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Introduction

Le ribosome, I’élément central de la traduction, assure la synthése des protéines chez
tous les étres vivants. Il est composé de nombreux éléments dont de ’ARN et des protéines
qui interagissent ensemble pour former une particule fonctionnelle massive organisée en
deux sous-unités. La résolution de nombreuses structures du ribosome a 1’échelle ato-
mique a permis d’élucider de nombreux mécanismes, et notamment des réarrangements
des interactions entre les différents constituants lors de la syntheése du polypeptide. Ces
réarrangements assurent une certaine souplesse du ribosome tout en conservant l'inté-
grité de la structure compacte. Les questions relatives a ’assemblage du ribosome sont
par conséquent particulierement pertinentes et complexes.

Je me suis focalisé sur la problématique de l’assemblage du ribosome bactérien et
plus précisément sur les premieres étapes de I'assemblage de la grande sous-unité. Ces
étapes impliquent des interactions entre les différents éléments constitutifs de la grande
sous-unité. J’ai cherché a préciser ces interactions a I’échelle moléculaire par une méthode
d’investigation sur molécule unique.

Pour ce faire, j’ai réalisé des mesures de force via un piege optique. J’ai ainsi pu
caractériser la stabilité des structures adoptées par un fragment d’ARN comportant des
sites de fixation des protéines ribosomiques, en présence ou en absence des protéines.

La mise en ceuvre de ces mesures s’inscrit dans le cadre d’une collaboration interna-
tionale regroupant des spécialistes des mesures de force et de 1’étude du ribosome. Le
laboratoire de T. Ueda, de I'université de Tokyo, m’a notamment fourni les protéines
ribosomiques ul.24 et ul4 purifiées.

La premiere partie de ce manuscrit porte sur le ribosome et en particulier sur I’assem-
blage de la grande sous-unité du ribosome d’E. coli. Je décrirai notamment le fragment
d’ARN étudié. Cette description me conduira & introduire les problématiques de 1’étude
vis-a-vis de I’état de I’art du domaine.

Dans la deuxiéme partie, je présenterai le dispositif expérimental ainsi que la mise
en ceuvre des mesures de force. J'insisterai sur les difficultés que j’ai rencontrées liées a
I’adsorption non-spécifique des protéines ribosomiques et la méthodologie que j’ai mise
en place pour prévenir ces problemes.

La troisieme partie porte sur le traitement du signal de force. Je décrirai une méthode
que j’ai développée au cours de la these, qui permet a partir de ’ajustement d’un modeéle
d’élasticité puis 'utilisation d’un modele de Markov caché, de détecter les intermédiaires
de déroulement de ’ARN. Je montrerai comment cette méthode m’a permis d’établir une
cartographie de la stabilité des structures du fragment d’ARN.
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Enfin, dans la quatrieme partie, je présenterai les résultats des mesures de force sur le
fragment d’ARN en absence ou en présence des protéines ribosomiques. La discussion de
ces résultats nous conduira a préciser le role des protéines ribosomiques dans les premiéres
étapes de l'assemblage de la grande sous-unité du ribosome.
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L’assemblage du ribosome d’E. coli

Escherichia coli est une bactérie intestinale des mammiferes découverte en 1885 par
Theodor Escherich. Elle posséde une forme cylindrique (bacille) de longueur caractéris-
tique 4 um. Il existe plusieurs souches de la bactérie dont certaines sont pathogenes. Dans
un milieu riche a 37°C, son cycle de développement dure typiquement 25 minutes. E. coli
est un modele de bactérie gram négatif tres largement étudié en laboratoire.

I.L1 Le ribosome assure la synthése des protéines

1.L1.1 Le ribosome : un constituant majeur de la cellule

Les images d’E. coli en microscopie électronique a transmission révelent la présence de
ribosomes dans le cytoplasme en trés grand nombre [1]. On distingue les ribosomes libres
de ceux associés en polyribosomes lors de la traduction d’'un ARN messager (ARNm).
Les polyribosomes sont constitués de nombreux ribosomes qui traduisent simultanément
’ARNm & mesure que ce dernier est transcrit a partir de ’ADN.

Le poids sec d’E. coli correspond pour 55 % a des protéines, 20 % a de ’ARN (dont
15 % d’ARN ribosomique) et 3 % d’ADN [2]. On estime que 80 & 90 % de UARN cellulaire
se trouve sous la forme de ribonucléoprotéines [3].

Le nombre de ribosomes par cellule varie suivant la durée du cycle de développement.
On estime que pour un cycle de développement de 24 minutes, la concentration des
ribosomes peut atteindre 70 pM [1] représentant ainsi jusqu’'a 30 % du poids sec de la
bactérie. La biogenese des ribosomes représente alors jusqu’a 40 % de 1’énergie consommée
par la bactérie [1].

1.1.2 Le ribosome est constitué d’ARN et de protéines organisés en deux
sous-unités

Le ribosome chez E. coli est constitué en masse de 2/3 d’ARN ribosomique (ARNr)
et de 1/3 de protéines ribosomiques (r-protéines) organisés en deux sous-unités [3]. La
petite sous-unité 30S est composée d’ARNr 16S (1542 nucléotides) et de 21 r-protéines.
La grande sous-unité 50S est composée d’'un ARNr 23S (2904 nucléotides), d’'un ARNr
55 (120 nucléotides) et de 33 r-protéines [5]. Lors de la traduction, les deux sous-unités
sont en interaction pour former une particule de 2,6 MDa qui sédimente a 70S.
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A) B) Protubérance
centrale

PTC

Fig. I.1  Composition de la sous-unité 50S du ribosome de T. thermophilus. L’ARNr
(noir) forme une structure compacte en interaction avec de nombreuses r-protéines (cou-
leur). A) Vue depuis le cytosol. B) Vue depuis 'interface avec la sous-unité 30S. Figure
extraite de [0].

La composition des sous-unités du ribosome a été établie par de nombreuses expé-
riences complémentaires [7]. Plus récemment, les techniques associées a la biologie struc-
turale (diffraction des rayons X, microscopie électronique cryogénique,...) ont permis de
déterminer I'arrangement des différents composants du ribosome et plus particulierement
de la sous-unité 50S & D’échelle atomique (Fig. 1.1). La structure de la sous-unité 50S
montre ’ARNr en interaction avec les r-protéines.

Les r-protéines sont nommeées suivant leur poids moléculaire décroissant de L1 a L33
dans le cas de la grande sous-unité 50S. Les ribosomes des différents régnes du vivant (bac-
térie, archée et eucaryote) présentent de grandes similitudes révélant ’aspect trés conservé
dans I’évolution. C’est le cas tout particulierement de certaines r-protéines [3, ]. La no-
menclature internationale des r-protéines souligne leur aspect universel ou particulier a un
regne du vivant. Les r-protéines ul.24 et ulL4 sont deux exemples de protéines universelles,
c’est-a-dire présentes dans les ribosomes des organismes appartenant aux trois régnes. En
revanche, bL20 est une protéine spécifique aux bactéries [9].

Sur la figure I.1B, on peut distinguer des sous-ensembles morphologiques de 'arran-
gement des différents constituants. On distingue une structure compacte en forme d’hé-
misphére avec une protubérance centrale entourée de deux bras (stalk) : un stalk composé
de ulLl et un autre composé du pentamere ul.10 - bLL124 (non-visible sur la structure car
trop flexible) en interaction avec uLll et un fragment d’ARNr 23S. Au cceur de cette
structure compacte, on distingue le lieu de la formation de la liaison peptidique (Pepti-
dyl Transferase Center - PTC). C’est a partir du PTC que se situe le début du canal
d’extrusion du polypeptide néo-synthétisé [5, 0].

Les protéines sont majoritairement localisées autour du stalk bL12 et de la fin du
canal d’extrusion du polypeptide néo-synthétisé. L’interface avec la sous-unité 30S est
particulierement pauvre en r-protéines [0].
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Extrémité amine
du polypeptide
Sous-unité 50S

Q \ Acide aminé incorporé

GTP-EF-Tu

site E J Aminoacyl-ARNt
(site A)

W ARNM
\_// Sous-unité 308

Fig. 1.2 Représentation schématique du ribosome en cours de traduction lors de la phase
d’élongation.

1.1.3 Le ribosome est I’élément central de la traduction

La traduction désigne I’ensemble des mécanismes a l'origine de la synthése des pro-
téines.

L’étude de la traduction fait I’objet de trés nombreuses revues. Le paragraphe suivant
s’appuie sur la revue de M. Kaczanowska et M. Rydén-Aulin [5] pour décrire succincte-
ment les différentes étapes de la traduction chez F. coli.

Initiation. L’initiation est ’étape au cours de laquelle la sous-unité 30S reconnait la
séquence Shine-Dalgarno (SD) de ’ARNm par une interaction avec la séquence anti-SD a
I'extrémité 3’ de ’ARNr 16S. Les facteurs d’initiation IF1, IF2 et IF3 contribuent alors a
lassociation de PARN de transfert (ARNt) d’initiation portant ’anticodon complémen-
taire du codon de démarrage (en général AUG) de PARNm. La fin de I’étape d’initiation
est marquée par ’association de la sous-unité 50S & la sous-unité 30S. L’initiation serait
I’étape cinétiquement limitante de la syntheése de la protéine.

Elongation. Au cours de 1'élongation, 'aminoacyl-ARNt complémentaire du codon
de ’ARNm est incorporé au niveau du site A vacant, sous la forme d’un complexe ternaire
avec le facteur d’élongation EF-Tu et un GTP (cf Fig. I.2). L’hydrolyse du GTP s’accom-
pagne de la formation d’une liaison peptidique entre ’extrémité carboxyle du polypeptide
en cours de synthese et 'extrémité N terminale de I’acide aminé complexé a I’aminoacyl-
ARN{ du site A. Au cours de cette étape, le polypeptide se lie & ’ARN¢t au site A, libérant
ainsi ’ARN¢t du site P. L’hydrolyse d’'un GTP en présence du facteur d’élongation EF-G
permet la translocation de I’ARNt du site P vers le site E, et de ’ARNt 1ié au polypeptide
du site A vers le site P. L’ARNt du site E est ensuite relargué et le ribosome est prét pour
un nouveau cycle d’élongation.

Terminaison. La terminaison de la traduction a lieu lorsqu’un codon stop entre au
niveau du site A. Le codon stop est alors reconnu par un facteur de terminaison RF1
(qui reconnait les codons UAA et UAG) ou RF2 (qui reconnait les codons UAA et UGA)
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qui hydrolyse la liaison entre I’ARNt et le polypeptide au niveau du site P. Le facteur de
terminaison RF1 ou RF2 est ensuite relaché du site A par le facteur de terminaison RF3.

Recyclage. Au terme de I’étape de terminaison, le ribosome est lié & PTARNm et
contient ’ARNt déacétylé au niveau du site P. L’intervention d’un facteur de recyclage
ainsi que du facteur d’élongation EF-G permet la dissociation des deux sous-unités 30S
et 50S du ribosome.

Régulation. Les différentes étapes de la traduction font intervenir de nombreux fac-
teurs externes qui permettent la régulation du processus de synthése du polypeptide a
tous les niveaux. La synthése des polypeptides s’effectue a la vitesse d’environ 20 acides
aminés incorporés par seconde pour un taux d’erreur compris entre 1/3000 et 1/10000 [6].

La biogenese des éléments constitutifs du ribosome est également un processus régulé
par la cellule, notamment la biogenése des r-protéines [10]. C’est le cas en particulier des
r-protéines bL20 et ul.4 qui possedent un site de fixation & '’ARNm dont elles sont issues

(11, 12].

Inhibition. I’étude de I'inhibition de la synthese des protéines au niveau du ribosome
fait I'objet de nombreux travaux, guidés notamment par la recherche d’antibiotiques.

Certains macrolides (erythromycine,...) interagissent avec la région du tunnel d’extru-
sion du polypeptide adjacent au PTC et bloquent le chemin du tunnel inhibant ainsi la
syntheése du polypeptide [0].

Assemblage. On a vu précédemment que le ribosome est un constituant tres abon-
dant de la cellule qui assure une fonction essentielle. La description succincte des diffé-
rentes étapes de la traduction souligne I'importance de ’arrangement correct des différents
éléments constitutifs du ribosome. Les différents éléments doivent étre en interaction suf-
fisamment forte pour permettre le maintien de la structure et suffisamment flexible pour
permettre par exemple la translocation lors de I’étape d’élongation. L’assemblage cor-
rect du ribosome est par conséquent un prérequis essentiel au bon déroulement de la
traduction.

Le processus d’assemblage est trés coordonné. Il comprend plusieurs étapes couplées
entre elles. On distingue la biogenese de ’ARNr et des r-protéines, ainsi que leur replie-
ment ; les interactions entre I’ARNr, les r-protéines et les facteurs d’assemblage [13].

1.2 Etat de I'art de I’assemblage du ribosome

Avant de s’intéresser plus particulierement a l’assemblage des constituants du ribo-
some, on se propose de décrire les étapes de leur biogenese.

1.2.1 Biogenése des constituants : synthése et maturation

La biogenese du ribosome commence par la transcription des ARNr auxquels les r-
protéines présentes dans le cytoplasme viendront se fixer.
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ARNr 168, 23S et 5S. Les ARNr 165, 23S et 5S sont transcrits a partir de 7 opérons
tres semblables [14] et subissent de nombreuses modifications post-transcriptionnelles [5].

La transcription de I’ARNr s’accompagne de la formation de structures secondaires de
I’ARN, de la fixation des r-protéines au niveau des sites spécifiques néo-synthétisés, ainsi
que des modifications chimiques de 'ARN. Enfin, plusieurs RNases générent les ARNr
matures [15].

Parmi les RNases connues, la RNase III joue un réle important. La RNase I1I génere les
ARNTr précurseurs p16S rRNA, p23S rRNA et p5S rRNA. En particulier, la maturation de
I’ARNr 23S dépend fortement de la RNase III mais aussi d’autres RNases. Sa maturation
finale interviendrait lors de ’étape d’initiation de la traduction [5].

L’ARNr 23S subit 25 modifications chimiques connues (catalysées par des enzymes
appropriées). La plupart sont situées au niveau du PTC [16] dont seulement 7 sont néces-
saires a la formation d’une sous-unité fonctionnelle in vitro. Les modifications chimiques
de PARNT concernent principalement des nucléotides trés conservés et joueraient un role
dans le repliement fonctionnel de ’ARNr et dans les interactions avec les r-protéines. De
plus, certaines modifications chimiques de I’ARNr requiérent la présence de r-protéines [5].

r-protéines. Certaines r-protéines ont la propriété d’étre constituées d’extensions
intrinsequement non-structurées dont la structure est induite par les interactions avec
PARNTr. Les r-protéines ul.2, ul.3, ul.4 et ul.15 possédent les extensions les plus longues
et complexes. De plus, ces quatre protéines sont parmi les r-protéines les plus conservées
dans tous les domaines phylogénétiques, ce qui suggere un role essentiel des extensions. Les
extensions sont constituées majoritairement d’acides aminés aux résidus glycine, arginine
et lysine. Les résidus glycine conferent de la flexibilité et permettent un haut degré de
compactions des protéines. Les résidus basiques quant a eux permettent a ’extension de
plonger au coeur du ribosome en neutralisant les charges négatives du squelette phosphate
de ’ARNr [8].

L’existence de ces extensions a pour effet de limiter la solubilité de ces protéines libres
en solution. Le complexe ribonucléoprotéique formé en présence de PARNr est supposé
améliorer la solubilité des protéines ribosomiques.

