepteur de fluorescence permet de déterminer le temps de relaxation moyen des fluc-

tuations dûes à l’interaction entre le TMR et la Cy5 (Figure 6.33b). Des premiers résultats
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Napp τDiff ft τfluct Nrelatif Inorm
NCp7 89 0.156 - - 1 1
NCp7/5’Cy5-(14-39)cTAR 17 0.123 0.37 1.4 0.19 0.15
NCp7/(14-39)cTAR 59 0.128 0.40 1.0 0.66 0.77
NCp7/5’Cy5-SL3 16 0.103 0.35 1.0 0.18 0.17
NCp7/5’Cy5-∆P PBS 20 0.099 0.47 2.0 0.22 0.15

Table 6.2 – Paramètres de FCS de Rh-NCp7 libre ou complexée à différents ODN.
Les concentrations de Rh-NCp7 ou des complexes équimolaires Rh-NCp7/ODN sont de 350nM. Les mesures
sont enregistrées dans un tampon TRIS HCl 25mM , 100mM NaCl, 0.2mM MgCl2.
Napp : nombre moyen de molécules apparentes dans le volume focal
τDiff : temps de diffusion
ft fraction correspondant aux molécules dont le signal change au cours de la traverséée du volume focal
τfluct temps des fluctuations additionelles
Nrelatif : nombre moyen de molécules apparentes normalisé par rapport à Rh-NCp7 seule
Inorm intensité de l’émission de fluorescence mesurée en stationaire normalisé par rapport à la fluorescence
de Rh-NCp7

à confirmer montrent que la courbe G∗(τ) suit un déclin selon une courbe exponentielle

étirée, selon :

〈τr〉 =
τr
β
Γ

(

1

β

)

(6.3)

La faible valeur du paramètre β montre que la distribution des temps de relaxation est

large, laissant supposer que la dynamique de l’interaction entre les sondes est un phéno-

mène complexe. Le temps de relaxation moyen vaut environ 125ms.

Pour en revenir au calcul de temps de résidence, et puisque l’hypothèse initiale selon

laquelle les formes liées de la NCp7 ne sont pas fluorescentes, contrairement aux formes

libres, s’avère inexacte, nous avons estimé les temps de résidence de la Rh-(11-55)NCp7 sur

le 5’Cy5-(14-39)cTAR en faisant l’hypothèse que la population associée à la fluorescence

intermédiaire correspond à l’état lié. Il vient que kon ∼ 22.0± 0.8× 10−7M−1.s−1 et koff ∼
2.0± 0.5 s−1. Ceci permet de calculer la constante d’affinité selon

Kapp =
kon
koff

On trouve Kapp = 1.1±0.4×107M−1, une valeur beaucoup plus proche de celle déjà décrite.
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(a)

(b)

Figure 6.33 – (a) Courbe de FCS des complexes Rh-NCp7/5’Cy5(14-39)cTAR (noir) et
Rh-NCp7/(14-39)cTAR (rouge).
(b) Ratio entre les deux courbes présentées en (a). La courbe rouge correspond au fit à l’aide de
l’équation 6.3 dans laquelle β = 0.48, τr = 58ms, A=0 et B=3.4

Ces résultats illustrent la difficulté de dissocier, en l’absence de signal de FRET, l’origine

des fluctuations de la fluorescence de la rhodamine. Si la liaison de la NCp7 sur l’oligonucléo-

tide constitue probablement l’origine principale de ces fluctuations, la NCp7 liée n’est pas

nécessairement éteinte et sa fluorescence peut également fluctuer. Ceci pourrait traduire

l’existence d’autres sites de liaisons plus distants de la sonde en 5’ de l’ODN, ou encore
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l’existence de modes de liaison différents. Dans tous les cas, et même si il n’est possible

de caractériser que de manière approximative les constantes d’association et de dissocia-

tion en absence de FRET,la liaison de la NCp7 sur les oligonucléotides apparait, dans nos

conditions de mesures, transitoire et en échange rapide entre les formes liées et libres.
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7.1 Conclusions et perspectives

La NCp7 fait partie de la famille des protéines chaperonnes d’acides nucléiques. Si l’exis-

tence et la justification biologique des protéines chaperonnes d’ARN trouve une explication

intellectuellement satisfaisante, leurs mécanismes d’action s’avèrent relativement complexes

et leur connaissance reste parcellaire. Nous avons essayé au cours de cette thèse, par des

méthodes de fluorescence, d’apporter quelques réponses quant à la caractérisation de ces

mécanismes et de leurs dynamiques.

