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Introduction

La diversité des étres vivants est la manifestation de la diversité des protéines qui les
composent. La description de chaque protéine d’un organisme est contenue dans son génome. La
synthése d’une protéine suivant le géne correspondant s’appelle la traduction. Elle est effectuée

par une macromolécule : le ribosome.

Le role joué par les ribosomes en fait un sujet de recherche de choix depuis leur découverte
dans les années 50. Leur structure est désormais connue et depuis une dizaine d’années se
multiplient les études du ribosome a 1’échelle de la molécule unique. Ces études sont dans la

grande majorité des études de ribosomes bactériens, plus faciles & modifier et marquer.

La présente thése entre dans le cadre de cette poursuite de la compréhension de la traduc-
tion en portant ses efforts du co6té du ribosome de mammifére. Nous cherchons & obtenir des
informations sur la cinétique de traduction sur plusieurs cycles d’élongation. L’objectif & long
terme est d’étudier des phénomeénes cotraductionnels comme l'interaction du ribosome avec des
structures secondaires sur ’ARNm, le repliement des protéines ou la terminaison. L’élongation
étant la séquence d’incorporation des acides aminés composant la protéine traduite, il s’agit
d’un processus qui se désynchronise dés lors que ’on observe plus d’un cycle : 'instant de départ
du éniéme cycle dépend du temps pris par le ribosome pour effectuer les cycles précédents qui
ont chacun leur propre distribution de probabilité. Pour pouvoir resynchroniser ce processus,
nous l'étudions en molécule unique, chaque systéme traductionnel étant observé individuelle-
ment. Les données peuvent ensuite étre post-synchronisées pour obtenir des informations sur la
statistique des vitesses d’élongation. Nous utilisons la microscopie de fluorescence par réflexion

totale (TTRF) pour 'observation de molécules uniques.

Ce manuscrit décrit des travaux réalisés au sein du groupe biophotonique du Laboratoire
Charles Fabry. Ces travaux poursuivent le projet d’étude du ribosome par microscopie de TIRF
ayant déja fait l'objet de la thése de David Dulin [1], puis d’Antoine Le Gall 2] avec qui j’ai
travaillé lors de sa derniére et ma premiére année de thése. Depuis plusieurs années, notre équipe
collabore avec Dominique Fourmy et Satoko Yoshizawa du Centre de Génétique Moléculaire sur
des expériences en molécule unique utilisant des ribosomes bactériens. Un travail important
a été réalisé dans ce cadre sur la méthode d’accroche spécifique des ribosomes a la surface
et de nombreuses pistes ont été explorées pour marquer par fluorescence différents éléments

du systéme : les acides aminés, les ribosomes, la protéine synthétisée. J’ai moi-méme effectué



plusieurs études visant & améliorer la durée de vie des particules fluorescentes marquant les
acides aminés dans des conditions compatibles avec la traduction, ou a observer la synthése

par un ribosome procaryote de protéines fluorescentes émettant dans le jaune.

Ces travaux ont été mis a profit dans le cadre d’une nouvelle collaboration qui a démarré
au début de ma thése avec ’équipe d’Olivier Namy de I'Institut de Génétique et Microbiologie.
11 s’agissait cette fois d’études sur le ribosome eucaryote, plus précisément sur les ribosomes de
lapins, avec comme objectif ultime I’étude de la terminaison. Ces expériences ont été effectuées
en collaboration étroite avec Héléne Chommy [3], doctorante dans 1’équipe d’Olivier Namy
puis post-doctorante pour quelques mois dans notre équipe. Les résultats les plus marquants
obtenus au cours de ma thése ’ayant été sur ces ribosomes eucaryotes, c’est sur eux que je me

concentreral dans ce manuscrit.

Du point de vue du dispositif expérimental, vu les travaux déja effectués par mes prédé-
cesseurs sur le montage de microscopie de TIRF, j’ai principalement été amené a ’adapter
a I'étude de nos nouveaux ribosomes de mammiféres. Il s’agissait entre autres de modifier le
montage pour permettre un suivi de la fluorescence dans deux couleurs distinctes en paralléle.
J’ai dia améliorer la reproductibilité des expériences, ce qui est passé par 'amélioration de la
chimie de surface ou encore le regroupement des expériences selon le lot d’extraits cellulaires
utilisé. J’ai pour 'instant écarté 'utilisation de procédé de réduction de photoblanchiment car
nous étions confrontés & une variation du taux de photoblanchiment au cours du temps. Pour
avoir des expériences reproductibles, il était plus raisonnable de minimiser le photoblanchiment
en optant pour un espacement des images lors de la séquence d’acquisition. Au niveau du trai-
tement des données, j'ai également effectué un travail important d’optimisation afin d’obtenir
un programme & la fois rapide et robuste. Cela nous a permis de traiter plus de données, ce
qui était nécessaire pour avoir des résultats statistiquement significatifs, et cela a contribué a
la reproductibilité des expériences. Enfin, en compagnie d’Héléne Chommy, j’ai assuré la pré-
paration des expériences et la prise de données, toujours en optimisant le temps passé jusqu’a

pouvoir faire 10 expériences dans la méme journée 1a ot ’on en faisait 4 au début de ma thése.

Je présenterai donc mon travail en quatre chapitres. Le premier décrira le mécanisme de
synthése des protéines par les ribosomes. A I’aide de quelques articles choisis, je donnerai des
exemples d’études de la traduction. Nous aborderons d’abord les études en mesures d’ensemble
avant de montrer l'intérét de ’approche par molécule unique. Nous positionnerons alors nos

objectifs dans la continuité des études déja réalisées en molécule unique.

Le second chapitre est consacré a la description de ’expérience de traduction en molé-
cule unique. Nous présenterons d’abord la conception de I’échantillon puis toutes les étapes

permettant de réaliser 'expérience. Nous décrirons notre montage optique utilisé pour créer



I'onde évanescente nécessaire & la microscopie TIRF et pour observer des fluorophores uniques
excités par cette onde. Nous verrons comment préparer les surfaces de verre pour y placer nos
ribosomes et nos fluorophores. Nous y détaillerons également la préparation des échantillons

biologiques permettant de suivre la traduction d’une protéine a 1’aide de fluorophores.

Le troisieme chapitre portera sur le traitement des données. Les images de fluorophores
obtenues & la fin d’une journée d’expériences doivent étre analysées pour en extraire les temps
mis par chaque ribosome pour effectuer plusieurs cycles d’élongation. Le programme présenté
a pour fonctions principales la détection des fluorophores indépendamment du bruit de fond
d’une part et la mesure des instants de disparition des fluorophores d’autre part. Ce programme

est également capable de comparer les données provenant de flurophores de couleurs différentes.

Enfin, le dernier chapitre présentera les résultats obtenus. Nous comparerons premiérement
deux fluorophores différents interagissants avec le ribosome, I'un au début des cycles d’élon-
gation étudiés, 'autre aprés une dizaine de cycles. Cela nous permettra d’obtenir une vitesse
d’élongation #n wvitro pour des ribosomes de mammiféres traduisant prés d’'une surface. Nous
étudierons ensuite le comportement d’un seul fluorophore en se rapportant au début de 'ex-
périence de traduction caractérisé par la mise en présence des ribosomes et du matériel de
traduction. Cela fera apparaitre un retard au départ du ribosome de sa position initiale corres-
pondant & un phénomene différent, en plus des cycles d’élongation dont la vitesse estimée est

compatible avec celle déterminée précédemment.

La mise au point et la caractérisation précise de ce systéme rapporteur ouvre la voie & de

nombreuses études biologiques que nous présenterons a la fin de ce manuscrit.