Les r-protéines subissent également des modifications chimiques qui peuvent jouer
un role significatif dans 'efficacité des interactions au sein du ribosome. Cependant, la
suppression de ces maturations post-traductionnelles n’entraine pas de modifications du
phénotype de la cellule. Une exception a cette regle est la méthylation de la protéine
ribosomique ul.3 dont la suppression s’accompagne d’une accumulation de précurseurs de
la sous-unité 508 [7].

1.2.2 Assemblage en sous-unités : roles de I’ARNr, des r-protéines et des
facteurs externes

ARNr. I’ARNr 23S adopte une conformation compacte au sein de la sous-unité
50S du ribosome (cf Fig. I.1). On considére généralement que PARNr 23S adopte des
structures secondaires rapidement au cours de la transcription et s’organise en domaines.
On identifie jusqu’a 7 domaines & partir des données structurales [17].

Les structures tertiaires adoptées par PARNr 23S seraient plus lentes a mettre en
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place par 'ARNr seul. L’intervention de ligands (r-protéines ou cofacteurs) accélérerait
la formation des structures tertiaires.

Parmi les motifs tertiaires fréquemment observés, le motif A-mineur [18] est impliqué
dans la fonction catalytique au niveau du PTC. Le ribosome est de ce fait un exemple de
ribozyme [19].

r-protéines. Le role principal attribué aux r-protéines est de stabiliser les structures
conformationnelles adoptées par I’ARNr et de le guider progressivement vers le repliement
fonctionnel.

Les extensions des r-protéines stabiliseraient les interactions entre les différents do-
maines de '’ARNr. Plus généralement, les protéines assurent des ponts entre les différents
domaines de 'ARNr. Par exemple, ul.22 interagit avec au moins 6 domaines de ’ARNr
23S [6].

Quelques r-protéines sont également connues pour interagir avec des facteurs de tra-
duction. C’est le cas par exemple du stalk bL12 avec les facteurs d’élongation EF-Tu et
EF-G. De plus, les r-protéines ul.22, ul.23, ul.24 et uL.29 forment un anneau a la périphé-
rie du ribosome autour du canal d’extrusion du polypeptide néo-synthétisé. Cet anneau
est notamment impliqué dans des voies de signalisation [0].

Il a également été proposé que certaines r-protéines ne seraient pas impliquées direc-
tement dans la traduction et/ou 'assemblage, mais permettraient néanmoins d’accélérer
le processus [13].

Facteurs externes : roles des helpers. Parmi les facteurs externes favorisant ’as-
semblage du ribosome, on trouve des hélicases & ARN, des chaperonnes a ARN, des
facteurs de maturation ainsi que des GTPases.

Le role généralement attribué aux helpers est d’accélérer I’assemblage en sous-unité
des constituants du ribosome, en diminuant les barrieres d’énergie entre des conformations
intermédiaires de sous-unités non-fonctionnelles. De plus, les helpers peuvent jouer un réle
dans le controle qualité de I’assemblage [13].

— Hélicases a ARN : ces protéines sont connues pour moduler les structures adop-
tées par ’ARN. Parmi les nombreuses familles d’hélicases & ARN, on distingue
les hélicases a boite DEAD [20]. Dans la famille des hélicases & boite DEAD, des
études ont montré chez E. coli, 'intervention de SrmB, DbpA et DeaD/CsdA lors
de la biogenése du ribosome [21]. Parmi les nombreuses activités enzymatiques de
ces protéines, la biogenese du ribosome ferait intervenir soit une activité hélicase,
soit une activité de chaperonnes & ARN, soit enfin une activité impliquée dans le
réarrangement des interactions entre ’ARNT et les r-protéines [13].

— Chaperonnes : DnaJ, DnaK et GrpE sont des chaperonnes (& protéine) agissant
ensemble dans le processus d’assemblage [13].

— GTPases : on distingue de tres nombreuses GTPases intervenant dans la bioge-
nese du ribosome. Par exemple ObgE qui interagit directement avec uLi13 lors de
lassemblage de la grande sous-unité chez B. subtilis [22].

Facteurs externes : roles des ions. Les ions métalliques Mg?*, K, et dans une
moindre mesure Na™, sont essentiels pour la formation et la stabilisation des structures
compactes d’ARN. Les cations M g?* interagissent majoritairement avec le squelette phos-
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phate et les hétéroatomes des bases azotées. Les cations monovalents quant a eux, inter-
agissent majoritairement avec les bases azotées et les protéines. Les ions métalliques sont
de fait trés abondants dans le ribosome, particulierement dans la région environnant le
PTC [23].

En conclusion, ’ARNT et les r-protéines jouent un role essentiel dans la traduction. Le
processus d’assemblage du ribosome requiert une succession de changements conforma-
tionnels de ’ARNTr et des interactions avec les r-protéines. Le repliement de I’ARN serait
stabilisé par les r-protéines, guidant ainsi progressivement I’ARNr vers la configuration
fonctionnelle [13, 24]. En raison du grand nombre de composants, la biogenése du ribo-
some est coliteuse en énergie. C’est pourquoi la synthése et I'assemblage des composants
du ribosome doit étre un processus coordonné et efficace.

1.2.3 Expériences de reconstitution in vitro de la sous-unité 50S d’E. coli

En 1968, une équipe de chercheurs démontre la possibilité de reconstituer une sous-
unité 308 fonctionnelle a partir des éléments constitutifs purifiés directement d’E. coli [25].
En 1974, une autre équipe démontre cette fois la possibilité de reconstituer la sous-unité
508 [26, 27].

Ces expériences ont permis de reconstituer un ribosome fonctionnel avec un rendement
de 50 a 100 % dans un tube & essai & partir du mélange des éléments constitutifs purifiés.
Ces expériences démontrent que 1’ensemble de I'information nécessaire a I’assemblage du
ribosome est contenue dans les séquences primaires des ARNr et des r-protéines [1, 13].

Par la suite, on s’intéresse particulierement aux expériences de reconstitution in wvitro
de la grande sous-unité 508S.

a) Un processus en deux étapes

L’expérience de reconstitution de la grande sous-unité 50S est effectuée en deux étapes
[26, 27, 28]. Le mélange constitué des ARNr 23S et 5S en présence des 33 r-protéines
(Tp 50) est incubé successivement selon les conditions décrites dans 1’équation I.1.

44°C, 4 mM Mg2?>+  50°C, 20 mM Mg2+

20 min 90 min

ARNr (235 +55) + Tp 50

50 (L1)

Le tampon expérimental des deux incubations successives differe suivant la concentra-
tion en cations Mgt (acétate de magnésium) et contient de plus : 20 mM Tris HC1 pH 7.4,
400 mM NH4Cl, 0.2 mM EDTA et 5 mM 2-mercaptoethanol [25].

Ces expériences de reconstitution in vitro ont permis d’isoler des intermédiaires d’as-
semblage, d’analyser leur composition et d’en déduire les mécanismes en jeu lors de 'as-
semblage de la grande sous-unité 50S.

b) Premiére étape : particules intermédiaires RI50(1) et RIZ(1)

La premiere étape de la reconstitution in vitro de la grande sous-unité 50S s’effectue
suivant deux intermédiaires de reconstitution Rl50(1) et RIZ;(1) [27]. Ces deux particules
ont la méme composition, mais different par leur coefficient de sédimentation. RI50(1)
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sédimente & 33S contre 41S pour RIZ,(1). Cette différence révele un changement confor-
mationnel de la particule lors du passage de RI50(1) & RIZ(1).

Les particules RI50(1) et RIZ,(1) sont composées des ARNr 23S et 5S ainsi que de
22 r-protéines : uLl, (ulL2), ul3, ul4, (uL5), bL9, ul10, ul11, bL12, (ul13), ulL15,
bL17, (uL18), bL20, bL21, ul22, uL23, uL24, (bL26 = bS20), ul29, (bL33) et (bL34)
[29, 30, 31] .

Des expériences complémentaires montrent que la formation de la particule RI50(1)
s’effectue & 0°C. Le changement conformationnel de la particule RI50(1) en RIZ;(1) est
une étape importante pour le bon rendement de la reconstitution d’une sous-unité 50S
fonctionnelle. C’est ce changement conformationnel de la particule qui requiert 1’élévation
de température a 44°C' (cf. équation 1.2).

ARNT (235 +55) + 22 r — protéines ~5 RIso(1)
33S

44°C'7 Changement

RI50(1) . RI5,(1) (1.2)
33S Con formationnel 418

Parmi l'’ensemble des composants de lintermédiaire RI50(1), ’ARN 23S et les r-
protéines ul.24, ul.22, bL20, ulL13 et ulL4 jouent un role essentiel pour le changement
conformationnel RI50(1) —RIZ, (1) [32].

c) Carte d’assemblage in vitro

L’étude des intermédiaires de reconstitution a également permis de dresser une car-
tographie de I’assemblage de la sous-unité 50S (Fig. 1.3). Elle comprend 'ordre d’incor-
poration des r-protéines, ainsi que les interactions entre les r-protéines et les ARN 23S et
5S [30, 31].

Sur la carte d’assemblage, on distingue un groupe de r-protéines qui se fixent au
niveau de lextrémité 5’ de 'ARN 23S : ul24, ul22, bL21, bL20, uLL13 et ulL4. Ces r-
protéines correspondent également aux premieres protéines incorporées in vivo dans la
grande sous-unité 50S en formation. On les appelle les early binders, parmi lesquels on
trouve les r-protéines essentielles a la formation de la particule RIZ(1).

La carte d’assemblage met également en évidence des interactions entre les r-protéines
directes ou indirectes. On voit par exemple une interaction directe entre bL20 et uLL13. Une
interaction indirecte est par exemple visible entre uL5 et ul.4, car I'incorporation de ul5
est fortement dépendante de celle de uL2, elle-méme fortement dépendante de la fixation
de ul4 sur 'ARN 23S. Ces interactions directes ou indirectes soulignent le caracteére
coopératif de I'incorporation des r-protéines dans la sous-unité 50S en formation.

d) Deux initiateurs de ’assemblage

Ce paragraphe a été rédigé a partir de l'article original de V. Nowotny et K. H. Nie-
rhaus [34]. Pour une bibliographie plus récente, le lecteur pourra également consulter [0, 8].

1. Les protéines entre parenthéses sont identifiées en quantité substoechiométrique par rapport & ’ARNr
23S.
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Fig. 1.3 Carte d’assemblage de la grande sous-unité 50S du ribosome. Les fleches réca-
pitulent les interactions entre les r-protéines et ’ARNTr, ainsi que les interactions entre les
r-protéines déterminées par les expériences de reconstitution in vitro. Les couleurs corres-
pondent aux 6 groupes observés in vivo. Le bleu correspond aux premiers précurseurs et
le rouge a la sous-unité 50S quasi-assemblée. Figure extraite de [33].

Une grande majorité des protéines de la grande sous-unité peuvent se fixer individuel-
lement a I’ARN 23S (cf Fig. 1.3). Le raisonnement suivant permet d’estimer dans ce cas
la probabilité de former une particule active.

On suppose que toutes les r-protéines ont une concentration identique largement supé-
rieure a leurs affinités pour I’ARNr et donc que leur fixation est systématique. E désigne
le rapport du nombre d’exemplaires d’ARN sur le nombre d’exemplaires d’une protéine
donnée. n désigne le nombre de protéines se fixant directement a 'ARN de fagon indé-
pendante (protéine indépendante).

S’il y a plus de protéines que d’ARN (E < 1), on montre que ’on forme une particule
fonctionnelle (c’est-a-dire que tous les ARN contiennent toutes les protéines indépen-
dantes) de fagon systématique.

In vivo, il y a plus I’ARN que de protéines (cf paragraphe ci-dessous). Dans ce cas,
FE > 1, on montre que :

— la probabilité de trouver une protéine indépendante sur un ARN donné est 1/FE

— la probabilité de trouver n protéines indépendantes sur un ARN donné est 1/E™
(processus indépendant)

— la probabilité de trouver n protéines indépendantes sur un ARN est E/E" (ily a E
molécules d’ARN avec les protéines indépendantes fixées). C’est aussi la probabilité
de trouver une particule fonctionnelle.

Ce modele simple montre que la probabilité de former la sous-unité 50S décroit for-

tement avec le nombre de protéines indépendantes. Ce résultat est méme d’autant plus
marqué que le rapport de molarité ARN /protéines est grand.
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Des expériences de reconstitution de la grande sous-unité 50S ont été réalisées pour
différents rapports E. Ces expériences ont montré d’une part que contrairement a la
prévision, le processus d’assemblage reste relativement efficace. D’autre part, la relation
prédite E/E™ qui ajuste le mieux aux données expérimentales est obtenue pour n=2. Des
expériences complémentaires ont montré le réle particulier joué par uL24 et uL3 dans le
rendement de ’expérience de reconstitution.

Les auteurs de ces expériences ont alors proposé la fonction d’initiateur de I'assem-
blage de la grande sous-unité 50S attribuée a ul.24 et uL3. Ces deux initiateurs diminuent
le nombre de protéines qui se fixent de facon indépendante a ’ARN 23S. Ils assurent un
role de coordination de I'assemblage.

In vivo, les ARN ribosomiques sont en léger exces par rapport a la quantité de
r-protéines disponibles, typiquement dans un rapport de molarité ARNr/r-protéine de
1.1/1.

Cet exces d’ARNTr par rapport aux r-protéines est méme tres marqué dans un contexte
de stress de la bactérie et peut atteindre 3/1. Or nous avons vu (cf paragraphe 1.1.3) que
la régulation de la biogenese des r-protéines nécessite l'existence de r-protéines libres
dans le cytoplasme capables de fixer TARNm. Le role de régulation de la quantité de
r-protéines dans le cytoplasme serait attribué a ul3, qui contribuerait a la formation de
particules dead ends dans des conditions de développement défavorables, libérant ainsi
des r-protéines disponibles pour la régulation.

Enfin, le role de « sélection » de ’ARN qui conduit & une particule fonctionnelle serait
attribué a ul.24 qui comme nous ’avons vu, appartient aux early binders de I’assemblage.

1.2.4 Etudes in vivo de I'assemblage

La durée de ’assemblage du ribosome in vivo est estimée a environ 2 minutes a 37°C
[1]. L’assemblage in vivo est par conséquent bien plus rapide que ’assemblage in vitro
réalisé par les expériences de reconstitution.

Deux explications sont généralement invoquées pour rendre compte de cette différence :

— in vivo, Passemblage est co-transcriptionnel (Assembly gradient) [13, 35]. En effet,
I'image réalisée en microscopie électronique d’un des 7 opérons codant pour les
ARNr en cours de transcription révele l'incorporation simultanée des r-protéines
sur ARNr en cours de synthese [36, 24].

— in vivo, I'intervention de helpers permet d’accélérer le processus d’assemblage no-
tamment en prévenant les piéges cinétiques [37, 24]. Un pieége cinétique correspond
dans ce cas a une conformation non-native de 'ARNr, qui posséde une durée de
vie tres longue par rapport aux cinétiques en jeu dans le processus d’assemblage.

Les études in vivo de I’assemblage du ribosome chez F. coli ont permis d’identifier au
moins 6 groupes chronologiques de précurseurs de la grande sous-unité 50S. Des particules
appartenant a ces 6 groupes ont été isolées et I’étude de leur composition a permis de
dresser la carte d’assemblage in vivo. La carte d’assemblage ainsi obtenue a ensuite été
superposée a celle déterminée par les expériences de reconstitution in vitro (Fig. 1.3) [33].
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Les intermédiaires observés in vivo sont en bon accord, au moins pour les premiéres
étapes, avec ceux observés in vitro [32, 13].