Dans un premier temps, nous avons exploité les propriétés de la FCS qui constitue une

méthode adaptée à l’étude des interactions entre molécules faiblement concentrées. Nous

avons ainsi pu montrer l’existence d’homodimères de courtes séquences d’acides nucléiques

induits par NCp7 et caractérisé la dynamique de la sonde liée aux ODN. Nous avons éga-

lement pu montrer la validité d’une approche par corrélation croisée. Enfin, nous avons

développé une méthode de FCS à deux focci (2fFCS) à l’aide d’un interféromètre de Mi-

chelson. La mâıtrise de la technique de la FCS apporte un avantage double : tout d’abord,

elle donne accès à la dynamique des molécules sur une échelle de temps assez large (de la

microseconde à la dixaine de seconde), ce qui la rend complémentaire aux résolutions tempo-

relles obtenues par l’approche en molécule unique. Ensuite, et c’est sans doute un avantage

majeur de cette méthode, il sera possible de passer à l’étude de biomolécules au sein de

systèmes plus complexes, et en particulier dans un environnement cellulaire, notamment

grâce à l’excitation biphotonique, peu destructrice pour les cellules.

Dans un second temps, nous avons caractérisé le mécanisme de l’hybridation de TAR

avec cTAR en utilisant des signaux de FRET. Nous avons montré que la séquence cTAR

s’hybride à TAR, en présence de NCp7, via sa partie basse, et nous en avons caracté-

risé les vitesses d’hybridation. L’étude détaillée de la réaction d’hybridation de la sé-

quence cTAR avec les séquences TAR ou dTAR a permis de disséquer le mécanisme de

cette réaction et de mieux comprendre le rôle de l’activité chaperonne de NCp7 dans

cette réaction. Depuis la publication de ces travaux, la littérature concernant le méca-

nisme de la réaction d’hybridation cTAR/dTAR et l’action de NCp7 sur celle-ci s’est lar-
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gement étoffée. Des études détaillées de l’hybridation de mini-cTAR avec miniTAR, de

cTAR avec TAR dans différentes conditions et par différentes techniques ont été rapportées

[431, 432, 433, 434, 435, 282, 436, 437]. Il apparait maintenant clairement que plusieurs sites

d’initiation de l’hybridation de cTAR avec TAR existent. Alors qu’en absence de NCp7, l’hy-

bridation se produit majoritairement via une interaction boucle-boucle impliquant 17 nt,

l’ajout de NCp7 induit un switch mécanistique et la réaction se produit très majoritairement

par le bas des tiges. L’étude détaillée de cette réaction d’hybridation a permis d’utiliser ce

système comme modèle d’étude de l’activité chaperonne d’autres protéines (NCp10 [385],

Tat [438] ou la protéine du core de HCV [439]). Ce travail a également apporté un éclairage

important pour la compréhension du mécanisme d’hybridation d’autres systèmes comme

celui de la séquence PBS impliquée dans le second saut de brin [281]. Enfin, ce système

permet de tester l’activité de molécules inhibant potentiellement la NCp7. Dans la suite de

ces travaux, nous sommes impliqués dans un projet couplant microfluidique et fluorescence

résolue en temps visant à caractériser les états intermédiaires de la réaction d’hybridation

de cTAR avec TAR afin de caractériser plus précisement l’action de la NCp7 (et de Tat)

(projet FLIM-fluidique programme interdisciplinaire-interface PCB - CNRS 2009)

Nous nous sommes également intéressés aux propriétés d’une sonde structurale, la 2-