CHAPITRE 1

Synthése des protéines en molécule

unique

Dans ce chapitre, nous présentons le mécanisme de traduction par lequel un ribosome syn-
thétise une nouvelle protéine. Grace a plusieurs exemples, nous présentons des études classiques
du ribosome avant de montrer I'intérét des études en molécule unique. Les études portant sur le
ribosome et la traduction sont abondantes et nous ont permis d’en avoir une bonne compréhen-
sion. En particulier, les études structurales nous offrent une représentation du ribosome et de
ses interactions avec les autres facteurs de la traduction. De plus, depuis une dizaine d’années,
les études du ribosome en molécule unique se multiplient, apportant par la méme occasion
des informations sur la vitesse des étapes de la traduction. Nous nous positionnerons alors par
rapport a ces études pour introduire notre objectif : 'étude de la cinétique de ’élongation, en
particulier dans le cas de ribosomes de mammiféres, en vue d’obtenir des informations sur le

role de la cinétique dans la survenue d’événements rares traductionnels.

1.1 Contexte biologique

1.1.1 Information génétique et protéines

Les fonctions microbiologiques des étres vivants sont majoritairement assurées par les pro-

téines. Il est possible de trouver des exemples de protéines ayant des fonctions trés variées :

L’hémoglobine est une protéine dont la fonction est de transporter le dioxygéne et le

dioxyde de carbone entre les organes et le systéme respiratoire d'un organisme.

— Les anticorps sont des protéines spécialisées dans la détection de corps étrangers spéci-
fiques. Ils font partie intégrante du systéme immunitaire.

— La kératine est une protéine fibreuse ayant un roéle de structure. Les cheveux sont com-

posés de kératine.

Les enzymes sont des protéines favorisant des réactions biochimiques diverses (synthése

de polymeres ou dégradation de molécules par exemple).



CHAP 1 - SYNTHESE DES PROTEINES EN MOLECULE UNIQUE

— La myosine est une protéine motrice qui entre en jeu dans la contraction des cellules
musculaires.

Cette liste est bien évidemment loin d’étre exhaustive.

Les protéines sont des chaines polypeptidiques (des séquences d’acides aminés) ayant un
repliement spatial particulier (description & la figure 1.1). De la séquence et de la structure tri-
dimensionnelle d’une protéine dépend la fonction de cette protéine. Les séquences des protéines
d’un organisme sont codées dans son génome. Sauf exceptions (virus) le génome est codé sur
une ou plusieurs chaines d’acides désoxyribonucléiques (ADN). Chez ’étre humain, on estime

a 25 000 le nombre de génes pouvant coder pour des protéines [4].

Structure primaire

Sequence d'acides amings

Hémoglabine

Feuillet beta

Structure secondaire
Repliement local de
la chaine principale

Structure quatermaire

Association de plusieurs
chaines polypeptidiques

Structure tertiaire

Structure tridimentionelle

FIGURE 1.1 - Il est possible de représenter les protéines avec quatre niveauz d’information. La
structure primaire de la protéine décrit la séquence d’actdes aminés, et peut étre déduite de la
séquence de 'ARNm. La structure secondaire décrit les interactions non covalentes entre les
acides aminés deux o deux. Cela fait généralement ressortir deuzr types d’arrangements : les
hélices alpha et les feuillets béta. La structure tertiaire donne la forme tridimensionnelle de la
protéine. La structure quaternaire montre comment certaines chaines polypeptidiques se lient
entre elles pour former une protéine plus grande. Image issue du domaine public.

L’ADN est une macro-molécule stable qui permet de stocker I'information génétique tout au

long de la vie d’un individu. La stabilité d’un tel polymére est rendue possible grace a 1’existence



1.1 Contexte biologique

d’un systéme de réparation de ’ADN. I’ADN se trouve sous forme de double hélice, chaque
brin de I’hélice étant une chaine de nucléotides : adénine (A), thymine (T), cytosine (C) ou
guanine (G). Chaque nucléotide est associé avec un nucléotide complémentaire situé sur le

second brin, les A s’appareillant avec les T, les C avec les G (figure 1.2).

@ acide phosphorique
n désoxyribose
- adénine
-guamne

T thymine

B oo

D
e nucléotide

FiGURE 1.2 — Deux brins d’ADN hybridés l'un & Uautre. Notons que l’on trouve trois liaisons
hydrogénes entre les bases C et G et seulement deux entre A et T ou U. Cela explique pourquoi
les séquences riches en C et G forment des hybridations plus stables que les autres.

ADN Liaisons ADN
hydrogéne

Une cellule doit pouvoir produire un grand nombre de protéines en peu de temps. La syn-
thése de protéines ne se fait pas a partir de ’ADN mais de copies sous forme d’ARN messager
(ARNm) obtenues aprés transcription de ’ADN. L’acide ribonucléique ne posséde pas de base
T mais une uracile (U) complémentaire de 'adénine. Les ARNm sont plus nombreux mais se dé-
gradent beaucoup plus vite que PADN ayant servi de modeéle. I’équilibre création/dégradation

des ARNm permet un rééquilibrage rapide de la vitesse de synthése des protéines associées.

La lecture des ARNm et la synthése des protéines sont effectuées par une macromolécule,
le ribosome, elle-méme constituée de chaines d’ARN ribosomiques et de protéines. Cette opé-
ration s’appelle la traduction car le ribosome traduit la séquence de nucléotides en séquence
d’acides aminés. Par I'importance de sa fonction au sein de la cellule, le ribosome voit sa forme
étre bien conservée entre les différents organismes. Une distinction est cependant a faire entre
les domaines des eucaryotes et des procaryotes (organismes possédant ou non un noyau cellu-
laire). Entre ces deux domaines, les ribosomes sont relativement différents (plus gros chez les
eucaryotes) et la traduction ne se fait pas exactement de la méme fagon. Les points communs
entre les traductions dans ces deux domaines sont cependant suffisamment nombreux pour en
faire une description générale commune qui donne les grands principes de la traduction dans

tous les organismes.

La traduction se fait selon le code génétique, les nucléotides étant lus trois par trois (ce

qui donne 64 mots de trois lettres pour un tel alphabet a quatre lettres) du coté 5" vers 3’
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CHAP 1 - SYNTHESE DES PROTEINES EN MOLECULE UNIQUE

de PARNm !. Chaque triplet de nucléotide, appelé codon, correspond & un acide aminé parmi
les vingt présents dans la plupart des organismes. Un codon (AUG) code pour la méthionine,
un acide aminé utilisé pour marquer le début d’une protéine, ce codon est dans ce cas appelé
codon start. Trois autres codons (UAA, UAG et UGA) ne sont pas associés a des acides aminés
et marquent la fin de la séquence protéique, ils sont donc désignés comme des codons stop.
Pour associer un acide aminé a un codon, le ribosome utilise des ARNt (ARN de transfert).
Les ARNt sont de courtes séquences d’ARN dont le repliement les rend aptes & se positionner
dans des sites du ribosome notés A, P et E (A pour aminoacyl, P pour peptidyl et E pour exit).
Ces ARNt sont dits chargés lorsqu’ils sont liés & un acide aminé. Les ARNt sont spécifiques
a chaque acide aminé car ils contiennent I’anti-codon complémentaire au codon de cet acide
aminé. Les sites A, P et E sont en contact avec 'ARNm Iu par le ribosome ou trois bases
de 'ARNm (le codon) se retrouvent opposées a 'anti-codon de 'ARNt. Un ARN¢t peut entrer
librement dans le site A et si ces trois bases ne sont pas complémentaires il libére I’emplacement.
L’association entre un codon et un acide aminé donné se fait donc par les ARNt selon le code
génétique. Un ARN¢t présentant le bon anti-codon dans le site A voit son acide aminé intégrer
la nouvelle chaine polypeptidique. Il passe ensuite dans le site P lors d’un mouvement de
translocation du ribosome. Avec le mouvement de translocation suivant, I’ARNt passe du site
P a4 E d’ou il se détachera du ribosome. Il pourra alors étre de nouveau chargé par un acide

aminé.