Les cartes d’assemblage suggerent de plus qu’il existe plusieurs chemins possibles pour
I’assemblage de la grande sous-unité du ribosome. Des expériences de reconstitution in
vitro ont méme montré que bL20 peut assurer le role initiateur de ul.24 lorsque ce dernier
est absent. Ce résultat indique bien que le chemin réactionnel pour former une particule
active est redondant. A noter cependant que dans le cas de I'initiation assurée par bL20,
Defficacité de ’assemblage est bien moindre que lorsque ul.i24 est présent [38]. L’existence
de chemins paralleles, lors de I'assemblage de la grande sous-unité vers une particule
fonctionnelle, a été démontrée dans le cas de précurseurs contenant déja les early binders
[39]. D’une maniere générale, il semble que l'existence de chemins paralleles lors de 'as-
semblage vers une particule fonctionnelle concerne principalement les dernieres étapes de
lassemblage [1].

1.3 Systémes étudiés dans la these

L’objectif de la these est de caractériser a 1’échelle moléculaire les interactions entre
les r-protéines et I’ARN 23S en jeu lors des premieres étapes de ’assemblage de la grande
sous-unité du ribosome. La technique expérimentale utilisée permet une mesure directe
de la stabilité mécanique des structures adoptées par ’ARN a 1’échelle de la molécule
unique. Ces mesures sont ensuite comparées en présence et en absence de r-protéines.

Dans cette section, je vais décrire les fragments d’ARN 23S que j’ai étudiés, et je
montrerai le lien avec 1’étude de l'assemblage de la grande sous-unité du ribosome. Je
conclurai en précisant les problématiques que souléve cette étude.

1.3.1 Fragment principalement étudié : ARN 23S 281-359

Le fragment correspondant aux nucléotides 281 a 359 est essentiel pour ’assemblage
du ribosome [11]. Il est situé dans le domaine I au niveau de lextrémité 5’ de PARN
23S et contient les hélices H18, H19 et H20. Dans le ribosome, ce fragment est situé a la
périphérie, en contact avec le cytosol.

Ce fragment d’ARN est un site de fixation des r-protéines uL24 et ul4 [12], dont les
interactions interviennent lors des premieres étapes de l'assemblage de la grande sous-
unité 508 (cf. Fig. 1.3).

Des aliquots purifiés de protéines ul24 (6.4 mM) et uL4 (55 uM) ont été préparés
par I’équipe de T. Ueda [13].

uL.24 est une protéine de 104 acides aminés (11.2 kDa) codée par le gene rplX (cf
UniProtKB code P60624 [11]) appartenant a 'opéron spc [15].

C’est une protéine majoritairement globulaire située a la périphérie du ribosome (cf.
Fig. .4A) qui interagit spécifiquement avec le fragment d’ARN (cf. Fig. 1.4B). uL24 ne
possede pas d’interactions directes avec les autres protéines ribosomiques chez E. coli (cf.
Fig. 1.4C) et H. marismortui [3].

Comme on I'a vu précédemment, ul.24 est une protéine essentielle & la premiere étape
de 'assemblage in vitro de la sous-unité 50S et assure (avec uL3) le role d’initiateur de
l'assemblage. ul.24 est nécessaire a 'obtention de la particule intermédiaire RIZ,(1) mais
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Fig. 1.4  Fragment d’ARN 23S en interaction avec ul.24 et uL4. A) Position du fragment
d’ARN correspondant aux nucléotides 281 a 359 (vert) en interaction avec les protéines
ul24 (marron) et uL4 (bleu) dans la grande sous-unité mature (ARNr en jaune et r-
protéines en mauve). B) Représentation bi-dimensionnelle du fragment d’ARN montrant
la structure secondaire composée des hélices H18, H19 et H20. Les nucléotides entourés en
marron (bleu) correspondent aux nucléotides en interaction directe avec uL24 (ul4). C)
Représentation tri-dimensionnelle du fragment d’ARN (vert) en interaction avec les pro-
téines ul24 (marron) et ul4 (bleu) dans le ribosome mature d’E. coli. Structure extraite
du code PDB 4YBB [10] et représentée par I’éditeur PyMOL.

n’est pas indispensable pour assurer sa stabilité conformationnelle. La reconstitution in
vitro de la sous-unité 50S, a partir de la particule RIZ;(1) déplétée en ul24, est possible.
On montre que dans ce cas, on obtient une sous-unité 50S fonctionnelle qui conduit a un
ribosome, dont 'efficacité de la traduction n’est pas affectée. Ce résultat suggere que ul.24
joue un role certes essentiel mais uniquement dans ’assemblage du précurseur RIZ(1) [10].

Enfin, un réle proposé pour ul24 est de remodeler le site de fixation de ulL22 via
PARNr 23S [3].

ul4 est une protéine de 201 acides aminés (22.1 kDa) codée par le géne rplD appar-
tenant a l'opéron S10 (cf UniProtKB code P60723 [11]).

C’est également une protéine essentielle a la premiere étape de ’assemblage de la
sous-unité 50S. ul4 interagit avec le fragment d’ARN d’intérét via une partie globulaire
de la protéine localisée a la périphérie de la sous-unité 50S (cf Fig. .4A-B).

ul4 possede également une extension qui plonge au cceur du ribosome et interagit
avec différents domaines de I’ARN 23S. Le rapport entre la surface de ul.4 en interaction
avec ’ARN et la surface totale de ul4 est parmi le plus élevé des protéines ribosomiques
(43.7 % contre 34.4 % en moyenne - données pour H. marismortui [8]). L’extension de uL4
est notamment un élément constitutif du canal d’extrusion du polypeptide néo-synthétisé
et joue un role dans I'assemblage du ribosome [17].

Enfin, ull4 est un répresseur transcriptionnel de I'opéron S10. Indépendamment, ul.4
est aussi un répresseur traductionnel de 'opéron S10 en interagissant directement avec
PARNm [11, 12, 18].
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1.3.2 Fragment d’ARN 23S 991-1163

Le fragment d’ARN 23S compris entre les nucléotides 991 et 1163 a déja fait ’objet
d’une étude en molécule unique [19]. L’étude a entre autres caractérisé l'interaction entre
ce fragment d’ARN et la protéine L20C (partie C terminale de la protéine bL20).

Ce fragment d’ARN interagit également avec ul.13. Dans la carte d’assemblage (Fig. 1.3),
I'incorporation de ulL13 succede a celle de bL20.

1.3.3 Problématiques de I'étude

L’étude du fragment d’ARN 23S 991-1163 a déja fait 1'objet d’une étude antérieure
a I’échelle de la molécule unique. J’ai utilisé ce fragment pour optimiser les conditions
expérimentales de manipulation.

Les expériences sur le fragment d’ARN 23S 281-359, en présence des protéines ul.24
et/ou ul4, permettent I’étude a ’échelle de la molécule unique des interactions en jeu lors
des toutes premieres étapes de I'assemblage de la grande sous-unité 50S. L’étude de ces
interactions permettra de préciser le role éventuel des protéines ul.24 et ul.4 dans le replie-
ment et/ou la stabilisation mécanique du fragment d’ARN. Je m’intéresserai également
a la fréquence de 'interaction avec ’ARN pour différentes concentrations en r-protéines.
J’en déduirai des constantes d’affinité et tenterai de donner une mesure quantitative de
I’aspect coopératif de la fixation des r-protéines ul.24 et ul.4. Enfin, j’essaierai de mettre
en évidence le role particulier de ul.24 en tant qu’initiateur de I'assemblage in vitro de la
sous-unité 50S.
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Chapitre Il

Mesures de force via un double piege
optique

L’investigation des processus biologiques en jeu dans la cellule, et en particulier ceux
impliqués dans la traduction, est permise via de treés nombreuses techniques expérimen-
tales complémentaires. Ces études ont permis notamment de déterminer les structures
des ARNr et des r-protéines, ainsi que leurs repliements et leurs interactions au sein du
ribosome [7]. Parmi ces techniques expérimentales, la diffraction des rayons X a contribué
significativement & I’élucidation de la structure tri-dimensionnelle du ribosome [50]. La
résolution des structures du ribosome par diffraction des rayons X lors des différentes
étapes de la traduction a permis d’élucider de nombreux mécanismes en jeu au sein du
ribosome.

Depuis les années 1990, de nouvelles techniques expérimentales ont été développées
permettant la manipulation des acides nucléiques a 1’échelle de la molécule unique, et
ouvrant la voie a des études dynamiques des processus biologiques a 1’échelle moléculaire
[51]. De nombreuses configurations expérimentales ont été imaginées et mises en ceuvre,
parmi lesquelles on distingue le piege magnétique [52], le piége optique [53] et plus ré-
cemment le piege acoustique [54]. Ces techniques ont pour point commun de permettre
d’exercer des forces au niveau de molécules uniques permettant a la fois leur manipulation
et leur investigation.

La mise en ceuvre de ces techniques, particulierement pour 1’étude des acides nu-
cléiques, s’est avérée tres fructueuse dans 1’élucidation de nombreux mécanismes cellu-
laires a ’échelle moléculaire [55]. A titre d’exemple, on citera I’étude sur molécule unique
du ribosome [56] qui a notamment montré que le ribosome est un moteur moléculaire
capable de développer 13 picoNewtons (1 pN=10"'2N).

Par la suite, je décrirai la technique que j’ai utilisé au cours de la thése, a savoir la
mesure de force via un double piege optique.

1.1 Dispositif expérimental

Dans le cas du double piege optique, la molécule d’intérét est attachée a deux billes
micrométriques au niveau de ses extrémités. Ce sont les billes micrométriques que 'on
piége. Dans un premier temps, je vais décrire comment on est capable de manipuler des

23
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A) B) C) D)

Fig. II.1  Principe du piége optique. A) Bille micrométrique piégée au point focal d’un
faisceau laser. B) a et b représentent deux rayons dont on suit la propagation au travers
d’une bille micrométrique d’indice optique supérieur a celui du milieu environnant. Au
niveau des interfaces, les rayons sont déviés selon les relations de Snell-Descartes. F, et
ﬁb représentent les forces exercées sur la bille dii au transfert de quantité de mouvement
des rayons incidents a et b. Le profil d’intensité gaussien du faisceau incident résulte
en une quantité de mouvement incidente plus importante pour la trajectoire a que b et
F,

orthogonales Ficqt + Fyrqq. Ce raisonnement sur deux rayons particuliers montre I'exis-

par conséquent, ’ > HF})H La somme F, + 1*:';) peut étre écrite selon deux directions

—

tence d’une force de rappel Fy,,q exercée sur la bille qui tend a la maintenir au centre
du faisceau. La force axiale F. szat tend a pousser la bille dans la direction de propagation
du faisceau. C) Méme raisonnement pour une bille placée légérement en aval du point
focal d’une lentille convergente. F. szat pointe vers le point focal f de la lentille. Figure
extraite de [57]. D) La bille dans le piége « voit » un potentiel harmonique [58] autour
de sa position d’équilibre xo en absence de contrainte externe. Un déplacement latéral de
la bille sous 'effet d’une contrainte externe (fleche violette) s’accompagne d’une force de
rappel élastique (fleche rouge). La contrainte externe est compensée par la force de rappel
définissant une nouvelle position d’équilibre x1 pour la bille.

billes de taille micrométrique dans un piege optique et comment on peut mesurer les
forces nécessaires au piégeage. Puis je décrirai le montage expérimental correspondant au
double piege optique que j’ai utilisé au cours de ma these, et son application a 1’étirement
du fragment d’ARNr d’intérét.

11.1.1 Principe de la mesure de force dans un piége optique
a) Qu’est-ce qu’un piége optique ?

Un piege optique est un dispositif expérimental permettant la manipulation d’une
bille de taille micrométrique (diametre noté ¢ dans la suite) a 'aide d’un faisceau laser.
Le faisceau laser, focalisé par un objectif de microscope (I'objectif du piege) a grande
ouverture numérique, crée un fort champ électromagnétique au niveau du point focal
de l'objectif. Ce champ exerce des forces sur la bille et la confine autour d’une position
d’équilibre.

Le laser utilisé dans cette these, Nd : YV Oy, émet un faisceau de longueur d’onde
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A=1064 nm. Par conséquent, la taille du faisceau au niveau du point focal de ’objectif
du piege est du méme ordre de grandeur que le diametre de la bille piégée (A ~ ¢ comme
illustré dans la figure I1.1A). Dans ces conditions, on ne peut pas calculer exactement la
force exercée par le faisceau laser sur la bille. On peut cependant comprendre l'origine
de la force en se plagant soit dans I'approximation de 'optique géométrique (A « ¢), soit
dans le régime optique de Rayleigh (A » ¢).

Régime de I'approximation de ’optique géométrique. Dans ce régime, la pro-
pagation des rayons lumineux dans un milieu isotrope d’indice optique homogene se fait
en ligne droite. Au niveau d’une interface, le faisceau est dévié suivant les relations de
Snell-Descartes. Les rayons lumineux ainsi tracés décrivent la propagation des photons
du faisceau. Les photons transportent une quantité de mouvement, par conséquent, la
déviation d’un rayon lumineux au niveau des interfaces entre le milieu environnant et
la bille s’accompagne d’un transfert de quantité de mouvement des photons a la bille.
Le transfert de quantité de mouvement résultant peut étre décomposé suivant une force
axiale Fleq et une force orthogonale Fg;ad [57, 59].

La figure I1.1B-C décrit un cas pratique de deux situations pour lesquelles on montre
que les forces Fszat et Fg;ad maintiennent la bille dans une position d’équilibre au niveau
du point focal de 'objectif.

Régime optique de Rayleigh. Ce régime optique permet de dériver une expression
pour les forces Fieqt €t Fyrqq introduites précédemment.

Tgon 210 8 m? — 1
Fseat = 0= m avec o = 3?4(7’12_’_2)2 (IIl)
T m? —1
Frad = WVIO avec a = n;¢3(m2 " 2) (I1.2)
m

m = ny/ny, est le rapport de 'indice de réfraction de la bille sur celui du milieu envi-
ronnant.

Fgscat correspond au changement par unité de temps de la quantité de mouvement
incidente. Pour un faisceau incident de puissance P dans un milieu environnant d’indice
de réfraction n,,, Fscar = % ou c est la vitesse de la lumiere dans le vide. Pour une bille
non-absorbante, la puissance incidente est égale a la puissance diffusée. En introduisant
la section efficace de diffusion et l'intensité du faisceau incident P = olj, on en déduit

I’expression de Fi.,; donnée par I’équation II.1.

Fgraq résulte de 'interaction du dipole induit avec le champ électrique E. Le moment
dipolaire p est proportionnel a la polarisabilité du dipole « et au champ électrique F.
L’énergie U du dipdle s’exprime par conséquent U ~ pE ~ aFE? ~ aly. La force Fyraa
s’écrit donc Fy.qq ~ VU ~ aVIy. Quantitativement, F,qq est donné par I’équation I1.2.

A partir de ces relations, on peut estimer l'influence des parametres sur la qualité
du piege. Premierement, on voit que la bille doit étre composée d’un matériau ayant un
indice optique différent de celui du milieu environnant (m # 1). De plus, I'indice optique
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du matériau de la bille influence peu la raideur du piege par rapport au diametre de la bille.

On a vu comment on est capable de confiner une bille de taille micrométrique en
utilisant un faisceau laser focalisé par un objectif de microscope a grande ouverture nu-
mérique. Tout écart de la bille autour de sa position d’équilibre s’accompagne d’une force
de rappel décomposable selon deux directions orthogonales Fg;ad + F. ;at.

b) Comment mesure-t-on des forces dans un piége optique ?