Aminopurine. L’étude des déclins de la fluorescence de la 2-Ap nous ont permis de ca-

ractériser les dynamiques des acides nucléiques au sein des complexes ADN/protéine. La

résolution en pico-nanoseconde est particulièrement adaptée pour sonder les dynamiques

locales des acides nucléiques (mobilité des bases et mouvements segmentaux). Nous avons

ainsi pu montrer que l’action de déstabilisation de la NCp7 résulte principalement, au ni-

veau moléculaire, de l’immobilisation locale de la séquence d’ADN sur laquelle la protéine

se lie. Ces modifications de mobilité, et particulièrement du stacking des bases, modifient

largement les signaux de fluorescence émis par la 2-Ap. Il nous a ainsi été possible de

caractériser des affinités différentielles, de manière site-spécifique, au sein de courts ODN

capables de lier deux NCp7. Nous avons également pu montrer que les modifications des

dynamiques de la boucle de PBS en réponse à la liaison de la NCp7 sont largement res-

ponsables du changement de mécanisme réactionnel au cours de la réaction d’hybridation
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de (+)PBS avec (-)PBS. Enfin, nous avons étudié de manière site-spécifique la liaison de

la NCp7 sur la séquence cTAR, ce qui nous a permis de mettre en évidence deux sites de

liaisons préférentiels dont la localisation permet d’affiner le mécanisme de déstabilisation

de cette séquence par la NCp7.

On peut bien sûr imaginer décliner l’approche qui consiste à caractériser la liaison de ma-

nière spécifique à de nombreuses autres séquences du génome du VIH-1 comme DIS, SL3

(en cours), etc . . .Récemment, il a été montré que la NCp7 est capable de plier les hélices

double-brin d’ADN [440]. Les auteurs ont proposé un mécanisme impliquant une “bulle” de

fusion du double brin (destabilisation) couplée à une attraction inter-brin apportant l’éner-

gie nécessaire au rapprochement des extrémités. Un mécanisme purement électrostatique,

apparenté à celui produit par des petits cations mobiles, pourrait également expliquer ces

observations [441]. La fluorescence de la 2-Ap pourrait permettre de caractériser les mé-

canismes par lesquels la NCp7 produit ces effets qui interviennent probablement dans la

compaction de l’ADN viral. De plus, nous avons observé que la majorité des conformations

de la 2-Ap au sein des acides nucléiques correspondent à des formes fortement stackées,

dont l’émission de fluorescence associée est rapide (quelques pico-secondes). Du fait de la

résolution temporelle de notre approche, la caractérisation de ces émissions nous était in-

accessible. La spectroscopie de fluorescence ultra-rapide (femtoseconde) permet d’accéder à

ces gammes temporelles de désexcitation et donc d’apporter des informations précieuses sur

les dynamiques de ces événements. Un projet de recherche a été conçu dans cette optique,

en collaboration avec l’équipe du Pr S. Haacke, spécialiste de la spectroscopie ultra-rapide.

Ce projet a reçu un financement ANR (Projet FemtoStack (ANR 2010) : Nouveaux outils

de spectroscopie ultra-rapide et de stimulation pour l’étude de la dynamique structurelle

de complexes protéines chaperonnes/ADN). La spectroscopie de fluorescence de la 2-Ap

constitue également un complément extrêmement intéressant des données obtenues par

cristallographie ou par RMN et s’avère un outil intéressant pour valider les approches par

modélisation moléculaire. Notre expertise dans le domaine de la fluorescence de la 2-Ap

pourra ainsi s’inscrire dans des projets multidisciplinaires visant à caractériser les aspects

structuraux et dynamiques de complexes nucléiques ou nucléo-protéiques.
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Enfin, nous avons développé et validé une approche par spectroscopie de fluorescence à

l’échelle de la molécule unique. Cette méthode permet de réaliser des mesures de FRET à

l’échelle d’un couple de donneur et d’accepteur de fluorescence, permettant de caractériser

la dynamique des interactions et les changements conformationnels qui en résultent. À très

court terme, cette méthode sera utilisée pour compléter les premières observations réali-

sées avec la NCp7 afin de caractériser la dynamique de la liaison de la NCp7. La méthode

d’immobilisation des molécules à l’aide de liposomes permettra également d’étudier cette

interaction dans des conditions plus “peuplées” en protéine, notamment en ajoutant des

quantités significatives de NCp7 non-marquée afin d’étudier l’influence du molecular crow-

ding sur la liaison. Outre les interactions NCp7/acides nucléiques, cette méthode permettra

également l’étude de l’influence de la NCp7 sur l’activité de la RT, dans le but d’expliquer

