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Avant propos

L’ARN joue un rdle essentiel en biologie en tant qu’intermédiaire entre le génome et le
protéome. Mais en plus de cette activité, I’ARN a des roles multiples dans d’autres processus.
Ainsi, il participe a la défense cellulaire, a la catalyse biologique ou a la régulation de

I’expression d’un géne. Certains ARN constituent également le génome de virus.

La fonction des ARN est fortement liée a leur capacité a former des structures complexes
hautement organisées, en se repliant sur eux-mémes. L’ARN peut se lier a des protéines
virales ou cellulaires au cours de leur réplication. Il peut interagir avec de petites molécules
telles que les acides aminés ou avec diverses macromolécules biologiques ou ligands tels que
les protéines ou un autre ARN. Ces interactions permettent par exemple de réguler la
virulence de S.Aureus au travers d’un réseau dont I’ARN III est le centre. L’ARN au sens
large est le théme de recherche central de notre laboratoire, notre équipe s’intéresse plus
particulierement aux ARN de deux virus, le virus de I’immunodéficience humaine de type I
(VIH-1), responsable du syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA) et le virus Influenza

A, responsable de la grippe.

Toutes ces fonctions de I’ARN peuvent étre interrogées structuralement en utilisant
différentes méthodes enzymatiques ou chimiques. Ces méthodes présentent des avantages
aussi bien que des inconvénients. Dans ce cadre nous avons entamé des recherches qui
contribuent a améliorer des techniques de cartographie existantes: la premiere partie du travail
concerne I’amélioration de la technique de hSHAPE par la préparation de nouvelles sondes
fluorescentes a transfert d’énergie et la deuxiéme partie a pour objectif le développement de

nouveaux réactifs afin de pouvoir réaliser la cartographie d’un génome viral entier in virio.

Depuis quelques années, une nouvelle technique appelée hSHAPE (high throughput Selective
2’-Hydroxyl Acylation analyzed by Primer Extension) permet de déterminer la réactivité de
chaque nucléotide de I’ARN. La limitation de cette technique réside dans le fait qu’elle
nécessite de grandes quantités d’ARN li¢e a I’utilisation d’un séquenceur d’ADN pour séparer
et détecter des ADNc fluorescents. Afin d’améliorer cette technique et de pouvoir réaliser
I’étude structurale de faibles quantités d’ARN, nous avons choisi de synthétiser un jeu de
sondes fluorescentes a transfert d’énergie, différentes des sondes fluorescentes existantes dans

le commerce qui, elles, sont formées d’une seule entité fluorescente.




Toujours dans 1’objectif d’améliorer les techniques de cartographie des ARN, nous avons
développé des réactifs qui devraient permettre de coupler 'utilisation de sondes chimiques
aux techniques de séquencage a haut débit comme cela a été fait récemment pour les sondes
enzymatiques. Ces nouveaux composés dérivés de 1’anhydride isatoique sont capables de
réagir avec I’ARN in vivo, avec des temps de demi-vie variables. De plus, ils sont modifiés
par une fonction alcyne afin de pouvoir réagir avec la biotine-PEGs-azoture et ainsi permettre
ultérieurement la sélection des ARN modifiés par des billes recouvertes de streptavidine. Ces
réactifs chimiques pourront étre utilisés pour 1’étude in vivo, a haut débit, d’ARN de grande
taille. Dans notre équipe nous envisageons par exemple d’étudier les différentes
conformations adoptées par I’ARN génomique du VIH-1 durant la phase de maturation des
particules virales et de vérifier s’il existe un lien entre ces changements de la structure

secondaire de I’ARN et la maturation de la protéine Gag.

En effet, les résistances développées par le VIH-1 et causées par son taux de mutation et de
recombinaison ¢élevés sont un probléme majeur de santé publique. Dans ce contexte et afin de
développer de nouvelles armes contre ce virus, il est nécessaire de mieux comprendre toutes
les étapes de son cycle de réplication. La maturation des particules virales est un processus
critique du cycle viral au cours duquel un phénomeéne encore méconnu de changement
conformationnel du génome se produit. C’est pour cette raison que notre équipe souhaite
déchiffrer toutes les relations qui existent entre la structure du génome du VIH-1, son export,

son assemblage, le bourgeonnement et la maturation des particules virales.

Ce manuscrit comporte trois parties : Une introduction générale sur le VIH-1, sa morphologie,
son cycle réplicatif et I’organisation de son génome. Quelques notions sur les ARN, leur
importance biologique et leur capacité a former des architectures complexes ainsi qu’une
description des méthodes de cartographie classiques utilisées pour étudier leur structure

secondaire et les améliorations récentes apportées a ces techniques.

Dans le deuxiéme chapitre, je présente tout d’abord la problématique liée aux sondes
fluorescentes existantes et utilisées dans la technique de « h\SHAPE ». Je développe ensuite
notre choix de sondes a transfert d’énergie, la synthése de notre fluorophore « BigDye », ainsi

que les résultats de spectroscopie obtenus pour cette molécule.

Dans le troisiéme chapitre, je présente la nouvelle technique que nous souhaitons de
développer afin de pouvoir étudier la structure d’ARN de grande taille in vivo ainsi que les

réactifs chimiques qui nous permettront d’atteindre cet objectif. Aprés une présentation des




méthodes de synthése existantes, je développe celle que nous avons choisie pour la
préparation de nos dérivés d’anhydrides isatoiques ainsi que leur caractérisation. Pour finir je
présente les résultats préliminaires de modification de I’ARN avec nos réactifs et la formation
d’un complexe ARN-biotine/streptavidine qui nous permettra de sélectionner les ARN

modifiés.
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CHAPITRE I. INTRODUCTION GENERALE

I.1 Le Virus de PImmunodéficience Humaine de type 1 (VIH-1)

Les virus sont des agents infectieux parasites capables d’infecter tout type de cellules vivantes.
Pour classifier les virus, différentes propriétés sont prises en compte: la nature de leur génome
(ADN ou ARN), la polarité du génome (positive ou négative), la présence ou I’absence d’une
enveloppe entourant la capside virale, la symétrie de cette enveloppe protéique, qui varie
d’une simple hélice a une structure plus complexe d’un icosae¢dre. Les virus se multiplient en
transmettant leur matériel génétique a la cellule hote et en formant dans une phase

extracellulaire les particules virales ou virions.

Le VIH-1 fait partie de la famille des rétrovirus et plus précisément de la sous-famille des
lentivirus. Le nom « retroviridea » vient du fait que le génome (ARNg) du virus subit une
étape de rétro-transcription pour conduire a I’ADN proviral double brin qui est ensuite intégré

dans le génome de la cellule hote.

I.1.1 Structure et morphologie des virions matures infectieux

Les virions matures et infectieux possédent une forme sphérique de diameétre de 110 a 130 nm.
Ils sont composés d’une membrane phospholipidique qui renferme un « core » en forme de
cone qui contient ’ARN génomique viral, des ARN d’origine cellulaire ainsi que des

protéines cellulaires et virales (Fig.1). Les virions contiennent :

* Deux copies de ’ARN génomique monocaténaire (+) linéaire, non segmentées qui
possedent une coiffe a 'extrémité 5’ et une queue polyA a I'extrémité 3’. La région
codante de leur génome est entourée par deux longues séquences répétitives (LTR) qui
codent pour la synthése des principales protéines virales. L’ARNg se condense dans
un complexe ARN-protéine durant la phase de bourgeonnement, qui sera enfermé
dans une enveloppe lipidique provenant de la membrane plasmique de la cellule héte
infectée. Il se présente sous forme d’un dimeére instable dans les particules immatures
et sera converti durant la phase de maturation en un dimére plus compact et plus stable.

*  Une matrice (MA) qui est obtenue apres le clivage protéolytique du précurseur Gag.

Elle est myristylée a son extrémité N-terminale.
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*  Une capside (CA) qui est obtenue au cours de la maturation des particules virales. Elle
forme des oligoméres pour donner le «core». Dans le «core» environ 1500
molécules de nucléocapside (NC)' enrobent 'ARN génomique en formant des
oligoméres™. On y retrouve également toutes les protéines enzymatiques nécessaires
a la réplication ainsi que des protéines d’origine cellulaire et I’ ARNt;"*,

* Des protéines glycosylées a la surface, incorporées dans la membrane lipidique et qui
permettent la reconnaissance avec les récepteurs cellulaires de la cellule hote pour
I’entrée du virus et I’infection : SUgp120 et TMgp41. Ces deux protéines forment des
trimeéres associés de fagon non-covalente a la surface du virion.

* Des protéines enzymatiques obtenues principalement aprés maturation du précurseur
Gag-Pol : I’intégrase, la rétro-transcriptase et la protéase.

* Des protéines auxiliaires Nef, Vif et Vpr, contrairement aux autres protéines
auxiliaires Vpu et les protéines régulatrices Tat et Rev qui ne sont pas encapsidées

dans les virions matures.

Membrane lipidique

lycoprotéine
Transmembranaire TM: gp41

<«(——— Glycoprotéine de

Surface SU: gp120

HLA classe I ——)

Matrice (MA)

Réverse transcriptase R
Dimére d’ARNg

pé
Protéase (PR)

Intégrase (IN)

Figure 1: Représentation schématique des différents constituants de la particule virale
mature du VIH-1. (Adaptée4)

I.1.2 Le cycle viral du VIH-1

La réplication de I’ARN viral du VIH-1 est une succession d’événements qui se caractérisent

par deux phases :
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La phase précoce ou phase pré-intégrative débute par la reconnaissance de la cellule hote, la
fusion des membranes cellulaires et virales, la décapsidation puis la rétro-transcription du
génome viral et enfin I’import et I’intégration dans les chromosomes des cellules hotes. La
phase tardive se caractérise par la transcription de ’ADN en ARNm et la synthése des
différentes protéines structurales, régulatrices, enzymatiques et accessoires. Ensuite, I’ARNg
et les protéines s’assemblent pour former la particule virale immature, qui va bourgeonner au
niveau de la membrane plasmique cellulaire et la derniére étape consiste en la maturation des

virions®. (Fig.2)

Reconnaissance et liaison 2 la cellule héte Liaison et pénétration

Transcription;
réverse

Récepteur CD4

Phase précoce

Phase tardive

/' Traduction
ribosomale
-~

Réticulum endoplasmique

§ ~
vy
Gag“, G‘"G:g-pol

Dégradation 2\ ¢
deCD4  SUTTM Reconnaissance du
I'4 Assemblage génome
"4

Vpu ©

o ¢ 'd
Bourgeonnement <57 ¢,

Figure 2: Représentation schématique des deux phases du cycle viral du VIH-1: 1a phase
précoce et la phase tardive. (Adaptée®)

1.1.2.1 La reconnaissance et I’entrée dans la cellule hote

Le VIH-1 entre dans la cellule hote par fusion de sa membrane avec celle de la cellule hote.
L’enveloppe glycoprotéique du virus consiste en un complexe de deux protéines gpl120 et
gp41 générées par clivage protéolytique du précurseur gpl60. La fusion est réalisée par
I’intermédiaire de la protéine gp120 de 1’enveloppe virale glycoprotéique qui se lie avec une

grande affinité au domaine immunoglobuline amino-terminal du récepteur membranaire CD4".
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Ces récepteurs sont présents principalement a la surface des lymphocytes T et sur les cellules
présentatrices d’antigénes (APC: Antigen Presenting Cells) telles que les cellules de
Langerhans (cellules dendritiques de la peau et de la muqueuse) et les cellules microgliales
présentes dans le systéme nerveux central. Ces interactions sont suffisantes pour la fusion

avec la cellule mais pas pour I’infection.

Pour I’infection, le VIH-1 a besoin de ’un des deux co-récepteurs chimiokines CXCR4 ou
CCRS5 qui sont des récepteurs transmembranaires a sept domaines couplés a la protéine G,
Des changements conformationnels au niveau de la protéine gpl120 auront lieu, suite a la
reconnaissance cellulaire, et qui ménent a I’insertion du domaine hydrophobe amino-terminal
de la protéine gp41 dans la membrane de la cellule cible, puis a la fusion des membranes
cellulaire et virale avec libération de la capside virale dans le cytoplasme de la cellule

infectée’.

1.1.2.2 La rétro-transcription de I’ARN génomique du VIH-1

La rétro-transcription est un processus catalysé par I’enzyme rétro-transcriptase qui se déroule

10,11,12

principalement dans le cytoplasme . Le produit de la rétro-transcription est un ADN

linéaire double brin obtenu en plusieurs étapes (Fig.3) :

* La syntheése du brin d’ADN (-) en direction de 'extrémité 5’ de I’ARN débute par
I’hybridation de 1’extrémité 3’ de ’ARNt;™® a sa séquence complémentaire PBS
(Primer Binding Site) de ’ARN génomique.

*  Une fois arrivé a I’extrémité 5’ de la matrice d’ARN, le fragment d’ARN hybridé au
nouveau fragment d’ADN est dégradé grace a I’activit¢ RNase H de la rétro-
transcriptase. Ce processus est suivi par le premier transfert du brin d’ADN vers
I’extrémité 3’ de la matrice d’ARN. Ce transfert est facilit¢ par la protéine virale
NCp7. La synthése du brin (-) peut alors se poursuivre.

* La rétro-transcriptase clive la majeure partie de I’ARN hybridé a ’ADN (-) synthétisé
et génére deux fragments riches en purines PPT (PolyPurine Tract), I’'un situé au
centre du génome et 1’autre situé en amont de la région U3 et servant d’amorces pour
la synthése du brin (+).

* Les fragments d’ARN restants sont ensuite ¢liminés et un second transfert s’effectue
permettant I’hybridation de I’extrémité 3’ du brin (+) avec 1’extrémité du brin (-). Ces

. . . 13
deux brins vont servir de matrice pour achever leur synthése ”.
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Figure 3: Représentation schématique de la rétro-transcription de ' ARN viral en ADN
proviral double brin. (A) L'ARN génomique du VIH (représenté en orange) posséde une
séquence de bases complémentaires a l'extrémité 5' permettant I’hybridation de
I'ARNt;", (B) La RT a commencé la synthese du brin d’ADN (-) (représenté en bleu), et
la RNase H a dégradé la séquence d’ARN hybridée au nouveau fragment d’ADN. (C) Le
premier transfert du brin d’ADN (-) vers I’extrémité 3’ du ssARN se produit permettant
ainsi de continuer la synthése du brin d’ADN (-). (D) Dégradation de ’ARN : Deux
séquences riches en purine ppt, I’une centrale et ’autre en amont de la région U3 sont
résistantes a ’activité RNase H, et vont servir d’amorce pour la synthese du brin d’ADN
(+). (E) La synthése du brin d’ADN (+) (représenté en vert) continue afin de copier une
séquence de 18 nucléotides de PARNt qui permet ainsi a la RNase H de dégrader et
d’enlever I’amorce ARNt. (F) L’élongation de la synthése des deux brins d’ADN (-) et
(+). (G) La synthése de ’ADN proviral double brin avec une séquence répétitive LTR

4

sur chaque extrémité. (Adaptée')

10
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1.1.2.3 L’import et I’intégration de ’ADN proviral dans le génome de la

cellule hote

L’ADN pro-viral obtenu par la rétro-transcription est transporté dans le noyau de la cellule
hote en présence du complexe d’intégration comprenant I’intégrase, la rétro-transcriptase, les
protéines de matrice et de nucléocapside, Vpr et aussi des protéines cellulaires'®. La
localisation nucléaire du complexe de pré-intégration est dirigée par la protéine accessoire
Vpr, qui ne contient pas un signal de localisation nucléaire, mais semble fonctionner en
connectant le complexe de pré-intégration a la machinerie nucléaire d’import de la cellule

. . . r : 15,16
avec I’aide de I’importin-a et des nucléoporines > .

La protéine de matrice contient un signal de localisation nucléaire qui permet au complexe
d’intégration de cibler le noyau de la cellule hote. L’intégration de I’ ADN proviral se fait dans
les chromosomes de la cellule hote dans des sites aléatoires'’, mais elle cible en préférence les
régions euchromatine non-repliées et accessibles qui se trouvent proches des génes

transcriptionnellement actifs.

Le processus d’intégration est catalysé par I’intégrase qui débute par un clivage de I’extrémité

1819 "Elle clive les deux

3> de ’ADN viral dans le cytoplasme, juste aprés sa synthése
nucléotides terminaux (GT) hautement conservés des extrémités 3° de chaque brin d’ADN et
libeére une extrémité formée par le dinucléotide CA possédant un groupement hydroxyle libre
en position 3’. Les groupements 3’-OH résultants des deux extrémités CA offrent des sites

d’attachement de ce provirus au génome de la cellule hote.

L’intégrase clive I’ADN de la cellule hote en laissant des extrémités 5’ phosphate libres.
Lorsque le complexe ADN proviral-intégrase se lie a I’ADN de la cellule hote, ’intégrase
catalyse une trans-estérification directe dans laquelle les groupements 3’-OH terminaux sont

ligués aux extrémités 5’ phosphate de I’ADN génomique de la cellule hote.

La dissociation du complexe d’intégration libére un intermédiaire d’intégration qui posseéde
des lacunes dans la jonction entre le génome de la cellule hote et celui de I’ADN proviral. Ces
lacunes sont comblées par la machinerie de réparation cellulaire (polymérase béta,

polymérase delta, et le cofacteur PCNA)***"**_ (Fig.4)

11
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Figure 4: Le processus d’intégration de I’ADN proviral dans le génome de la cellule hote.
Les extrémités 5° sont représentées par des sphéres noires. Les deux extrémités 3°’OH
libres sur les deux nucléotides CA sont obtenues par attaque nucléophile d’une molécule
H;O.

11 existe deux types d’ADN viraux circulaires en addition de I’ADN linéaire dans les cellules
infectées : un ADN circulaire possédant une seule séquence LTR, générée par la
recombinaison entre les deux séquences LTR de I’ADN linéaire. Le deuxi¢me type d’ADN
circulaire posséde deux séquences LTR et est généré par ligation des deux extrémités du
précurseur linéaire. Dans cet ADN, les séquences LTR sont distribuées d’une fagon aléatoire
suite a une auto-intégration de I’ADN viral sur lui-méme par I’intermédiaire de 1’intégrase

virale”. Ces ADN circulaires ne sont pas infectieux mais sont transcriptionnellement actifs*.

1.1.2.4 La transcription de ’ADN proviral en ARNm

L’hétérochromatine joue un rdle trés important dans 1’expression de I’ADN proviral. En effet,
c’est un répresseur transcriptionnel qui permet a I’ADN de rester sous une forme latente et
d’échapper aux traitements antirétroviraux. L’ADN intégré posséde des promoteurs de
transcription qui favorisent le positionnement de I’ARN polymérase II cellulaire sur le site

d’initiation de la transcription. La faible efficacité d’¢longation de I’ARN polymérase II

12
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hypophosphorylée dans son domaine C-terminal (CTD) et associée a des facteurs négatifs
d’élongation de la transcription (NELF et DSIF) entraine la synthése de transcrits courts, non
polyadénylés. L’activation de la cellule (par la présentation d’un antigéne) permet la
relocalisation du facteur nucléaire NF-kB qui se fixe sur le domaine activateur présent dans la
région 5’LTR de ’ADN proviral. Le résultat est un remodelage de la chromatine, par
I’activation d’une histone acétylase ainsi qu’une augmentation du taux d’initiation et
d’¢élongation de la transcription®. L’ARN viral est traduit pour synthétiser les protéines
régulatrices Tat et Rev. La protéine Tat est le facteur positif de 1’¢longation de la transcription.
Elle possede trois domaines fonctionnels : le domaine N-terminal pour I’activation et la
fixation des co-facteurs, le domaine basique de fixation a I’ARN et le transport nucléaire, et le
domaine C-terminal impliqué dans la stimulation du « capping (phénoméne d’ajout de la

coiffe sur I’extrémité 5° de I’ ARNm) » des ARN viraux*’.