Par la suite, jutiliserai le piége optique pour mesurer les forces exercées sur un frag-
ment d’ARN d’intérét relié a la bille piégée (je montrerai comment dans la section sui-
vante). C’est-a-dire que l'expérience consistera au niveau du piege optique, a exercer une
contrainte extérieure sur la bille piégée et d’en déduire la force de rappel du piege condui-
sant & la nouvelle position d’équilibre de la bille (cf Fig. I11.1D).

Le dispositif expérimental est congu de sorte & imposer une contrainte extérieure selon
la direction perpendiculaire a la propagation du faisceau. La force de rappel correspond
dans ce cas uniquement a Fg;ad.

Cette méthode requiert la calibration du piege optique. C’est-a-dire que pour déduire
la force Fy,qq exercée sur la bille depuis sa position dans le piege, 'expérimentateur doit
connaitre la raideur du piege k. En pratique, la calibration du piege consiste a mesurer la
position de la bille dans le piege sous 'effet d’une contrainte extérieure connue.

En conclusion, pour mesurer la force et calibrer le piege, il faut un systeme de détection
de la position de la bille. Le plus communément employé est une mesure indirecte qui
consiste a observer comment le faisceau incident a l'origine du piege optique est diffracté
par la bille piégée. La calibration du piege optique est expliquée a la fin de ce chapitre a
partir d’une mesure expérimentale.

c) Mesure de la position relative de la bille dans le piége

La figure de diffraction de la bille dans le piege est collectée par un objectif de micro-
scope ('objectif de collecte ou condenseur).

Projection. La figure de diffraction est ensuite projetée sur un détecteur de posi-
tion conjugué avec la pupille arriere de 'objectif de collecte (back focal plane detection).
L’image résultante sur le détecteur est une tache d’Airy dont la position dépend de la
position de la bille dans le piege.

L’intérét de ce mode de projection est qu’on observe en bonne approximation la trans-
formée de Fourier de 'objet dans le piege au niveau du détecteur. Donc toute translation
du piege, en particulier due aux dérives temporelles, n’affecte pas I'intensité du signal sur
le détecteur [60, 61].

Mesure de la position de la figure de diffraction. La mesure de la position de
la figure de diffraction peut étre réalisée par une photodiode quatre quadrants. Chaque
quadrant géneére une tension électrique proportionnelle a I'intensité de I'image incidente.



I1.1 DISPOSITIF EXPERIMENTAL 27

A) \ I+ B)

L’ X Déplacement (um)

Fig. I1.2  Mesure de la position de la figure de diffraction. A) Représentation des qua-
drants du détecteur numérotés de 1 a 4. R = ﬁ%ﬁ quantifie la position du spot dans la
direction x. rIy = Vo+ V3 (rl- = V1 +V}) correspond a l'intensité du signal dans la partie
droite (gauche) du détecteur (r est la résistance électrique associée aux quadrants). B) R
en fonction de I'écart x relatif a la position d’équilibre de la bille dans le piége. La fléche

indique qualitativement la réponse du détecteur au cas décrit en A). Figure extraite de

[58].

On mesure les tensions électriques générées sur chaque quadrant, d’ott on déduit la posi-
tion de I'image sur la photodiode.

On montre qu’il existe une relation linéaire entre la position de 'image sur le détec-
teur R et la position de la bille dans le piege sur une certaine gamme de déplacement (cf
Fig. 11.2) [58]. Par conséquent, il existe également une relation de proportionnalité entre
la force de rappel et la tension générée par le capteur (équation I1.3).

F(z) = ke F(x) = —R(x) (IL.3)

R(z) = px } k
p

Conclusion. La force est une fonction linéaire du signal de tension délivré par le
capteur. Le coefficient de proportionnalité est le rapport entre la raideur du piege k et
la sensibilité du détecteur p. Il faut donc réaliser a la fois la calibration du piége optique
mais aussi du systéeme de détection pour en déduire la force comme nous le verrons a la
fin du chapitre.

11.1.2 Montage expérimental : double piége optique

Le montage utilisé dans cette theése est constitué de deux pieges optiques (Fig. I1.3).
Un des pieges est maintenu a une position fixe et est utilisé pour la mesure de la force.
L’autre piege est mobile et permet d’imposer un étirement de la construction moléculaire
a lorigine de la contrainte extérieure.

Les piéges fixe et mobile sont issus de la méme source laser. Le laser utilisé
dans cette these, Nd : YV Oy, émet un faisceau de longueur d’onde A=1064 nm, de
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C1

Objectif du piége  ———fp
«¢— Echantillon biologique

«4— Objectif de collecte
C3 (condenseur)

Fig. I1.3  Description du montage optique. Le faisceau correspondant au piége mobile
est réfléchi par un miroir piloté par une cale piézoélectrique, de sorte a imposer I'angle
d’incidence du faisceau au niveau de la pupille arriére de I'objectif du piége. Figure extraite

de [62].

polarisation rectiligne et délivrant une puissance de 2W. On utilise une longueur d’onde
dans l'infrarouge pour limiter ’échauffement de 1’échantillon lors de la mesure de force.

Le faisceau est séparé suivant deux chemins optiques par un cube séparateur en pola-
risation sélectionnant deux polarisations rectilignes orthogonales. Ces deux faisceaux sont
a lorigine des deux pieges optiques. L’intérét de générer les deux pieges a partir de la
méme source laser est de limiter les sources de dérive. Pour la méme raison, le reste du
montage est optimisé pour réduire le chemin optique et notamment les chemins optiques
qui différent selon le piege fixe ou mobile.

Apres recombinaison des faisceaux fixe et mobile au niveau du cube C2, un télescope
permet d’assurer un bon remplissage de la pupille arriere de ’objectif du piege par les
faisceaux incidents.

Enfin, le cube C3 permet de ne sélectionner que la lumiere provenant du piége fixe
lors de la mesure de force.
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Particularités du piége mobile. La polarisation des faisceaux est altérée lors du
passage dans les objectifs de microscope, de sorte que la recombinaison des deux faisceaux,
polarisés perpendiculairement avant les objectifs, conduit a une figure d’interférence en
sortie des objectifs de microscope. Pour limiter cet effet parasite, le faisceau correspondant
au pieége mobile est décalé de 80 MHz par rapport a la fréquence optique du laser [63].
Le décalage est réalisé par un modulateur acousto-optique qui agit comme un réseau de
diffraction accordable en fréquence. Le faisceau incident émerge du modulateur acousto-
optique suivant plusieurs ordres de diffraction. La fréquence des ordres +m de diffraction
correspond a la fréquence de ’onde incidente +mF', ou F' = 80 MHz est la radio-fréquence
de fonctionnement du modulateur acousto-optique.

De plus, la réflexion du faisceau sur un miroir mobile piloté par une cale piézoélectrique
permet d’imposer le déplacement du piege lors de la mesure. Comme discuté précédem-
ment, le déplacement du piege mobile est réalisé perpendiculairement a la direction de
propagation du faisceau fixe de sorte de mesurer la force de rappel Fy,,q. Enfin, le dépla-
cement du piege lors de la mesure de force doit correspondre a la direction de la mesure
de tension au niveau du détecteur.

Objectifs du piege et de collecte. L’objectif du piége est un objectif & immersion
a huile (n=1.5) permettant une grande ouverture numérique (1.4). Cet objectif a par
conséquent une distance de travail trés réduite (~ 170 pum). Cette configuration permet
notamment de piéger des billes d’indice optique faible comme les billes de silice : 1.43-
1.46 contre 1.59-1.60 pour le polystyréne (mesuré & 589 nm). Pour limiter les aberrations
sphériques, les mesures de force sont effectuées a proximité (5 pm) de la surface de la
cellule contenant 1’échantillon biologique [59].

L’objectif de collecte est un objectif & immersion & eau (n=1.33) d’ouverture numé-
rique (1.2). On collecte par conséquent beaucoup de photons en sortie du piege améliorant
le rapport signal sur bruit au niveau du capteur de position. En pratique, le choix de 1’ob-
jectif de collecte, et donc la distance de travail (~ 1 mm), est adaptée a 1’épaisseur de la
cellule optique contenant 1’échantillon biologique (~ 0.5 mm).

Remarques. La détection en mode pupille arriere (back focal plane) a été discutée
précédemment. Par souci de pédagogie, j’ai introduit le principe de fonctionnement du
détecteur en considérant une diode quatre quadrants. En pratique, on utilise un détec-
teur PSD qui posseéde les mémes caractéristiques électroniques qu’une photodiode quatre
quadrants avec des propriétés optiques meilleures [59].

De plus, 'ensemble du montage est disposé sur une table optique anti-vibration et
protégé de la poussiere et des courants d’air par une protection mécanique. Enfin, la salle
est maintenue & une température constante.

J’ai décrit le principe de la mesure de force dans un piége optique ainsi que le dis-
positif expérimental. Dans la section suivante, je décrirai la préparation de I’échantillon
biologique et de la cellule optique.
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+ +

1.64 pm

Fig. I1.4  Construction moléculaire utilisée pour les mesures de force. L’ARN (vert) est
hybridé de part et d’autre du fragment d’intérét (vert foncé) par des poignées d’ADN
(orange). Les poignées d’ADN portent des résidus biotine (rouge).

1.2 Mise en place d’une expérience

La mesure de force nécessite la préparation de constructions moléculaires contenant
le fragment d’ARNr d’intérét. Les différentes étapes de la synthese de la construction
moléculaire sont décrites en détail dans la publication [62] et disponible en annexe B.

11.2.1 Description de la construction moléculaire

La construction moléculaire est illustrée dans la figure 11.4. La molécule d’ARN com-
prend l'opéron rrnB. Elle est hybridée de part et d’autre du fragment d’intérét par des
poignées d’ADN. Ces poignées facilitent la manipulation de la molécule lors du piégeage
tout en assurant 'ancrage de la molécule au niveau des billes.

Poignées d’ADN. Chaque poignée d’ADN est complémentaire d’un fragment de la
molécule d’ARN et contient un résidu biotine. La biotine est une petite molécule (244 Da)
que l'on a accroché de fagon covalente a une base azotée de la poignée d’ADN au niveau
de I'une des extrémités. La biotine posséde une forte affinité pour la streptavidine.

Hybridation ARN/ADN. Il est possible d’obtenir des hybrides ARN/ADN a par-
tir des molécules d’ADN (double brin) et d’ARN (simple brin) dont les séquences sont
complémentaires. On utilise la propriété que les hybrides ARN/ADN sont thermodyna-
miquement plus stables que les duplexes ADN/ADN de composition identique.

Une fois formés, les hybrides ARN/ADN ont une stabilité limitée dans le temps. J’ai
travaillé a partir de solutions d’hybrides fraichement préparées (1 a 2 mois apres 1’étape
d’hybridation, aliquotées et stockées a —20°C), trois décongélations successives maximum).

11.2.2 Assemblage du complexe billes/molécule

L’hybride ARN/ADN est attaché au niveau des extrémités a un couple de billes per-
mettant sa manipulation dans le double piege optique. On utilise des billes décorées en
surface par des streptavidines.

La streptavidine est une protéine (53 kDa) organisée en tétrameres. Le couple bio-
tine/streptavidine posséde une forte affinité et permet de résister a des forces de plusieurs
dizaines de pN pendant plusieurs minutes. La fixation par la streptavidine d’un résidu bio-
tine se fait via des interactions non-covalentes et ne nécessite par conséquent pas d’étape
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d’activation, une simple incubation a température ambiante de quelques minutes suffit.
Ces propriétés remarquables font du couple biotine/streptavidine un couple de choix dans
le design de ces expériences.

On se place dans des conditions d’un exces de billes par rapport aux molécules, de
sorte que I'attachement de plusieurs molécules par un méme couple de billes soit un évé-
nement tres improbable. En pratique, on choisit la concentration de billes qui permet une
manipulation aisée lors de ’expérience de mesures de force et on adapte la concentration
de la solution de molécules de fagon empirique.

La solution de complexe billes/molécule est ensuite incubée dans le tampon expéri-
mental avant d’étre déposée dans une cellule optique pour 'expérience d’étirement. Le
tampon expérimental utilisé est tres proche de celui employé pour la premiere étape de
la reconstitution in vitro de la grande sous-unité du ribosome :

20 mM hepes (pH 7.6), 400 mM KCl, 5 mM MgCla, 0.1 % (w/v) PEGs000.

11.2.3 Préparation de la cellule optique

La cellule optique consiste en un canal (2.2 cm x 0.1 cm x 120 pm) formé par
deux bandes de parafilm fondu entre deux lamelles de microscope (épaisseur ~ 150 um).
L’échantillon biologique est déposé dans le canal via le cone de la pipette. La solution
est aspirée dans le canal par capillarité. Ce phénomene est d’autant plus efficace que le
revétement du canal est trés mouillant comme nous le verrons dans le paragraphe suivant.
Enfin, la cellule optique est scellée pour prévenir I’évaporation de 1’échantillon [62].

La cellule optique ainsi préparée est ensuite placée entre les objectifs de piege et de
collecte du piege optique.

11.2.4 Passivation des surfaces

Les dimensions de la cellule optique, ainsi que la géométrie de ’expérience d’étirement,
rendent compte d’un rapport surface/volume élevé. Or les expériences menées dans cette
theése sont réalisées la plupart du temps en présence des protéines ribosomiques a des
concentrations de plusieurs pM. Il en résulte que des techniques de passivation de surface
ont di étre employées pour mener ces mesures dans de bonnes conditions. 1l existe de
nombreuses méthodes dans la littérature, je me suis particulierement inspiré des méthodes
décrites dans la référence [64].

Passivation des lamelles de microscope. Ces conditions expérimentales perti-
nentes vis-a-vis de 'intérét biologique de I’étude sont cependant défavorables a la stabilité
de la solution de billes. Si rien n’est fait, on observe rapidement ’agrégation des billes
au niveau de la surface de la lamelle de microscope, ce qui réduit fortement les chances
d’effectuer des mesures d’étirement. C’est pourquoi, les lamelles sont traitées en surface
par un film hydrophile de PEGs0pp (PolyEthyléne Glycol, 5000 Da) pour limiter les in-
teractions non-spécifiques des billes comme décrit dans la figure 11.5A-B. Ce traitement
est tres efficace dans nos conditions expérimentales et prévient le probleme d’agrégation
des billes au niveau de la surface de la lamelle de microscope.
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Fig. I1.5  Techniques de passivation employées. A) Dans nos conditions expérimentales et
en l'absence de traitement de surface, on observe rapidement ’adsorption non-spécifique
des billes au niveau de la surface de la lamelle de microscope. B) La passivation des surfaces
des lamelles de microscope au PEG réduit significativement l’adsorption non-spécifique
des billes. C) En présence des protéines ribosomiques, on observe l’agrégation des billes.
L’agrégation est d’autant plus favorable qu’une construction moléculaire relie des billes
deux a deux. D) La présence de PEG portant un résidu biotine a I'une des extrémités
dans la solution expérimentale permet de prévenir l'agrégation des billes deux a deux.
On interprete ce résultat comme une modification des propriétés physico-chimiques de la
surface des billes due a la fixation du PEG.

Passivation des complexes billes/molécule. Dans nos conditions expérimentales,
et en ’absence de passivation de la surface des billes, j’ai observé ’agrégation des billes
deux a deux favorisée par la présence des protéines ribosomiques en solution. En particu-
lier, les couples de billes reliées par des molécules sont d’avantage susceptibles de s’agréger
deux a deux.