1.1.2 Etapes de la traduction

La traduction se déroule en plusieurs étapes, résumées dans la figure 1.3. Premiérement a
lieu l'initiation lors de laquelle le ribosome se positionne sur 'ARNm et se place au niveau
du codon start. Un ARNt chargé d’une méthionine se place dans le site P du ribosome, la
méthionine étant alors le premier acide aminé de la future chaine polypeptidique. Le ribosome
est alors la combinaison de deux sous-unités (une petite dite 30S? chez les procaryotes et
40S chez les eucaryotes et une grande, 50S pour les procaryotes et 60S pour les eucaryotes)
naturellement séparées hors traduction. Quand elles sont associées, on obtient un ribosome
procaryote complet 70S ou un eucaryote 80S.

Ensuite, lors de ’étape d’élongation, les ARNt viennent se placer les uns aprés les autres
dans le site A du ribosome. Lorsque un ARNt correspond au codon en cours de lecture, le ribo-

some effectue un mouvement de translocation (ce qui le classe parmi les moteurs moléculaires)

1. L’ARNm est lu de 5’ vers 3’, ces chiffres correspondent au numéro du carbone du ribose libre en extrémité
de chaine.

2. Le nombre de S caractérisant les sous-unités et le ribosome sont des Svedberg (1 S = 1072 s), une unité
décrivant la vitesse de sédimentation constante divisée par l’accélération subie. Cette accélération se traduit
par une force selon la masse de la particule et son rapport de densité avec le milieu. La vitesse est constante
lorsque cette force s’équilibre avec les forces de frottement fluide dépendantes de la forme et du volume de la
particule. Dans le cas du ribosome qui est une macromolécule dense (une vingtaine de nanométres pour environ
4.10° Da), un nombre de S élevé indique une particule lourde.
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FIGURE 1.8 - Cycle de traduction du ribosome procaryote. Les deuz sous unités se rassemblent
lors de Uinitiation, la protéine est synthétisée pendant [’élongation, reldchée o l’'étape de termi-
naison puis le reste du systéme traductionnel est recyclé. Les cofacteurs de la traduction sont
omniprésents et indispensables au bon déroulement du processus. Image extraite et adaptée

de [5].

faisant passer ARNt du site A au site P, celui du site P au site E d’ou il pourra étre libéré et
lie le dernier acide aminé recu 4 la chaine polypeptidique en cours de synthése. Cette liaison est
une liaison peptidique, résultat d’'une réaction entre les groupes carboxyle (COOH) et amine
(N Hj) de deux acides aminés. L’ARNm se déplace conjointement aux ARN¢t par rapport au
ribosome et présente le codon suivant au site A du ribosome. Ce processus se répéte jusqu’a
I'arrivée d’un codon stop dans le site A.

Lorsque le codon stop se présente enfin, aucun acide aminé n’est plus incorporé, le ribosome
libére la nouvelle chaine polypeptidique. Cette étape est la terminaison. La séparation du

ribosome en deux sous-unités libres est appelée recyclage du ribosome.
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Ces étapes ne sont rendues possibles que par la présence de nombreux cofacteurs de la
traduction aidant le ribosome a se positionner sur '’ARNm, & se déplacer et & se détacher. Les
cofacteurs sont plus nombreux chez les eucaryotes que chez les procaryotes.

La chaine polypeptidique créée subit généralement des modifications qui peuvent étre co-
ou post-traductionnelles (par exemple Pablation de la premiére méthionine). Elle se replie sur
elle-méme pour adopter une conformation en trois dimensions, sa structure tertiaire, qui est
généralement déterminante dans le réle que jouera la protéine. On parle de structure quater-
naire lorsque la protéine est composée de plusieurs chaines polypeptidiques distinctes (figure
1.1).

En conclusion, la traduction est un processus complexe permettant I’expression de 'informa-
tion génétique de chaque organisme. L’étude de la traduction peut mener & mieux comprendre

et agir sur la vie des cellules.

1.2 Meéthodes d’études classiques du ribosome

Le ribosome et la traduction sont 'objet de nombreuses études. Nous noterons que l'intérét
porté par la communauté scientifique au ribosome a conduit & I'obtention de deux prix Nobel.
En 1974, Albert Claude, Christian de Duve et George Emil Palade furent récompensés par
le prix Nobel de physiologie ou médecine pour leurs travaux sur ’organisation structurelle et
fonctionnelle de la cellule, travaux incluant la description du ribosome dans [6]. En 2009, c’est
au tour d’Ada Yonath, Venkatraman Ramakrishnan et Thomas Steitz de recevoir le prix Nobel
de chimie pour avoir déterminé la structure du ribosome procaryote en interaction avec des
antibiotiques [7-9].

Dans la section précédente, nous avons, pour simplifier, considéré que ’ARNm était linéaire.
En réalité, les ARN messagers étant de longues chaines de nucléotides simple brin, ils présentent
de nombreuses bases libres susceptibles de s’appareiller avec des séquences complémentaires.
Cela arrive par exemple lorsque ’ARNm forme des structures secondaires en se repliant sur
lui-méme. Pour lire TARNm, le ribosome doit donc étre capable d’ouvrir de telles structures :
c’est ce qu’on appelle son activité hélicase.

L’article de Takyar et al. [10] paru en 2005 cherche & mieux comprendre cette activité
hélicase. Nous allons ici développer les résultats de cet article, d'une part a titre d’exemple
d’étude "classique" en mesure d’ensemble du ribosome, d’autre part car nous en utiliserons les
résultats pour nos expériences en molécule unique.

Les auteurs de [10] cherchent & savoir si cette activité hélicase est externe au ribosome ou,
dans le cas contraire, si le ribosome a besoin d’un apport d’énergie dédié pour séparer les brins
ou si son simple déplacement le long de 'ARNm est suffisant. L’autre question soulevée par
cet article est de savoir a quelle distance du site P se situe ’éventuel site du ribosome ayant

une activité hélicase.
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1.2 Méthodes d’études classiques du ribosome

Dans cet article, les auteurs préparent différents oligonucléotides (que I'on appellera par la
suite oligos) constitués de courtes séquences complémentaires d’ARN ou d’ADN s’hybridant
sur un ARNm en aval du codon start. Ces séquences sont présentées a la figure 1.4. Le but
est de compter le nombre de codons lus par le ribosome lors des séparations de chacun de ces
oligos de ’TARNm.

+1 4 7 10 13 16 19

" [ ]

so M F V Y K
EGGAAAUAAAAAUGUUUGUAUACAAAUCUACUGCUGAACUCGCUGCAC
H12(+19)

H13(+16)

H14{+13)

H16(+13)
H18(+13)

FIGURE 1.4 — Figure extraite de [10]. Le premier nucléotide du site P aprés initiation sur
la méthionine M est numéroté +1. Au fur et & mesure de lincorporation des acides aminés
sutvants F, V, Y puis K, le ribosome place son site P auz positions indiquées : +4, 7, 10 et 13.
Différents oligos complémentaires peuvent étre hybridés a partir des positions des nucléotides
+13, +16 ou +19 et mesurant 12 4 18 nucléotides.