La protéine Tat reconnait le renflement existant dans la tige-boucle TAR en 5’ de I’ARN viral
et recrute P-TEFb (contenant la cycline T1 et la kinase Cdk9) qui est responsable de
I’hyperphosphorylation du domaine CTD (Domaine C-terminal) de la polymérase II par la
kinase Cdk9 afin de stimuler 1’¢longation de la transcription. L’acétylation de Tat et son
interaction avec une histone acétylase sont nécessaires pour dissocier le complexe Tat/P-

TEFb/TAR et stimuler 1’élongation de la transcription de I’ADN proviral en ARNm. (Fig.5)
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Figure 5: Modéle d’activation de la protéine Tat. ( Adaptée®®)
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1.1.2.5 L’épissage et I’export des ARN

Le VIH-1 a la capacité de générer un trés grand nombre d’ARNm viraux de taille variable a
partir d’un seul transcrit, suite & un phénomene d’épissage alternatif. La présence de plusieurs

sites donneurs et accepteurs d’épissage permet 1’obtention de trois classes d’ARN?’ :

* Les ARN mono-¢épissés (4-5kb) qui codent pour les protéines Env, Vif, Vpr et Vpu.
* Les ARN multi-épissés (2kb) qui codent pour les protéines Tat, Rev et Nef.
* Les ARN non-¢pissés (9kb) qui codent pour les protéines Gag et Gag-Pol.

L’export des ARN mono et non-épissés du noyau vers le cytoplasme est dépendant de la
protéine Rev. La protéine Rev posséde un domaine NLS (Nuclear Localization Signal) ainsi
qu’un domaine NES (Nuclear Export Signal). Grace a son domaine NLS, la protéine Rev se
lie a 'importine B pour former un hétérodimere, qui est transporté via le pore nucléaire. Elle
contient aussi un domaine riche en arginines qui lie spécifiquement une structure en tiges-
boucles nommée RRE (Rev Responsive element)™ présente dans les ARN du VIH-1 non-
épissés et mono-¢épissés. RRE est une région structurée et localisée dans une séquence appelée
ORF (Open Reading Frame). Elle permet 1’interaction avec les facteurs d’export nucléaire
(CRM1 : Chromosome Maintenance genel) qui interagit avec des constituants des pores
nucléaires. Dans ce processus, RanGTP/GDP fournit ’énergie nécessaire a 1’export”. La
protéine Rev contient un second domaine proche de I’extrémité C-terminale riche en résidus
leucines et nécessaire a I’activité de la protéine Rev, mais qui n’entre pas dans la formation du
complexe Rev/RRE. Ce domaine se lie a une protéine de la famille de nucléoporine appelée
Rab (Rev activation domain-activation protein)’’. Un second site de liaison de la protéine Rev
sur I’ARN, distinct de la séquence RRE, a été identifié dans I’extrémité 5’UTR. La protéine
Rev se lie a une boucle interne de la tige boucle SL1. Il a été démontré que cette boucle
(nommée boucle A) est conservée dans des isolats de VIH-1 et que des mutations de cette

boucle réduisent la liaison de la protéine Rev au SL1°".

Les ARN multi-épissés utilisent une voie indépendante de la protéine Rev pour leur export du

noyau vers le cytoplasme’”.

14
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1.1.2.6 La traduction

Dans le cytoplasme, la machinerie cellulaire est détournée par le virus pour permettre la

synthése des protéines auxiliaires, structurales et enzymatiques. La synthése des précurseurs

protéiques Gag et Gag-Pol se fait a partir d’'un méme transcrit (ARNm non-épissé), ainsi que

la synthése des protéines d’enveloppe et Vpu (ARN mono-épissé¢). Cependant les mécanismes

de régulation de la traduction utilisés sont différents dans les deux cas :

La synthése du précurseur protéique Pr160%¢™! est obtenue grice a un décalage du
cadre de lecture des ribosomes qui rend silencieux le premier codon stop a la fin de la
traduction du précurseur Pr55%. I en résulte la production d’une grande quantité de
protéines Gag par rapport a Gag-pol, qui vont générer les protéines structurales de la
protéine virale”. La myristilation N-terminale du précurseur Pr559% est nécessaire

pour permettre la fixation de ces protéines a la face interne de la membrane plasmique.

La synthese des protéines Env et Vpu est obtenue a partir d’'un ARNm bi-cistronique
et dépendante de la protéine Rev’". Il contient deux ORF, Vpu et Env, qui se suivent et
se chevauchent. La protéine Vpu favorise la dégradation, par le protéasome, des CD4
piégés dans un complexe intracellulaire avec gpl60 au niveau du réticulum
endoplasmique par une déstabilisation intracellulaire des complexes CD4-gp160°°.
Cette dégradation permet aux protéines gpl60 de rejoindre la membrane plasmique.

En plus, Vpu favorise le bourgeonnement des virions.

1.1.2.7 L’encapsidation de ’ARNg et ’incorporation des protéines de

I’enveloppe

I.1.2.7.1 Encapsidation de ’ARNg

La voie générale de I’assemblage des particules virales est réalisée par 1’intermédiaire du

précurseur Pr559°¢ A travers un réseau d’interactions protéine-ARN, protéine-protéine et

protéine-lipide puisqu’elle comprend des domaines requis pour ’attachement a la membrane,

la multimérisation, la liaison a des acides nucléiques et I’interaction avec les composants de la

machinerie de bourgeonnement de la cellule hote.
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Les ARN non-épissés sont traduits par les ribosomes pour produire les protéines Gag et Gag-
Pol. Lorsque la synthése de la protéine Gag (55 KDa) est achevée, il semblerait que des
monomeres de Gag se rassemblent pour accompagner ’ARN génomique au site de
bourgeonnement sur la membrane plasmique et favorisent son interaction avec les signaux
d’encapsidation®™’. Ce processus est différent de I’interaction avec le domaine NC de la
protéine Gag, ce dernier facilitant la formation du dimére d’ARN génomique et la rétro-
transcription. Bien que le transport de I’ARN soit dépendant de la production de la protéine
Gag, la traduction de ’ARN génomique n’est pas une condition préalable a son transport,

38,39,40
comme c’est le cas pour le VIH-2""""",

La production de particules sphériques est optimisée par les acides nucléiques*'. Actuellement
il y a un manque relatif de connaissances sur les composants cellulaires qui sont responsables
du transport du complexe Gag/ARN. Le transport de la protéine Gag dans le cytoplasme
engage les microtubules et les microfilaments d’actine du cytosquelette de la cellule hote et il
est facilité par d’autres facteurs cellulaires impliquant les complexes protéiques adaptateurs
clathrine-associés (AP-2 et AP-3). Les facteurs UPF1*, UPF3b et Staufen sont responsables
de la stabilisation de I’ARN génomique. La protéine cellulaire ABCE1* (une protéine de la
famille ATP-Binding Cassette) en association avec la DDX6 et d’autres protéines PBP
(Processing Body Proteins) sont impliquées aussi dans 1’assemblage des particules virales
d’une maniére indépendante de I’ARN et facilitent la multimérisation de la protéine Gag™. La
protéine KIF-4 se lie aussi a I’ARN, mais son rdle dans le recrutement du complexe
Gag/ARN a la membrane plasmique n’est pas clair®™. L’implication séquentielle de toutes ces

protéines dans le transport du complexe Gag/ARN est toujours obscure*. (Fig.6)

La protéine Gag interagit avec les phospholipides membranaires en impliquant I’extrémité N-
terminale (acide myristique) du domaine MA et une région basique conservée HBR « Highly
Basic Region ». Cette deuxiéme interaction réduit les liaisons non-spécifiques et favorise la
liaison du domaine MA & des lipides membranaires contenant des résidus

phosphatidylinositol diphosphate (PIP2).

Les signaux majeurs de multimérisation se trouvent en aval de I’extrémité C-terminale du
domaine CA, le domaine voisin spl et le domaine I de la NC. La multimérisation de la
protéine Gag est renforcée apres la liaison du domaine NC a ’ARN génomique. Le domaine

NC forme une sorte de pont entre les monoméres de Gag®’.
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Figure 6: Représentation schématique des stades tardifs du cycle viral. Apres
transcription, ’ARN viral est exporté du noyau vers le cytoplasme pour la synthese de la
protéine Gag (et Gag-pol). Les ARN épissés sont aussi exportés pour produire
I’enveloppe glycoprotéique (bleu foncé). Gag se lie au dimeére d’ARN avec son domaine
NC pour former un complexe ribonucléoprotéique qui est transporté vers la membrane
plasmique ou se rassemblent encore plus de monoméres de Gag pour que le phénomene
de bourgeonnement se produise. (Adaptée*)

Les monomeéres de Gag se rassemblent par I’intermédiaire de ’ARN génomique, et en
présence de plusieurs protéines l'une a co6té de Dlautre (Fig.7). Un changement
conformationnel se produit au niveau de la protéine qui permet 1’exposition de sa surface a

. . L. ey . . 48
des interactions avec d’autres protéines Gag et ainsi a I’assemblage des particules virales™.

Les mécanismes de transport de I’ARN génomique du noyau jusqu’au point d’assemblage et
de bourgeonnement ne sont pas bien connus. Deux mécanismes de transport cytoplasmique de
I’ARNm ont été décrits : soit par diffusion suivie par piégeage local, soit par transport actif le
long du cytosquelette. L’ ARN viral est transporté via des voies endosomales en méme temps
que la protéine Gag et Env sur des vésicules endosomales Rab-11 pour arriver au niveau de la

membrane plasmique de la cellule hote.
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W E

\ ARN

Figure 7: Illustration montrant le phénomeéne d’assemblage des différents monoméres
de la protéine Gag et la formation du complexe Gag/ARN nécessaire pour la maturation
des virions. (Adaptée™)

L’encapsidation de I’ARNg requiert des interactions entre le domaine nucléocapside (NC) du
précurseur Gag et une région de I’ARN viral appelée Psi () localisée dans la région 5’UTR
de I’ARN génomique ainsi que le début du gene gag. Une région correspondant aux premiers
1015 nucléotides de I’ARN génomique favorise 1’encapsidation des ARN hétérologues, a
condition qu’ils soient exportés du noyau indiquant ainsi que tous les facteurs d’encapsidation
sont localisés dans la région 5’UTR et ou dans gag. Cependant la région Psi n’est toujours pas
trés bien définie. Plusieurs études ont identifié la région SL3 comme étant le signal majeur de
I’encapsidation du VIH-1. On sait maintenant que TAR, la tige-boucle poly-A, le domaine
PBS et SL1 contribuent aussi a 1’encapsidation. Ces résultats étaient surprenants du fait que
ces domaines sont localisés en amont du site d’épissage (SD) et ainsi présents dans ’ARN

génomique mais aussi dans les ARN épissés.

Des travaux récents dans notre laboratoire en collaboration avec le Dr. Maryléne Mougel
(CPBS, CNRS, Montpellier) ont montrés que le domaine SL.1 est le signal majeur responsable
de I’encapsidation et non pas le domaine SL3. Bien que le domaine SL1 est présent dans les
ARN viraux épissés et non-Epissés, il favorise ’encapsidation des ARN non-épissés
seulement. Par conséquent, SL1 requiert des séquences localisées en 3’ du domaine SD pour
exercer sa fonction. Deux interactions tertiaires impliquant des régions en 3’ du domaine SD
permettraient d’expliquer le phénoméne d’encapsidation sélectif de I’ARN génomique. La
premicre interaction se produit entre la boucle SL4 et une région dans U5 formant ainsi

I’interaction U5/AUG. Dans I’ARN du VIH-1, la substitution de [’heptanucléotide
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GAGAUGG par CUCUAGA cause une diminution de I’encapsidation. Une hypothese
propose qu’un changement conformationnel dans la région 5’UTR est a l’origine de la
régulation de la traduction et de l’encapsidation de I’ARN génomique. La deuxiéme
interaction se produit entre la boucle interne de SL1 et la boucle apicale de SL4. Ces deux

interactions sont possibles seulement dans I’ARN génomique et pourraient contribuer a la

liaison Gag-ARN.

1.1.2.7.2 Incorporation des protéines dans la particule virale

Outre I’ARN viral, d’autres constituants cellulaires et viraux sont indispensables pour
I’assemblage des particules virales et nécessaires pour I’infectivité. On peut citer I’ ARNt;"*
cellulaire (50-100 molécules/virion)*’, d’autres protéines virales telles que Vpr (100-200
molécules/virion), Vif (10-100 molécules/virion), et Nef (5-70 molécules/virion). Des
protéines cellulaires sont aussi incorporées dans la particule virale, telles que Cyp-A (250
molécules/virion), Hsp70 présent avec un rapport de 1:25 par rapport aux protéines Gag, la
LysRS, Tsgl01, ’Ubiquitine, APOBEC3G, INI1/HSNFS5, Staufen, UNG2, HLA-II, ICAM-1

50,51 ) . : rA
. Les virions immatures sont constitués a ~50%

(CD54), des annexines et des tétraspanines
de la protéine Gag par rapport a la masse enti¢re du virion, tandis que la membrane lipidique
constitue ~30% de la masse totale™. Les autres protéines cellulaires et virales constituent
~20% de la masse du virion, tandis que I’ARNg avec les autres petits ARN constituent ~2,5%

. . 53
de la masse du virion™".

1.1.2.8 Le bourgeonnement et la libération des particules virales

Aprés I’encapsidation et ’assemblage de tous les composants viraux, les particules virales

sont libérées de la cellule. Ce phénomene consiste en une fission membranaire.

Des délétions et des mutations du domaine p6 (situé en C-terminal du précurseur Gag) et plus
spécifiquement dans les domaines conservés PTAP et YPXnL résultent en un phénoméne de

bourgeonnement incomplet.

Le systeme de protéines ESCRT (ESCRT-O0, I, II, et III) est impliqué dans le processus de
bourgeonnement des particules virales, ces protéines sont recrutées de facon ordonnée au
niveau des membranes endosomales™ (Fig.8). ESCRT-I est recruté vers le site de

bourgeonnement via des interactions entre le domaine PTAP dans p6 et la protéine TSG101
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faisant partie du complexe ESCRT-I. Ensuite I’interaction entre ESCRT-I et les protéines
CHMPs du complexe ESCRT-III est un mécanisme méconnu jusqu’a maintenant, mais faisant
apparemment intervenir une interaction avec ESCRT-II. En plus, la protéine ALIX
(apoptosis-linked gene 2-interacting protein X) se lie au motif YPXnL qui se trouve dans les
deux domaines p6 et NC de la protéine Gag respectivement via les domaines V et Brol. Le
réle du motif YPXnL est de favoriser le bourgeonnement en se liant a la protéine ALIX.
L’implication de ’ARN dans la liaison NC-ALIX a été suggérée, mais 1’identité de ’ARN
n’est pas claire. La famille des ubiquitines ligases (NEDD4) joue également un rdle dans le
bourgeonnement, soit dans [’ubiquitination et I’activation du complexe ESCRT-I par
I’intermédiaire de la ligase NEDD4-2°, ou dans D’interaction avec la protéine ALIX pour
libérer les particules virales par 1’intermédiaire de la ligase NEDD4-1°°. Pour que le
phénoméne de fission membranaire ait lieu, le complexe ESCRT-III polymérise pour former
une structure en forme de dome. Des monomeres de la protéine VPS4 (Vacuolar Protein
Sorting-associated Protein 4A) régulés par un bindme de complexes protéiques LIP5S-CHMPS
et CMHP1-ISTI, sont recrutés au site de bourgeonnement pour désassembler les filaments de
ESCRT-III afin d’étre recyclés. Le processus de fission de la membrane cellulaire reste aussi

. 46
meconnu .

. TSGI01
S
VPS37 &

@ ESCRT-I

ESCRT-IT

A [c2 [ww [HECT] NEDD4-2

Adaptateurs? L7 ]

-

-

e

=

ey

-

b~y

-

(AARDC) / -

t =

" ~

1 HECT| WW | C2 [

. . X PRD o NEDD4-1 [ad

) . PRD A

\ oo | =
- PTAP  YPXnL ] =

- - - - = [~
2 - I s L gl

. I | Sy = - \!\N\ =

-r Y —— — — ~ &=

Seil A ~ ALIX ARN? (S

~ s TR -

o _l 4= o=

feg

=) N =

LIPS ) Ubiquitine — - 2o
I~

VPS4 # Glycoprotéine -
-

Figure 8: Le phénoméne de bourgeonnement des particules virales et I’intervention des
différentes protéines cellulaires permettant de libérer les virions immatures de la
membrane plasmique. (Adaptée*®)
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1.1.2.9 La maturation des particules virales

Le virus VIH-1 bourgeonne de la cellule hote en tant que particule immature non-infectieuse.
Le processus de maturation des particules virales est en relation avec des clivages au niveau
de la protéine Gag. La protéine Gag possede différents domaines fonctionnels avec une
extrémité N-terminale (acide myristique ou acide tétradécanoique) dans le domaine MA et
une extrémité C-terminale dans le domaine p6”’. La formation des particules immatures
nécessite des interactions faibles mais coopératives entre les protéines Gag. Ces interactions
impliquent principalement 1’extrémité C-terminale du domaine CA et le peptide adjacent SP1

. 58,59,60,61
de la protéine Gag™™""™"

. Les domaines MA et p6 semblent &tre sans aucun role au moins
dans ’assemblage in vitro, par contre le domaine MA est nécessaire pour le ciblage et
I’alignement dans les cellules infectées. Le domaine NC est responsable de la liaison de

’ARN avec le génome de la cellule hote®>®H6+6>6

. La maturation des particules virales
commence durant ou juste apres le bourgeonnement des particules virales par le clivage des
précurseurs Gag Pr559¢ et Pr1609¢™' en leurs domaines protéiques respectifs par

I’intermédiaire de la protéase.