Un effort particulier a été nécessaire au cours de la thése pour développer des tech-
niques prévenant ce probleme. J’ai essayé plusieurs approches dont une s’est avérée par-
ticulierement efficace, a savoir le blocage des billes au PEG, dont le principe est décrit
dans la figure I1.5C-D. La mise en ceuvre pratique peut étre effectuée de plusieurs fagons
différentes. Une approche treés simple consiste & incuber les complexes billes/molécule a
température ambiante pendant 15 min dans une solution a 0.1 % (w/v) de PEGsgp conte-
nant un résidu biotine a 'une des extrémités avant ’ajout des protéines ribosomiques dans
le tampon expérimental. Les streptavidines libres au niveau de la surface des billes sont
alors saturées en molécules de PEG, assurant un film hydrophile efficace pour prévenir
I’adsorption non-spécifique des protéines ribosomiques.

Conclusion. La mise en ceuvre de ces techniques de passivation m’a permis de réali-
ser les mesures de force dans de bonnes conditions. Le revétement hydrophile de PEG est
connu pour réduire les interactions non-spécifiques des protéines avec les surfaces (ma-
joritairement dominées par des interactions hydrophobes). J’ai montré que les protéines
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Fig. 11.6  Gel de polyacrylamide. A) Révélation au bleu de Coomassie. a-d : uL4 (400 ng,
200 ng, 100 ng, 50 ng) ; g-j : uL24 (50 ng, 100 ng, 200 ng, 400 ng) ; e : contenu de la cellule
optique (épaisseur de parafilm : 240 um) aprés incubation (1h30) d’une solution conte-
nant ulL4 (120 ng) et uL24 (60 ng) dans les mémes conditions que la mesure de force; f :
idem en l'absence de billes et d’hybride ARN/ADN. La fléche en biais pointe une bande a
~50 kDa (extrapolation logarithmique), que 'on attribue a la streptavidine. L’incubation
des billes dans les conditions dénaturantes du gel semble libérer les streptavidines atta-
chées a la surface des billes. B) Révélation du méme gel aux sels d’argent (SilverQuest’™
Silver Staining Kit - ThermoFisher). J’ai accidentellement déchiré le gel au cours des ma-
nipulations successives. Cette méthode de révélation plus sensible permet de visualiser la
présence des protéines ul4 et uL24 dans les pistes e et f.

ribosomiques restent en solution méme apreés une incubation d’une heure dans la cellule
optique en déposant le contenu de la cellule sur un gel de polyacrylamide (Fig. 11.6).

1.3 Description d’une mesure

a) Parameétres importants

Lors de 'expérience d’étirement, certains parametres peuvent faire la différence dans
le rendement de I'expérience.

Distinction des complexes billes/molécule. Outre ses avantages, I'utilisation d’un
hybride portant des résidus biotine aux deux extrémités présente I'inconvénient de devoir
distinguer les couples de billes seulement agrégées des couples reliés par une molécule
(un seul type de bille utilisé). Avec I'habitude, il est possible de faire la distinction as-
sez rapidement en observant attentivement le mouvement brownien des billes. Les billes
seulement agrégées diffusent en un bloc et leur mouvement est fortement corrélé. Malgré
I'utilisation d’un tampon adapté pour limiter 'agrégation des billes en suspension, une
partie non-négligeable des billes (~ 10%) sont agrégées deux a deux.

Eloignement des billes environnantes. Une de mes premiéres surprises pendant la
these fut de constater Defficacité avec laquelle les billes en silice de 1 pm de diametre sont
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Fig. 1.7  Principe de la calibration : amplitude des fluctuations de la position de la
bille dans le piége (rouge, encadré) est d’autant plus grande que le potentiel vu par la
bille est faible pour les mémes fluctuations de la force extérieure. A) Potentiel fort : la
bille est confinée autour de sa position d’équilibre (indiquée par une fleche). B) Potentiel
faible : la bille explore une grande gamme de positions.

piégées dans notre montage. Il est par conséquent important d’éloigner au préalable les
billes présentes dans I’environnement proche de la mesure. On assure ainsi la réalisation
d’une mesure propre facilement interprétable dans la suite.

Des lors que ces conditions sont réunies, on piege un couple de billes reliées par une
molécule et on effectue plusieurs expériences d’étirement /relachement successives jusqu’a
observer la rupture de la construction moléculaire. On effectue alors la calibration du
piege optique.

b) Calibration

Une fois la dissociation du complexe billes/molécule observée, on cherche & déterminer
les caractéristiques du piege dans lequel on a effectué la mesure de force. La calibration
du piége optique est effectuée pour chaque complexe billes/molécule. On donne ci-dessous
I’exemple d’une calibration effectuée sur un complexe pour illustrer le propos.

Principe. La calibration consiste a enregistrer le signal de la bille libre dans le piege.
Lors de la calibration, le piege mobile est éloigné du piege fixe. L’analyse des fluctuations
du signal renseigne sur la raideur du piege [05, (6, 67]. En effet, 'amplitude des fluctua-
tions de la position de la bille piégée est d’autant plus grande que le potentiel harmonique
du piege est de faible intensité comme illustré dans la figure I1.7. Les fluctuations du
signal résultent du mouvement brownien des billes dont on dispose d’un modéle reliant
les fluctuations de force aux fluctuations de position [68].

Mise en ceuvre. On utilise un analyseur de spectre qui mesure la répartition de la
puissance du signal en fonction de la fréquence (typiquement de 0.1 a 25 kHz dans notre
cas). La densité spectrale de puissance de la tension délivrée par le détecteur de position
Gy (f) est alors ajustée par le modeéle du mouvement brownien (cf annexe A).

On extrait la fréquence de coupure fp, dont on en déduit la raideur du piege.
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Fig. I1.8  Courbe expérimentale de calibration du piege optique. Les couleurs corres-
pondent a différentes mesures réalisées successivement sur la méme bille (5 mesures).
L’ajustement du modéle (cf. équation 1.4 - courbe rouge) permet d’en déduire un jeu de
parameétres (moyenne + erreur sur la moyenne).

L’asymptote a haute fréquence du spectre Gy (f) (cf équation A.7) multipliée par le
carré de la fréquence permet d’en déduire la sensibilité du détecteur :

2 Dp?
POv(F) = —5 55T o 1= 5
L+ (%)

7 (I1.4)
Incertitude sur les coefficients mesurés. On effectue plusieurs acquisitions de
spectre (N acquisitions) pour améliorer la précision sur la détermination de la fréquence
de coupure f, ainsi que de ’asymptote haute fréquence I" (Fig. I1.8). L’incertitude associée
PP 1
décroit en N

On en déduit la raideur du piége k ainsi que la sensibilité du détecteur p. Cette
méthode suppose que le coefficient de diffusion de la bille soit connu :

kT kT
T neg(s)

ol kp est la constante de Boltzmann, T la température absolue, v le coefficient de

frottement, ¢ le diametre de la bille, n la viscosité du fluide environnant et g(%) une

correction qui dépend de la hauteur h de la bille par rapport a la lamelle.

En pratique, 'incertitude sur le diametre de la bille et/ou la viscosité du fluide envi-
ronnant dominent la précision sur la détermination du coefficient de diffusion.

L’application numérique dans le cas d’une bille de 0.96 + 0.10 um dans de l'eau a
29 + 2 °C (viscosité estimée a 0.87 + 0.09 mPa.s) située a 5+ 1 pm de la surface donne
pour le coefficient de diffusion : D = 0.50 4 0.08 pm?s~*.

Dans le cas de la mesure correspondant a la figure I1.8 | on en déduit la valeur de p
depuis 1’équation II.4 et I'ajustement de I' : p = 10.6 &= 1.0 Vum™1.
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Fig. I.9  Exemple de mesure de force réalisée sur I’hybride ARN/ADN doté d’un frag-
ment d’ARN d’intérét pour un étirement de 50 nm/s. A) Signal converti via le coefficient
de conversion tension — force. Ligne de base (rouge) ajustée aux points expérimentaux
(rouge clair). En haut a droite, la rampe de déplacement imposée. C) Signal de force
corrigé.

De méme, on en déduit la raideur du piege optique (équation A.2) :
kE = 210 + 32 pN um~!.

c) Déduction du signal de force

Une fois la calibration réalisée, on déduit le signal de force du signal d’amplitude
en tension via le coefficient de conversion tension — force (cf équation I1.3). Dans
I’exemple considéré ci-dessus : 7 = % =19.8+3.6 pN VL.

Pour déterminer I'origine du signal de force, on utilise les points de la mesure corres-
pondant aux faibles déplacements (i.e. la molécule n’est pas sous tension) pour en déduire
la ligne de base. De plus, I'existence éventuelle d’une dérive du signal pendant ’acquisi-
tion peut étre modélisée par la méme occasion en considérant une composante temporelle
dans I'expression de la ligne de base recherchée. La dérive temporelle, de faible amplitude
pour des mesures réalisées dans des conditions optimales peut en bonne approximation
étre modélisée par une fonction affine du temps F'(t) = at + b. Cette approximation est
d’autant plus valable que la mesure est de courte durée (< 1 minute).

En pratique, on effectue donc un ajustement sur cette fenétre pour en déduire les
coeflicients a et b du modele linéaire. On extrapole ensuite le modele a I’ensemble de la
mesure que l'on soustrait au signal de force.

Conclusion du chapitre II. J’ai décrit le principe du piege optique ainsi que la
facon dont on met en place une expérience d’étirement sur un fragment d’ARN d’intérét.
De plus, j’ai détaillé le principe de la calibration et son application a une mesure.

Dans le chapitre suivant, je décrirai la réponse a un étirement des hybrides ARN/ADN
ainsi préparés. Je montrerai notamment comment j’ai utilisé un modele d’élasticité pour
extraire de fagon dynamique une information structurale des courbes de force.



Chapitre Il

Réponse des polymeres d’acides nu-
cléiques a un étirement

L’objet de ce chapitre est de présenter une méthode qui permet d’analyser les courbes
de force obtenues lors des expériences d’étirement des hybrides ARN/ADN introduites
dans le chapitre précédent. Dans un premier temps, je présenterai succinctement les carac-
téristiques des polymeres d’acides nucléiques (dont font partie les hybrides ARN/ADN)
pour la compréhension de leur comportement mécanique. Dans un deuxiéme temps, je
présenterai le modele du ver (Worm Like Chain - WLC') dont on verra qu’il permet de
décrire les mesures de force présentées dans cette theése. Enfin, je montrerai comment
Papplication du modele du ver au cas des hybrides ARN/ADN dotés du fragment d’ARN
d’intérét 281-359 (cf chapitre I) permet d’établir une cartographie de la stabilité des
structures adoptées par le fragment d’ARN.

I11.1 Caractéristiques des polymeéres d’acides nucléiques

I11.1.1 Généralités

Les polymeres d’acides nucléiques assurent des fonctions essentielles dans la cellule.

L’ADN (Acide DesoxyriboNucléique) est le support du code génétique. Il est constitué
par la répétition des nucléotides Adénosine (A), Guanosine (G) (bases purines), Cytosine
(C), Thymine (T) (bases pyrimidines) reliés par des liaisons phosphodiester qui définit la
séquence (structure primaire) du code génétique (cf Fig. II1.1A).

L’ADN est organisé en double hélice, structure secondaire dans laquelle deux brins
sont hybridés de facon antiparalléles via des liaisons hydrogenes entre nucléotides complé-
mentaires (A et T, G et C) formant des paires de bases. De plus, des interactions de Van
der Waals entre nucléotides voisins (stacking) stabilisent la structure en double hélice. La
double hélice d’ADN la plus couramment observée in vivo est de type B (cf Fig. III.1B).

Le génome bactérien est organisé sous la forme d’un unique chromosome circulaire.
Des fragments de génome plus petits, les plasmides, conferent a la bactérie des propriétés
particulieres notamment en période de stress.

L’ARN (Acide RiboNucléique) est un polymere constitué des nucléotides A, G, U et

37
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Fig. III.1 ~ A) Schéma d’un brin d’ADN constitué par la succession de nucléotides. Un
groupement phosphate (orange) assure une liaison phosphodiester entre les extrémités 3’
et 5" des nucléosides. Les nucléosides sont formés d’un pentose (bleu) et d’une base azotée
(rouge). On distingue les bases pyrimidines (rouge foncé) des bases purines (rouge clair).
B) Un tour de double hélice d’ADN de type B (10 paires de base - 3.4 nm, pour un
diameétre de 2 nm). Le sens de rotation est dextrogyre, les paires de bases sont organisées
perpendiculairement a 'axe de la double hélice. Structure extraite du code PDB 5J3G
[69] et représentée par I'éditeur NGL. Le squelette de la double hélice est représenté en
gris. C) Pentose de ’ADN. D) Pentose de ’ARN. Le carbone 2’ porte un groupement
hydroxyle (-OH).

C, ou U désigne I'uracile. Dans le cas de ’ARN, le ribose porte un groupement hydroxyle
(-OH) au niveau du carbone 2’ (cf Fig. II1.1C-D).

L’ARN intervient & tous les niveaux de I'expression génique et en particulier lors de
la traduction via ’ARN ribosomique, 'ARN messager et I’ARN de transfert.

In vivo, on trouve majoritairement ’ARN sous la forme simple brin. ’ARN adopte
également différentes structures.

Les structures secondaires en double hélice, sont formées par le repliement de la mo-
lécule sur elle-méme. La structure en double hélice adoptée par ’ARN est de type A. Son
diameétre est estimé & d = 2.2 nm [70].

I’ARN adopte également des structures tertiaires et plusieurs motifs récurrents ont
été mis en évidence. Les cations, notamment le magnésium, sont connus pour stabiliser
ces structures. En raison du grand nombre de parameétres & prendre en considération,
les techniques actuelles de prédiction des structures tertiaires de ’ARN sont peu fiables
[71, 72].

Le repliement de ’ARN assure des fonctions tres importantes dans la cellule. Le ribo-
some est un exemple de ribozyme dans la mesure o, comme on ’a vu dans le chapitre I,
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PARNr 23S est directement impliqué dans la formation de la liaison peptidique du poly-
peptide en cours de synthese.

Enfin, in vivo, on trouve également de ’ARN hybridé & une molécule complémentaire
d’ADN pour former des structures secondaires. C’est le cas par exemple au niveau de
I’ARN polymérase en cours de transcription [73].

111.1.2 Caractéristiques mécaniques

Un point commun aux polymeres d’acides nucléiques est leur capacité a adopter des
structures qui leur conférent des propriétés mécaniques particulieres. Les modeles d’élas-
ticité ont été élaborés pour rendre compte des propriétés mécaniques des polymeres a
partir d’un nombre limité de parametres.

La longueur cristallographique L est la longueur du polymeére que ’on obtient
a partir des données structurales. Dans le cas de la double hélice, c’est le produit de la
distance séparant deux paires de bases consécutives [; par le nombre de paires de base.
Pour 'hybride ARN/ADN, structuré en hélice de type A, la littérature propose plusieurs
valeurs de l; comprises entre 0.28 et 0.30 nm [74, 75, 70].

La molécule d’ARN utilisée dans cette thése a une longueur de 5662 nucléotides a
laquelle il faut soustraire la longueur du fragment d’intérét pour déterminer la longueur
de I'hybride ARN/ADN correspondant . J’ai ainsi estimé la longueur cristallographique
de ’hybride ARN/ADN : Ly = 1.64 + 0.02 pm.

Pour I'hélice de type B, la distance entre deux paires de bases consécutives est estimée
a 0.34 nm [70]. Une molécule d’ADN de 4.8 kilobases (kb) aura donc la méme longueur
cristallographique que I’hybride ARN/ADN de 5.6 kb considéré dans cette these.