à l’échelle moléculaire les observations faites notamment dans Grohmann & al. [332]. Ces

travaux sont déjà en cours dans le cadre d’un projet ANRS 2008 intitulé : “Caractérisation

de l’interaction entre la protéine de la nucléocapside et la rétrotranscriptase du VIH-1 au

cours de l’initiation de la rétrotranscription et du premier saut de brin : étude en molécules

uniques”. L’objectif de ces travaux est de caractériser à l’échelle de la molécule unique les

effets de la NCp7 sur l’orientation de la RT sur son substrat [442] puisqu’il semblerait que

cette orientation définisse son activité polymérase ou RNAse H. L’objectif est également

d’évaluer l’action de la NCp7 sur les pauses de la RT au cours de la phase d’initiation de la

reverse transcription. L’expression et la purification d’une RT marquée à déjà été réalisée

(travaux réalisés dans le laboratoire de T. Restlé (Lübeck), ne figurant pas dans ce manus-

crit). Nous avons également obtenus des résultats préliminaires qui montrent que la NCp7

favorise l’orientation polymérase de la RT sur un substrat d’ADN.

Bien évidemment, l’approche en molécule unique peut être utilisée pour l’étude d’autres

complexes moléculaires. Des travaux dans le cadre d’une collaboration sont déjà engagés,

dans la lignée des travaux de la publication IX, pour caractériser l’interaction de récepteurs

nucléaires à l’acide rétinöıque sur leur ADN cible, en absence et en présence de cofac-

teurs. De manière intéressante, ces complexes de taille bien plus grande que les complexes

ODN/NCp7 se montrent plus simples à étudier, notamment par le fait de l’absence d’in-

teraction directe sonde-sonde ou de tout autre perturbation résultant d’une faible distance
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inter-sonde, ainsi que par des dynamiques “ralenties” du fait de la taille des complexes.

Ceci permet d’espérer raisonnablement pouvoir travailler au sein de complexes beaucoup

plus intégrés pour étudier les propriétés chaperonnes de NCp7. On peut par exemple ima-

giner caractériser l’effet de la NCp7 sur la dynamique et le repliement de la partie 5’UTR

complète du génome du VIH ou encore s’intéresser à l’effet de la NCp7 sur l’aspect dyna-

mique du DNA flap qui joue un rôle critique dans l’import nucléaire du génome du VIH-1.

Ces travaux pourraient apporter des informations précieuses quant à la compréhension de

l’activité chaperonne de la NCp7.
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[7] Goldschmidt V. La rétrotranscription de HIV-1 : étude du complexe d’initiation et des mécanismes
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[58] Strack B, Calistri A, Craig S, Popova E, Göttlinger HG. AIP1/ALIX is a binding partner for HIV-1
p6 and EIAV p9 functioning in virus budding. Cell. 2003 Sep ;114(6) :689–699.

[59] VerPlank L, Bouamr F, LaGrassa TJ, Agresta B, Kikonyogo A, Leis J, et al. Tsg101, a homologue of
ubiquitin-conjugating (E2) enzymes, binds the L domain in HIV type 1 Pr55(Gag). Proc Natl Acad Sci
U S A. 2001 Jul ;98(14) :7724–7729. Available from : http://dx.doi.org/10.1073/pnas.131059198.
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of 8-vinyl-deoxyadenosine and 2-amino-deoxyribosylpurine exhibit different sensitivity to their op-
posite base in duplexes. J Phys Chem B. 2008 Aug ;112(32) :9736–9745. Available from :
http://dx.doi.org/10.1021/jp8028243.

[409] Berquand A, Mazeran PE, Pantigny J, Proux-Delrouyre V, Laval JM, Bourdillon C. Two-Step
Formation of Streptavidin-Supported Lipid Bilayers by PEG-Triggered Vesicle Fusion. Fluorescence
and Atomic Force Microscopy Characterization. Langmuir. 2003 Mar ;19(5) :1700–1707. Available
from : http://dx.doi.org/10.1021/la0260180.
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Chapitre 8

Annexe
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8.1 Modèle de la liaison de n ligands sur un récepteur

Le modèle développé ici correspond à l’équilibre suivant :

nP + V ⇋ V Pn (1)

où n correspond au nombre de sites. Il a servi à modéliser l’interactions de peptides fluo-

rescents avec des vésicules lipidiques illustré par la figure 8.1 [443].