De nombreuses études ont montré qu’un clivage protéolytique correct des protéines Gag et

’ . o <N 67,68,69,70
Gag-pol est nécessaire pour générer un dimére d’ARN mature et stable®”-%%”

. Le processus
de clivage de la protéine Gag est bien ordonné dans cing séquences précises’'. Des études in
vitro ont montré que le clivage de Gag est réalisé par la protéase virale et successivement dans
les régions NC/SP1, SP2/p6, MA/CA, NC/SP2, et CA/SP1. Le premier clivage divise la
protéine Gag en deux domaines : le domaine p41 contenant MA, CA et SP1 et le domaine p15
(contenant NC, SP2 et p6). Ce premier clivage est associ¢ avec la condensation initiale du
génome viral””. La protéine chaperonne NC est trés importante pour la formation d’un dimére
mature, et apparemment le premier clivage SP1/NC est nécessaire pour libérer le domaine p15

iri i initi ; - A 73,72,68,74
dans le virion qui initie la maturation du dimére”>"*%%’

. Le second clivage divise p41 en MA
et p25 (p25 contient CA et SP1) et divise p15 en p6 et p9 (p9 contient NC et SP2). Le produit
intermédiaire obtenu p9 n’a pas d’effet sur la maturation de I’ARN’> mais la libération de la
MA par un clivage MA/CA et un clivage entre SP2 et p6 séparent des domaines fonctionnels
et permettent la condensation du complexe ribonucléoprotéique (RNP). Un clivage ultérieur
de CA/SP1 permet la formation des particules matures”. Le domaine CA forme une

enveloppe en forme de cone autour du complexe ribonucléoprotéique (RNP) condensé. Le
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dernier clivage du domaine p9 en NC et SP2 est nécessaire pour une maturation compléte du

dimére d’ARN’,

Curieusement, et immédiatement aprés le premier clivage de la protéine Gag, les virus
contiennent une activité rétro-transcriptase, mais font preuve d’un déficit d’infectivité qui
n’est pas en relation avec la fusion cellule-virus, mais corrélée avec un échec d’accumulation

7> De plus, les changements morphologiques du

des produits finaux de la rétro-transcription
virion ne correspondent pas nécessairement a une maturation de ’ARN génomique. Des
mutations au niveau du site de clivage NC/SP2 ont montré une morphologie sauvage, malgré
des défauts au niveau de la formation du dimére d’ARN, et ces virions sont ainsi non
infectieux. Au contraire le blocage du site de clivage SP1/CA conduit a une altération au
niveau de la morphologie du virion mais n’inhibe pas la réplication virale. Il est trés important
de noter que la structure native de I’ARN du VIH-1 est nécessaire pour le premier transfert de

brin durant la rétro-transcription. (Fig.9)
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Figure 9: (a) Illustration montrant les intermédiaires obtenus durant les différentes
étapes de clivage de la protéine Gag en relation avec la maturation des particules virales
(Myr représente I’acide myristique). (b) Représentation schématique des changements
structuraux au niveau de ’ARN génomique durant la phase de maturation des virions.
(c) Les différentes étapes du cycle viral de I’intégration de ’ADN proviral dans le
génome de la cellule hdte jusqu’au bourgeonnement. (Adaptée’’)
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1.1.2.9.1 Le génome du VIH-1 est encapsidé sous-forme de dimére

Au moment ou les particules du VIH-1 s’assemblent dans les cellules infectées, deux copies
non-épissées du génome sont sélectionnées sous la forme d’un dimére non-covalent parmi une
large collection d’ARN cellulaires et d’ARN viraux ¢€pissés. Des analyses de microscopie
¢lectronique ont montré que les deux monomeres sont liés d’une facon globalement parallele

au niveau de leurs extrémités 5°.

Des questions restent a résoudre : Pourquoi le génome viral est-il encapsidé sous forme de

dimére d’ARN ? Existe-il d’autres formes d’ARN encapsidés?

La présence de dimeres d’ARN dans les virions n’indique pas s’ils ont été capturés par la
machinerie d’encapsidation sous forme de dimére ou sous la forme de monomeéres qui
auraient diméris¢ juste apres I’assemblage des particules virales. Il a été généralement trouvé
que les rétrovirus mutés qui sont défectifs au niveau de la dimérisation de I’ARN le sont aussi
pour l’encapsidation. Dans les rétrovirus au phénotype sauvage récoltés juste apres le
bourgeonnement, I’ARN est sous forme de dimére. Par ailleurs Fu e al.®’ ont rapporté que
I’ARN génomique isolé des virions (PR") est faiblement dimérique sur gel (Fig.10) puisque ce
dimere n’est pas stable et présente des différences au niveau structural. En effet, il se dissocie
en monomeres a température ambiante ou en chauffant a de faibles températures (65°C,
pendant 10 minutes) plus rapidement que ’ARN génomique provenant des virions au
phénotype sauvage (Fig.10). Ceci indique que I’ARN est encapsidé sous forme d’un dimeére

immature probablement li¢ au niveau du DIS et NC-dépendent pour la maturation.

/ Sans chauffage  Chauffage 65°C, 10\ Fi’gure 10i Analyse s’ur . gel
d’électrophorése de PARN génomique

PR- WT PR- WT extrait des virions (WT) et des virions

; de type (PR’). Ce gel montre que la
structure de D’ARN est protéase-
dépendante. Le gel a gauche montre que
dans les virions (PR’), le dimére d’ARN
- est moins stable que dans le WT et qu’il
o se dissocie méme a température
. ambiante. Apreés chauffage a 65°C (gel a
C droite) le dimere n’est quasiment pas

Dimeére {

Monomeére =

observé pour les virions PR™ alors qu’l
= est encore visible pour les virions

\\ / sauvages (bande du haut). (Adaptée67)
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Des résultats similaires (Fig.11) ont été obtenus par Jalalirad et al.”*. Leurs travaux avec des
virions mutants bloqués a différents stades de la maturation de la protéine Gag, montrent que
I’ARN est encapsidé sous-forme de dimeére immature et la maturation se fait au fur et a
mesure du clivage de la protéine Gag par la protéase. En clivant le domaine p15 pour donner

les domaines p9 et p7, le dimére d’ARN se stabilise et devient plus compact’.

4 N

Stabilisation de la forme dimére
Mobilité plus rapide
ARN Dimeére
ARN Monomére

K 345678 /

Figure 11: Gel d’¢électrophorése montrant la présence d’ARN viral sous forme
monomere en majorité dans les particules virales de phénotype sauvage libérées apres
bourgeonnement (les pistes 1 a 3, 5 minutes aprés le bourgeonnement). La formation du
dimére d’ARN se stabilise en avancant dans le phénoméne de maturation (les pistes 5 a 8,
des virions aprés 48h), le dimére d’ARN est plus compact et sa mobilit¢ augmente.
(Adaptée’)
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1.1.3 Organisation génétique et structurale du génome

Le génome du VIH-1 est encapsidé sous forme de deux copies monocaténaires d’ARN de
10,000 nucléotides chacune et de polarité positive (Fig.12). Les deux copies d’ARN sont
associées d’une facon non-covalente proche de DIextrémité 5’ dans une région
appelée « DLS » (Dimer Linkage Structure)”’. La nature et les sites des liaisons existantes
entre les deux monomeres n’est pas complétement ¢lucidé, mais ce sont essentiellement des
liaisons hydrogénes et d’autres liaisons faibles, puisque le dimére peut se dissocier dans des

cpe 8,79,80
conditions douces’®"%°,

1) Les régions non-codantes :
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La région 5’UTR est la région la plus structurée de I’ARN du VIH-1. Elle contient un
nombre de séquences reconnus par des protéines ou ARN qui controlent des étapes
cruciales du cycle viral, comme I’export du noyau vers le cytoplasme et
I’encapsidation. Elle peut adopter des structures secondaires ou tertiaires qui peuvent
jouer un role important dans la réplication virale. Différentes études in-vitro et ex-vivo

y-compris des travaux effectués dans notre laboratoire *!-8%%54+8>80.87.85

ont permis
I’¢lucidation de la structure secondaire de cette région. Elle est composée des
domaines suivants :

* Le début de la région 5S’UTR contient la région R, présente aussi dans la région
3’UTR et comprend la séquence TAR (Tat Responsive element), une structure
de 58 nucléotides qui permet I’initiation de la transcription de I’ARN viral non
€pissé, suivi par la tige-boucle polyA qui contient un signal de polyadénylation
qui est inhibé a ’extrémité 5° mais compleétement fonctionnel a I’extrémité 3’
de ’ARN viral.

* La région U5, formée de 83 nucléotides contient un des deux sites cruciaux
pour I’intégration de I’ADN viral dans le génome de la cellule hote.

* En aval de cette région on trouve le site PBS (Primer Binding Site), une
séquence de 18 nucléotides complémentaires a 1’extrémité 3’ de 1I’ARNt;"Y,
utilisé pour se fixer a I’ARNt cellulaire et créer ainsi un site d’initiation de la
rétro-transcription. La région Psi (putative packaging domain) sous forme de
quatre tiges boucles nommées par ordre SL.1, SL2, SL3 et SL4 (Fig.12C). SL1
est le site d’initiation de la dimérisation (DIS ou Dimerization Initiation
Site)**°. SL2 ou SDI1 (major Splice Donor site) est responsable de la
formation des différents ARNm épissés, SL3 est impliqué dans 1’encapsidation,
SL4 contient le codon d’initiation AUG de la traduction du geéne codant pour la
protéine Gag’'. SL4 est une tige-boucle instable et peut former un appariement

avec la région U5">%

2) La région-codante :

Elle Contient les génes codant pour les protéines Gag, Pol, Env, Tat, Rev, Nef, Vif, Vpr, et
Vpu.
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* Gag: Le geéne codant pour la protéine Gag qui est clivée par la protéase pour donner
les protéines de la matrice (MA), de la capside (CA) et de la nucléocapside (NC) qui
est capable de se lier a ’ARN viral.

* Pol: Code pour les protéines enzymatiques telles que la rétro-transcriptase qui va
permettre la rétro-transcription de I’ARN viral monocaténaire en ADN double brin.
L’intégrase qui va permettre d’intégrer le génome viral dans le génome de la cellule
hote grace a la formation d’un complexe d’intégration ADN viral-intégrase et la
protéase qui permet la maturation des précurseurs Gag et Gag-pol .

* Env: Code pour les glycoprotéines d’enveloppe, la gp160 qui va étre clivée par des
protéases cellulaires en deux protéines la gpl20 (protéine de surface) et la gp4l
(protéine transmembranaire). Ces protéines gpl120 et gp41l sont nécessaires pour la

reconnaissance et 1’entrée dans la cellule hote.

Pol vpr revl __ Env ItatZ
) | - )
TRR GAG \PR| RT/RNaseH ‘ IN ll ‘ SU ‘Hl 3LTRU5
T
Us [ea.. L C p6
l tatl vpu rev2
1 100 200 300 400 459
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51— o Tx
DLS

i

Figure 12: (A) L’organisation génétique de ’ARN proviral du VIH-1 (B) Représentation
schématique de ’ARN génomique du VIH-1 (C) Modé¢le de structure secondaire des 500
premiers nucléotides de ’ARN génomique du VIH-1. (Adaptée’)
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1.2 Les Acides RiboNucléiques « ARN »

L’ARN ou Acide RiboNucléique est un polymeére linéaire constitué d’un enchainement de
nucléotides : un groupement phosphate, un ribose sur lequel on trouve un groupement 2’-OH
et non pas un groupement 2°-H comme pour I’ADN, et une base azotée (la cytosine, 1’uracile,
I’adénine et la guanine) (Fig.13). La présence d’un groupement 2°’-OH rend la molécule
d’ARN chimiquement labile, ’ARN s’autolyse en conditions alcalines (Fig.13). Il est
synthétisé par transcription d’une matrice ADN dont il est la copie. L’ARN est présent dans
les cellules sous forme d’un simple brin plus ou moins structuré. L’information génétique est

segmentée en geénes dont I’expression est a I’origine de la synthése des protéines.
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P A ‘ N
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‘ 3' -phosphate cyclique

Figure 13: Structure chimique de I'ARN et modé¢le d'autolyse.

1.2.1 Différentes familles d’ARN et leurs roles dans les différents processus
cellulaires

Il existe deux grandes familles d’ARN qui posséde chacune une structure et une fonction
particuliére. Les ARN codants tels que I’ARN messager, et les ARN non-codants” tels que
les ARN transcriptionnels (ARNt et ARNr) et les petits ARN de 20 a 30 nucléotides et qui
participent a différents mécanismes métaboliques dont la maturation de I’ARN (ARN:si,

ARNmi, ARNsno, ARNsn). (Fig.14)
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Les ARN messagers sont la matrice pour la synthése des protéines. On distingue cinq régions
principales dans un ARNm : la coiffe a I’extrémité 5’ par addition d’une 7-méthylguanosine
(N7) sur le premier nucléotide par une liaison 5°-5 triphosphate (7mGpppN), la région 5’ non
traduite (5’UTR), une séquence codante, la région non traduite (3’UTR) et une queue polyA a

Pextrémité 3°.

Les ARN ribosomiques rentrent dans la composition des ribosomes, la machinerie
responsable de la synthése des protéines. En effet 65% a 70% de la masse du ribosome est
composée d’ARN. La petite sous-unité du ribosome des eucaryotes 40S contient 1 ARNr avec

35 protéines différentes. La grande sous-unité 60S contient 3 ARNr avec 50 protéines.

Les ARN de transfert sont des ARN courts de 70 a 100 nucléotides. Ils portent les acides
aminés et permettent leur incorporation dans les protéines. Les ARNt présentent une structure
tertiaire spécifique en feuille de tréfle. Le bras accepteur est une tige supérieure qui porte les
deux extrémités 5’ et 3’. Le bras anticodon est la tige inférieure, et les deux bras (D) et (T) du

milieu contiennent des ribonucléotides modifiés : la ribothymidine (T) et la dihydrouridine
(D)’

Les ARN interférents (ARNsi et ARNmi) : régulent I’expression des genes en ciblant la

dégradation des ARNm, ou en inhibant la traduction des protéines’ >

/ \ ARN \ \
[
ARN codants _

\\"“”'" . -.---

/

Figure 14: Classification des ARN

1.2.2 Structure des ARN : capacité de PARN a former des structures
complexes

L’ARN adopte une large variét¢ de structures secondaires et tertiaires en raison des
interactions entre les quatre bases qui le composent ou des interactions avec d’autres ARN,

des protéines ou des ligands.
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1.2.2.1 Diversité d’appariement entre les bases

L’appariement de paires de bases peut varier entre des liaisons canoniques de type Watson-
Crick a des liaisons non-canoniques tels les liaisons Wobble, Hoogsteen, Hoogsteen réverse,
Watson-Crick réverse et des liaisons de paires de bases cisaillées'® (Fig.15A). Ceux-ci
peuvent étre classés en fonction des faces d’interaction sur les bases, de I’orientation de la

base par rapport au sucre (Syn/Anti), et du sens du squelette ribose-phosphate.

Les liaisons hydrogeéne dans les appariements Hoogsteen impliquent une face de la purine
différente de la face Watson-Crick et en particulier les positions N7 et le groupement oxo ou
amino en position 6. En fonction de I’orientation de la base purine par rapport a la pyrimidine
on peut distinguer les deux types de liaisons Hoogsteen. Si les deux riboses sont du méme
coté de I’axe de la paire de base alors la liaison est de type Hoogsteen et si les deux riboses
sont de part et d’autre de la paire de base alors la liaison est de type Hoogsteen-réverse' .
L’appariement de paires de base impliquant le petit sillon d’une seule base est un appariement
cisaillé. Dans ce type d’appariement, une base expose ses sites Watson-Crick dans le grand
sillon et I’autre base expose ses sites Watson-Crick dans le petit sillon. On peut observer des

appariements de bases purine-purine et pyrimidine-pyrimidine de ce type'*>'®.

Dans un second temps, les bases peuvent se rapprocher de facon a ce que leur ribose soient du
méme coté ou du coté opposé de la ligne médiane de la liaison hydrogéne entre les deux bases
(appelé aussi axe d’interaction). Si les deux riboses sont du méme c6té, alors ’appariement
est appelé «cis » et si les deux riboses sont de part et d’autre de la ligne médiane alors

I’appariement est appelé « trans ». (Fig.15B)

Enfin certaines paires de bases adoptent des structures avec des liaisons hydrogéne non-
standards, ou d’une facon plus appropriée sont appelées des liaisons hydrogeéne chélatées. Ce

type de liaisons est observé dans la structure de la boucle E de I’ARNT.
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(B)

Orientation Cis

Axe d’interaction

Axe d’interaction

Figure 15: (A) Représentation des différents types d’appariements de paire de base. (B)
Orientations cis et trans possibles entre deux paires de base en fonction de I’orientation
du sucre: si les deux riboses sont du méme c6té de I’axe d’interaction alors la
conformation est « cis », si les deux riboses sont de part et d’autre de I’axe d’interaction

alors la conformation est « trans ». (Adaptéeloo)

En plus des appariements Watson-Crick, il existe des appariements non Watson-Crick de type

bancals (G°U) ou Wobble. Ces appariements se trouvent dans les structures d’ARN qui
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servent comme des sites de reconnaissance et de liaison a des protéines, acides nucléiques,
ligands ou ions. Ces appariements de paires de base sont au moins liées par une liaison
hydrogeéne. Les appariements A-U et G=C sont isostéres, tandis que I’appariement G°U

provoque une distorsion du squelette ribose-phosphate'*. (Fig.16)

- N
H

i
Q----mmmmmeee H-N

Paire bancale G°U
Avec distorsion du squelette ribose-phosphate

Figure 16: Un modé¢le d'appariement de type Watson-Crick G=C et un modéle
d'appariement de type bancal G°U avec la représentation de la distorsion du squelette
ribose-phosphate.

1.2.2.2 Structures secondaires

L’ARN est capable de former des architectures complexes comme des structures secondaires.
Les structures secondaires sont des successions de motifs élémentaires formés par des
appariements de type Watson-Crick (A-U et G=C) ou des appariements dits bancals (G°U) ou
Wobble'”.

On peut distinguer cinq motifs de structure secondaire'®® (Fig.17):
* Latige ou hélice qui est une succession d’appariement de paires de base consécutives.
* Laboucle terminale qui est fermée par une paire de base appariée.
* Laboucle interne qui est symétrique ou pas fermée par deux paires de bases.

* les boucles multiples qui relient les hélices entre elles.
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* La boucle latérale (bulge) qui se trouve sur un seul brin de 1’hélice avec une continuité
d’appariements de part et d’autre de la boucle latérale et qui restent empilés d’une

facon coaxiale.

Boucle terminale Boucle latérale (Bulge)

Boucle multiples § § § § (NN )

Boucle interne

Tige ou hélice
(dsRNA)

Figure 17: Les différents types de structures secondaires d’ARN. (Adaptée'")

La structure secondaire des ARN n’est pas forcément liée a leur séquence. En effet, des ARN
appartenant a la famille des Introns du groupe I possédent des structures et des fonctions
identiques alors que leur séquences sont tres différentes et d’un autre c6té, des ARN avec une
séquence identique peuvent adopter des formes et des fonctions différentes. De la méme fagon,
un méme ARN peut changer de conformation en fonction de son environnement et de petits

métabolites qui se fixent a lui, c’est le cas des Riboswitches

1.2.2.3 Structures tertiaires

Les structures tertiaires sont des structures plus complexes dans lesquelles les hélices et les
o) s 7 . s 108,109,110 7

régions non-appariées sont bien organisées dans 1’espace'®'*''°. Les molécules d’ARN sont

capables d’un phénoméne d’auto-assemblage pour former des architectures plus complexes

parce qu’elles contiennent en plus des liaisons Watson-Crick entre les paires de base qui
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forment les structures secondaires, des liaisons non-Watson-Crick et différents types de

contacts entre les segments de la chaine poly-nucléotidique.

Les ¢léments des structures secondaires sont associés par de nombreuses liaisons Van der
Waals, des liaisons hydrogénes spécifiques par la formation d’un petit nombre de liaisons
Watson-Crick additionnels ou des appariements de bases inhabituels impliquant les boucles.
Ces phénoménes de repliement dépendent d’habitude de la présence d’ions divalent''"''?
comme par exemple les ions magnésium Mg®" et sont influencés par le changement de
température. La réduction de la charge nette de la molécule d’ARN en associant des cations,
induit un changement conformationnel dans la chaine d’ARN qui est a l'origine de la

. soa 113,114,115
formation d’une structure plus compacte ou structure tertiaire’ ™ ™ .