Initialement, le ribosome n’a pas a sa disposition les acides aminés nécessaires a la tra-
duction de la séquence utilisée. En purifiant les ARNt portant ces acides aminés et en les
mettant en présence du ribosome un & un, il est possible de faire avancer le ribosome pas a
pas sur PARNm. Sur la figure 1.5 nous voyons des gels d’électrophorése (en conditions non
dénaturantes) décrivant le taux d’hybridation. Un tel gel permet de séparer différentes espéces
présentes en solution selon leur poids moléculaire. Les éléments les plus lourds ou volumineux
migrent moins loin dans le gel et se retrouvent dans la partie supérieure. Ici, les oligos com-
plémentaires sont marqués : une bande noire en haut du gel représente un oligo hybridé a
I’ARNm tandis quune bande noire en bas du gel représente I'oligo libre moins volumineux. Le
gel A nous montre que l'oligo H12(+19) n’est détaché que si le ribosome est capable d’avancer
jusqu’a placer PARNYt et son acide aminé Y dans le site P. A ce niveau 14, le premier nucléotide
de l'oligo H12 est en position +10 par rapport au premier nucléotide dans le site P du coté 5’
(noté +1). Cela signifie que le ribosome peut agir sur une séquence située apres la position +10,
son activité hélicase a donc lieu aprés le nucléotide +10 du coté de U'extrémité 3’ de 'ARNm.

En recoupant les différentes données, les auteurs concluent que le site hélicase du ribosome se
situe 11 nucléotides aprés le premier nucléotide du site P, dans le cas d’un ribosome procaryote
(E. coli).

Cette activité hélicase est effectuée par le ribosome car elle ne dépend que de la position de
ce dernier sur ’TARNm et non de la présence des différents facteurs de la traduction. Pour savoir
si le ribosome a besoin d’un apport d’énergie (tel les GTP consommeés lors de la traduction) pour
ouvrir un double brin, les auteurs ont utilisé un antibiotique bloquant le ribosome aprés une

unique translocation. Cette translocation ne nécessite pas de molécule énergétique standard,
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A B C D E F

H12(+19) H13({+18) H14(+13) H16{+13) H18(+13) DMA oligo
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FIGURE 1.5 — Figure extraite de [10]. Les gels A a E décrivent la déshybridation des oligos el
ARNm pour les cing oligos décrits a la figure 1.4. Le gel F' est similaire au cas A mais avec des
oligos ADN et non ARN. Chaque colonne notée M, M’, F, V, Y ou K indique le dernier acide
aminé incorporé avant la réalisation du gel. La bande visible en haut du gel correspond aux cas
ot loligo est resté hybridé o ’ARNm (ds signifie double stranded) tandis que la bande du bas
correspond auz oligos déshybridés (ss signifie single stranded).

I’énergie étant apportée par ’antibiotique. Cette énergie ne peut étre utilisée que pour la
translocation car I'antibiotique ne peut transférer son énergie autrement. En montrant que
cette translocation provoque l'effet hélicase, les auteurs ont démontré que ’activité hélicase était
induite par le déplacement du ribosome sans consommer localement de molécule énergétique.

Cette étude a donc déterminé par des mesures d’ensemble que le ribosome procaryote pos-
sédait une activité hélicase et que son site actif se situait 11 nucléotides en aval du premier

nucléotide du site P sur 'TARN messager.

On voit au travers de cet exemple que les mesures d’ensemble permettent d’accéder & des
données sur les fonctions du ribosome. Cependant, il est bien plus difficile d’obtenir des in-
formations sur la dynamique de la traduction. Il est possible de mesurer un temps moyen de
traduction total ou de sous-étapes de la traduction g’il est possible de synchroniser ces phéno-
meénes. La mesure d’événements asynchrones tels les instants d’arrivée de certains facteurs, les
changements de conformation ou méme I’élongation le long de quelques codons est bien moins

facile. C’est alors que les techniques de molécule unique prennent tout leur intérét.

1.3 Etudes en molécule unique

Suivre un unique systéme traductionnel permet d’observer des événements rapides en temps
réel. La ot les mesures d’ensemble doivent généralement bloquer les réactions pour les synchro-

niser, il est possible de laisser chaque systéme unique évoluer & son rythme sans se soucier des
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1.3 Etudes en molécule unique

voising. C’est seulement une fois les mesures faites que ’on post-synchronise les étapes que ’on

souhaite étudier.

1.3.1 Exemples de microscopies de fluorescence

Observer une molécule unique ne peut se faire en éclairant 'objet et en observant la lumiére
renvoyée. Le spectre lumineux visible correspond & des longueurs d’onde comprises entre 380
et 780 nm ce qui est 'ordre de grandeur de la taille des objets directement observables. Or,
les molécules se mesurent en fraction de nanométre et méme le ribosome, molécule massive
de centaines de milliers d’atomes, ne dépasse pas les 30 nm pour les eucaryotes (de Pordre de
20 nm chez les procaryotes).

En utilisant des longueurs d’onde plus courtes (diffraction des rayons X ou microscopie
électronique), on peut résoudre des structures a l'échelle atomique mais le systéme doit étre
figé. Pour bénéficier des avantages de la microscopie optique ou le systéme peut étre observé
en action, il est possible de marquer les molécules biologiques avec une molécule fluorescente.
Une molécule fluorescente, appelée fluorophore, absorbe les photons ayant certaines longueurs
d’onde pour réémettre dans une plage de longueurs d’onde plus élevée. En utilisant les filtres
adéquats, il est alors possible de ne récupérer que les photons issus de la fluorescence. Il suffit
alors de diluer fortement la concentration (afin d’avoir une distance entre fluorophores supé-

rieure & la longueur d’onde d’observation) pour pouvoir détecter des molécules uniques.

Microscopie de fluorescence par réflexion totale.

Nous présentons dans cette section la microscopie de fluorescence par réflexion totale
(TIRF) qui est une technique fréquemment employée pour observer des fluorophores prés d'une
surface. 1l s’agit de la technique de microscopie que nous avons choisi pour notre étude de la
traduction.

Le principe du TIRF est de n’exciter qu’une fine couche de I’échantillon située contre une
surface de verre (une lamelle de microscope) comme illustré sur la figure 1.6. Cette excitation
se fait par une onde évanescente qui est un champ électro-magnétique non propagatif créé de
I'autre c6té d’une interface sur laquelle une onde lumineuse est en réflexion totale. L’intérét
de cette excitation surfacique est d’avoir un faible bruit de fond comparé & la microscopie

3 comme nous l'expliquons dans les paragraphes suivants.

épi-fluorescence

Un fluorophore n’est visible que 8’il est excité et n’est excité que s’il se situe dans le volume
couvert par 'onde évanescente. Cette onde évanescente est générée par une réflexion totale.
Nous parlons de réflexion totale lorsque une onde lumineuse arrive sur une interface de chan-
gement d’indice ny vers ng (n; > ng) avec un angle tel que la loi de Snell-Descartes ne puisse

N

plus s’appliquer. Un sinus ne saurait étre supérieur & 1, il n’existe donc pas d’angle réfracté

3. Microscopie de fluorescence plus classique ot 'onde excitatrice arrive en incidence normale sur la lamelle
de verre.
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Fluorophores non
excités et non visibles
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Faisceau incident Faisceau réfléchi

FIGURE 1.6 — Une onde évanescente excitant des fluorophores. Cette onde est générée par un
faisceau provenant de lobjectif. Les fluorophores excités prés de la surface sont visualisés avec
ce méme objectif.

pour un angle d’incidence 6 supérieur & un angle critique 6, :

- ng
0, =sin ' =
ny

L’onde n’étant pas réfractée, elle est entierement réfléchie. Cependant, la conservation de la
composante normale du champ magnétique et des composantes tangentielles du champ élec-
trique au passage d’une interface impliquent 'existence d’'un champ électromagnétique de
I'autre coté de l'interface méme dans le cas d’une réflexion totale. Ce champ évanescent dé-
croit de fagon exponentielle en s’éloignant de l'interface avec une distance caractéristique d (se

référer a [11]) -

d= A (1.1)

4/ (nysind)® — n3

Dans le cas de la microscopie TIRF, d est de 'ordre de la centaine de nanomeétres. Cette
faible profondeur d’excitation permet de n’exciter qu'un faible volume, d’ol1 l'intérét du TIRF
par rapport a I’épi-fluorescence. En épi-fluorescence, 'onde lumineuse se propage jusqu’au fluo-

rophore et traverse ’environnement biologique en amont et en aval du plan d’observation. Ce
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volume excité peut contenir d’autres fluorophores si ceux-ci ne sont pas extrémement dilués ou
localisés. Le volume excité peut également contenir des particules légérement fluorescentes aux
longueurs d’onde utilisées qui compensent leur faible fluorescence par leur nombre. Finalement,
le volume traversé par ’onde excitatrice émet des photons qui seront collectés par 'objectif.
Provenant d’un plan qui n’est pas celui de la mise au point, ces photons ne formeront pas
d’image mais ajouteront un bruit de fond au signal.