Figure 8.1 – Modèle de l’interaction de n peptides fluorescents (P) avec une vésicule
lipidique (V)

On peut réécrire l’équilibre (1) selon le système :
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· · ·
(n) P + V Pn−1 ⇋ V Pn Kn

dans lequel on pose :

∀i ≥ 1 ,Ki =
[V Pi−1] [P ]

[V Pi]

La constante globale de (1) :

Ka =
[V ] [P ]n

[V Pn]
=

n
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Le taux de saturation des récepteurs ν s’écrit :

ν =
[Pbound]

[Vtot]



La loi de conservation de la matière impose que

Ptot = P + Pbound = P +
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et
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Si l’on considère que les n sites sont identiques :
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2 [V P2]
= · · · = (n− i) [V Pi] [P ]

i [V Pn+i]
= · · · = [V Pn−1] [P ]

n [V Pn]

On peut donc écrire :
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n
∑

i=1

C i
n

(

[P ]

Ka

)i
}

= [V ]

(

1 +
[P ]

Ka

)n

de même,

[Pbound] = n
[V ] [P ]

Ka

+
n(n− 1)

2
[V ]

(

[P ]

Ka

)2

+ · · ·+ n!

(n− 1)!
[V ]

(

[P ]

Ka

)n

d’où

[Pbound] = n [V ]
[P ]

Ka

{

n
∑

i=1

C i
n−1

(

[P ]

Ka

)i
}

et
n

∑

i=1

i(V Pi) = n [V ]
[P ]

Ka

(

1 +
[P ]

Ka

)n−1



On peut écrire ν en fonction de [P ] et Kd puisque :

ν =
n [V ] [P ]

Ka

(

1 + [P ]
Ka

)n−1

[V ]
(

1 + [P ]
Ka

)n =
n [P ] /Ka

1 + [P ] /Ka

=
n [P ]

Kd + [P ]

or

[P ] = [Ptot]− [Pbound] = [Ptot]− ν [Vtot]

donc :

ν =
nKa {[Ptot]− ν [Vtot]}

1 +Ka {[Ptot]− ν [Vtot]}
=

n {[Ptot]− ν [Vtot]}
Kd + {[Ptot]− ν [Vtot]}

Résolvons ce polynome :

−Kd × ν − {[Ptot]− ν [Vtot]} × ν + n {[Ptot]− ν [Vtot]} = 0

⇔ [Vtot] ν
2 − (Kd + n [Vtot] + [Ptot]) ν + n [Ptot] = 0

dont le discriminant vaut

∆ = (Kd + n [Vtot] + [Ptot])
2 − 4n [Ptot] [Vtot]

soit finalement

ν =
(Kd + n [Vtot] + [Ptot])−

{

(Kd + n [Vtot] + [Ptot])
2 − 4n [Ptot] [Vtot]

}1/2

2 [Vtot]

La formulation de ce taux de saturation peut être utilisée pour quantifier la force de l’in-

teraction entre un ligand et un récepteur au cours d’expériences de titration basées sur

l’intensité ou l’anisotropie de fluorescence.

Titration par intensité de fluoresence

La fluorescence du ligand marqué sous sa forme libre diffère de celle associée à sa forme

liée au récepteur. Les concentrations en ligand libre et en ligand marqué sont liées de manière



linéaire à l’intensité de fluorescence mesurée I selon :

ν =
I − I0
If − I0

[Ptot]

[Vtot]

où I0 et If représentent les fluorescences associées à la forme libre et liée du ligand, respec-

tivement.

Cette relation mène tout naturellement à :

I = I0 + (If − I0)× ν × [Vtot]

[Ptot]

ou encore

I = I0 + (If − I0)
(Kd + n [Vtot] + [Ptot])−

√

(Kd + n [Vtot] + [Ptot])
2 − 4n [Ptot] [Vtot]

2 [Ptot]

Titration par anisotropie de fluoresence

De même que pour la fluorescence, on observe

ν =
r − r0
rf − r0

[Ptot]

[Vtot]

Dans le cas où la fluorescence de la forme liée diffère significativement de la forme libre, il

convient de pondérer le signal d’anisotropie ri par sa fluorescence fi puisque :

r =
∑

i

ri.fi

En pratique, on utilise le ratio R des fluorescences des formes libres et liées. On obtient

alors :

r =
r0 + (rf .R− r0)ν [Vtot] / [Ptot]

1 + (R− 1)ν [Vtot] / [Ptot]



8.2 Liaison de deux ligands sur un récepteur à deux

sites de liaisons distincts

Ce modèle a été utilisé dans Avilov & al. [256] afin de déterminer les affinités de la NCp7

pour deux sites de liaisons différents au sein d’un même dodécanucléotide.