Les structures tertiaires impliquent des interactions entre deux hélices, deux régions non

.y o < r1:..109,107,116
appariées, ou une région non appariée avec une double hélice'*'?"'%,

Les interactions entre les deux hélices sont de deux types: soit par empilement des brins
proches les uns des autres, soit entre deux hélices distantes I'une de ’autre mais qui se

positionnent de fagon a ce que leurs petits sillons s’accordent.
Quatre motifs de structure tertiaires peuvent se présenter (Fig.18) :
* Une jonction coaxiale formée par deux tiges qui se co-linéarisent.

* Le pseudonoeud qui provient des interactions entre les régions non-appariées présentes
dans les boucles internes ou les boucles terminales avec un brin libre complémentaire

en dehors de la boucle.

* «Kissing Loop » est le résultat d’interactions entre deux tiges boucles qui aboutissent

a une structure de boucles appariées ou « Kissing Loop ».

* Les interactions entre une région non-appariée et une hélice double brin aboutissent a
plusieurs motifs tels que les triplets et les quadruplets. Cette interaction a lieu dans le
grand sillon ou a la surface de la double hélice. Ces motifs possédent un potentiel
¢levé a former des structures tertiaires parce qu’ils conduisent a une co-axialité dans la
double hélice. Ils sont a 1’origine d’un ARN compact surtout en présence d’ions

divalent ou de polyamines.
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Deux tiges Triplet Pseudonoeud Boucles appariées
\ Coaxiales « Kissing Loop >y

Figure 18: Les différents types de structures tertiaires d’ARN. (Adaptée'’’)

1.3 L’étude de la structure secondaire des ARN

Comme nous venons de le voir, une bonne compréhension du fonctionnement d’un ARN
nécessite la connaissance de la structure secondaire de cette macromolécule. A I’heure
actuelle, il n’est pas possible de prédire correctement la structure secondaire d’un ARN a
partir de sa seule séquence primaire. Mais deux méthodes non expérimentales permettent de

s’en rapprocher.

Ainsi, la méthode phylogénétique est basée sur le fait que des ARN qui remplissent la méme
fonction chez des especes différentes possedent souvent une structure secondaire proche. En
général les régions en hélice et leur topologie sont globalement conservées méme si les
appariements qui les constituent ne sont pas forcément les mémes. Ainsi, a partir d’un ARN
dont la structure secondaire est établie, on peut prédire la structure de nombreux autres. Les
modeles sont construits en effectuant des analyses statistiques dans les séquences et en
identifiant les co-variations dans les régions appariées des séquences d’ARN homologues. 11
est également possible de valider des modeles de structures secondaires en vérifiant leur
compatibilité avec les co-variations observées dans 1’évolution, cette approche a été utilisée

pour valider les structures secondaires des ARN ribosomiques.

Il est également possible de réaliser des prédictions bio-informatiques. Cette méthode est
basée sur le calcul de I’enthalpie libre de toutes les conformations possibles pour une
séquence donnée, la conformation d’énergie minimale correspondant a I’état le plus stable et
donc le plus probable. Un des premiers algorithmes développés pour réaliser ces prédictions
est celui de « Nussinov »''" . Cet algorithme maximise le nombre d’appariements entre les

bases mais ne tient pas compte des empilements entre les paires de bases successives. En
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1981, « M. Zuker »'"® a amélioré 1’algorithme de Nussinov en prenant en compte ces

empilements. Zuker a apporté une autre amélioration en créant un algorithme qui ne donne

pas uniquement la structure d’énergie minimale mais également les structures sous-optimales

dont I’énergie est légerement supérieure. Ce dernier algorithme est utilisé par le programme

mFold et des variantes ont été crées afin de pouvoir incorporer des données de phylogénétique
y

ou des données expérimentales qui affinent les résultats.

Les méthodes expérimentales sont le meilleur moyen pour obtenir des informations solides
sur la structure des ARN. Il est possible d’utiliser la cristallographie suivie par I’analyse aux
rayons X, la RMN ou encore la microscopie cryo-électronique. Pour les longs ARN en
solution il existe une méthode développée dans les années 1980 et tres largement utilisée qui
consiste a modifier ’ARN par des sondes chimiques ou enzymatiques qui réagissent
spécifiquement avec certaines structures et certaines positions (Fig.19). Dans un deuxieme

temps les positions réactives de I’ARN sont analysées par migration sur gel par

¢lectrophorese.
o ' H-
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Figure 19: Les différents sites de modification avec des sondes enzymatiques (A) et des
sondes chimiques (B).
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Des caractéristiques propres a chaque sonde régissent la qualit¢ ultime et ['utilit¢ de

I’information structurale déduite. Dans tous les cas, ’ARN doit étre modifié une seule fois

avec I’enzyme puisqu’une deuxieéme modification ne donne pas des informations sur 1’état

natif ou naturel de cet ARN. A la fin de la réaction, les ARN présents durant le marquage

contiennent une empreinte exacte du phénomene de marquage. Le défi est alors d’extraire les

informations aussi précises que possible.

1.3.1 Les sondes enzymatiques

1.

2.

RNase T1 : de « Aspergillus orizae » avec un poids moléculaire de 11,000 Da, est une
endoribonucléase des ARN simple brins et plus spécifiquement au niveau des bases G
(Guanosine). Elle clive au niveau des liaisons internucléotides adjacentes a un 3’-
phosphate des résidus guanosine non-appariés, avec la formation d’un intermédiaire
guanosine 2’-3’-phosphate cyclique. L’hydrolyse génére des fragments avec une

119,120,121,122

extrémité 3’-phosphate . Deux valeurs de pH optimales ont été déterminées,

123 A pH= 4.5, la présence d’une concentration

la premiere a 7.5 et la deuxiéme a 4.5
7M en urée augmente I’activité de I’enzyme'**. 11 a été montré que les positions N1 et
06 de la guanosine interagissent par des liaisons hydrogénes avec la nucléase. Les
positions naturellement modifiées dans I’ARN, m'G et m’G ne sont pas reconnues par
I’enzyme. Elle a été utilisée pour étudier la structure secondaire d’un fragment d’ARN
de 345 bases couvrant le domaine de liaison protéique S8/S15 de I’ARNr 16S de
E.Coli'"'® et pour étudier en détails la conformation du domaine III de I’ARNr 16S

(nucléotides entre 913-1408)'%.

RNase U2 : de « Ustilago sphaerogena » avec un poids moléculaire de 12,490 Da,
clive préférentiellement les liaisons 3°-5’ phosphodiesters des adénosines non-
appariées, mais sa spécificité n’est pas absolue (A>G>>C>U)'?". Le pH optimal est de
4.5 et ’enzyme est active en présence d’une concentration 7M en urée. Le mécanisme
de clivage est similaire a celui de la RNase T1. Les conditions d’hydrolyse ont été

, N ’ . : . 125,126
adaptées a pH neutre pour marquer les adénosines des ARN simples brins =" “".
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3.

4.

S.

6.

RNase CL3 : poss¢de un poids moléculaire de 16,800 Da et clive principalement les

cytidines non-appariées en laissant une extrémité 3’-phosphate'**'*

. L’enzyme clive
aussi au niveau de I’adénosine et de I’uridine mais nécessite un temps d’incubation et
des concentrations d’enzyme plus élevés. La valeur de pH optimale dépend du type de
tampon utilisé dans la réaction (dans le cas du tris-HCI, le pH optimal est de 7.5).

129 Elle a été

L’activité de la RNase augmente en présence d’ions Mg”” et de spermine
utilisée pour étudier 1’organisation structurale des 159 nucléotides terminaux de
I’extrémité 3°-OH de I’ARNt du virus TYMV en combinaison avec des digestions par

les nucléases S1 et T1'%,

RNase T2 : de « Aspergillus orizae » avec un poids moléculaire de 36,000 Da, est une
endonucléase spécifique des ARN simples brins avec une préférence pour les résidus
adénosines'”. Le mécanisme de clivage est similaire & celui proposé pour la RNase T1.
L’activité de cette enzyme ne requiert pas la présence de cations divalents, donc elle a
été utilisée pour étudier le role des ions Mg®" dans la stabilisation de la structure
d’ARN. La valeur de pH optimal est de 4.5, mais 1’enzyme est stable a pH neutre'*’.
La RNase T2 est inhibée par les ions métalliques lourds tels que le Cu*". Elle a été
utilisée pour analyser et détecter les effets de pH et d’ions métalliques sur les

changements conformationnels de I’ ARNt™™ des levures' ™.

RNase A : clive les ARN simple brins et plus spécifiquement au niveau des bases
pyrimidines (C et U). Ces enzymes clivent au niveau de la liaison phosphodiester en
3’ au niveau d’une base spécifique non impliquée dans une liaison Watson-Crick et
I’extrémité 5°-OH au niveau de la base adjacente. Le résultat est un phosphate 2°, 3’

cyclique™'.

Nucléase S1 : de « Aspergillus orizae » avec un poids moléculaire de 32,000 Da, elle
clive aussi les ARN simples brins au niveau des bases non-appariées. Elle est stimulée
par les ions Zn>" et laisse des fragments avec des extrémités 5’-phosphate. La valeur
de pH optimale est de 4.5 et I’hydrolyse est effectuée a pH neutre avec des
concentrations ¢élevées de I’enzyme. La nucléase S1 a été largement utilisée a pH= 4.5
pour modifier des ARN dans leurs régions non-appariées. Elle a été utilisée pour
¢tudier les changements conformationnels de I’ ARNt™ des levures et de l’ARNtzGlu
de E. Coli'"”, les propriétés de I’extrémité 3’ de ’ARN de TYMV (Turnip Yellow

Mosaic Virus)'?' et pour déterminer un modéle de structure tertiaire de I’ARN 58S de E.
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7.

8.

Coli. La comparaison de ce modele avec 18 autres de ’ARN 5S appartenant a la
famille des procaryotes a permis de généraliser une structure tertiaire de cet ARN,
dans lequel la majorit¢ des nucléotides conservés sont dans les régions non-

132
appariées ~.

Nucléase Neurospora crassa : posseéde un poids moléculaire de 55,000 Da et clive les
ARN ou les ADN simples brins en laissant des fragments avec des extrémités 5°-
phosphate. La valeur de pH optimal est entre 7.5 et 8.0 et I’enzyme reste active a 65°C.
La présence d’EDTA inhibe son activité. Elle a été utilisée pour étudier les
interactions entre PARNt'™ et la rétro-transcriptase du myeloblastome aviaire'>. Les
résultats ont montré que la rétro-transcriptase interagit plus spécifiquement avec le

bras D, la boucle anticodon et le domaine psi de la boucle T de ’ARNt"™.

RNase V1 : du venin de « cobra Naja naja oxiana venom » avec un poids moléculaire
de 15,900 Da, elle clive d’une fagon non-spécifique au niveau des bases appariées

dans des doubles hélices. Elle génére des fragments avec une extrémité 5’-

134

phosphate ™. Il a été montré que la taille minimale d’ARN est de 4 a 6 nucléotides et

que 3 a 4 interactions ioniques sont formées entre des groupements chargés

135 1.a RNase V1 clive aussi

136,135

positivement de la protéine et les phosphates de I’ARN
les ARN simples brins mais dans des régions empilées . L’enzyme est active a pH
entre 4.0 et 9.0. Elle a été utilisée pour étudier les régions appariées et hautement
organisées des ARNt™, ARNt"™, et ARNt*P des levures avec une comparaison du
modele d’hydrolyse de chacun de ces ARN durant les différentes étapes de la réaction
d’aminoacylation'”’, la structure secondaire de ’ARNr 5S de Bombyx mori et de

. . . . s . . 138 :
Dictyostelium discoideum en combinaison avec la nucléase S1 " et pour localiser le

site de liaison de la protéine S4 sur I’ARNr 168"’

Nucléase P1 : de « Penicillium Citrinum » avec un poids moléculaire de 44,000 Da,

elle clive les régions non-appariées de I’ARN'*

. Elle a ét¢ utilisée a pH acide entre
4.0 et 5.0, qui est sa valeur de pH optimale. La température utilisée est dans
I’intervalle entre 37°C et 70°C. Les produits obtenus par le clivage de I’ARN sont des

4 extrémité N-terminale de

fragments avec des extrémités S-monophoshophate
cette enzyme est formée par le résidu tryptophane et I’extrémité C-terminale est
formée par le résidu leucine. Cette enzyme est une métalloprotéine (Zn”") contenant

trois atomes de zinc par molécule. La nucléase P1 a été utilisée pour étudier la
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structure de I’ ARNt™ des levures'*?, et pour contréler I’incorporation de la cystéine et

de la sélénocystéine de I’ARNt'®.

1.3.2 Les sondes chimiques

Les sondes chimiques sont utilisées pour tester des hypothéses déja émises sur des structures
secondaires de I’ARN ou pour déterminer de nouvelles structures d’ARN inconnues. Elles
sont aussi utilisées pour déduire des liaisons tertiaires dans I’ARN, pour marquer un ARN lié
a une protéine et pour suivre les différentes voies de repliement de I’ARN. C’est une
technique de modification de I’ARN in vivo ou in vitro dépendant du temps de demi-vie du
réactif chimique. Selon la nature du réactif chimique utilisé, quatre types d’informations
peuvent étre déterminées (Fig.20): 1’accessibilité des nucléotides au solvant, souvent utilisée
pour déterminer la structure secondaire de I’ARN, pour étudier le repliement des molécules
d’ARN, et pour identifier les nucléotides protégés d’une attaque chimique en présence d’un
ligand (radicaux hydroxyles), informations sur I’empilement des paires de bases, des liaisons
hydrogenes et de I’environnement électrostatique (DMS, kethoxal, CMCT, DEPC, Bisulfite),
I’environnement local ¢électrostatique adjacent a chaque nucléotide (réactifs bi-fonctionnels),
et la flexibilité locale de chaque nucléotide (réactifs de SHAPE : BzCN, NMIA et IM7). Les
réactifs chimiques existants se divisent en deux classes : spécifiques de la base (DMS,

kethoxal, CMCT, DEPC), ou non (radicaux hydroxyles, réactifs de SHAPE)'**.

() DMS Kethoxal CMCT  B) Radicaux hydroxyles  C) Réactifs bi-fonctionnels D) SHAPE \
DEPC Bisulfite (*OH)

Accessibilité au solvant Environnement adjacent Flexibilité des nucléotides

o /

Figure 20: Informations obtenues en interrogeant ’ARN avec les différentes sondes
chimiques existantes. (Adaptée”s)

39



Chapitre I: Introduction générale

Le I-cyclohexyl-3’-(2-morpholinoethyl) (CMCT), le diméthyl sulfate (DMS), le kethoxal, le
bisulfite et le diéthyl pyrocarbonate (DEPC) modifient les régions non-appariées de I’ARN,
les régions appariées de '’ARN A-U et G-C a l’extrémité d’une hélice, et tous les
appariements G-U, ou adjacents a ces liaisons G-U. Ils donnent des informations structurales
sur D’appariement de paires de base, les liaisons hydrogenes, et sur I’environnement

électrostatique adjacent  la base modifi¢e'*

Le DMS : Le DMS réagit principalement avec les positions N7-G, N1-A et N3-C a pH

147198 T a réaction avec la guanosine permet d’additionner un groupement méthyle en

neutre
position N7, et la présence d’une charge positive perturbe la résonance électronique du cycle
de purine. La perturbation de la double liaison 7,8 du cycle peut étre réduite dans une solution
diluée de tétrahydruroborate de sodium (NaBH,) a pH= 8.3. Le résultat m’dihydroguanosine,
qui s’hydrolyse partiellement ou complétement présente un site pour I’aniline qui induit la
scission du double brin d’ARN'®. Cette réaction permet de localiser les positions des N7-G
libres (Fig.21). L’absence de réactivité permet d’indiquer que cette position rentre dans un
appariement de paires de bases de type non-canonique, ou en coordination avec des ions tels
que le Mg®". Cette modification est sensible aux empilements de paires de bases. L’équipe de
« Romby et al. » a montrée d’aprés des analyses comparatives d’une variétés d’ARNt en
solution, que les guanosines dans une conformation régulicre de type hélice A sont réactives
lorsqu’elles sont entourées par des bases pyrimidines'’. s ont aussi montré qu’une simple

distorsion de I’hélice peut modifier cette regle.

La réaction avec les cytosines non-appariées permet d’additionner un groupement méthyle en
position N3. Le résultat méthyl-3-cytosine peut étre détecté directement par extension
d’amorce, mais il est également possible d’utiliser des ARN marqués a leurs extrémités et de

cliver les ARN au niveau de la modification méthyl-3-cytosine par de I’hydrazine'*.

La réaction avec les adénosines non appariées permet d’additionner un groupement méthyle
en position N1. Cette modification est seulement détectée par extension d’amorce puisqu’il

. . , . .. . 146
n’existe pas une scission avec d’autres réactifs chimiques du brin d’ARN ™.

Le DMS a été utilisé par exemple pour déterminer le site de liaison de la protéine S4 sur
I’ARNr 16S"° en marquant les positions N1-A et N3-C en combinaison avec du kethoxal
(pour marquer les positions N1-G) et de la ribonucléase V1 (pour cliver les régions appariées
de ’ARNr 16S). 11 a été utilisé aussi pour déterminer la structure du domaine 5’ de I’ARNr

18S des levures, dans des molécules natives dépourvues de protéines et dans les sous-unités
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ribosomiques 40S"' et pour déterminer les domaines fonctionnels de I’ARN de la

ribonucléase P de E.Coli en combinaison avec le CMCT

152

o 0
@ HC o
NH NH
<L AL
P N
(”) N N NH, (”) N NH,
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I (0]
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Figure 21: Représentation de la réaction du DMS sur la position N7-G, suivie de la
réduction par le NaBH4. La réaction de D’aniline apreés hydrolyse de la liaison
glycosidique entre la base modifiée et le ribose. Le cycle ouvert du ribose présente une
forme tautomere, dans lequel ’aldéhyde réagit avec I’aniline pour donner I’aldimide, et

la liaison 3’-phosphoester est clivée par un mécanisme de p-élimination. (Adaptée

146
)
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Le DEPC : L’atome N7 de 1’adénosine est particuliérement susceptible a la carbethoxylation

153,154,155

a pH neutre (Fig.22). Cette modification détruit la résonance de 1’hétérocycle et

I’imidazole s’ouvre entre les atomes N7 et C8'°

, permettant ainsi un site de liaison de
I’aniline qui va conduire & la scission du double brin d’ARN'*®. Cette réaction de marquage
met en évidence la participation de la position N7-A dans des interactions tertiaires. En raison
de son poids moléculaire ¢levé, le DEPC est plus sensible a I’empilement de paires de bases

que le DMS et toutes les adénosines qui se trouvent dans les hélices ne sont pas réactives.