Un échantillon biologique, placé entre lame et lamelle de microscope, a généralement une
épaisseur d’au moins quelques centaines de micrométres. En TIRF l'excitation ne concerne
que les premiéres centaines de nanométres de 1’échantillon, le volume excité est donc mille fois
moins important. Comme nous cherchons & observer des fluorophores uniques, le nombre de
photons constituant le signal est faible ce qui impose d’avoir un bruit de fond tout aussi faible.

En cela, la microscopie TIRF est adaptée & I'observation de molécules uniques.

Utilisation de Zero Mode Waveguides

Une évolution récente par rapport aux techniques de type TIRF pour pouvoir observer des
fluorophores uniques est celle des Zero Mode Waveguides (ZMW). Sur une lamelle de verre,
une couche d’aluminium est percée par des puits d’un diamétre inférieur a la longueur d’onde
d’excitation utilisée. L’onde provenant du coété du verre ne peut pas se propager mais une
partie du champ, non propagatif, pénétre dans les puits sur quelques dizaines de nanométres.
La figure 1.7 décrit un exemple d’utilisation des ZMW pour ’étude du ribosome. Le volume
d’excitation, de 'ordre de 102! L, est fortement réduit par rapport a la microscopie TIRF
standard, ce qui permet de travailler avec de grandes concentrations en fluorophores sans avoir
un niveau de fond de fluorescence prohibitif.

La figure 1.7 est extraite de l’article de Uemura et al. [12] dans lequel trois ARNt différents
sont marqués. Cela permet de suivre plusieurs cycles d’élongation, ce qui n’avait encore jamais
été fait en molécule unique. Ces ARNt sont incorporés par un ribosome situé au fond du puits,
au niveau de l'onde stationnaire excitatrice. Les auteurs peuvent ainsi détecter 'arrivée des
ARNt au niveau du ribosome ainsi que leur instant de départ, obtenant ainsi des informations
sur la cinétique de ’élongation. Le faible volume d’excitation permet d’utiliser une concen-
tration en espéces marquées & 200 nM 14 ot il est difficile de dépasser les 10 nM en TIRF.
Avec ces concentrations plus élevées, la traduction est beaucoup moins ralentie par le manque

d’ARNt et les auteurs observent une incorporation toutes les quatre secondes environ.

Le FRET

Le FRET (Forster Resonance Energy Transfer) est un phénomeéne de transfert d’énergie
non radiatif entre deux fluorophores [13-15]. Un fluorophore (le donneur) excité par une onde
lumineuse peut transférer son énergie & un autre fluorophore (I'accepteur) si ce dernier est situé

& une distance de 'ordre du rayon de Forster Ry mesurant quelques nanométres. L’accepteur
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FIGURE 1.7 — Schéma d’un des puits ZMW de diamétre 50 a 200 nm. Dans cette expérience,
trois ARNt sont marqués par trois fluorophores différents (trois cyanines, Cy2, Cy3 et Cy))
et sont mis en présence d’un compleze ribosome-ARNm attaché au fond du puits dans la zone
d’excitation. Les fluorophores ne sont donc excités qu’a leur arrivée sur le ribosome ce qui
permet de suivre 'incorporation des ARNt. Figure extraite de [12].

ainsi excité émet un signal de fluorescence. Le transfert est efficace (Ry est grand) lorsque le
spectre d’émission du donneur recouvre celui d’absorption de ’accepteur. Ry est une grandeur
qui dépend également de l'indice de réfraction du milieu, du rendement quantique du donneur
et de 'orientation relative entre les dipéles du donneur et de 'accepteur. L’efficacité de FRET

Errpr varie en fonction de la distance entre fluorophores R selon la formule suivante :

Rg

-0 1.2
R§ + RS (1.2)

Errer =

Cette formule donne la courbe d’efficacité présentée a la figure 1.8.

Cette propriété est utilisée pour évaluer la distance entre deux fluorophores. Il est possible
d’en déduire la distance entre deux particules biologiques auxquelles on a lié ces deux fluoro-
phores ou encore les changements de conformation d’'une méme protéine. Lorsque un donneur
excité et un accepteur se rapprochent, la fluorescence du premier diminue tandis que celle du
second apparait. La mesure de l'efficacité du transfert (en comparant la fluorescence du don-
neur et de ’accepteur) permet de retrouver la distance. En pratique, on utilise deux lasers pour
exciter les deux fluorophores et vérifier qu’il sont bien présents en les observant par fluorescence

simple.

Nous verrons dans la section suivante une exemple d’étude utilisant le FRET pour discri-

miner différentes configurations de I'appareil traductionnel.
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FIGURE 1.8 — Courbe d’efficacité du transfert d’énergie en fonction de la distance entre les deux
fluorophores. Cette distance est exprimée en Ry, le rayon de Férster, typiquement de 'ordre de
5 nm. Figure extraite de [16].

1.3.2 Un exemple d’étude de I'activité hélicase des ribosomes

Nous avons décrit & la section 1.2 une étude portant sur ’activité hélicase du ribosome
effectuée en mesures d’ensemble. Grace aux techniques de molécule unique, il est maintenant
possible d’obtenir des informations sur d’éventuels ralentissements dus & la présence de struc-
tures secondaires sur ’ARNm. En 2013, dans [17], Chen et al. se sont penchés sur I’étude des
pauses marquées par le ribosome lors de I'ouverture de structures secondaires. Ils utilisent une
configuration de type TIRF pour détecter le FRET entre quatre types de molécules marquées :
deux protéines du ribosome proches des canaux d’entrée et de sortie de 'TARNm et deux ARNt
spécifiques & 'arginine et la phénylalanine marqués sur 'ARNt lui-méme. En revanche, ils
n’emploient pas de Zero Mode Waveguides qui ne sont encore utilisées que par un seul groupe
de recherche.

1l s’agit de décomposer les cycles d’élongation en sous étapes cinétiquement limitantes puis
de comparer ’évolution des durées de ces étapes lors du franchissement dune structure. Ces
sous étapes sont au nombre de trois par cycle d’élongation. La configuration 4 la fin de chacune
de ces étapes est détaillée sur deux cycles a la figure 1.9 (a). Au début (configuration 1), la
ribosome a incorporé 1’acide aminé E, puis il incorpore 'acide aminé R (configurations 2 a 4)
et enfin l’acide aminé F (configurations 5 a 7 similaires a 2 & 4). Plus précisément, (i) un ARNt
chargé arrive dans le site A, est reconnu puis le ribosome forme une nouvelle liaison peptidique
(pour terminer dans les configurations 2 ou 5 de la figure 1.9), puis (ii) le ribosome effectue un
mouvement de translocation ou les ARNt passent des sites A et P 4 P et E (arrivée dans les
configurations 3 ou 6) et enfin (iii) ’ARN¢t présent dans le site E se dissocie du ribosome (on
se retrouve alors dans les configurations 1, 4 ou 7).