Pour le fragment d’ARN d’intérét, sous la forme simple brin, la littérature s’accorde
sur la valeur /; = 0.59 nm [77, 78]. Dans le cas du fragment d’ARN 23S compris entre les
nucléotides 281 et 359, on estime la longueur cristallographique de la forme simple brin a
79 x 0.59 = 46.6 nm.

La longueur de persistance A est la longueur au-dela de laquelle le polymere a
oublié son orientation initiale sous 'effet de 'agitation thermique kgT.

La littérature fournit la longueur de persistance a partir de plusieurs techniques expé-
rimentales et dans le cas de la double hélice d’ADN ou de I’hybride ARN/ADN;, une valeur
communément admise est 50 nm (cette valeur dépend des conditions expérimentales et
notamment de la concentration en sel).

Dans le cas de 'ARN simple brin, la longueur de persistance communément adoptée
est A=1nm [79, 80, 78].

111.2 Modeéles d’élasticité

L’hybride ARN/ADN considéré (L >> A) adopte spontanément une forme de pelote
en solution. Cette pelote est bien décrite par une marche aléatoire de L/2A pas de longueur

1. On doit en toute rigueur tenir compte également de la taille des fragments correspondant aux résidus
biotine et streptavidine.
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2A (longueur de Kuhn du polymere), pour laquelle le second moment de la distribution
de la distance bout & bout du polymeére vaut 2AL.

L’application numérique (A ~ 50 nm, L ~ 1.64 ym) permet d’estimer les fluctuations
de la longueur bout a bout de la molécule égale a 0.4 pm. Cette longueur est du méme
ordre de grandeur que le diameétre des billes (0.96 pm) utilisées pour attacher I'hybride
ARN/ADN au niveau des extrémités.

111.2.1 Modeéle du polymeére semi-rigide (semi-flexible polymer)

Dans le cas d’une force extérieure non-nulle F', la distance bout a bout X du polymere
est bien décrite par la relation suivante (équation II1.1) [31] :

 kgT 1 X

F = 4A((1—X/L)2_1+4f) (I11.1)

Cette relation décrit ’élasticité du polymere a partir de ’étude de la courbure de sa
chaine [82]. Elle est valable dans le régime pour lequel la distance bout & bout est infé-
rieure a la longueur cristallographique du polymere. Dans la littérature, cette relation est
utilisée pour décrire le comportement élastique de ’ADN et 'ARN [83, 79].

Cette relation nous indique qu’il faut développer une force F* ~ kT /A pour dérouler
significativement la pelote. La force F'* nécessaire est bien plus faible dans le cas double
brin (F}, ~ 0.1 pN) que dans le cas simple brin (F}, ~ 4 pN).

De plus, pour une force appliquée F' > kpT'/A, le polymere atteint un état quasiment
tout étiré (X ~ L).

Les forces considérées dans cette these (<20 pN) sont par conséquent telles que dans le
cas de ’ARN simple brin, la relation précédente (équation I11.1) s’applique effectivement.
Dans le cas de ’hybride ARN/ADN en revanche, les forces appliquées nécessitent aussi de
prendre en compte la déformation de la double hélice pour rendre compte de ’élasticité
de la molécule.

111.2.2 Modeéle du polymeére semi-rigide extensible

Lorsqu’on exerce une force bien supérieure & la force nécessaire pour dérouler la pelote
(F >> kpT/A ~ 0.1 pN dans le cas de I'hybride ARN/ADN), la molécule est dans un
état presque tout étiré. Que se passe-t-il si on étire encore plus fortement ? La réponse
tient dans l'article de T. Odijk [84].

En bon physicien, vous ne serez pas choqué si on fait 'approximation qu’un poly-
mere d’acide nucléique presque tout étiré peut étre modélisé par un batonnet de mo-
dule d’Young Y et de diametre d=2 nm. Dans ce cas, pour une longueur de persistance
A=50 nm, le module d’Young correspondant Y ~ kT Ad~* est estimé & 100 MPa.

Le module élastique K reliant la force a l'extension relative du polymere (F' = Ke)
est relié au module d’Young (K ~ Yd?) et vaut approximativement 1000 pN.

Dans ce cas, la contribution de la déformation de la structure en double hélice com-
pense la modification de la courbure du polymere pour une force caractéristique
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F* ~ (LBEKQ)U?’ ~ 10 pN.

Dans ce régime de force, on doit donc également tenir compte de la déformation de
la structure en double hélice. J'utiliserai donc le modeéle suivant (équation II1.2) qui tient
compte du module élastique K de la double hélice pour décrire la réponse élastique de

I’hybride ARN/ADN.
[kgT F
X=L0—\| o5+ ) (I11.2)

En conclusion, on dispose d’un modele pour décrire la réponse élastique de I’hybride
ARN/ADN (équation ITI.2) et d’un modele pour décrire la réponse élastique de PARN
simple brin (équation III.1). Ces deux modeles expriment une relation entre la force
extérieure et la distance bout a bout du polymere.

111.2.3 Du modeéle a I'expérience : adaptation

Dans le cas du dispositif expérimental utilisé dans cette these, le parametre imposé est
la distance entre les pieges optiques. Deux considérations sont donc a prendre en compte
pour ajuster le modele aux données expérimentales.

Le diameétre des billes qui peut varier d’une bille a I’autre. On incorpore donc
dans le modele le diameétre des billes sous la forme d’un parametre libre ¢. Le fabricant
annonce dans le cas des billes en silice de 0.96 pum une incertitude sur le diametre de 10 %.

La raideur mesurée dans le régime haute force, notée k, est la raideur résultante
des pieges fixe (kr) et mobile (kps) en série avec la construction moléculaire (K/L) :
=kt + k) + (K/L)~L

111.2.4 Ajustement du modéele : cas de ’ADN double brin

La figure II1.2 est un exemple de courbe force/déplacement obtenue pour un ADN
double brin du phage lambda de 4.7 kb sur une gamme de force de 0 & 25 pN. Les données
expérimentales sont ajustées par le modele du polymere semi-rigide extensible. Le modéle
consiste en ’équation II1.3 d’une variable a une dimension F', et de 4 parametres ¢, L, A
et k.

kT F
X = L(l—y/—=)+ — I11.3
G+ L~ o)+ (11L.)
L’équation III.3 diverge lorsque la force s’annule. Par conséquent, j’ai ajusté le modele
sur les données expérimentales qui ne présentent pas de points ou la force s’annule. En

pratique, j’ai imposé un seuil a 2 pN.

Pour I’ajustement, une premiére approche consiste a réécrire 1’équation II1.3 sous la
forme d’une équation non-linéaire en la variable, mais linéaire en ses parametres. Pour ce
type de modele, il existe des méthodes numériques de résolution (factorisation LU, décom-
position en valeurs principales, etc...). Une deuxiéme approche consiste & employer des
méthodes numériques de résolution d’équation non-linéaires en leurs parametres, utilisant
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Fig. II1.2  Modéle d’élasticité (équation II1.3) ajusté sur des données expérimentales ob-
tenues pour un fragment d’ADN double brin (courbe rouge). Les paramétres ajustés sont
donnés en encart. Les courbes verte et cyan correspondent respectivement a 'asymptote
basse force et haute force. Un seuil a 2 pN permet de distinguer les données utilisées pour
lajustement du modéle (bleu foncé) du reste des données (bleu clair).

I’algorithme de Levenberg-Marquardt pour ajuster au mieux le modele correspondant a
I’équation II1.3 aux données expérimentales [35].

Ces différentes méthodes convergent dans ce cas précis vers le méme jeu de parametres.
Par la suite, j’ai utilisé la deuxiéme approche. 2

Dans la section suivante, je montrerai comment les modeles ci-dessus peuvent étre
appliqués a la détermination des intermédiaires de déroulement du fragment d’ARN d’in-
térét.

111.3 Application : intermédiaires de déroulement de I'’ARN

11.3.1 Analyse d’une courbe typique

La figure II1.3A présente un exemple de courbe force/déplacement obtenue pour I’hy-
bride ARN/ADN contenant le fragment d’ARN d’intérét. La courbe présente le méme
comportement dans les limites des forces faibles (F' < 5 pN) et des forces élevées (F >
15 pN) que la courbe correspondant & ’ADN double brin (cf Fig. I111.2). En revanche, la
région de force intermédiaire (5 < F < 15 pN) est marquée par un signal de force en
dents-de-scie (gros plan dans la figure II1.3B), correspondant a I'ouverture du fragment
d’ARN d’intérét.

Forces en jeu. Comme discuté précédemment, le fragment d’ARN d’intérét de 1'hy-
bride ARN/ADN adopte spontanément des structures en se repliant sur lui-méme. Parmi
les structures possibles, la double hélice est particulierement stable.

2. Ces approches ont été réalisées en utilisant les fonctions disponibles sous Matlab.
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Fig. II1.3  Réponse de I'hybride ARN/ADN contenant le fragment d’ARN d’intérét pour
un étirement de 50 nm/s. A) Courbe expérimentale force/déplacement. La fléche pointe
les transitions du signal de force associées au dépliement de ’ARN d’intérét. B) Gros plan
sur les transitions. Les fleches noires et rouges pointent les transitions de force localisables
respectivement sans et avec ambiguité. Les fléches pointant vers le haut ou le bas corres-
pondent respectivement au dépliement puis au repliement du fragment d’ARN d’intérét.
C) Courbes force/déplacement correspondant a I’éloignement puis au rapprochement du
piege mobile respectivement en vert puis vert gris. Les fleches pointent les intervalles de
force sans transitions correspondant & ’ARN d’intérét complétement déplié (haute force)
et complétement replié (basse force). D) Courbes force/déplacement réalisées pour plu-
sieurs cycles d’éloignement/rapprochement du piége mobile. Les courbes ont été décalées
suivant ’axe des abscisses pour faciliter la lecture.
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L’énergie d’une liaison hydrogene est typiquement de 1 kcal/mol ou 6 pN.nm. La
distance typique d’une liaison hydrogene (O --- H) est comprise entre celle de la liaison
covalente (O — H) 0.1 nm et celle de la somme des rayons de Van der Waals des deux
atomes pris séparément 0.26 nm, et peut étre estimée a 0.18 nm [30].

On en déduit une force typique de rupture de la liaison hydrogene ~ 30 pN. On
retrouve ici ordre de grandeur des forces en jeu dans I'ouverture des structures de ’ARN.

Une estimation rigoureuse des forces en jeu doit tenir compte de nombreux parametres.
Des mesures de force sur des acides nucléiques de séquences connues ont été utilisées pour
déterminer les parametres thermodynamiques de la double hélice I’ADN [387]. Malgré ces
efforts, il n’existe pas de modele permettant de déduire directement la séquence a partir
du signal de force mesuré.

Amplitude des transitions. Le signal de force en dents-de-scie montre une succes-
sion de sauts de force d’amplitude ~ 0.5 pN pour un bruit ~ 0.2 pN. Le rapport signal
sur bruit de ces transitions est suffisant pour les repérer a 1’ceil nu comme on peut s’en
convaincre sur la figure II11.3B (fleches noires).

Une autre classe de transitions mettent en jeu des sauts de force d’amplitude proche
du niveau de bruit. J’en ai repéré quelques unes sur la figure I11.3B (fleches rouges). C’est
pour identifier ces transitions que j’ai proposé une méthode d’analyse reposant sur 1'uti-
lisation des modeles d’élasticité.

Dépliement progressif du fragment d’ARN d’intérét. Les transitions succes-
sives sont la signature du dépliement progressif des structures adoptées par le fragment
d’ARN d’intérét, la force extérieure étant appliquée a la base du fragment d’intérét.

Réversibilité des transitions. Les transitions décrites dans le paragraphe précédent
sont réversibles en accord avec le caractére spontané de ’acquisition des structures par le
fragment d’ARN.

Lors de I'étirement, on observe une succession de transitions correspondant au dé-
pliement (Fig. II1.3B - fleches vers le bas) suivi du repliement (fleches vers le haut) du
fragment d’ARN d’intérét. Ces transitions successives dans un sens puis dans l'autre ré-
velent la coexistence d’états intermédiaires de dépliement de PARN sur l'intervalle de
force considéré. L’existence de ces transitions est une signature du caractére « proche de
I’équilibre thermodynamique » de 'expérience de dépliement du fragment d’ARN d’inté-
rét [19].

Le caractere réversible des expériences d’étirement est aussi illustré par la superposi-
tion des courbes force/déplacement obtenues lors de ’éloignement et du rapprochement
du piege mobile (Fig. II1.3C). On montre que la courbe de rapprochement se superpose
a la courbe d’étirement dans les régions de force encadrant les transitions d’intérét. On
montre ainsi que suite a une expérience d’étirement, le fragment d’intérét se replie spon-
tanément en un temps caractéristique de la seconde.

Enfin, en comparant des courbes force/déplacement obtenues successivement sur la
méme molécule, on montre que les signaux de force sont comparables (Fig. II1.3D), bien
que les courbes ne se superposent pas rigoureusement du fait de la nature stochastique
des transitions. Cette propriété démontre que les structures adoptées spontanément par
le fragment d’ARN d’intérét sont reproductibles d’une expérience a 'autre.
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Fig. I11.4  Courbe expérimentale force/déplacement pour I’hybride ARN/ADN conte-
nant le fragment d’ARN d’intérét. A) La courbe rouge représente le meilleur ajustement
du modéle d’élasticité pour les points expérimentaux en gris. B) Idem. L’ajustement tient
compte également des points expérimentaux en mauve, bien décrits par une droite (bleue),
et utilisés pour extrapoler la courbe force/déplacement de I’hybride ARN/ADN (noire).

Hystérése entre le dépliement et le repliement de ’ARN. Comme illustré
dans la figure I11.3C, la superposition de la courbe de rapprochement et d’éloignement
montre une légere hystérese au niveau de la région de force correspondant au signal en
dents-de-scie. L’hystérese a fait ’objet d’une étude détaillée dans le cas d’une structure
modele : le hairpin. Cette étude a souligné entre autres 'influence de la vitesse d’étirement
dans I'hystérese [74]. La faible hystérése observée dans cette theése (vitesse d’étirement de
50 nm/s) est en accord avec le caracteére « proche de 1’équilibre thermodynamique » des
expériences de dépliement/repliement du fragment d’ARN d’intérét.

Par la suite, je vais me concentrer sur les courbes d’étirement.

11.3.2 Ajustement du modéle aux données expérimentales

Dans la section précédente, j’ai montré que 1’équation II1.3 permet de décrire les
courbes force/déplacement obtenues pour une molécule d’ADN. J’ai notamment montré
que 'ajustement du modele doit étre réalisé sur un intervalle de force positif uniquement.

On souhaite ajuster ce méme modele aux courbes force/déplacement obtenues pour
I’hybride ARN/ADN contenant un fragment d’ARN d’intérét. Dans ce cas, les points
expérimentaux impliqués dans le signal en dents-de-scie ne sont pas utilisables pour ajuster
le modele, puisqu’ils correspondent a I’hybride ARN/ADN et a une partie du fragment
d’ARN d’intérét sous la forme simple brin.

On restreint donc 'intervalle aux points expérimentaux non-impliqués dans le signal
en dents-de-scie (points gris Fig. III.4A). On montre que dans ce cas, I'ajustement du
modele ne décrit pas la courbe expérimentale, en particulier dans la région des hautes
forces (F' > 8 pN).