La réaction de carbethoxylation peut se produire aussi au niveau des positions N7-G en milieu

acide et N3-U en milieu légérement basique'™

. Le DEPC a été utilisé pour analyser la
structure de ’ARNTr 16S de E.Coli"’ et pour déterminer la structure de I’ARN 10Sa (ARNtm)

de E.Coli en combinaison avec les RNase V1, T1, S1, du DMS et du CMCT'®,

o PCHs
NH, NH
T ol Y
¢ I\i &< || i
~
0 N“SNTONH, 0 N">NTONH,
R-0-P-0— R-0-P-0—
00 Oo
fo ol 0=¢0¢=0 o ol
C0-$=0 C,H; C,Hs o-b=0
Oogr: (DEPC) Or
<H20
CH,O
OC,H;
O~" 'NH,
HN—_A
0 |
0 H>\*N N/)\NHZ
R-0-P-0—
Op s
o of
“o-p=0
O-R'

Figure 22: Représentation de la réaction du DEPC sur la position N7-A, et I’ouverture

du cycle d’imidazole entre les positions N7 et C8. (Adaptée'*)
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Le CMCT : Réagit principalement avec les positions N3-U et N1-G a pH= 8.0, la position
N3-U étant plus réactive que la position N1-G (Fig.23). La réaction ne se produit pas a pH
neutre ou acide. Le CMCT est utilis¢ pour localiser les uridines et les guanosines non
appariées, les thymidines réagissent aussi mais faiblement. Le CMCT a été utilisé par
exemple pour étudier la structure de I’ARNr 16S dans les sous-unités ribosomiques 30S, en
1150

combinaison avec du DMS et du kethoxa

I’ARNTr 18S extrait des cellules Hela en combinaison avec du DMS, kethoxal, DEPC et des

, et pour analyser la structure du domaine 5’ de

deux nucléases T1 et V1'%,

(A) O oR'~
3) 3) I
| NH N,c:N—R”'
0 N/&O | /g
i 9 N (@]
R=0-P-0 0 R-0-P-0 0
O@ — . IO
H
o ol R'—N=C=N-R" © HS OH
_p— I
©o P=0 ©0-P=0
O-R' O-R
" H
O OR\N«
(B) NP0 NP X J N
APy a0
2 ~
0 N7 N7 ONH, 0 N™ >N “NH,
R—o—g—o—w 0 R_O_Z_O_W 0
o o
H(I) OH RH_N:C:N_RHI HCI) OH
eo—g:o @o—yzo
O-R' O-R

Figure 23: Représentation de la réaction du CMCT sur les deux positions N3-U (A) et
N1-G (B). (Adaptée'*®)

Le kethoxal : Un dérivé de glyoxal, réagit spécifiquement avec les guanosines non-appariées
pour former un nouveau cycle impliquant les positions N1 et N2 du cycle de la guanosine, et
les deux fonctions carbonyles du kethoxal (Fig.24). Le complexe formé kethoxal-guanosine
est stable dans des conditions légérement acides, mais se décompose en milieu basique. La
présence d’ions borate stabilise le complexe. Il a été utilisé pour étudier la structure de
’ARNr 16S de E.Coli'' et pour élaborer un modéle 3D de PARNr 5S de E.Coli en
combinaison avec le DMS, le DEPC, les deux RNase V1 et T1 et de la modélisation'®*.
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Figure 24: Représentation de la réaction du kethoxal sur les positions N1 et N2 de la
guanosine pour former un nouveau cycle. (Adaptée'*°)

Le Bisulfite : La modification avec du bisulfite convertit la cytosine en uridine'®*. Le bisulfite
réagit avec la cytosine pour former du 5,6-dihydrocytosine-6-sulfonate (Fig.25). A une forte
concentration de bisulfite (>1M) et a pH acide (pH 5-6), la formation du dérivé de cytosine
facilite la substitution nucléophile sur le groupement amine du cycle, permettant ainsi la
conversion du 5,6-dihydrocytosine-6-sulfonate en 5,6-dihydrouracyl-6-sulfonate. Il a été
utilis¢é par exemple pour analyser la structure de ’ARNr 5S de Spinacea oleracea en
1164

combinaison avec la nucléase S

E.Coli'®.

, et pour étudier la dynamique structurale de I’ARNTr 5S de

Le ENU (Ethylnitrosourea) : Est un réactif d’alkylation qui posséde une grande affinité pour
les oxygenes des groupements phosphates, contrairement aux autres réactifs chimiques tels
que le DMS, qui sont des réactifs d’alkylation des groupements amines qui se trouvent sur les
cycles aromatiques'®'®’. Les phosphotriesters qui en résultent sont instables et se dissocient
par traitement avec une solution alcaline. Ce réactif chimique réagit plus spécifiquement avec
les phosphates qui ne forment pas des liaisons hydrogénes dans les interactions tertiaires et
qui ne sont pas appliqués dans une coordination avec des ions cationiques (Fig.26). A noter
que les phosphates qui se trouvent dans les hélices sont réactifs. L’ENU a été utilisé par
exemple pour localiser les phosphates dans I’ARNr 16S de E.Coli appliqués dans des
interactions tertiaires par des liaisons hydrogénes ou des coordinations avec des ions. Dans la
sous-unité ribosomique 30S ’ENU a permis la localisation les phosphates en contact avec les

i 168
proteines .
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Figure 25: Représentation de la réaction du Bisulfite sur la cytosine qui la convertit en

uridine. (Adaptee146)

Les radicaux hydroxyls: Sont des groupements qui possédent un électron non-apparié libre,
qui peuvent étre générés en solution a partir du peroxyde d’hydrogéne, ou a partir de
’oxygéne moléculaire en utilisant le catalyseur Fe(II)-EDTA'® (Eq.1). Ces radicaux
hydroxyles peuvent étre générés aussi par radiolyse de 1’eau en utilisant une haute énergie de
radiation allant de 100 eV a l'ordre des MeV, produisant des électrons et des radicaux

hydroxyles libres'”® (Eq.2).
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Figure 26: Représentation de la réaction de ’ENU sur les phosphates des riboses pour
former des phosphotriesters. (Adaptée'*®)

La deuxiéme méthode de génération de radicaux libres ne nécessite pas 1’addition de réactifs
chimiques a la solution et donc minimisant ainsi toute perturbation de 1’équilibre ou de la

transition interroggs.
[Fe(EDTA)]* + H,0, — [Fe(EDTA)] + *OH + OH (Eq.1)
H,0 — H, 0" + € sec) = H30" + *OH + € (4q) (Eq.2) (Conditions : (1) hv et (2) H,0)

Le radical libre réagit avec I’ARN en arrachant un proton en position C4’ ou C5’ du ribose,
ou sur les deux positions en méme temps, causant une scission de la molécule d’ARN. Les
radicaux hydroxyles sont extrémement réactifs et réagissent avec tous les nucléotides sans
discrimination entre les bases, la susceptibilité d’arracher un proton a un nucléotide dépend de
son accessibilité au solvant'®'""'">, C’est une méthode efficace pour la détermination des
structures tertiaires d’ARN et peut étre appliquée pendant un temps réduit de quelques
millisecondes. Elle a été utilisée par exemple pour étudier le repliement des ARN tels que les
ribozymes synthétiques et les ribozymes du groupe I et II des levures, de 1’Azoarcus
cyanobacterium et de la Tétrahymena thermophila'® et pour étudier le repliement du domaine

5’ de PARNr16S qui est indépendant des protéines' .
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Les réactifs chimiques bi-fonctionnels: Modifient I’ARN dans une région bien définie et ils
sont capables de réagir avec d’autres régions proches sur I’ARN. Le but de cette méthode est
d’obtenir des informations a travers I’espace et des contraintes sur des interactions a longue
distance. On peut citer la méthode des ribonucléosides modifiés avec une fonction alkylthiol
et la formation d’une liaison disulfide intramoléculaire dans I’ARN par oxydation a I’air. La
liaison disulfide se forme entre deux fonctions thiols a proximité, dans une structure
secondaire ou tertiaire'*. Cette méthode est utilisée pour marquer les ARN en solution, pour
stabiliser I’empilement des ARN et pour étudier I’empilement des bases dans des structures

tertiaires.

Les réactifs de SHAPE: Les réactifs de SHAPE (Selective 2’-hydroxyl Acylation analyzed
by Primer Extension): BZCN, NMIA et 1M7 modifient ’ARN sur I’hydroxyle en position 2’
du ribose, et indépendamment de la nature de la base'”>'7¢!77 17817180 " SHAPE est une
méthode élaborée par I’équipe de Kevin Weeks. Elle présente I’avantage de réagir avec
I’hydroxyle en position 2’ du ribose en se basant sur le principe de flexibilité du nucléotide, et
détermine I’état de chaque nucléotide pour n’importe quelle séquence d’ARN quelles que soit

cpe 181,182,183,184,185,186,178,187,188,189
les conditions

. Pour les nucléotides appariés ou formant des
interactions tertiaires, le phosphodiester en position 3’ du ribose et d’autres interactions

réduisent la réactivité du groupement 2°-hydroxyle vis-a-vis du réactif de SHAPE "%!*117,

Le principe de SHAPE est basé sur des réactifs électrophiles dérivés de la famille des
anhydrides isatoiques (NMIA et 1M7). La réactivité de ces composés avec I’ARN peut étre
modifiée en variant la nature du substituant sur le cycle benzéne. En effet, la fonction
carbonyle en position 4 du cycle aromatique est sensible aux substituants en position méta et
para. Ces réactifs poss¢dent alors chacun un temps de demi-vie différent I’un de I’autre. Le N-
methylisatoic anhydride (NMIA) posseéde un temps de demi-vie élevé (20 minutes) qui permet
I’entrée du réactif a ’intérieur de la cellule et la modification de I’ARN in vivo et donc 1’étude
de processus biologiques cellulaires. La réactivit¢ de NMIA est fortement dépendante de la
présence d’ions Mg®" en solution'®. 11 a été montré que la nucléophilicité du groupement 2’-
OH du ribose est influencée a de fortes concentrations d’ions Mg, La caractérisation d’un
ARN riboswitsh « M-Box » a mis en évidence que la présence d’ions Mg”" induit une
conformation tertiaire plus compacte puisqu’ils occupent des sites de liaisons spécifiques
favorisant ainsi un positionnement régulier des groupements fonctionnels qui stabilise la

structure tertiaire et régulant ainsi I’accessibilité des nucléotides'”>. Le NMIA réagit avec
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I’hydroxyle en position 2’ du ribose en libérant du CO, et en formant I’ester 2-

méthylaminobenzoique du nucléotide.

Le 1-methyl-7-nitroisatoic anhydride (1M7) est plus réactif que le NMIA avec un temps de

.. . 176
demi-vie de ~1 min'’

. La substitution avec un groupement fortement électro-attracteur (NO,)
en position 7 du cycle aromatique rend le composé chimique plus réactif avec I’ARN, et
diminue son temps de demi-vie en favorisant I’hydrolyse par I’augmentation du caractere
¢lectrophile du groupement carbonyle et en stabilisant la charge négative dans le composé
intermédiaire de la réaction. Une dégradation complete de ce réactif est achevée dans 70
secondes, donc il est facile a utiliser dans les laboratoires et peut étre utilisé pour étudier des

processus biologiques courts.

La compréhension plus précise des phénomeénes de repliement de I’ ARN, de conversion entre
différents états ou 1’étude des fonctions des ARN dans les complexes ribonucléoprotéiques
nécessite 'utilisation d’un réactif qui réagit encore plus rapidement que les dérivés de
I’anhydride isatoique. Pour cela, un autre réactif a été recherché pour réagir avec I’ARN dans
une échelle de temps de quelques secondes. Le cyanure de benzoyle (BzCN) répond a ces
critéres puisqu’il réagit avec I’hydroxyle en position 2’ du ribose en 0,25 secondes en formant

o, . , . ., . 1
un ester stable et en libérant I’ion cyanure au cours d’une réaction irréversible'”’.

Des études approfondies avec les réactifs NMIA et 1M7 ont montré que la nature du
nucléotide influence légerement la réactivité du groupement 2°-OH du ribose. Ainsi, la
réactivité¢ des deux nucléotides G et A sont identiques mais supérieur de 1,4 fois de celle du
nucléotide U et de 1,7 fois de celle du nucléotide C. La différence de réactivité entre purine et
pyrimidine peut étre expliquée du fait d’une différence de pKa entre les OH-2’ de ces
nucléotides. Le pKa des pyrimidines est plus élevé (pKa=12,8) que celui de 1’adénosine
(pKa= 12,5) et Guanosine (pKa= 12,7). La formation du 2’-O-ester nécessite d’arracher le
proton en position 2°-OH il est donc légerement plus facile d’arracher ce proton aux purines

qui ont une valeur de pKa légérement plus faibles'””.

Tous les réactifs de SHAPE subissent une inactivation suite a I’hydrolyse par I’eau présente
dans le milieu. Cette réaction secondaire présente deux avantages : 1) il n’est pas nécessaire
d’ajouter une étape d’inhibition du réactif a la fin de la réaction puisque le composé réagit soit
avec I’ARN soit il est inactivé par 1’eau ii) le temps de demi-vie du réactif de SHAPE est
déterminé par I’hydrolyse avec I’eau dont la concentration (55 M) est beaucoup plus

importante que celle de ’ARN. La modification de I’ARN avec les réactifs de SHAPE est
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donc tres peu sensible a la concentration en ARN, ni aux autres composants de la réaction tels

que le tampon, les ligands ou les protéines

tin
Réactifs de SHAPE R, R, Hydrolyse (s) Modification de ’ARN par les réactifs de SHAPE
Réactif de SHAPE
IA° H H 430 OYE“
0. _0__0 (1TRN)ﬂexible ™y (ATRN)ﬂexible
T 2'0OH B 0¥ _0
‘R NMIA CH; H 260 CO,
1 H
N.
R,
R, 1M7 CH; NO, 14
R,
4NIA H NO, 101
2'-O-ester
O.__CN
0. CN BzCN _ _ 0,25 (ITRN)ﬂexible 4“:‘, (ﬁRN)ﬂexible
2'0H HCN 0z .o
2'-O-ester

Tableau 1: Les différents réactifs de « SHAPE » avec leurs temps de demi-vie. La
formation de P’ester en position 2’ du ribose par attaque nucléophile de I’hydroxyle en
position 2’ sur la fonction carbonyle de ces réactifs. (Adapté'”*)

La variété des réactifs chimiques disponibles pour étudier la structure d’un ARN est trés
grande mais si ’on veut étudier un ARN entier, il est nécessaire de réaliser des expériences

avec plusieurs réactifs chimiques qui fournissent des informations complémentaires.

1.3.3 Les techniques de détection a haut débit

En principe, les résultats obtenus par la modification chimique de ’ARN et apres ¢longation
de ’amorce en présence de la rétro-transcriptase sont étudiés sur des gels d’électrophorese.
Aprés migration sur gels, les intensités des bandes sont quantifiées individuellement et
manuellement, ce qui nécessite beaucoup de temps. Afin de faciliter la quantification le
logiciel SAFA'” « Semi-Automated Footprinting Analysis » a été développé. Il permet

d’analyser en 20 a 60 minutes, un gel contenant jusqu’a une centaine de mesure de réactivité.

1.3.3.1 Séquenceur d’ADN et électrophoreése sur capillaire (hNSHAPE)
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Le séquenceur d’ADN a ¢électrophorése sur capillaire possede la capacité de réaliser plusieurs
expériences en un temps réduit. Ceci est possible suite a la présence d’un faisceau de
capillaires qui peut contenir jusqu’a 48 capillaires et le temps d’une électrophorese qui est
relativement court de 30 minutes seulement. Le séquenceur posséde un ion laser qui excite les
sondes fluorescentes utilisées pour marquer les amorces d’ADN a la longueur d’onde de 488
nm. Ce séquenceur est reli¢ a un ordinateur afin de collecter les informations a analyser. Le

principe du séquenceur d’ADN est illustré dans la figure ci-dessous (Fig.27) :

Détecteur de fluorescence

Cathode (+)

Fibre optique

o
S

,% Miroir
f I E ource de laser ionique

%=488 nm

Plateau d’échantillons

Figure 27: Modele de séquenceur possédant 16 capillaires reliant la plaque contenant les
échantillons marqués par les différentes sondes fluorescentes a un détecteur de
fluorescence. Ce séquenceur posséde un seul laser excitant les sondes fluorescentes a
488nm.

La méthode de hSHAPE permet d’étudier une séquence d’ARN allant de 400 a 650
nucléotides. La modification de I’ARN par les réactifs de SHAPE est statistique, donc une
modification tous les 300 nucléotides. Pour effectuer une expérience de SHAPE, la nécessité
d’utiliser une grande quantit¢ d’ARN allant jusqu’a 8 pmoles qui est une quantité

considérable dans le cas des ARN viraux.
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Suite a la modification chimique de I’ARN, une étape de rétro-transcription est réalisée. Pour
cela, les ARN sont hybridés a des amorces marquées sur leurs extrémités 5’ par des sondes
fluorescentes. Les sondes fluorescentes commerciales utilisées sont de quatre couleurs

différentes correspondant chacune a une « sous-réaction » de 1’étape enzymatique.

* La premiere sous-réaction consiste a hybrider une amorce d’ADN marquée par une
sonde fluorescente sur I’ARN modifié avec I’un des réactifs de SHAPE, et de réaliser
I’extension en présence des quatre ANTP (dATP, dCTP, dGTP et dTTP). La longueur
et la quantité des fragments d’ADNc marqués sur leurs extrémités 5° ainsi obtenus,
correspondent a la position et au degré de modification de chaque nucléotide.

* La deuxiéme sous-réaction consiste a hybrider une amorce d’ADN marquée par une
autre sonde fluorescente sur I’ARN non modifié, et de réaliser 1’extension de I’amorce
en présence des quatre dNTP. Cette sous-réaction est un contrdle négatif pour pouvoir
identifier les pauses naturelles de la rétro-transcriptase sur I’ARN, ou pour détecter
une hydrolyse endogéne de I’ARN.

* Les deux dernieres sous-réactions sont des étapes de séquengage classiques de ’ARN
non modifié en présence de quatre ANTP et d’un ddNTP (différent pour chaque sous-
étape) qui permettent de faire correspondre les sites de modification et la séquence

primaire de I’ARN.

Ces ADNCc sont ensuite collectés, précipités et injectés dans un capillaire pour étre séparés sur
un séquenceur d’ADN li¢ a un ordinateur. Ce dernier permet de collecter les données de

196,197

séquengage qui vont étre ensuite analysées par un logiciel informatique (Fig.28).

Deux logiciels ont ¢ét¢ développés pour étudier la structure de I’ARN en utilisant
I’¢lectrophorése par capillaire: CAFA « Capillary Automated Footprinting Analysis » et
ShapeFinder. CAFA"*' est un logiciel qui est facile a4 mettre en place, nécessitant
I’utilisation d’une seule amorce marquée par une sonde fluorescente pour 1’étape de
I’¢longation par la rétro-transcriptase. Il présente un bon alignement pour des séquences de
taille allant jusqu’a 250 nucléotides. Par contre, ShapeFinder’” nécessite 1utilisation d’au
moins deux amorces marquées par deux sondes fluorescentes différentes, la mise en place et
I’alignement de ce logiciel demandent beaucoup d’effort, mais il permet d’analyser de
nouvelles et plus longues séquences. Il peut lire des séquences moyennes allant de 400 a 650

nucléotides par expérience et par capillaire.
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ARN modifié ARN non-modifié

1.3 i

Modification statistique de PARN Avec Ned et Pet:
Une seule modification tous les 300 nucléotides deux étapes de séquencage classiques

Amorce marquée avec Ned Amorce marquée avec Pet
4xdNTP 4xdNTP
& 1xddXTP & 1xddYTP

% % * Elongation de I’amorce en présence de la réverse transcriptase et synthése des ADNc
5
X

* Précipitation des ADNc

ﬁ Injection dans des capillaires

Figure 28: Les différentes étapes de la technique de hSHAPE et la séparation des ADN¢
par électrophorése sur capillaire sur un séquenceur d’ADN. L’amorce d’ADN est
marquée avec un ensemble de sondes fluorescentes G5 (6-Fam, Vic, Ned et Pet). L’ARN
est modifié avec I’un des réactifs de « SHAPE ».