La distinction entre ces différentes configurations est faite d’une part en vérifiant par fluo-

rescence quels fluorophores sont présents & chaque instant indépendamment de leur distance
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FIGURE 1.9 - Figure extraite de [17]. Deux cycles d’élongation sont étudiés ici. (a) Il y a donc
siz €tapes potentiellement cinétiquement limitantes entre sept états numérotés de 1 a 7. Le nom
des états PRE et POST est relatif o la translocation et les lettres E, R et F' (respectivement acide
glutamique, arginine et phénylalanine) indiquent quels ARNt sont présents dans les sites A, P
ou E. (b-e) Les différentes possibilités de marquage (en vert le donneur et en rouge l'accepteur) :
protéines L1 et L11 de la grande sous-unité ou ARNI-R (arginine) ou ARNt-F (phénylalanine).
Un halo bleu, plus ou moins large, est dessiné lorsque la distance entre les deux fluorophores
autorise le FRET, plus ou moins intense selon la distance entre les deux.

entre I'un et autre, et d’autre part en utilisant la technique du FRET pour connaitre leurs
positions relatives. Sur la figure 1.9 (b-e), le donneur est représenté en vert et l'accepteur en
rouge tandis que des halos bleus indiquent la présence (et 'intensité) de FRET causé par la

proximité des deux fluorophores.

Dans l'expérience décrite dans [17], il a été possible de marquer deux ARNt recrutés I'un
apres l'autre par le ribosome ainsi que les protéines L11 et L1 de la grande sous-unité du
ribosome situées respectivement pres des sites A et E. En quatre séries d’observations o deux
molécules parmi les quatre sélectionnées ont été marquées, il a été possible de repérer la position
du premier ARNt-R par rapport aux sites A (figure 1.9 (¢)) et E (figure 1.9 (e)), du second
ARNt-F par rapport au site A (figure 1.9 (d)) et de détecter la présence simultanée des deux
ARN¢t dans le ribosome (figure 1.9 (b)). Cela permet de mesurer les durées de chaque sous-
étape. La figure 1.10 donne un exemple de mesures effectuées dans la configuration (b) sur les
intervalles de temps entre larrivée d’'un ARN¢t et le suivant dans le site A et entre Parrivée

d’'un ARNt et le départ du précédent, dans le cas ot 'TARNm présente différentes structures
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FIGURE 1.10 — Figure extraite de [17]. Avec le marquage décrit & la ligne b de la figure 1.9, il
est possible de repérer la présence des ARNt R et F dans le ribosome. La sous-figure a donne
un exemple de trace temporelle de la fluorescence de ces ARNt. La courbe verte correspond au
donneur excité et observé en fluorescence normale, la courbe bleue est celle de l'accepteur excité
par le donneur de FRET et la rose est celle de Uaccepteur excité directement. Le plateau de la
courbe verte correspond auz états 2 a 4 a savoir le cycle d’élongation au cours duquel [’arginine
R est incorporée, le plateau de la courbe bleue aur états 5 et 6 entre l'arrivée de I’ARNE-F et
le départ de UARNt-R. Les sous-figures b et ¢ décrivent la distribution des durées des deuz
plateauz précédents dans le cas ot le ribosome rencontre trois structures secondaires différentes
(notées mPL, mSL-15 et mPK). Des interpolations exponentielles permettent d’en extraire des
temps caractéristiques puis de comparer effet des différentes structures sur la cinétique.

En comparant les durées des différentes étapes, les auteurs arrivent alors & un résultat
surprenant : la présence de structures sur ’ARNm ralentit le cycle d’élongation au niveau de la
dissociation de PARNt du site E et non lors de la translocation comme on aurait pu le penser
intuitivement. De plus, face & des structures trés stables (& base de liaisons G-C), le ribosome
ralentit non plus sur une seule étape mais sur deux. Les auteurs en concluent que le ribosome

peut en cas de besoin ouvrir TARNm en deux étapes et non en une seule comme c’est le cas
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avec des structures moins stables.

En observant une traduction partielle en molécule unique, il a donc été possible de déter-
miner que 'ouverture de structures secondaires ralentissait le ribosome. Il a méme été possible
de savoir quelle partie du cycle d’élongation était ralentie par ’activité hélicase et de faire une
distinction entre des structures plus ou moins solides. Ces résultats complétent ceux obtenus
en mesure d’ensemble dans [10] et illustrent parfaitement l'intérét d’étudier la traduction en
molécule unique.

Si les auteurs ont pu comparer les temps caractéristiques des différentes étapes entre eux,
la valeur absolue de ces temps est de 'ordre de 10 s par cycle d’élongation, ce qui est plus
lent que ce que l'on a pu obtenir avec des Zero Mode Waveguides (section 1.3.1). En effet, il
s’agit 1a d’une limite de la technique de TIRF qui impose une faible concentration en espéce
marquées, ici les ARNt (dilués a 10 nM ), ce qui limite leur vitesse d’incorporation.

La technique de FRET utilisée ici est une technique couramment utilisée dans l’étude
du ribosome en molécule unique [12,18-27|. En marquant les ARNt, les ARNr, les protéines
ribosomiques ou encore d’autres facteurs de la traduction, il est possible de réaliser du FRET sur
des distances de 2 4 8 nm. Le FRET est donc particuliérement adapté & I’étude des changements
de conformation du ribosome et donne des informations cinétiques en lien avec les études
structurales. Ces études sont faisables avec les ribosomes procaryotes ol on peut marquer tous

ces facteurs mais sont actuellement bien moins faciles & réaliser avec des ribosomes eucaryotes.

1.3.3 Un exemple d’étude de traduction de protéine

Les techniques de molécule unique ne se sont pas limitées a I’étude d’étapes du cycle d’élon-
gation. Observer la traduction compléte d’une protéine peut apporter des informations difficiles
& obtenir en mesure d’ensemble.

Katranidis et al. ont ainsi observé dans |28] la traduction d’une protéine par un ribosome
unique pour étudier son temps de repliement et de maturation (modifications permettant la
formation du chromophore dans le cas d’une protéine fluorescente). Cette observation a éga-
lement été faite par microscopie TIRF. Cette étude fait écho a celle de Uemura et al. [29]
ol la synthése d’une protéine fluorescente était le témoin de la traduction compléte par un
ribosome immobilisé sur une surface®. La protéine traduite est une GFP (Green Fluorescent
Protein) naturellement fluorescente dans le vert. Il s’agit du mutant GFP Emerald connu pour
la rapidité de son repliement. La GFP ne devient fluorescente qu’une fois sa conformation
tridimensionnelle acquise et son chromophore formé.

Pour détecter ces protéines, les auteurs de [28] marquent le ribosome et inhibent I'étape de
libération de la protéine. Ainsi, la GFP synthétisée a le temps de se replier et de maturer en

restant au contact du ribosome. Les auteurs vérifient que chaque GFP apparait bien 1a ol un

4. Dans le cas de [29], la protéine fluorescente maturait en environ 15 minutes, ici Katranidis et al. utilisent
une protéine maturant en 5 minutes.
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ribosome est détecté.

Une analyse de la vitesse d’apparition des GFP donne un temps moyen de traduction,
repliement et maturation. Sur la figure 1.11, le nombre cumulé de GFP apparues en fonction
du temps est interpolé par des lois de probabilité & un ou deux temps caractéristiques. Il en
ressort que ce phénomene est limité par une seule constante de temps. Au vu d’autres études sur
la synthése de la GFP, les auteurs concluent que ce phénoméne lent, de temps caractéristique
5 minutes, est la maturation et ils mettent une borne supérieure de 1 minute pour la synthése

et le repliement de la protéine.