La loi d’action de masse permet de définir :

k1 =
[PaN ] [P ]

[N ] [P ]2
=

[PaN ]

[N ] [P ]
; k3 =

[PNP ]

[PaN ] [P ]
; k1k3 =

[PNP ]

[N ] [P ]2

k2 =
[NPb] [P ]

[N ] [P ]2
=

[NPb]

[N ] [P ]
; k4 =

[PNP ]

[NPb] [P ]
; k2k4 =

[PNP ]

[N ] [P ]2

La loi de conservation de la matière impose :

[Ntot] = [N ] + [PaN ] + [NPb] + [PNP ]

[Ptot] = [N ] + [PaN ] + [NPb] + 2 [PNP ]

Si l’on suppose que k1 = k4 et k2 = k3, la variation de fluorescence du site a traduit la

variation du rapport [PaN ]+[PNP ]
[Ntot]

donc :

Ia− Ia0
Iaf − Ia0

= ∆Ia =
[PaN ] + [PNP ]

[Ntot]

∆Ia =
k1 [P ] [N ] + k1k3 [P ]

2 [N ]

[N ] + [PaN ] + [NPb] + [PNP ]



∆Ia =
k1 [P ] + k1k3 [P ]

2

1 + (k1 + k2) [P ] + (k1k3) [P ]
2

de même pour le site b

∆Ib =
[NPb] + [PNP ]

[Ntot]

∆Ib =
k2 [P ] + k1k3 [P ]

2

1 + (k1 + k2) [P ] + (k1k3) [P ]
2

On retrouve bien

[Ptot] = [P ] + [Ntot] (∆Ia +∆Ib)

Enfin, si la variation de fluorescence traduit la liaison simultanée des deux sites :

∆I = ∆Ia +∆Ib =
[PaN ] + [NPb] + [PNP ]

[Ntot]

∆I =
(k1 + k2) [P ] + k1k3 [P ]

2

1 + (k1 + k2) [P ] + (k1k3) [P ]
2



Chapitre 9

Autres travaux
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Résumé :

Les propriétés chaperonnes de la NCp7 permettent à cette protéine de réarranger les

acides nucléiques de manière à favoriser leurs conformations les plus stables. Ces proprié-

tés sont indispensables à la réplication virale du VIH-1. Nous avons utilisé et développé

différentes approches expérimentales basées sur des techniques de fluorescence pour appro-

fondir la compréhension de ces propriétés à l’échelle moléculaire. En utilisant la fluorescence

résolue en temps de la 2-Aminopurine, nous avons ainsi caractérisé la liaison de la NCp7

de manière site-spécifique. Nous avons également montré que la restriction de la mobilité

locale des bases oligonucléotidiques en réponse à la liaison de la NCp7 constitue une com-

posante mécanistique essentielle de l’activité chaperonne. Nos études ont permis de mieux

comprendre le rôle de la NCp7 dans les mécanismes réactionels impliqués lors des étapes

du premier et du second saut de brin au cours de la réverse transcription. Enfin, nous avons

développé une approche par spectroscopie de fluorescence à l’échelle de la molécule unique

afin d’étudier la dynamique de la liaison de la NCp7 sur les acides nucléiques.

Mots clés : NCp7, chaperonne, fluorescence, TCSPC, FCS, Spectroscopie en molécule

unique, VIH-1.

Abstract :

The NCp7 chaperone properties constitute a set of features allowing the NCp7-directed

folding of nucleic acids into their most stable conformations. These properties are critical for

the viral replication of HIV-1. We used and developed different experimental approaches

based on fluorescence techniques in order to further characterize these properties at the

molecular level. Using time-resolved fluorescence of 2-aminopurine, we characterized site-

specifically the binding of NCp7. We demonstrated that the restriction of the local base

mobility in response to the NCp7 binding is a key mechanistic component of the NCp7 cha-

perone activity. Our studies allowed us to further understand the role of the first and second

strand transfer involved in the reverse transcription. Finally, we developed a single-molecule

fluorescence spectroscopy setup to study the binding kinetics of NCp7 onto oligonucleotides.

Keywords : NCp7, chaperone, fluorescence, TCSPC, FCS, single molecule spectroscopy,

HIV-1.
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