Le résultat d’une expérience de hSHAPE est représenté sous forme de quatre
¢lectrophérogrammes qui présentent I’intensité de fluorescence de chaque nucléotide pour les
quatre sous-étapes de hSHAPE en fonction du temps d’élution (Fig.29.a). ShapeFinder
convertit cette intensité¢ de fluorescence en réactivité pour chaque nucléotide (Fig.29.b). La
différence d’intensité pour chaque position entre I’ARN modifié (+) et I’ARN non modifié (-)
est importante du fait qu’elle révele la flexibilité du groupement hydroxyle en position 2’ de

chaque nucléotide.

Le logiciel ShapeFinder est dot¢ d’une option de correction du signal et du profil de
fluorescence. En effet, I'utilisation de quatre sondes fluorescentes possédant des propriétés
physico-chimiques différentes 1’'une de 1’autre provoque un décalage de la mobilité et les
¢lectrophérogrammes doivent étre ré-alignés sur I’axe des x. De plus, I’analyse de toutes les
traces dans une expérience de SHAPE indique que les intensités des pics s’affaiblissent en
avancant dans la lecture de la séquence d’ARN. Il existe trois sources pour cet
affaiblissement : 1) La rétro-transcriptase n’est pas parfaitement performante et effectue des

pauses méme si le nucléotide ne posséde pas la modification sur I’hydroxyle en position 2’ ii)
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La modification sur I’ARN est normalement une modification statistique donc une
modification tous les 300 nucléotides, mais cela n’exclut pas la possibilité que I’ARN réagisse
deux ou trois fois avec le réactif chimique dans différents sites, dans ce cas juste la premicre
modification est détectée et les ADNc de tailles courtes sont sur-représentés. iii) Pour les
étapes de séquencage classique, a chaque fois qu'un didésoxynucléotide est incorporé, il y-a
observation d’une diminution de 1’¢longation d’amorce d’une fagon exponentielle jusqu’au
facteur zéro pour les nucléotides de la zone entre 450 a 600. Il est donc nécessaire de réaliser

une correction du signal sur I’axe des y.

Dans un second temps, les pics doivent étre alignés avec la séquence de I’ARN et tous les pics
correspondant a I’ARN modifi¢ (+) ou a I’ARN non-modifié¢ (-) sont identifiés et quantifiés
en utilisant I’intégration Gaussienne. L’absence de pic dans la trace (+) indique que le
nucléotide en question est apparié ou entre dans une interaction tertiaire. Donc une
identification précise et une analyse quantitative de toutes les positions pour lesquelles les

pics sont minimaux ou absents sont importantes.

—~
&
~—

Figure 29: (a) Les 4 électrophérogrammes
obtenus apres I’expérience d’électrophorese

- sur capillaire. Chaque graphe représente
JM&MM@JM Pintensité de fluorescence en fonction du
temps d’élution. (b) Représentation des
réactivités absolues obtenues pour chaque

position de nucléotide sur la séquence d’ARN
apres intégration des pics et traitement par

| | | I | I ShapeFinder. (Adaptée*”’)
ol II
CGAAAUGAAA

La technique de hSHAPE présente différents avantages par rapport a d’autres

Intensité de fluorescence

Temps d’élution

Réactivité absolue =
N’

Nucléotide

, 175,201,202
méthodes'7>201292 .

* La possibilité de faire plusieurs expériences en un temps réduit suite a la présence de
plusieurs capillaires dans le séquenceur d’ADN.
* Possibilité de lire des séquences a taille moyenne allant jusqu’a 650 nucléotides.

* Obtention d’informations quantitatives sur la réactivité de la majorité des nucléotides.
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* Les réactivités sont quantifiées automatiquement par le logiciel Shapefinder.

* Pas d’utilisation de la radioactivit¢ puisque les données sont analysées sur un
séquenceur d’ADN.

e M¢éthode applicable aux ARN transcrits in vitro, aux ARN cellulaires et aux ARN
viraux.

* Les réactifs de SHAPE présentent différents temps de demi-vie permettant ainsi

d’explorer différents processus cellulaires.

1.3.3.2 SHAPE-Sequencing ou « SHAPE-Seq »

SHAPE-Seq”” associe la chimie de la technique de SHAPE « Selective 2’-Hydroxyl
Acylation analyzed by Primer Extension » avec le séquengage a haut débit de multiples
séquences d’ADN simple brin synthétisées et hybridées aux deux extrémités avec deux
amorces. Cette méthode permet d’analyser la structure d’une centaine de molécules d’ARN
de séquence arbitraire. La résolution se fait a 1’échelle du nucléotide pour la structure

secondaire ainsi que tertiaire et la technique donne des informations quantitatives®*.

Le SHAPE-Seq consiste a fixer un code barre sur chaque ARN isolé puis a réaliser la
modification chimique par un réactif acylant les 2’-OH des nucléotides non-appari¢s. Comme
pour la technique de hSHAPE, un échantillon d’ARN, 1’échantillon (+) est traité avec le
réactif de SHAPE et le second, échantillon (-), est traité avec le solvant en absence de réactif.
Les positions modifiées sont ensuite indirectement détectées grace a leur capacité a bloquer la
réaction de rétro-transcription et au séquencage des ADNc ainsi obtenus. L’amorce hybridée
sur une séquence spécifique de I’ARN est taguée une fois avec une séquence adaptatrice avant
la rétro-transcription, ensuite ’ADNc obtenu apreés hydrolyse de I’ARN « matrice» est
hybridé avec une deuxiéme séquence adaptatrice. Ces deux séquences adaptatrices permettent
d’augmenter le nombre d’amplification afin d’obtenir plus d’informations (Les plaques
[llumina servent a augmenter le nombre d’amplifications et a réduire ainsi la quantité d’ARN

nécessaire pour le séquencage) (Fig.30).

Le SHAPE-Seq peut étre appliqué a 1’étude de mutants multiples d’un ARN ou a celle de

plusieurs membres proches issues d’une méme famille d’ARN.
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2

1M7 r=$’(

NO,

(+) Séquence adaptatrice
+ amorce

b [— |
>-OH Rétro-transcription

v

5°_p 3.C3 Hy.drolyse de PARN
T — et ligature du ssDNA
\ ! Analyse en utilisant
I des plaques Illumina
I I = Séquence adaptatrice b
| I = Séquence adaptatrice t

Figure 30: Représentation schématique des différentes étapes de la technique de
SHAPE-Seq. Le schéma représente le contrdle positif. (Adaptée®”).

Une fois le séquengage terminé, les données digitales obtenues sont complétement et
automatiquement analysées mathématiquement, contrairement a la technique de SHAPE-CE
« SHAPE-Capillary Electrophoresis » pour laquelle les données sont quantifiées apres une
série de traitements manuels (correction de mobilité, d’alignement et d’intégration des
réactivités obtenues). Le mod¢le utilise un nombre maximal d’estimations afin de délivrer un

ensemble de réactivités et d’estimer le nombre de modifications par site.
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SHAPE-Seq a été¢ développé pour combiner la bonne résolution obtenue avec les réactifs de
SHAPE, la quantification, le débit et les capacités multiples d’un séquencage a haut débit
d’une séquence doublement taguée sur les deux extrémités. Les avantages de cette technique

sont les suivants:

* Le séquencage a haut débit rend cette technique plus sensible en utilisant une petite
quantité d’ARN (0,1 pmoles). Cette propriété de la technique de SHAPE-Seq la rend
particulierement utile pour les ARN difficiles a extraire des cellules ou qui sont rares
tels les ARN des virus qui se trouvent en petite quantité¢ dans les virions. Par contre,
cette technique est limitée a des ARN de taille de 400 nucléotides®””.

* En comparaison avec les méthodes enzymatiques récentes et contrairement aux
nucléases qui sont encombrantes, de petites molécules chimiques sont utilisées (les
réactifs de SHAPE classiques).

* La méthode de SHAPE-Seq est utilisée a des températures et des conditions de
tampons variables et n’est pas limitée par les conditions nécessaires pour le
fonctionnement des enzymes.

* Le résultat d’'une expérience de SHAPE-Seq est un ensemble de réactivités qui
peuvent étre intégrées directement en utilisant des algorithmes déja existants pour

I’étude de la structure d’ARN afin de guider le repliement de ce dernier.

1.3.3.3 RNA-Sequencing ou « RNA-Seq »

Une méthode utilisée « in vitro » pour étudier la composition d’un génome ou découvrir de

nouveaux exons ou geénes par séquencage haut débit des ADNc.

Pour cette technique, les ARN sont tout d’abord poly-adénylés a leur extrémité 3’ de manicre
a faire en sorte que I’ARN codant soit séparé de I’ARN non codant en réalisant deux tours de
sélection de séquences d’ARN poly(A) par hybridation avec des billes d’oligonucléotides
(dT). L’ARNm obtenu subit ensuite une fragmentation controlée par hydrolyse catalysée par
le magnésium avec chauffage a 94°C pendant quelques minutes. Cette étape est nécessaire
pour avoir une uniformité durant le séquengage parmi les transcrits. Elle est aussi nécessaire
pour éviter d’avoir des sites fortement favoris que d’autres pour les sites de liaisons aux

206
amorces .

Les fragments d’ARN de 200 a 300 nucléotides obtenus apres la fragmentation sont ensuite

rétro-transcrits en ADNc. A ces ADNc seront ensuite rajoutées des séquences adaptatrices
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pour le séquencage. Ensuite, I’alignement des lectures par rapport au génome de référence est
réalisé afin de calculer la fréquence d’un transcrit, en utilisant un logiciel bioinformatique de
la famille ERANGE (Enhanced Read Analysis of Gene Expression). Le résultat est un graphe
qui résume la quantité de lectures (millions de lectures de 25pb) qui couvrent chaque

nucléotide®® (Fig.31).

14 étape: synthése d’ARN polyA) AAAAAAA
AAAAAAA
‘ AAAAAAA
2¢me &tape: purifier les ARN polyA: AAAAAAA
hybridation avec des billes
d’oligonucléotide dT ‘ TTTTTTT—
3eme gtape: fragmentation des ARN: —_——— —— — ——AAAAAAA
Hydrolyse catalysée par Mg?*
(fragments de 200 a 300 pb) ‘
4éme &tape: réverse transcription en — —A - _%f?
ADNc double brin — —T - -
. AAA
— _ - TTT
5tme étape: Ligature de séquences adaptatrices e AAA
sur les deux extrémités 3’ et 5’ —
— —TTT—
—_— ——AA —_—
—TT— .
_"[1—

6tme étape: séquencage et analyse l ‘
bioinformatique

Figure 31: Représentation schématique des différentes étapes de la technique de RNA-
Seq. (Adaptée2°6’207’208)

1.3.3.4 Parallel Analysis of RNA Structure ou « PARS »

PARS est une technique utilisée in vitro qui consiste a cliver les molécules d’ARN soit par la
RNase V1 qui est spécifique des régions ou I’ARN forme des structures double brin, soit par
la nucléase S1, qui elle clive spécifiquement les structures d’ARN simple brin*”. Ces deux
enzymes présentent la particularité de couper la liaison phosphate des ARN du coté 3’ en
laissant un groupement phosphate en position 5°. Aprées une étape de fragmentation aléatoire
(qui forme des fragments d’ARN de 200 nucléotides présentant une extrémité 5°-OH), un
adaptateur spécifique des ARN terminés par un 5’-phosphate est hybridé aux fragments
générés par la RNase V1 ou la nucléase S1, ce qui permet de les différencier des fragments

d’ARN qui sont issus de la fragmentation ou de la dégradation. Ensuite, une étape de rétro-
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transcription a partir d’une amorce spécifique de I’adaptateur permet d’obtenir des ADNc qui
sont soumis au séquencage haut débit. Le recensement du nombre de séquences qui se
terminent a une position donnée, permet de déterminer les nucléotides appariés (expérience
avec la RNase V1) ou non-appariés (expérience avec la nucléase S1). Ces données sont

traitées par des algorithmes tel que le SeqFold afin de prédire une structure secondaire pour
I’ARN d’intérét”"’.

Kertesz et al*'!, ont appliqué la technique de PARS & I’étude de la structure secondaire de
I’ARN messager de « Saccharomyces cerevisiae ». Ils ont ainsi obtenu le profil de la structure
d’environ 3000 transcrits distincts. L’analyse de ces profils a révélée plusieurs propriétés

structurales des transcrits de levure.

Une des raisons les plus importantes pour le choix de ces nucléases dans PARS, c’est que ces
enzymes clivent I’ARN en laissant des extrémités (5’P) et (3°’OH), qui permettent de
différencier les ARN clivés par les enzymes des autres ARN présents dans le milieu®'>'?*?",
Afin de confirmer que le (5’P) cloné dans cette procédure est spécifiquement généré par un
clivage enzymatique et non pas d’un clivage endogene déja existant dans la cellule, en plus de
la librairie obtenue par la technique de PARS, une autre librairie de fragments d’ARN est
obtenue en absence des nucléases>''. Un plus grand nombre de cycle d’amplification par PCR
est nécessaire pour générer du matériel d’ADN suffisant en absence des enzymes. Cette
¢évidence montre que le nombre de (5°P) endogenes obtenus par simple hydrolyse est trés petit
et que la majorité¢ des sites de clivage (5’P) proviennent essentiellement d’un clivage

enzymatique.

D’autres méthodes enzymatiques ou chimiques identifient les paires de base par clivage de

I’ARN en laissant une extrémité 5°OH>!

. Cette fonction qui nécessite du traitement avec une
kinase qui est la T4 PolyNucleotide kinase (PNK) en présence de I’ATP pour générer du
(5°P)*">*' avant d’hybrider la séquence adaptatrice. L’addition du phosphate peut introduire
un bruit de fond dans les données de séquencage, parce que les fragments d’ARN dégradés
présents dans la cellule sont aussi collectés et séquencés. Une fagon de distinguer entre le
clivage endogene et le clivage enzymatique, est de modifier les groupements (5’0OH) en
absence du clivage par les nucléases. Cette approche implique 1’utilisation de la T4 PNK pour
convertir (5’0OH) en (5°P) avant la fragmentation et la construction de la librairie d’ADNCc.

Ceci peut alors servir de contrdle négatif qui permet de soustraire les signaux de bruit de fond

de la structure d’ARN modifiée.
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La technique de PARS a été¢ modifiée pour étudier aussi les modifications dans la structure
d’ARN en utilisant un gradient de température : PARTE (Parallel Analysis of RNA structure
with Temperature Elevation) chez les levures. Le but de ce gradient de température est (i) de
voir s’il existe des régions avec différents degrés de stabilité, (i1)) de déterminer la localisation

de ces régions, (iii) et de voir ’effet des différences de stabilité d’une structure sur sa fonction.

En plus des levures, la technique de PARS peut étre appliquée in vitro sur d’autres ARN
isolés provenant d’autres organismes, y-compris ceux qui ont des génomes plus larges et plus
complexes. Elle pourra étre utilisée aussi pour étudier le changement structural de ’ARN en
variant différentes conditions en solution. Contrairement, I’exécution de cette technique sur
des organismes dont le génome est répétitif est difficile, a cause de la difficulté¢ de

cartographier chaque ARN individuellement et avec précision.

1.3.3.5 Fragmentation Sequencing « FragSeq »

Fragmentation Sequencing (Frag-Seq)*'’ est une technique couplée au séquencage haut débit
a partir des fragments d’ARNnc clivés par la nucléase P1 spécifique des bases non-appariées,
pour donner des fragments d’ARN avec des extrémités 5’-monophosphate et 3’-hydroxyl

libres'*

. Les données sont ensuite analysées en utilisant des logiciels bioinformatiques pour
déduire les sites de coupure sur ’ARN, donc qui offre un profil sur I’accessibilité de I’ARN.
Cette technique est appliquée in vitro, pour étudier le génome entier de la souris, elle a été
testée sur deux types de cellules soient des ARN provenant de cellules souches non
différenciées des embryons de souris, soient des ARN de cellules différenciées en précurseurs

neuronaux pour démontrer sa reproductibilité*'”.

Pour cette technique, des ARN de 70 a 300 nucléotides ont été traités par la nucléase P1 pour
donner des fragments d’ARN de 20 a 100 nucléotides. Le controle est fait sur des ARN en
absence de la nucléase pour permettre d’estimer le nombre de fragments d’ARN possédant
une extrémité 5’-monophosphate obtenus par une hydrolyse endogéne. En parall¢le aussi, une
masse adéquate d’ARN de 20 a 100 nucléotides est traitée avec une kinase polynucléotide
(PNK) et de ’ATP pour permettre la suppression de la phosphorylation en position 5’ et la
cyclisation en position 3> du phosphate®'®. Cette procédure permet de contrdler les pauses

endogenes qui ne libérent pas un phosphate en position 5’ ni un hydroxyle en position 3°.

Aprées isolation sur gel, les fragments d’ARN obtenus a partir des trois traitements sont

hybridés a des séquences adaptatrices spécifiques pour chaque extrémité libre, conservant
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ainsi D’orientation de chaque fragment. Donc deux séquences adaptatrices sont hybridées a
chaque extrémité de I’ARN, une sur I’extrémité 3’-OH libre et une autre sur I’extrémité 5’-
monophosphate. Apres 1’étape de la rétro-transcription, les librairies d’ADNc obtenues sont
couplées a des codes barres puis les produits de la PCR sont rassemblées et séquencées en
utilisant la technologie de séquengage SOLiD3 (Sequencing by Oligonucleotide Ligation and
Detection) afin de générer des centaines de millions a des billions de séquences a la fois
(ABISOLiD3). Ces ADNc sont ensuite comparés au génome de référence et analysés en
utilisant un logiciel appelé ABI Small RNA Analysis Pipeline qui permet d’aligner les
séquences, de les compter et de donner le résultat pour chaque catégorie d’ARN présente dans

la librairie.

Des scores de coupures tout au long de chaque transcrit sont élaborés en utilisant le logiciel de
FragSeq, pour les séquences d’ADNc obtenues a partir du contrdle ou de I’ARN modifi¢ avec
la nucléase P1. Ces scores correspondent a chaque fois au rapport entre le site de coupure
généré en présence de 1’enzyme et celui généré en absence de la nucléase P1. Ce score refléte
la préférence pour la nucléase a couper dans un site spécifique par rapport a un autre site sur
la méme séquence d’ARN. C’est le logarithme d’un rapport de probabilité d’observer une

pause dans I’ARN traité par la nucléase contre une pause endogene sans nucléase.

L’utilisation de la nucléase P1 permet d’éviter les produits obtenus par une coupure spontanée
ou dégradation par la RNase, et permet aussi de fragmenter I’ARN d’une fagon spécifique par
rapport a la susceptibilité¢ de la nucléase pour chaque site de coupure. Dans la technique de
FragSeq, pas d’utilisation de deux nucléases comme c’est le cas de la technique de PARS par
exemple, qui élabore un rapport de susceptibilité¢ de chaque site de coupure sur I’ARN par
rapport aux deux nucléases. Donc I'utilisation d’une seule nucléase permet d’élaborer un
rapport de susceptibilité de la nucléase pour le site de coupure sur I’ARN contre un ARN en
absence de nucléase, donc contre un site de coupure spontané ou hydrolyse endogeéne. La
nucléase P1 coupe a 'extrémité 3’ d’une base non-appariée, donc un score élevé obtenu dans
un site spécifique indique que la base en amont de ce dernier est probablement peu impliquée

dans un appariement de paires de bases, ou méme dans des interactions tertiaires.