60+
50 o—o-0-0-0.0
404 o

304
20+

104

total number of GFP molecules

T T T

0 5 10 15 20 25 30
time / min

FIGURE 1.11 — Figure extraite de [28]. Les cercles représentent le nombre cumulé des GFP
apparues avant l'instant considéré. La courbe rouge est une interpolation exponentielle de temps
caractéristiqgue 5,3 minutes. Considérer deux temps caractéristiques conséculifs donne comme
résultat 0,1 et 5,2 minutes ce qui montre que la courbe est cinétiquement limitée par un seul
événement. Si l'on fixe ces deux temps caractéristiques a 2,0 et 5,3 minutes, on obtient la courbe
verte qui s’écarte trop des données. Cela conduit les auteurs a mettre une limite supérieure de
1 minute sur le temps caractéristique des événements qui précédent la maturation.

L’étude de [28] montre surtout qu’il est possible d’observer la création d’une protéine dans
son intégralité en molécule unique. La vitesse de traduction procaryote trouvée ici est de ’ordre
de 5 acides aminés incorporés par seconde, proche de celle de la traduction #n vivo rapportée
dans [30] et [31]. Cette vitesse est bien plus rapide que celles que nous avons vues dans [17]
ou les facteurs de la traduction étaient fortement dilués (10 nM) et ou la vitesse était de 0,1
acide aminé incorporé par seconde. Ici, il n’y a pas de facteur marqué autre que le ribosome,

celui-ci a donc accés a tous les facteurs de traduction sans limite de concentration.

L’étude en molécule unique d’'un grand nombre de cycles d’élongation pourra permettre
d’étudier des phénoménes ayant lieu en milieu et fin de traduction. Par exemple, 'arrivée de
cofacteurs prés de la protéine en cours de traduction, le repliement de cette protéine ou sa
maturation sont des événements eux aussi asynchrones. Etudier ces événements en molécule

unique permettra de ne pas bloquer le systéme en cours de traduction pour les synchroniser.
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1.3.4 Le ribosome eucaryote en molécule unique

Jusqu’ici, les études du ribosome en molécule unique que nous avons citées portaient sur des
ribosomes procaryotes, généralement issus d’FE. coli. Cela s’explique par la simplicité relative
de la traduction procaryote comparée a celle des eucaryotes. En effet, les ribosomes eucaryotes
ne peuvent étre recrutés sur une séquence interne® de ’ARNm contrairement aux ribosomes
procaryotes et doivent commencer a lire TARNm par son extrémité 5 6. De plus, les facteurs
d’initiation, d’élongation et de terminaison sont bien plus nombreux ce qui rend leur éventuelle
purification plus complexe. Enfin, le ribosome lui-méme est plus volumineux et moins bien
connu car si les premiéres structures du ribosome procaryote sont parues vers 'année 2000
[32,33], celles du ribosome eucaryote ont nécessité une dizaine d’années supplémentaires [34-36].
Son marquage commence donc tout juste & étre envisageable.

Nous souhaitons tout de méme souligner I'existence de deux études pionniéres en molécule

unique sur des ribosomes eucaryotes.

La premiére est décrite dans un article de Petrov et al. [37] et montre la faisabilité de
marquer un ribosome eucaryote issu de la levure Saccharomyces cerevisiae. Pour ce faire, les
auteurs mutent les séquences d’ARN ribosomiques (ARNr) afin que ces derniers présentent
des bases nucléotidiques a la surface des ribosomes pouvant étre reconnues par des séquences
complémentaires.

Le but de ces mutations est de pouvoir marquer le ribosome avec des fluorophores pour le
suivre en molécule unique. Ainsi les auteurs de [37] marquent leurs ribosomes en les hybridant
avec des oligos-fluorophores avant, entre autre, de les observer sur une surface comme montré
a la figure 1.12. La différence du nombre de fluorophores visibles entre les cas de fixation
spécifique et non-spécifique a la lamelle prouve que les ribosomes sont marqués et peuvent étre
observés en tant que molécules uniques.

Le choix de I'organisme, la levure, est dicté par la possibilité d’y apporter des mutations
relativement facilement et de cultiver les cellules mutées en un temps raisonnable. Ce genre de
mutations ne semble pour l'instant pas accessible dans le cas de ribosomes d’organismes plus

complexes tels ceux de mammifeéres.

La seconde étude porte sur des ribosomes de lapin. Effectuée par Budkevich et al. dans [38],
elle s’intéresse aux changements de position des ARNt au sein du ribosome de mammifére
pendant la traduction. Aprés une premiére partie d’études structurales, cet article présente un
suivi par FRET de ribosomes eucaryotes en molécule unique. Il s’agit d’adapter au ribosome

eucaryote I’étude de la méme équipe par Munro et al. [39]. Le FRET, effectué entre deux ARNt

5. Une séquence interne ne contient pas les extrémités 3’ et 5° de PARNm. Le ribosome procaryote peut se
complexer 4 ’ARNm sans passer par Pextrémité 5'.

6. Dans le cas eucaryote, cette extrémité 5 doit étre coiffée. Il s’agit d’une modification post-
transcriptionnelle permettant le recrutement du ribosome sur ’ARNm.

22



1.4 Nos objectifs
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FIGURE 1.12 - Figure extraite de [37]. Des ribosomes mutés sont marqués avec un fluorophore,
chaque point lumineuzx correspondant & un unique fluorophore. Ces ribosomes sont initiés sur
des ARNm fixés a la surface de fagon spécifique sur limage de gauche. Sur limage de droite,
les ARNm ne peuvent se fizer a la surface (dont les sites d’accroche ont été saturés par des
biotines libres) et l'on ne détecte que fluorophores ou des complezes ribosome-fluorophores firés
non-spécifiguement.

procaryotes marqueés situés dans les sites A et P du ribosome, montre I'existence de trois états
différents, un classique et deux hybrides dans lesquels les ARNt sont en transition entre deux
sites du ribosome. La présence d’un antibiotique, la cycloheximide, modifie la répartition des
états en favorisant 1’état classique.

Cet article, tout en ne marquant pas le ribosome eucaryote, étend aux eucaryotes certaines

études en molécule unique jusque 1a réservées aux procaryotes [19,22].

Les études eucaryotes en molécule unique sont donc encore trés rares et la traduction

eucaryote posséde encore bien des secrets a nous livrer.

1.4 Nos objectifs

Notre équipe a pour objectif d’étudier la cinétique de traduction du ribosome, en particu-
lier de I’étape d’élongation. Pour cela plusieurs approches ont été explorées, notamment par les
doctorants qui m’ont précédé. Ces approches utilisent toutes le dispositif de microscopie TIRF

ou un ARN messager complexé & un ribosome est fixé sur une surface.

La premiére approche consistait & utiliser des acides aminés marqués avec un fluorophore
pouvant étre incorporé par le ribosome dans la chaine polypeptidique créée |2]. L’apparition
de fluorophores a la surface est alors caractéristique d’une protéine en cours de traduction.
L’évolution de l'intensité devrait permettre de déterminer le nombre d’acides aminés marqués
incorporés dans cette nouvelle protéine et les instants d’incorporation. Cependant, les fluoro-

phores marquant les acides aminés doivent étre petits et leurs propriétés photophysiques ne
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sont pas adaptées aux observations en molécule unique. De plus, pour pouvoir étre intégrés a
une protéine en formation, ces acides aminés fluorescents doivent étre présents en concentra-
tion suffisamment élevée. Un environnement aussi chargé en fluorophores devient un probléme
pour la détection de molécules uniques. A 'avenir, l'utilisation de Zero Mode Waveguides, si
cette technique devient plus facile d’accés, permettrait de travailler avec des concentrations de
I'ordre de 500 nM et pourrait relancer 'intérét de ce type d’expérience. Cette technique n’est
pour l'instant maitrisée que par un seul groupe de recherche au monde, nous nous contentons

donc de travailler en milieu plus dilué.