Déduction de la courbe complétement repliée. Pour améliorer I’ajustement du
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modele, j’ai cherché une méthode permettant d’augmenter le nombre de points expéri-
mentaux exploitables pour I’ajustement dans l'intervalle de force F' > 8 pN.

Les points expérimentaux dans l'intervalle de force 15 pN<F'<20 pN ne présentent
plus de transitions de force en dents-de-scie et la portion de courbe force/déplacement est
bien modélisée par le segment F,s = kx + cste (cf Fig. II1.4B). Ces points correspondent
a la construction moléculaire pour laquelle le fragment d’ARN d’intérét est compléte-
ment déroulé, c’est-a-dire sous la forme simple brin. J’ai utilisé le modele d’élasticité
correspondant a I’équation III.1 avec les parametres L, = 46.6 nm et A = 1 nm (cf pa-
ragraphe I11.1.2) pour calculer la courbe force/déplacement correspondant au fragment
d’ARN d’intérét. Pour chaque point de 'intervalle défini par Fys, j’ai alors soustrait au
déplacement expérimental (2¢zp) le déplacement calculé de I'équation III.1 (zwc) pour
la force correspondante (équation I11.4) 3.

VF € Fus, Tegtr(F) = Teap(F) — zwirc(F) +d (I1.4)

Par cette méthode, j’en ai déduit une extrapolation des points expérimentaux en I’ab-
sence du fragment ’ARN d’intérét, c’est-a-dire correspondant & la seule contribution de
I’hybride ARN/ADN. L’utilisation de ces points extrapolés associés aux points expéri-
mentaux a basse force permet d’ajuster le modele de fagon robuste (cf Fig. I11.4B).

Pertinence de I’ajustement du modele. Cette méthode permet de déduire un jeu
de parametres pour lequel la courbe modele décrit tres bien la courbe expérimentale (cf
Fig. I11.4B).

En revanche, les parametres déterminés sont parfois treés différents des valeurs connues
dans la littérature. C’est le cas en particulier de la longueur de persistance. J’interprete
ce résultat comme une complexité du modele trop grande par rapport aux données ex-
périmentales effectivement disponibles pour I'ajustement. J’ai donc cherché a introduire
une contrainte sur la détermination des parameétres.

Ajustement contraint : 4 parameétres dont 3 libres. Pour assurer que la re-
cherche d’un jeu de parameétre optimal converge vers un jeu de parametres pertinent d’un
point de vue physique, j’ai choisi d’introduire une relation (équation I11.5) entre les quatre
parametres ¢, Lg, Ag et k. Cette relation permet de substituer la longueur de persistance
A par le produit de la longueur cristallographique Lg et de la raideur apparente de la
mesure k.

_ kpT
- 4A¢Lok
ft est une constante dont la valeur numérique est en accord avec les valeurs de Lg

et Ay proposées dans la littérature, ainsi que la valeur moyenne de k observée dans nos
expériences.

fi =21107* (IT1.5)

L’introduction d’une relation entre les 4 parametres du modele assure une contrainte
qui réduit le nombre de parametres libres du modele a 3. Il existe plusieurs méthodes

3. Jai tenu compte du diametre de la double hélice I’ARN (d) dans I’équation II1.4. Une meilleure
approximation consisterait a considérer un modeéle de batonnet rigide de longueur d dont 'orientation
dépend de la force.
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Fig. II1.5  Mesures de force pour un déplacement imposé obtenues sur trois construc-
tions moléculaires distinctes. A) Dans la représentation force/déplacement, I'incertitude
sur le diamétre des billes limite la reproductibilité de 'expérience. B) Dans la représenta-
tion force réduite/extension, la transformation des données permet d’étre insensible a la
variabilité sur le jeu de paramétres (¢, Lo, Ag, k) déterminé.

pour introduire des contraintes dans l’ajustement d’un modele aux données (méthode de
la substitution, méthode des gaussiennes « étroites », méthode du Lagrangien,...) [38]. J’ai
choisi la méthode de la substitution pour sa facilité & mettre en ceuvre. Son implémentation
s’avere suffisante dans ce cas particulier pour trouver un bon ajustement du modele aux
données expérimentales avec un jeu de parametres pertinent d’un point de vue physique.

Par cette méthode, on détermine les parametres suivants pour ’ensemble des courbes
(254 mesures, moyenne + écart-type) : ¢ = 0.96 £ 0.26 pum, Ly = 1.59 £+ 0.28 um,
k=63+7pN/um et Ag =50 £ 11 nm.

Représentation des courbes et interprétation. On peut faire mieux apparaitre
la reproductibilité de ’expérience en représentant les points expérimentaux dans un gra-
phique force réduite f, = % - extension © = XL—_OQS .

Dans cette représentation, les points décrits par I’équation I11.3 se superposent sur la
courbe maitresse donnée par I’équation I11.6, quelque soit le jeu de parametres (¢, Lo, Ao, k).

=1 It f (I11.6)

f

La figure II1.5 montre les données expérimentales dans la représentation force réduite
- extension. Dans cette représentation, 'interprétation des courbes est cependant moins
aisée. Les transitions sont toujours visibles mais les valeurs en ordonné ne sont pas direc-
tement comparables.

En conclusion, cette représentation peut étre utile pour controler que le jeu de para-
metres ajusté décrit bien les données expérimentales. L’identification des intermédiaires
et la discussion relative a leur stabilité n’est cependant pas possible dans cette repré-
sentation. Par la suite, je vais tirer profit de la méthode d’ajustement du modele décrite

ci-dessus pour implémenter une méthode d’identification des intermédiaires de dépliement
de ’ARN.
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111.3.3 ldentification des intermédiaires de dépliement de I’ARN

La méthode consiste a utiliser le modele d’élasticité correspondant a 1’équation III.1
pour calculer la courbe force/déplacement d’'un ARN simple brin de longueur cristallo-
graphique arbitraire.

Incorporation de la contribution de I’ARN simple brin. Pour une force donnée,
on ajoute la contribution Xy rc(Lc,) d'un ARN simple brin de longueur cristallographique
arbitraire L, a la contribution de I'hybride ARN/ADN X gy /apy (équation TI1.7).

Xr.,(F) = Xarnjapn(F) + Xwro(F, L) (IIL.7)

On génere un faisceau de courbes modeles pour un pas de 0.1 nm (= L, — L)
d’ARN simple brin mimant ainsi le relachement progressif de ARN structuré sous la
forme simple brin (Fig. II1.6A).

Longueur d’ARN relachée en fonction du déplacement. Chaque point de la
courbe expérimentale est ensuite attribué a la courbe modeéle du faisceau la plus proche.
On identifie ainsi pour chaque point expérimental, la longueur cristallographique d’ARN
simple brin la plus probable.

VF, on cherche L, tel que |Fey, — Fiwwrc(Le,)| soit minimal (II1.8)

Par cette méthode, on extrait de la courbe force/déplacement une courbe longueur
cristallographique relachée d’ARN/déplacement ou plus simplement longueur reldchée
d’ARN/déplacement (Fig. I11.6B). Cette courbe contient toute I'information sur les états
intermédiaires de dépliement de ’ARN lors de 'expérience d’étirement.

Recherche des intermédiaires par un modele de Markov caché. La courbe
longueur relachée d’ARN /déplacement ressemble & un signal que 'on peut obtenir dans
une expérience de FRET sur molécule unique (Fluorescence Resonance Energy Transfer
- par exemple voir [89]). Pour ces expériences de fluorescence, de nombreuses méthodes
ont été développées pour identifier les états intermédiaires dans un signal bruité. J’ai
donc appliqué 'une de ces méthodes : la recherche des intermédiaires par un modele
de Markov caché a partir de l'algorithme vbFRET [90] aux courbes longueur relachée
d’ARN/déplacement. Les intermédiaires extraits de la courbe expérimentale sont visibles
sur la figure I11.6B-C.

Un processus de Markov est un processus aléatoire pour lequel I'état du systéeme a
Iinstant i+1 ne dépend que de ’état du systeme a I'instant 4 et des coefficients de passage.
Dans ce formalisme, les états discrets du systeme sont connus et on ajuste le modele aux
données expérimentales pour déterminer les coefficients de passage.

Un modele de Markov caché est un processus de Markov pour lequel ni les états
discrets, ni méme leur nombre ne sont connus a l'avance. L’ajustement du modele aux
données expérimentales permet de déterminer a la fois les états discrets du modele et les
coefficients de passage entre ces états [91].

Il existe plusieurs algorithmes disponibles qui ajustent un modele de Markov caché aux
données expérimentales [39]. Tous ces algorithmes permettent de déterminer un nombre
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Fig. III.6 ~ Méthode d’identification des intermédiaires de dépliement de ’ARN. A)
Superposition de la courbe expérimentale force/déplacement (noire) et du faisceau de
courbes modéles (arc-en-ciel) mimant le dépliement progressif de ’ARN. La courbe bleue
foncée correspond a I'ajustement du modéle décrivant 1’élasticité de I’hybride ARN/ADN.
Le pas représenté est ici de 5 nm. B) Longueur relichée d’ARN visitée par la molécule
en fonction de la distance entre les piéges (courbe noire). La courbe en arc-en-ciel cor-
respond aux états intermédiaires de dépliements déterminés par un modéle de Markov
caché définissant une trajectoire idéale. Chaque état correspond a une couleur particu-
liere. C) Représentation des états intermédiaires de dépliement de ’ARN sur la courbe
force/déplacement. D) Superposition des trajectoires idéales (longueur relachée d’ARN en
fonction de la force) obtenues sur ’ensemble des données réalisées en absence de protéines
ribosomiques (254 mesures, 50 nm/s). Les points rouges et bleus représentent respective-

ment les cas avec beaucoup et peu de trajectoires. Les barres représentent un déplacement
de 50 nm.
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fini d’états discrets, en plus des coefficients de passage et de la position de ces états.
J’ai utilisé 'algorithme vbFRET qui présente I'intérét de converger rapidement vers un
modele qui posséde un nombre minimal d’états discrets et qui décrit bien les données
expérimentales [90].

Avantages et limites de la méthode. La méthode décrite ci-dessus permet d’ex-
traire les états intermédiaires de dépliement de I’ARN & partir du signal expérimental de
force. Elle utilise pour cela un modeéle de Markov caché. Cette analyse est reproductible
d’une courbe a ’autre et permet de détecter des états intermédiaires dont 1’assignation a
I'ceil est sujette a discussion.

La méthode utilise également un modele WLC & un parametre, la longueur de per-
sistance, pour décrire 1’élasticité de I’ARN simple brin d’une longueur cristallographique
arbitraire. J’ai utilisé une longueur de persistance de 1 nm pour 'ARN simple brin car
c’est la valeur la plus couramment utilisée dans la littérature. Une meilleure approxima-
tion consisterait a étalonner cette grandeur dans nos conditions expérimentales [92].

Superposition des tracés idéaux. J’ai montré l'intérét de la méthode pour une
courbe en particulier. Les expériences réalisées plusieurs fois sur plusieurs molécules per-
mettent de s’affranchir de la nature stochastique du signal et d’identifier les états inter-
médiaires de dépliements robustes. L’ensemble des trajectoires idéales peuvent étre super-
posées dans un histogramme représentant la longueur relachée d’ARN en fonction de la
force (Fig. II1.6D). Dans cette représentation, les états intermédiaires (couleurs chaudes)
sont directement observables. Ils sont caractérisés par la longueur d’ARN relachée et leur
stabilité mécanique peut étre lue en abscisse.

Conclusion du chapitre III. J’ai décrit une méthode permettant d’extraire les in-
termédiaires de déroulement du fragment d’ARN d’intérét des courbes force/déplacement.
Cette méthode repose sur l'utilisation d’un modele d’élasticité permettant de décrire le
dépliement progressif du fragment d’ARN lors de I'expérience d’étirement. L’ajustement
du modele aux données expérimentales permet d’en déduire I’évolution au cours de I'ex-
périence d’étirement d’une grandeur structurale. Cette grandeur, a savoir la longueur
cristallographique d’ARN relachée, décrit de fagon dynamique I’état conformationnel du
fragment d’ARN. L’analyse du tracé dynamique par un modele de Markov caché permet
d’identifier de fagon reproductible des états intermédiaires dans un contexte de rapport
signal sur bruit faible.

On dispose donc d’une méthode d’analyse des courbes force/déplacement qui per-
met d’identifier les intermédiaires de dépliement et de caractériser leur stabilité méca-
nique. Ces intermédiaires sont définis par la longueur cristallographique d’ARN relachée
et sont par conséquent directement assignables sur la structure bi-dimensionnelle (ou
tri-dimensionnelle) du fragment d’ARN.

Dans le chapitre suivant, je vais utiliser cette méthode pour analyser les mesures de
force réalisées en présence ou en absence des r-protéines ul.24 et/ou ul4.



Chapitre IV

Résultats

L’objet de ce chapitre est de présenter les résultats des mesures de force réalisées sur
le fragment d’ARN. Ce fragment est constitué des hélices H18, H19 et H20 du domaine
I de PARN ribosomique 23S contenant les sites de fixation des protéines ul.24 et ul.4
(cf chapitre I).

Dans la premiére partie, je présenterai les principaux résultats de la these, ceux obtenus
en présence des protéines ul.24 et/ou ul4.

Dans la deuxiéme partie, je présenterai des résultats préliminaires réalisés en présence
des protéines ribosomiques ul.24 et ul.4 ainsi que ’ARN hélicase & boite DEAD SrmB.

IV.1 Mesures en présence des r-protéines uL24 et/ou uL4

Toutes les mesures de force ont été effectuées a 50 nm/s. Les mesures de force effectuées
en absence des protéines ul.24 et ul.4 montrent que le fragment d’ARN est structuré et
présente un signal de force caractéristique en dents-de-scie autour de 10 pN. Les mesures
réalisées en présence des protéines ul.24 et/ou uli4 (8 uM chaque) montrent que leur
fixation s’accompagne d’une stabilisation mécanique de ’ARN. L’analyse des signaux de
force par un modele de Markov caché montre que les protéines stabilisent les structures
de PARN au niveau de la jonction des trois hélices H18, H19 et H20. Nos observations
concordent avec un mécanisme de type pinces moléculaires pour ul.24 et ul4.

Dans nos conditions expérimentales, I’étude de la stabilité de cette structure d’ARN
permet de lui assigner une force caractéristique de déroulement. On mesure 14.6 pN en
présence de ul.24 et 13.0 pN en présence de ull4. La stabilité mécanique du fragment
d’ARN en présence des deux protéines ul24 et ul4 est supérieure et peut étre estimée
a 15.8 pN. On montre ainsi que les deux pinces moléculaires agissent en concert, c’est-
a-dire que le complexe formé par les deux pinces sur I’ARN renforce l'effet des pinces
individuelles.

De plus, I’étude de la fréquence de fixation des protéines ul.24 et/ou ul4, réalisée pour
différentes concentrations en r-protéines, montre que l'affinité de ul24 (ulL4) est 5.5 (7)
fois plus élevée lorsque ul4 (uL24) est déja fixée & PARN. On en conclut que la fixation
des protéines ul.24 et ul.4 sur le fragment d’ARN est coopérative.

La fonction biologique d’une pince moléculaire est de stabiliser la structure qu’elle

51
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reconnailt. Nos mesures montrent un systéme constitué de deux pinces moléculaires qui
stabilisent le méme fragment d’ARN. La présence simultanée des deux pinces moléculaires
induit une sur-stabilisation de ’ARN, ce qui montre que le complexe formé par les deux
pinces assure mieux la fonction biologique que chacune des pinces prises séparément. De
fagon intéressante, la fixation des deux pinces moléculaires est coopérative. Le systeme
biologique est par conséquent doublement optimal pour assurer la stabilisation mécanique
du fragment d’ARN.