En plus, la nucléase P1 permet I’identification des régions protégées par une liaison
spécifique ARN-protéine, et ce type de digestion pourrait étre appliqué a des extraits

nucléaires ou cellulaires liés a des protéines. La nucléase P1 est un bon candidat pour ce type
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de digestion puisque le tampon utilisé pour 1’extraction posséde les mémes caractéristiques

(pH et composition en sels) que le tampon utilis¢ dans cette étude.

De plus, la nucléase P1 est stable a de hautes températures, d’ou la possibilité de controler les

domaines de dénaturation de I’ARN.

1.3.3.6 PARS contre Fragseq : comparaison entre les deux méthodes

* Deux méthodes enzymatiques de séquengage a haut débit utilisées in vitro, donc
I’ARN doit étre extrait des cellules et re-naturé.

* Les deux méthodes sont appliquées sur un mélange d’ARN. Les enzymes clivent
I’ARN soit dans les régions appariées, soit dans les régions non-appariées.

* Dans la technique de PARS utilisation de deux nucléases S1qui clive les ARN simples
brins et V1 qui clive les ARN double brins. Tandis que dans la technique de Fragseq
utilisation d’une seule nucléase P1 qui clive seulement les ARN simples brins.

* Dans les deux méthodes les enzymes clivent I’ARN en laissant une extrémité 5’-
phosphate libre au lieu de I’extrémité 5’-OH obtenues par clivage endogene.
L’extrémité 5° phosphate libre permet I’hybridation avec des séquences adaptatrices
qui permettent de sélectionner les fragments d’ARN modifiés.

* Pour la technique de FragSeq, il n’existe pas d’étape de fragmentation aléatoire de
I’ARN.

* Les étapes de rétro-transcription et de PCR sont nécessaires pour les deux techniques
apres la modification par les enzymes.

* Séquengage a haut débit des librairies d’ADNc obtenues. L’analyse des résultats
différe d’une méthode a ’autre a cause d’une différence d’enzymes. Dans la méthode
de PARS, le résultat obtenu est un logarithme d’un rapport entre le nombre de lectures
des fragments obtenus apres clivage avec I’enzyme V1 et S1. Dans la technique de
Fragseq, utilisation d’une seule nucléase avec deux contrdles: le premier controle pour
estimer le nombre de fragments laissant une extrémité 5’-phosphate obtenus par une
hydrolyse endogéne et le deuxiéme controle en présence de la kinase T4 pour estimer
le nombre de fragments ne laissant pas une extrémité 5’-phosphate libre. Alors le
résultat est un logarithme d’un rapport entre le nombre de lectures obtenues par

clivage avec I’enzyme P1 et les deux controles.
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* Dans la technique de PARS, le controle des hydrolyses endogénes est indirect en
supposant qu’il résulte d’un traitement alcalin qui échappe alors a 1’analyse du
séquencage. Tandis que pour la technique de FragSeq, les hydrolyses endogenes sont
considérées dans 1’analyse directement ce qui est plus solide comme technique.

e L’avantage clair de la technique de PARS, c’est le développement d’un logiciel
capable de convertir ces séquences obtenues en un format qui peut servir de données
pour des logiciels de prédiction de structure secondaire et compatible avec les données

expérimentales et les calculs de minimisation d’énergie*”’. (Fig.32)

PARS Fragseq
Nucléase S1 Rnase V1 ‘ Nucléase P1
Clive les régions non-appariées Clive les régions appariées Clive les régions non appariées
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5’ 3’ 5’ 3 9 5’ 3’
) P P

2¢me étape:

Renaturation de PARN
ol B [ !
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Fragmentation aléatoire Sélection selon la taille Contréle en absence de
(20-100 nucléotides) Nucléase et de T4 PNK
3tme étape:
i 6 — ) 9 1) e— > — 9
Ligature des séquences 5 p 5 P d°p 5 p(endogéne)

adaptatrices en 5’ et 3’

Construction des librairies d’ADNc: séquencage haut débit

4ime étape: ‘ I I'
Transcription réverse J.l—_l__

Stme gtape:
Analyse des données Score= Log, V1/S1 Score= Ln P1/contrdle

Figure 32: Représentation schématique des deux techniques enzymatiques couplées au
séquencage a haut débit d’un génome entier: (A gauche) la technique de PARS
développée par Kertesz et al. (A droite) la technique de FragSeq développée par Underw-
o0od et al. (Adaptée®')
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1.4 Etat des lieux

Nous venons de voir dans ce chapitre que la technique de hSHAPE présente de nombreux
avantages (paragraphe 1.3.3.1), mais la grande quantit¢ d’ARN nécessaire pour chaque
expérience de hSHAPE constitue une limitation majeure lorsque 1’on veut étudier des ARN
provenant de virus, comme c’est le cas dans notre laboratoire. Afin d’étudier la structure
d’ARN viraux, nous avons décidé d’augmenter la sensibilit¢ de détection au niveau du
séquenceur d’ADN afin d’augmenter la fluorescence des cDNA et ainsi réduire la quantité
d’ARN nécessaire pour réaliser une expérience de hSHAPE. Pour cela, nous avons congu de
nouvelles molécules fluorescentes basées sur le principe de transfert d’énergie et formées de
deux entités fluorescentes, un donneur de fluorescence et un accepteur de fluorescence. Dans
le deuxiéme chapitre de mon manuscrit, je présenterai la synthése et la caractérisation des
deux blocs de départ donneur et accepteur de fluorescence ainsi que d’une sonde a transfert
d’énergie (téte-queue) formée des deux entités fluorescentes liées entre elles par un bras

espaccur.

Nous venons de voir aussi dans ce chapitre (paragraphe 1.3.3.2) que diverses techniques de
cartographie ont été couplées au séquengage a haut débit afin d’améliorer 1’étude structurale
des ARN. Malheureusement, ces techniques ne peuvent pas étre appliquées pour réaliser en
méme temps une étude in virio et sur un génome entier. Etant donné que notre équipe
souhaite étudier la structure de I’ARN génomique du VIH-1 in virio au cours du processus de
maturation, nous avons choisi de développer une nouvelle technique de cartographie chimique
couplée au séquengage a haut débit. Pour cela, nous avons cong¢u des nouvelles molécules qui
permettent dans un premier temps de modifier I’ARN, pour réaliser la cartographie, et dans un
deuxiéme temps de sélectionner les fragments d’ARN modifiés par I’intermédiaire d’une
interaction biotine/streptavidine. Cette étape d’enrichissement en ARN modifi¢ devrait nous
permettre de réaliser exclusivement le séquengage a haut débit des fragments d’intérét. Dans
le troisieme chapitre de mon manuscrit, je présenterai la synthése et la caractérisation de ces
nouvelles molécules ainsi que des résultats préliminaires sur la réaction de ces composés avec
des ARN, la fixation d’une molécule de biotine au niveau de la modification et la formation

d’un complexe ARN-biotine/streptavidine.
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CHAPITRE II : SYNTHESE ET CARACTERISATION DE NOUVELLES
SONDES FLUORESCENTES

I1.1 Problématique et objectif

I1.1.1 La principale limitation de la technique de hRSHAPE

Nous avons vu dans le premier chapitre que la technique de « hSHAPE » est trés prometteuse
pour I’étude de la structure des ARN, puisque le réactif chimique permet d’obtenir des
informations sur toutes les positions de la molécule en une seule expérience. De plus
I’utilisation du séquenceur d’ADN permet la quantification des résultats et donc 1’obtention

d’un grand volume d’informations relatives a la structure de la macromolécule.

Toutefois, une des principales limitations de cette technique réside dans la nature des sondes
fluorescentes utilisées pour marquer les amorces et donc les ADNc. En effet, les sondes
fluorescentes commerciales (FAM, Vic, Ned et Pet) utilisées dans la technique de
« hSHAPE » présentent chacune sa propre longueur d’onde d’excitation et sa propre longueur

d’onde d’émission (Fig.33).

6F1AM Vie Pet Sondes fluorescentes commerciales
500 550 585 615 700 nm

Figure 33: Caractéristiques de chacune des sondes fluorescentes commerciales utilisées
dans la technique de hSHAPE.

Ces sondes fluorescentes commerciales sont diversement sensibles au laser ionique du
séquenceur. En effet, celui-ci excite ces sondes fluorescentes a la longueur d’onde unique de
488 nm et 1’émission de la fluorescence est d’autant plus faible que la longueur d’onde
d’excitation de la sonde sera ¢loignée de celle du laser. Ainsi a quantité égale, une sonde
fluorescente telle que la 6-FAM, dont la longueur d’onde d’excitation est a 497 nm, émettra
un signal de fluorescence plus important que la sonde Pet dont la longueur d’onde
d’excitation est a 595 nm. Face a ce probléme, nous avons décidé de synthétiser de nouvelles

sondes fluorescentes « a transfert d’énergie » qui seront toutes excitées a la méme longueur
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d’onde « 488 nm » qui est la longueur d’onde du laser du séquenceur et qui émettront a des
longueurs d’onde différentes avec la méme intensité¢ de fluorescence pour les quatre sondes

(Fig.34).

A
I
i |} Lintensité de fluorescence diminue quand on se
+ déplace vers les plus grandes longueurs d’onde

Agx= 488 nm 6'€AM Vie Pet Sondes fluorescentes commerciales

1’ | |
500 550 585 615 700 nm
" Objectif: Synthese de sondes fluorescentes a

T \
transfert d’énergie ayant la méme intensité
Ax= 488 nm ? ? ? de fluorescence en excitant 4 488 nm

1
I
Figure 34: La principale limitation de la technique de hSHAPE et ’objectif de la
premiere partie de mon projet de these.

Afin de dépasser cette limitation, une solution consiste a analyser une quantité plus
importante de matériel fluorescent et donc de produire plus d’ADNc a partir d’une quantité
d’ARN plus importante. Si cette approche est envisageable pour des ARN transcrits in vitro
ou accessibles en grande quantité, cela est difficilement réalisable pour les ARN qui ne se
trouvent pas en grande quantité dans la nature, ou qui sont difficiles a extraire tels que les
ARN viraux (VIH-1 et influenza A) que nous étudions dans notre équipe. Il est intéressant de
noter que 1’équipe de K.Weeks a réussi a étudier le génome entier du VIH-1 par hRSHAPE, et

que pour cela ils ont du extraire 100 pmoles d’ARN viral & partir de 10 litres de culture™*.

I1.1.2 L’optimisation de Kevin Weeks

L’approche de Kevin Weeks pour I’optimisation de la technique de « hSHAPE » consiste
dans le développement d’un séquenceur avec un double ion laser, qui permet d’exciter les

222 1 ’utilisation

sondes fluorescentes a deux longueurs d’onde différentes (488 et 514 nm)
d’un tel dispositif permet d’augmenter alors les limites de détection moléculaire de 1’ordre du
zeptomolaire (107'moles) et d’augmenter la sensibilité d’une expérience de hSHAPE de

I’ordre du femtomolaire (10" moles).

Briévement, la source laser est reliée a deux tubes photomultiplicateurs, possédant des filtres
spectraux. Un seul cable fibre optique possédant des lentilles intégrées est utilisé pour
concentrer la lumiere provenant de la source d’ion laser. La source laser est placée d’une

facon qui permet I’alignement du faisceau lumineux. Le séquenceur est dot¢ d’un objectif
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grand angle (40X) et orienté dans le bon angle par rapport au faisceau lumineux, afin de
collecter la lumicre qui sort des capillaires et de minimiser la perte de lumiere. L’ objectif est
couplé a un cube optique possédant un filtre dichroique qui refléte la longueur d’onde verte
tout en transmettant la lumiere jaune. Des lentilles de collecte sont fixées dans le cube optique
afin de concentrer la lumicre dans une fibre optique qui réagit comme étant un filtre spatial
qui enleve la lumiére perdue et transmet la lumicre fluorescente au détecteur de fluorescence

(Fig.35). (Adaptée™).

/ Cube Optical \

. Excitation a 488
et 514 nm

Emission

O

Capillaire
Objectif (40x)  de SOuM de diametre
}Filtres spectraux

=
| E—
Tubes e

Figure 35: Séquenceur a double ion laser excitant les sondes fluorescentes a deux
longueurs d’onde 488 et 514 nm. (Adaptée**?)

Lentilles de
collecte

Ce nouveau séquenceur a été utilisé pour étudier I’ARN du virus XMRV (Xenotropic Murine

. . . .. .. 222
leukemia Related-Virus) in virio et ex virio™".

La quantit¢ d’ARN utilisée dans cette
expérience était de 1fmoles ce qui est 1000 fois inférieure a la quantit¢ d’ARN nécessaire
pour du hSHAPE conventionnel et le rapport de corrélation entre les deux approches est
correct puisqu’il est de R=0,89. L’étude a permis de déterminer des domaines fonctionnels
dans la structure qui sont critiques pour 1’encapsidation du génome, elle a également montré

que le virus XMRV encapside son génome sous forme de dimeére comme le virus MuLV

(Moloney murine Leukemia Virus), un autre gammarétrovirus.
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I1.1.3 Objectif du travail de these

L’objectif de la premiere partie de ce travail de these est la synthése d’un jeu de sondes
fluorescentes destiné a améliorer la détection des ADNc sur les séquenceurs d’ADN a un seul
laser afin de permettre 1’¢tude structurale de faibles quantités d’ARN. Ces sondes
fluorescentes, contrairement aux sondes fluorescentes commerciales pour marquer les
amorces, sont constituées de deux fluorophores, un accepteur de fluorescence et un donneur
de fluorescence reliés entre eux par un bras espaceur (Fig.36). Elles appartiennent a la famille

des « BigDyes » développée en littérature®.

~ HX O X
g ;
X=NH,; N(Me),; NHEt;

Accepteur de fluorescence

Donneur de fluorescence =

Figure 36: Le modéle des sondes fluorescentes a transfert d'énergie.

Pour ces sondes fluorescentes a transfert d’énergie, la FAM a été choisie en tant que donneur
de fluorescence du fait qu’elle présente le maximum d’émission de fluorescence en
comparaison avec les trois autres sondes fluorescentes commerciales (Vic, Ned et Pet), en
excitant a 488 nm (Fig.34). Pour les entités accepteur de fluorescence, une des conditions
nécessaires pour que le transfert d’énergie prenne place entre le donneur et I’accepteur, est
que le spectre d’émission du donneur recouvre le spectre d’absorption de I’accepteur. Pour
cette raison, nous avons choisit les quatre dérivés de la rhodamine qui présentent en plus, une
large gamme de fluorescence et des valeurs de rendement quantique plus au moins élevées

(Tableau 2).
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Dérivés de rhodamine Aeye (mm) | A, (nm) | Rendement quantique ¢

5-, 6- carboxy-rhodamine 485 53 4 0'91

(Tampon)
524 553 0.94

5-, 6- carboxy-Rh6G (EtOH)

555 576 0.71

(Tampon)
585 602 0.95

5-, 6- carboxy-ROX (Tampon)

Tableau 2 : Caractéristiques des dérivés de la rhodamine. (Adapté*****")

I1.2 Les sondes fluorescentes

Il existe plusieurs méthodes de détection des ADNc obtenus lors d’une expérience de
séquencage, mais la méthode de préférence est 1’utilisation des sondes fluorescentes qui
permet de détecter les fragments d’ADNc par une méthode simple, sécurisée et hautement
précise. En fluorescence, quatre sondes fluorescentes avec des propriétés spectrales
différentes sont utilisées. Ces sondes fluorescentes sont soit hybridées a I’extrémité 5° de
I’amorce (amorce marquée), soit hybridées a un didésoxynucléoside-5’-triphosphate (ddNTP)

o . A 224
donc réagissant en tant que terminateurs de chaine”".

Différents types de sondes fluorescentes formées d’une seule ou de deux entités fluorescentes
ont été décrits dans la littérature. Les sondes fluorescentes formées de deux entités
fluorescentes, un donneur de fluorescence et un accepteur de fluorescence, sont basées sur le
principe de transfert d’énergie, elles ont été développées par plusieurs €quipes en variant
toutefois la nature du bras espaceur qui sépare ces deux fluorophores. La méthode de

séquencage utilisant ces sondes fluorescentes se différencie pour chaque équipe, entre
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amorces marquées ou terminateurs de chaine, et chaque type de sondes fluorescentes
synthétis¢ présente aussi bien des avantages que des inconvénients pour le séquencage

d’ADN.

I1.2.1 Une seule entité fluorescente

Les techniques classiques consistent & marquer les amorces avec une entité fluorescente
comme par exemple la carboxy-fluorescéine (FAM), -carboxy-4’,5’-dichloro-2’,7’-
dimétoxyfluorescéine (JOE), carboxy-tétraméthyl-rhodamine (TAMRA) et carboxy-X-
rhodamine (ROX) (Fig.37), qui sont excitées dans les méthodes de séquencage d’ADN avec

. . \ 225,226,22
un laser ionique a une longueur d’onde commune de 488 nm**>*2%**7,

Cl Cl
Noven oo
7 H;CO 7 OCH;,
‘ COOH O COOH
HOOC

COOH
FAM JOE
496/520 525/555

COOH COOH
TAMRA ROX
555/580 585/605

Figure 37: Les quatre sondes fluorescentes FAM, JOE, TAMRA et ROX formées d'une
seule entité fluorescente, utilisées dans les méthodes de séquencage d'ADN.

En excitant & une longueur d’onde précise, ces différentes sondes fluorescentes possédant
chacune des propriétés spectrales différentes, des longueurs d’onde d’excitation et d’émission
spécifique a chacune, et des coefficients d’extinctions différents, émettent différemment. Le
set de fluorophores idéal doit posséder une absorbance moléculaire élevée en excitant a une
longueur d’onde commune tous les membres du set, et doit présenter une forte émission de

fluorescence et bien séparée avec un rendement quantique élevé. La fluorescence émise sera
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d’autant plus faible que la longueur d’onde d’excitation de la sonde est loin de la longueur
d’onde d’excitation du laser. Ce critére n’est pas évident pour tous les dérivés de la rhodamine
tels que la TAMRA et la ROX, qui présentent respectivement une absorbance de 1/8 et de
1/10 par rapport a la fluorescéine en excitant a 488 nm. Ceci provoque une diminution de la
réponse et de la lecture des séquences, puisqu’il y aura des séquences marquées mais pas
détectées. L’inconvénient de ce type de sondes fluorescentes est alors la nécessité de deux
longueurs d’onde d’excitation différentes : 488 nm pour FAM et JOE et 543 nm pour
TAMRA et ROX**.

Des dérivés de la famille de la dichloro-rhodamine ont été développés dans le but d’améliorer
I’émission de la fluorescence de ces dérivés de la rhodamine a une seule longueur d’onde
d’excitation et d’améliorer la résolution des pics (électrophérogrammes) obtenus apres
¢lectrophorése. Un probléme commun lié a I'utilisation des dérivés de la rhodamine en tant
que terminateurs de chaine, se produit lorsqu’une base G suit une base A car la taille du pic de
fluorescence correspondant a la base G est réduite voir supprimée. Ce probléme est fréquent
aussi lorsque le pic qui suit celui de la base G a une taille qui dépasse la moyenne. En
remplagant la rhodamine par la d-rhodamine, les spectres d’émission de ces dérivés sont
beaucoup mieux résolus par rapport aux composé€s sans les atomes de chlore. Le
remplacement des deux positions Al et B2 (Fig.38.A) est trés avantageux. Une amélioration
des propriétés (spectres d’émission plus fins Fig.38.C) de ces dérivés est remarquée si au
moins un des quatre groupements Al, A2, A3 et Bl (Fig.38.A) représente un halogénure et

plus particuliérement un fluor (F) ou un chlore (CI)*.
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Figure 38: (A) Les dérivés de la rhodamine avec les différentes possibilités de
substitution. (B et C) Comparaison entre les spectres d’émission des dérivés de la
rhodamine (B) et des dérivés de la d-rhodamine (C).Les spectres des dérivés d-
rhodamine sont mieux résolus que ceux de la famille des rhodamines correspondantes.
(Adaptée’™)
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Des expériences ont été faites sur ces dérivés de la d-rhodamine en changeant la nature du
bras espaceur qui lie ces dérivés de la rhodamine au nucléotide 2’,3’-didéoxyribose-
triphosphate. Ces composés agissent en tant que terminateurs de chaine et sont appelés
« Dichlororhodamine terminators ». Une série de composés a été synthétisée soit en utilisant
le propargylamine (PA), soit le propargyl éthoxy-amine (EO) comme bras espaceur*
(Fig.39). En marquant les ddNTP avec ces dérivés, les pics de fluorescence observés sont

beaucoup plus uniformes et on observe moins de suppression du pic correspondant a la base
230,231
G

0
Il ~NH
| NH 2
N/J 7 \jl
N N/
3'H09P30 0
ddG-EO-5dR110 ddA-PA-5dR6G

Figure 39: Structure des terminateurs de chaine d-rhodamine. Le bras espaceur qui lie
ces dérivés au ddNTP est soit le groupement propargylamine (PA) soit le groupement
propargyl éthoxy-amine (EO).

11.2.2 Deux entités fluorescentes

I1.2.2.1 Amorces a transfert d’énergie

Une autre classe de sondes fluorescentes a été développée et correspond aux amorces a
transfert d’énergie ou « Energy Transfer Primers ». Dans ce cas, le bras espaceur qui sépare le
donneur de I’accepteur de fluorescence est composé d’une série de nucléotides sur la méme

séquence d’ADN>**** (Fig.40). Ces amorces sont appelées D-N-A en accord avec le « D »
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pour Donneur qui sera toujours commun appartenant a la famille de la fluorescéine, le « N »
pour le nombre de nucléotides qui séparent les deux fluorophores, et « A » pour accepteur de
fluorescence qui sera un des dérivés de la rhodamine. Dans ce cas, les amorces seront
marquées par deux sondes fluorescentes : un donneur de fluorescence fixé a I’extrémité 5 de
I’amorce et un accepteur de fluorescence 1ié a une thymine modifiée (T") située 4 une certaine
distance du donneur. Pour que cette approche soit fructueuse il faut que les deux sondes
fluorescentes soient suffisamment éloignées 1'une de ’autre, pour éviter le phénomene de
quenching mais pas trop pour avoir une efficacité de transfert suffisante. Différents types de
sondes ont été testés en variant la longueur du bras espaceur : F3T, F3R, F10F F10J (J, R, T
et F correspondent a JOE, ROX, TAMRA et FAM). En excitant a une longueur d’onde
commune de 488 nm, I’absorbance est forte pour les quatre et la fluorescence émise par ces
sondes a transfert d’énergie est supérieure a celle émise par chaque accepteur pris séparément.
Les amorces a transfert d’énergie F3T et F3R ont montré un phénomene de « quenching »
entre les deux moments dipolaires des deux entités fluorescentes™”. La distance optimale
entre les deux entités fluorescentes est donc entre 8 et 10 nucléotides, pour avoir un transfert
d’¢énergie efficace. L’inconvénient de ce type de sonde a squelette oligonucléotidique est

qu’elle ne peut pas étre appliquée a une petite séquence oligomére™”.

( Bras espaceur \

N ombre de nucléotides ’f*)%QACGACG

CH,~(CO)-NH-(CH,);-NH-CO—{_ Accepteur ]

- )

Figure 40: Représentation de ’amorce a transfert d’énergie. Le bras espaceur qui lie les

deux entités fluorescentes : donneur et accepteur de fluorescence est un squelette

oligonucléotidique. (La séquence d’amorce illustrée est aléatoire). (Adaptée™?)

Une nouvelle classe d’amorces a transfert d’énergie a ét¢ développée indépendante de la
séquence d’ARN étudiée, et possédant comme bras espaceur une séquence polymere (S6 : ou
séquence de « Spacer » formée de 6 monomeres de 1°,2°-didéoxyribose-phosphate (Fig.41).
Ces nouvelles amorces sont nommeées FScF, FS¢J, FSeT, et FS¢R (F, J, T et R correspondent
respectivement & FAM, JOE, TAMRA et ROX), elles possedent toujours la fluorescéine en
tant que donneur de fluorescence et un des dérivés de la rhodamine en tant qu’accepteur de
fluorescence. La séquence polymére contient une base (T') modifiée et posséde un

groupement protecteur sur ’amine primaire en position C-5. La base T" est attachée a
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I’extrémité 5° de la séquence de 1’oligomere et a I’extrémité 3 du bras espaceur. Le donneur
est attaché a ’extrémité 5° de I’oligomere et I’accepteur est attaché a 1’amine primaire de la
base T'. Les avantages de ce type de bras espaceur sont : (i) la séquence du bras espaceur ne
s’hybride pas a une séquence aléatoire sur I’ARN (ii) la présence du bras espaceur maintient
la fonction du squelette acide nucléique-phosphate (ii1) 1’élimination des bases azotées sur les
groupements désoxyribose dans la séquence du bras espaceur réduit la probabilit¢ d’un
phénoméne de quenching entre les deux entités fluorescentes suite a un encombrement
stérique. Ce nouveau type de sondes a montré une amélioration des propriétés spectrales par

4 . A 234
rapport aux amorces marquées par une seule sonde fluorescente en excitant a 488 nm™".

Donneur de fluorescence v“vO [0)

0
0=P-0
0

=}

=pP—-
] _ 1

_ioj;ccepteur de fluorescence
(0

|
O=II‘—O
O\ Séquence de I'amorce

Figure 41: Modele de ’amorce marquée avec deux entités fluorescentes avec un bras
espaceur formé par six monoméres de 1°,2°-didésoxyribose phosphate intégré dans la
séquence d’ADN. (Adaptée™?)

11.2.2.2 Sondes fluorescentes a transfert d’énergie

I1.2.2.2.1 Bras espaceur trifonctionnel

Une approche synthétique différente a été utilisée pour produire des fluorophores a transfert

d’énergie en tant que terminateurs de chaine. Elle consiste en [’utilisation comme bras

235

espaceur d’une molécule rigide, linéaire et trifonctionnelle™ . Dans ce cas de sondes

fluorescentes a transfert d’énergie, les deux fluorophores sont dans une orientation opposée.
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Le t-Boc-L-4-iodophénylalanine est mis en réaction par « couplage de Heck » avec du
propargylamine protégé avec du TFA en présence du (Phs;P),Pd(0)/Cul/Et;N/DMF afin de
produire un bras espaceur qui est adapté pour se lier au donneur et a 1’accepteur sur les
positions  protégées  d’amines  orthogonales et de se lier aussi &
I’alkynylpropargylaminodidéoxynucléoside-5’-triphosphate (Fig.42). La liaison du donneur
de fluorescence commun (FAM) a I’'un des groupements amine et 1’accepteur (R110 ou
rhodamine, REG ou R6G, TAMRA, ou ROX) au second groupement amine donne quatre
cassettes de fluorophores a transfert d’énergie avec des rendements élevés. Ces fluorophores
sont adaptés pour se lier aux amorces ou aux ddNTP. Parmi les 64 combinaisons possibles, un
nombre de terminateurs de chaine a été synthétisé et test¢ dans le séquencage d’ADN avec
une variété de séquences d’ADN et d’ADN polymérases. Une série de terminateurs de chaine
a été optimisée et FAM-R110-ddGTP, FAM-REG-ddUTP, FAM-TAMRA-ddATP et FAM-
ROX-ddCTP ont été sélectionnés. Ils ont montré une meilleur brillance par rapport aux
sondes fluorescentes a une seule entité fluorescente en excitant a 488 nm et plus
particulicrement dans le cas de TAMRA et ROX. En effet, le FAM-ROX en tant que

terminateur de chaine est 18 fois plus brillant que le ROX tout seul.

R,=R,= H: Rhodamine

Donneur de fluorescence
R,=R,=-CH;: TAMRA

R;=H et R,=-CH,-CH;: R6G ou REG

R[R,+R,)= N_ :Rhodamine X ou ROX

Bras espaceur trifonctionnel

CONH(CH,);CONH

AN

Base azotée Alkynylpropargylaminodidéoxynucléoside-5’-triphosphate

3HO,P;0 o

Accepteur de fluorescence

Figure 42: Structure des sondes fluorescentes a transfert d’énergie possédant un bras
espaceur trifonctionnel. (Adaptée®)
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Une amélioration de ces sondes fluorescentes a été réalisée en utilisant des dérivés d’acides
aminés (phénylalanine ou propargylaminophénylalanine, et glycine ou aminoéthylglycine)
comme squelette pour le bras espaceur. Les groupements amines sont utilisés pour lier les
deux entités fluorescentes alors que la fonction acide carboxylique est utilisée pour lier la

molécule alkynylpropargylaminodidéoxynucléoside-5’-triphosphate*

(Fig.43). En variant la
structure du bras espaceur, une différence significative dans ’efficacité de transfert a été
observée et le composé utilisant le para-aminophénylalanine (composé 4, figure 43) comme
bras espaceur a montré la meilleure brillance. Par contre, il a été observé qu’en utilisant la
phénylalanine ou la propargylaminophénylalanine associée a I’aminoéthylglycine comme bras

espaceur, 1’émission de fluorescence est complétement abolie & cause du phénoméne de

quenching (composés 5 et 6, figure 43).

1 i 2 i 3
(0]
/g@/ﬂ FAMKED/ N 1
N FAM
H
(0]
(0] 0 (0]
)k R R
ROX INI ROX)]\N R ROX)kN
o H H o
4 ) o 5 o 6
|
N NYFAM FAM N FAM INI A
] o 0 0
o 0 0 0 0
N N
ROXAN R ROX/‘\N/V R ROX/J\N/V \)J\R
H o H H

H

R= _N_(CH2)5CONH %

Figure 43: Représentation des différents modéles du bras espaceur trifonctionnel
synthétisé a partir des acides aminés. Les modeles (5) et (6) ont montré un phénomeéne
de quenching entre les entités fluorescentes (donneur de fluorescence: « FAM » et

accepteur de fluorescence « ROX »). (Adaptée®®)

Il était nécessaire de développer des fluorophores compacts qui fournissent une amélioration
dans le domaine du séquencage d’ADN en comparaison avec les sondes fluorescentes
formées d’une seule entité fluorescente, ou avec les fluorophores a transfert d’énergie

possédant un squelette d’oligonucléotide en tant que bras espaceur. En partant du principe des
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amorces a transfert d’énergie, d’autres sondes fluorescentes ont été¢ développées mais en
utilisant un autre bras espaceur et une orientation différente des deux entités fluorescentes. Le
premier modele élaboré était le Bifluor-1, dont le donneur de fluorescence est un dérivé de la
fluorescéine, la 4’-aminométhyl-5-carboxy-fluorescéine couplée a un accepteur de
fluorescence dérivé de la famille des rhodamines, la 5 carboxy-tétraméthylrhodamine. Le bras
espaceur du Bifluor-1 est le groupement aminométhyl en position 4’ du xanthéne de la
molécule 5-carboxy-fluorescéine (Fig.44). Dans ce type de fluorophores pour lequel les deux
sondes sont dans la méme orientation, le donneur de fluorescence joue un double role en se
fixant a 1’accepteur et aussi au nucléotide. Les dérivés de la fluorescéine sont les composés
idéaux en étant des molécules bi-fonctionnelles pour réagir en tant que donneur de
fluorescence, puisque leur structure est facilement modifiable avant et apres la synthése du
chromophore. Le spectre d’absorbance du Bifluor-1 est la somme des absorbances du donneur
et de I’accepteur, par contre le spectre d’émission correspond a I’accepteur de fluorescence.
La fluorescence du groupement donneur de fluorescence « fluorescéine » est alors
complétement inhibé. Le Bifluor-1 semblait étre un bon candidat pour le séquencage d’ADN,
mais la brillance (ou intensit¢ de fluorescence qui est proportionnelle au coefficient
d’extinction € et au rendement quantique ¢) de ce composé n’était pas meilleure que celle de
la tétraméthylrhodamine toute seule en excitant a 488 nm. D’autres composés ont donc été

r 223
recherchés .

A

®
MezN (0] NMe2
o e
5-carboxy-tértraméthylrhodamine < ©
5-TAMRA O coo

O~ NH
HO (0] (0]
L
O COOH

O” R

~

4'-aminométhyl-5-carboxy-fluorescéine <

Figure 44: Modéle du Bifluor-1. (Adaptée’>)
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En se basant sur le modele du Bifluor-1, I’équipe de J.M. Cassel a développée une série de
fluorophores formés par les isomeres 4’aminométhyl-5- ou 6- carboxyfluorescéine comme
molécule donneur de fluorescence, et un des dérivés de la dichlororhodamine « d-
Rhodamine » (R6G, TAMRA, ROX) comme molécule accepteur de fluorescence™. Le bras
espaceur entre les deux entités est 1’acide 4-aminométhylbenzoique. Le donneur de
fluorescence est attaché a la fonction acide carboxylique du bras espaceur, et le groupement
amine du bras espaceur est attaché a I’accepteur de fluorescence (Fig.45). Aucune différence
de brillance entre les deux isoméres 4’-aminométhyl-(5) et (-6) carboxyfluorescéine n’est
observée, par contre, couplé a la d-Rhodamine, I’isomére (-5) est beaucoup plus brillant que
I’isomere (-6). Ces fluorophores a transfert d’énergie ont montré des meilleures propriétés
spectrales par rapport aux fluorophores standards en excitant a 488 nm. En effet, ils apportent
une amélioration de la brillance d’un facteur de 2 a 2,5 fois, et une diminution du bruit de
fond di a la fluorescence perdue de 2 fois, ce qui provoque une augmentation du rapport
signal/Bruit de 4 a 5 fois. De plus, ces composés peuvent étre utilisés pour marquer différents

types de composés, tout comme les sondes fluorescentes a une seule entité.

Dérivés de la d-rhodamine

dR110: X=NH,; dR6G: X= NHEt; <
dTAMRA: X= NMe,; dROX: X= %

Acide 4-aminométhylbenzoique <

N\
=
o
\ @)
o

5- ou 6- carboxy-fluorescéine SCF ou 6CF < COOH

Figure 45: Modéle du BigDye. (Adaptée’>)

Ces BigDyes sont utilis€és commercialement pour marquer les didésoxynucléotides (Fig.46),

qui agissent comme terminateurs de chaine lors des réactions de polymérisation comme la
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rétro-transcription. Du fait de leurs propriétés physico-chimiques, ces BigDyes ont été utilisés

\ . . . 204
avec succes pour le séquencage d’ADN de grande masse moléculaire™.

I1.3 Conception et synthése de nouveaux BigDyes

Nos BigDyes sont aussi constitués de deux entités fluorescentes, un donneur de fluorescence,
dérivé de la fluorescéine possédant la plus grande émission de fluorescence en excitant a 488
nm et un accepteur de fluorescence, dérivé de la rhodamine. Ces entités sont liées entre elles
par un bras espaceur. Alors que les BigDyes rapportés dans la littérature possédent un
groupement benzoyle comme bras espaceur, dans notre cas, nous avons décidé de lier les
deux entités fluorescentes par un cycle triazole qui sera obtenu par une cycloaddition de
Huisgen entre une fonction alcyne et une fonction azoture appelée communément réaction de
« Click Chemistry » (Fig.47). Le donneur de fluorescence sera 1I’'un des deux isomeres (-5) ou
(-6) de la carboxyfluorescéine substituée en position 4’ du groupement xanthéne avec une

fonction alcyne. L’accepteur de fluorescence sera I’un des quatre dérivés de la rhodamine.

Figure 46: Structure d’un BigDye formé
par du 6-FAM 1lié au 5-TAMRA par
P’intermédiaire de 1’acide 4-aminométhyl
benzoique, couplé a un didésoxynucléoside
triphosphate  agissant en tant que

terminateur de chaine. (Adaptéem)
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La modification du substituant X sur le xanthéne, permettra d’obtenir des sondes qui émettent
de la fluorescence a des longueurs d’ondes différentes : la rhodamine si X= NH; (A= 534
nm), la tétraméthylrhodamine (TAMRA) si X= NMe; (Aem= 576 nm), la rhodamine X (ROX)
si X est formée par deux cycles a 6 maillons chacun, qui forment ensemble le cycle de la
julolidine (Aem= 602 nm ), la rhodamine 6G si X= NHEt (A:n= 553 nm). Ces dérivés de la
rhodamine seront modifiés au niveau de la fonction acide carboxylique afin de pouvoir

introduire une fonction azoture et ainsi réaliser le couplage de Huisgen.

La présence de la fonction acide carboxylique sur I’entité « donneur » de fluorescence 5- ou
6- carboxy-fluorescéine permettra 1’introduction d’une fonction azoture. Cette fonction
azoture pourra réagir avec un nucléotide modifié¢ par une fonction alcyne commerciale, et

former le lien avec 1’oligomére par réaction de click chemistry.

O

HOOC HO
0 +

o

X= NH,; NMe,; NHEt; ~ N

Figure 47: Représentation générale de la synthése de nos BigDyes et la conception du
nouveau bras espaceur par la cycloaddition de « Huisgen » ou réaction de « Click
Chemistry ».

Nous pouvons envisager trois sites de fixation différents de ces BigDyes au nucléotide

modifié : (i) soit sur la base azotée (ii) soit sur le ribose (iii) soit sur le phosphate (Fig.48).
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Ces BigDyes serviront donc a marquer les amorces pour les différentes étapes de hSHAPE,

qui nécessitent quatre sondes fluorescentes différentes.

N

(A)

NH

(0] N
BigDye” XN "N O

Oy \—ka
oyt o
HY— [H HY—[H

5 5
0 0
(B) NH Y .N NH
Ol e O
el RS
HO HH HO HH
K i
0
(C) BigDye/ \
0 ~N
I X NN
J\MO_]IJ_O/\/\ —
OH > /(/)
0—p
| O
HO

Figure 48: Les trois sites de fixation possibles des BigDyes au nucléotide: (A) sur la base

azote (T*), (B) sur le ribose, (C) sur le phosphate.
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1.4 MATERIELS ET METHODES

I1.4.1 Préparation du matériel, techniques de purification et de

caractérisation

Préparation du matériel et des solvants

La verrerie utilisée est séchée a 110°C pendant une nuit au minimum et refroidie sous

vide avant utilisation.

Les cuvettes en quartz pour les analyses en fluorescence et en dichroisme circulaire
sont rincées avec une solution d’Hellmanex (2%) (Hellma), puis avec de 1’eau MilliQ

et de 1’éthanol et séchées avant ’utilisation.

Pour effectuer les réactions sous atmosphere inerte d’argon, le montage contenant les
réactifs est successivement mis sous vide puis sous argo