Ces propriétés sont particulierement pertinentes dans le contexte de ’assemblage du
ribosome dans lequel le fragment d’ARN étudié est essentiel. On propose deux interpré-
tations possibles a la stabilisation mécanique mise en évidence. Premierement, on suggere
un role des pinces dans la stabilisation des structures de ’ARN ribosomique en cours de
transcription pour résister aux forces exercées par I’ARN polymérase. Deuxiemement, ces
pinces moléculaires peuvent jouer un rdle en restreignant l’ensemble des conformations
possibles de ’ARN ribosomique et favoriser le repliement vers la forme native de ’ARN.

Ce travail était sur le point d’étre soumis a un éditeur au moment de I’écriture de
cette theése. Pour cette raison, il a le format d’un article.

IV.2 Etude préliminaire d’un helper de I’assemblage : SrmB

SrmB est une des cinq protéines appartenant a la famille des protéines a boite DEAD
(DEAD-bor) identifiées chez E. coli. Ces protéines sont impliquées dans la biogeneése
du ribosome, la dégradation des ARN messagers et probablement dans l'initiation de la
traduction. Elles sont non-essentielles dans des conditions de croissance standard (37°C)
mais deviennent importantes a basse température (< 30°C) [21].

Des études menées in vitro ont montré que SrmB est une protéine dont les activités
ATPase et hélicase sont non-spécifiques vis-a-vis de 'ARN [93]. En revanche, SrmB in-
teragit spécifiquement in vivo et in vitro avec le complexe ribonucléoprotéique formé par
uli24, ul4 et un fragment de ’ARNr 23S contenant au moins les sites de fixation des
r-protéines ul24 et ul4. Ce fragment est localisé dans le domaine I de ’ARNr 23S [94].

Des expériences de génétique ont permis de préciser le role de SrmB dans la biogenese
du ribosome. SrmB facilite 'incorporation de uL13 au niveau du domaine II de ’ARNr
23S. Le site de fixation de SrmB serait celui identifié précédemment, fonctionnant comme
un site « d’ancrage » pour une action a distance [95, 96].

Jai effectué des expériences préliminaires a partir d’une préparation de SrmB réalisée
par T. Bizebard. J’ai cherché, par mesure de force, a mettre en évidence une interaction
entre SrmB et le complexe ribonucléoprotéique formé par le fragment d’ARN, ul.24 et ul4.

Les mesures de force ont été réalisées selon la méme méthodologie que I’étude
principale sur ul.24 et/ou ul4. Toutes choses égales par ailleurs, le tampon expérimental
contient en plus de 'ATP (2 mM) et du TCEP (0.5 mM).

Les mesures ont été réalisées en présence de uli24, ul.4 et SrmB (5 uM chaque).

Les courbes force/déplacement obtenues présentent les mémes intermédiaires de dérou-
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lement de ’ARN en présence ou en absence des protéines ul.24, ul4 et SrmB (Fig. IV.1B).

La encore, je me suis intéressé a la stabilité mécanique de l'intermédiaire stabilisé
par les protéines ul.24 et/ou ul4 (sommet de I'hélice H18). J’ai remarqué que plusieurs
courbes expérimentales (17%) présentent une force maximale atteinte par cet intermé-
diaire supérieure a 15.8 pN. De plus, 4% des mesures atteignent une force maximale
supérieure a 18.3 pN (c’est-a-dire un écart-type au dessus de la force moyenne de stabi-
lisation des protéines ul24 et ul.4 ensemble). Un exemple de courbe est représenté dans
la figure TV.1A.

Cette observation suggere un réle de stabilisation mécanique du complexe formé par
I’ARN et les protéines ul.24 et ul.4 en présence de SrmB. Ce résultat est compatible avec
I’observation in wvitro d’une interaction directe entre SrmB et les protéines ul.24 et ul4.

Si l'on se réfere a I’étude principale, on peut extrapoler la fréquence de fixation des
r-protéines ul.24 et ul4 (5 uM chaque) a 58 + 2%. On prévoit par conséquent 29% des
mesures présentant une force supérieure a 15.8 pN. Autrement dit, ’effet décrit ci-dessus
peut & ce stade de I'analyse tout aussi bien étre décrit par la distribution de force des
protéines ul.24 et ul.4 ensemble. Une étude portant sur plus de mesures permettrait de
confirmer ou non cette tendance en mesurant plus précisément les fréquences observées
des événements a haute force.

Test d’activité. De plus, j’ai mesuré l'activité ATPase de la préparation de SrmB
(selon le protocole décrit dans la référence [93]) dans le tampon expérimental utilisé pour
les mesures de force (cf paragraphe 11.2.2). J’ai comparé cette mesure avec celle obtenue
dans la référence [93].

On montre que l'activité ATPase de SrmB est beaucoup plus faible (facteur 100) dans
le tampon utilisé pour les mesures de force par rapport au tampon de référence.

Ce résultat suggere plutot de réaliser les mesures de force en présence de SrmB dans
le méme tampon expérimental que celui de la référence [93] pour lequel 'activité ATPase
de SrmB est bien meilleure.

Enfin, de nombreuses expériences complémentaires peuvent étre réalisées. Par exemple,
les mémes mesures de force peuvent étre réalisées en présence d’un analogue non-hydrolysable

de 'ATP.
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Fig. IV.1 Expériences réalisées en présence de ul24, ul.4 et SrmB. A) Exemple de courbe
force/déplacement. Les fléches indiquent les principaux sauts de force. En haut a gauche,
gros plan sur la région correspondant au dépliement du fragment d’ARN et superposition
de la courbe idéale déterminée par le modéle de Markov caché. B) Cartographie de la
stabilité des intermédiaires détectés pour I’ensemble des mesures effectuées en présence
de uL24, uL4 et SrmB (59 mesures).



Conclusion

J’ai réalisé des mesures de force a 1’échelle de la molécule unique avec un piege optique.
Cette technique expérimentale m’a permis d’étudier les mécanismes a 1’échelle moléculaire
en jeu dans les premiéres étapes de I’assemblage de la grande sous-unité du ribosome d’FE.
coli.

Les mesures de force sur le fragment d’ARN 23S 991-1163 m’ont permis de reproduire
et optimiser le protocole expérimental pour la préparation des fragments d’ARN d’inté-
rét dans une configuration qui permet la mesure de force via un double piege optique.
Ces mesures m’ont également permis de mettre au point des techniques de traitement de
surface qui se sont avérées nécessaires au bon rendement de la manipulation en présence
des protéines ribosomiques ul.24 et/ou ul4.

L’étude par mesure de force du fragment constitué des hélices H18, H19 et H20 du do-
maine I de ’ARN ribosomique 23S en présence des protéines ul.24 et/ou ul.4 m’a permis
de sonder directement les interactions en jeu lors des toutes premieres étapes de ’assem-
blage de la grande sous-unité 50S. En effet, les r-protéines ul.24 et ul4 sont deux des
cinq protéines essentielles a la premiere étape de la reconstitution in vitro de la grande
sous-unité du ribosome d’E. coli.

J’ai montré le role des r-protéines ul.24 et ulL4 dans la stabilisation mécanique du
fragment d’ARN. La présence simultanée des deux protéines sur le fragment d’ARN, fa-
vorisée par le caractere coopératif de la fixation, induit une sur-stabilisation de I’ARN.
On suggere de plus que la stabilisation mécanique de ’ARN mise en évidence dans ce
travail conditionne 'efficacité du repliement de I'extrémité 5’ de PARNr 23S. Le role de
stabilisation des protéines ul.24 et ul4 est donc essentiel a ’assemblage de la grande
sous-unité 50S du ribosome.

Dans le prolongement de mon travail de recherche principal, j’ai également réalisé des
mesures préliminaires en présence de ul.24, ul.4 et d’'un helper de I’assemblage : la protéine
a boite DEAD SrmB. J’ai cherché, toujours par des mesures de force, & mettre en évidence
une interaction directe entre ces trois protéines. Des expériences complémentaires doivent
étre menées et concernent notamment les conditions de tampon expérimentales.
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Annexe A

Mouvement brownien d’une bille dans
un piege harmonique

Cette annexe a été rédigée d’'une part a partir de l'article de M. C. Wang et G. E.
Uhlenbeck sur la théorie du mouvement brownien [65] et d’autre part & partir des articles
de K. Svoboda et S. M. Block [65] et K. C. Neuman et S. M. Block [59] sur son application
a la calibration du piege optique.

L’écoulement autour d’un objet microscopique soumis au mouvement brownien (dans
notre cas de diameétre ¢ ~ 1 pm et de coefficient de diffusion D ~ 1 pm? s71) est
caractérisé par une vitesse U ~ D/¢ ~ 1 ym s~!. On obtient pour le nombre de Rey-
nolds : Re ~ D/v ot v = 105 um?s™! est la viscosité cinématique de 1’eau. Le mouve-
ment du fluide environnant autour de la bille s’effectue donc & bas nombre de Reynolds
(Re ~107% << 1).

Bilan des forces :
— force élastique de rappel du piege de raideur k : Fi.qp = —kx

— force de friction hydrodynamique : Fyygro = —yv
ou y = 37rn¢g(%) est le coefficient de friction hydrodynamique, h la hauteur de
la bille par rapport a la lamelle. g(¢/2h) est un coefficient de correction tenant
compte des interactions hydrodynamiques entre la bille et la lamelle de microscope
vérifiant ’équation A.1 (loi de Faxen).

1

9 1 15 ]

g(d) = (A.1)

— force de Langevin Iy, = +/2kgT~ n(t) ou kp est la constante de Boltzmann et
T la température absolue. 7(t) est un processus gaussien aléatoire qui vérifie les
propriétés suivantes :

() =0 et (n(t)n(t")) =6t —1)
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Notations. Dans la suite, on adoptera les notations suivantes [68] pour calculer la
densité spectrale de puissance de x(t), G (f) :

2

Ga.(f) = Z(f)?

Trmesure—+—+00 Tmesu’re
olt Z(f) est la transformée de Fourier de x(t), définie par F(f) = [*2° z(t)e= 2"/t

Equation de la dynamique.

ﬂd%(i) dx(t)
v dt? dt

ou m est la masse de la bille (densité d, = 2 pour des billes de silice). On a également
utilisé la relation d’Einstein D = kp T / ~ reliant le coefficient de diffusion de la bille
au coefficient de frottement du fluide environnant.

Le terme & ~ % ~ 1079 5. Ce terme est négligeable pour une fréquence d’échan-
tillonnage inférieure & 20 kHz. Le terme inertiel de ’équation A.2 ne contribue significa-
tivement pas aux fluctuations de positions mesurées [67].

+ 27 fox(t) = V2D n(t) avec fo= 27]{;7 (A.2)

Densité spectrale des fluctuations de position. Pour calculer la densité spectrale
de x(t), on calcule la transformée de Fourier de x(t) a partir de I’équation A.2, on en
déduit :

2
U = 5o s (A3)
Soit,
G

Enfin, on calcule la densité spectrale du processus gaussien n(t) [68] :

—+00
Gy(f) = 4/ dr (n(t)n(t + 7)) cos(2mfr) = 2 (A.5)
0
On obtient finalement ’expression pour la densité spectrale de x(¢) :
D/x?
D= p o

Densité spectrale des fluctuations de tension. Le signal mesuré est la densité
spectrale de puissance de la tension délivrée par le capteur de position Gy (f). Puisque la
tension délivrée par le détecteur est proportionnelle & la position relative de la bille dans
le piege, il en va de méme pour les densités spectrales de puissance Gy (f) = p>G.(f) ou
p est la sensibilité du détecteur.

r ot T?= —DPQ

Gy(f) = W 2

(A7)



Annexe B

Préparation des hybrides ARN/ADN
et mesures de force

Cette annexe contient la publication correspondant a la référence [62]. Le protocole
suivi dans cette theése pour la préparation des hybrides ARN/ADN y est détaillé préci-
sément dans le cas de I’étude du fragment d’ARN d’intérét 991-1163 (cf chapitre I). Les
constructions moléculaires correspondant a 1’étude du fragment d’ARNr 23S 281-359 sont
obtenues de facon similaire & partir des « poignées » d’ADN adéquates.

La publication contient de plus des aspects techniques importants sur le double piege

optique utilisé dans cette these. Ces informations sont complémentaires avec le propos du
chapitre II.
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Résumé

Le ribosome est un organite essentiel de la

cellule qui assure la synthése des
protéines. C'est une structure trés
conservée, composée d'ARN et de

protéines ribosomiques organisés en deux
sous-unités. Les expeériences de
reconstitution in vitro du ribosome d'E. coli
ont montré que I'assemblage est un
processus coordonné impliquant de
nombreuses interactions entre les
différents constituants. En particulier, les
premiéres étapes de l'assemblage de la
grande sous-unité dépendent fortement de
la fixation coopérative de cinq protéines
ribosomiques a I'ARN 23S, mais les
mécanismes moléculaires sous-jacents
sont mal connus.

Cette étude a I'échelle de la molécule
unique vise a préciser ces mécanismes et
porte sur un fragment constitué des hélices
H18, H19 et H20 du domaine | de I'ARN
ribosomique 23S contenant les sites de
fixation des protéines uL24 et ulL4. Ce
fragment d'’ARN a été préparé dans une
configuration qui permet la mesure de
force via un double piége optique. Les
courbes de force obtenues ont permis de
dresser une cartographie de la stabilité des
structures du fragment d'ARN.

Ces cartes ont été comparées en absence
et en présence des protéines ribosomiques
uL24 et/ou uL4, démontrant ainsi que le
fragment d'ARN est stabilisé par la fixation
des protéines uL24 et/ou ulL4. Leur fixation
est coopérative et la présence conjointe
des deux protéines sur-stabilise les
structures du fragment d'ARN.

Ces résultats sont discutés dans la
perspective de préciser le réle du fragment
d'ARN et des protéines ribosomiques uL24
et uL4 dans l'assemblage de la grande
sous-unité du ribosome.

Mots Clés

Assemblage du ribosome, molécule

unique, piege optique

Abstract

Ribosomes are essential organelles of the
cell responsible for the synthesis of
proteins. Their well conserved structure
made of RNA and proteins is organized
into two subunits. In vitro reconstitution of
E. coli ribosomes showed that their
assembly is a coordinated process which
involves many interactions between the
components. More specifically, the early
stages of the large subunit assembly
depend strongly on the cooperative binding
of five ribosomal proteins to the 23S RNA.
The underlying molecular mechanisms
however remain poorly understood.

The aim of this study is to shine new light
on these mechanisms at the single
molecule level. It focuses on a 23S
ribosomal RNA fragment composed of the
helices H18, H19 and H20 in domain |
which encompasses the binding sites of
the ribosomal proteins uL24 and uL4. This
RNA fragment has been prepared in a
dumbbell configuration and force versus
displacement measurements have been
performed using a dual optical trap. From
these measurements, a map summarizing
the mechanical stability of the RNA
fragment has been determined.

The maps obtained in absence and in
presence of the ribosomal proteins ulL24
and/or uL4 have been compared
consequently demonstrating mechanical
stabilization of the RNA fragment induced
by the binding of ulL24 and/or ulL4.
Moreover, their binding is cooperative and
when both are present, the mechanical
stabilization of the RNA fragment is
enhanced.

These results are discussed to specify the
role of the RNA fragment and proteins
uL24 and ulL4 in the large ribosomal
subunit assembly.

Keywords

Ribosome assembly,
optical tweezers

single molecule,
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