Une deuxiéme approche a été de marquer des ribosomes avec un quantum dot (nanocristal
semi-conducteur), fluorophore volumineux mais aux excellentes propriétés photophysiques. La
détection d'un quantum dot témoigne de la présence d’un ribosome et sa disparition de la sépa-
ration du ribosome et de TARNm, soit la fin de la traduction. Nous avons obtenu des résultats
sur le ribosome procaryote marqué par quantum dot mais nous avons souffert de problémes
de reproductibilité car le quantum dot est presque aussi volumineux que le ribosome et risque
d’altérer son activité. Utiliser un quantum dot peut permettre d’avoir un excellent ratio signal
sur bruit et ainsi de faire de la super-localisation : 'image du quantum dot sur une caméra
est une figure de diffraction étalée sur plusieurs pixels. Connaissant la valeur de l'intensité
lumineuse sur chacun de ces pixels avec un faible bruit permet de déterminer la position de la

particule avec une résolution sub-pixel.

Une troisiéme méthode a résidé dans la synthése d’une protéine fluorescente, ’apparition
de la fluorescence étant synonyme de traduction achevée. Cette méthode est un moyen fiable de
vérifier efficacité de la traduction indépendamment de la vitesse de traduction. En contrepar-
tie, la vitesse d’élongation ne peut étre mesurée précisément car la nouvelle protéine ne peut
fluorescer qu’aprés repliement et maturation ce qui prend un temps non négligeable devant le
temps de traduction. C’est une méthode qui peut étre intéressante pour confirmer 'activité
du ribosome fixé sur la surface, éventuellement modifié par marquage, ou encore pour servir
de systéme rapporteur d’'un changement de phase de lecture, la protéine fluorescente n’étant

codée que dans 'une des trois phases.

La quatriéme méthode, qui sera largement développée dans la suite de ce manuscrit, a
consisté & observer le départ de jalons fluorescents placés sur 'TARNm et détachés par le pas-
sage du ribosome. Cela permet d’obtenir des informations sur les instants de passage du ribo-
some & des endroits choisis de PTARNm. Il s’agit d’une méthode apportant plus d’informations
sur la cinétique que celles des quantum dots ou des protéines fluorescentes tout en autorisant
I'utilisation de concentrations nanomolaires de fluorophores possédant de bonnes propriétés

photophysiques.
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Au cours des trois derniéres années, nous avons principalement travaillé sur la derniére
approche. L’un de nos projets les plus ambitieux a été d’effectuer cette étude avec des ribosomes
de mammiféres (lapins). Comme nous ne modifions pas les ribosomes, ['utilisation de ribosomes
d’organismes pluricellulaires ne devait pas poser de probléme fondamental comme I'ont prouvé
Budkevich et al. [38].

Le chapitre suivant détaillera la méthode choisie pour observer la cinétique de traduction
en placant des jalons fluorescents sur ’ARNm, ainsi que le montage réalisé pour observer cette

cinétique.
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CHAPITRE 2

Mise en ceuvre de I'étude cinétique de
la traduction par microscopie de

fluorescence de molécules uniques

Dans ce chapitre, nous présenterons les moyens mis en ceuvre pour suivre des traductions
sur quelques cycles d’élongation & 1’échelle de la molécule unique. Nous commencerons donc
par décrire le systéme rapporteur que nous avons choisi pour pouvoir suivre un tel phénomeéne
en marquant avec des fluorophores les ARNm au niveau de la séquence codante, sur le tra-
jet du ribosome. Nous verrons le montage de microscopie TIRF utilisé pour 'observation de
fluorophores uniques, adapté a I’observation de deux fluorophores de couleurs différentes. Nous
y détaillerons la méthode d’accroche des systémes biologiques & la surface d’une lamelle de
microscope ainsi que la méthode de marquage grace & des oligonucléotides fluorescents.

Ce montage et cette méthode peuvent étre utilisés pour 1’étude des ribosomes aussi bien
procaryotes qu’eucaryotes. Nous parlons dans ce manuscrit des résultats obtenus avec les ri-
bosomes eucaryotes mais dans ce chapitre, nous mentionnerons les quelques légéres différences

de traitement entre les deux types d’expériences.

2.1 Description du systéme rapporteur

Nous cherchons a suivre une traduction en molécule unique pour extraire une vitesse d’élon-
gation. Nous souhaitons modifier le moins possible le systéme traductionnel (ribosome, ARNY,
acides amineés, facteurs d’élongation et ARNm) : d'une part, les observations faites sur des
systémes non modifiés auront une signification biologique plus pertinente, d’autre part, ne pas
avoir & modifier le systéme nous permettra d’utiliser des ribosomes de mammiféres. En effet,
ces derniers sont plus complexes que leurs homologues bactériens et la littérature comporte
moins d’informations sur la fagon dont une éventuelle modification du systéme traductionnel
affectera ou non la traduction.

Pour pouvoir observer des molécules uniques, nous avons choisi une technique de microsco-
pie de fluorescence. En émettant des photons & une longueur d’onde différente que celle utilisée

pour les exciter, les fluorophores peuvent étre détectés et apporter des informations sur les
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systémes biologiques auxquels ils sont liés.

Nous avons choisi de marquer TARNm en y hybridant des petits oligonucléotides, fragments
d’ARN ou d’ADN de quelques codons, dont la séquence est complémentaire d’une partie de celle
des ARNm. Ces oligos seront marqués & leur extrémité 5’ par un fluorophore. Nous pourrons
ainsi localiser les ARNm fixés sur la surface, sur lesquels nous aurons au préalable initié un
ribosome. La synthése de petits oligos-fluorophores est aisée et des solutions existent dans le
commerce (nous utilisons les produits d’ Eurogentec et d’ Eurofins). Les séquences nucléotidiques
complémentaires s’hybrident facilement de fagon stable bien que non-covalente. Nous avons
donc une méthode simple de marquage ayant peu d’impact sur la machinerie traductionnelle
puisque son accroche avec les oligos marqués réside en de simples liaisons hydrogénes au niveau
de FARNm.

Pour obtenir des informations sur la vitesse d’élongation, nous exploitons alors la propriété
hélicase du ribosome. Rappelons qu’il s’agit de la capacité du ribosome & séparer les chaines
double brins lors de la lecture d’ARNm se repliant sur eux-mémes. En effet, le ribosome ne peut
pas se permettre de se bloquer dés qu’il rencontre une telle structure, il serait alors incapable de
mener la moindre traduction a son terme. C’est pour cela que le ribosome posséde une fonction
hélicase lui permettant de séparer les chaines doubles brins lors de la lecture d’'un ARNm. Un
ARNm se déplagant dans un ribosome sera rendu simple brin avant d’arriver au niveau du site
A. Nous nous sommes d’ailleurs intéressés au chapitre précédent & des articles portant sur cette

activité hélicase [10,17] et nous utilisons des oligos dont la séquence a été utilisée dans [10].

Or nous marquons nos ARNm en créant justement des structures ARN-oligo double brins.
Le passage d’un ribosome en cours de traduction au niveau d’une hybridation ARN/oligo-
fluorophore pourra étre détecté par le départ du fluorophore lié au systéme biologique. Ce type
de marquage permet de détecter le passage du ribosome & certains points de 'ARNm définis
par les séquences des oligo-fluorophores. La figure 2.1 schématise le systéme rapporteur choisi.

Le ribosome complexé sur ’ARNm le traduira en détachant les deux oligos marqués.

O\ Oligo 4r Oligo 13v

Biotine

PEG-silane

Lamelle

FIGURE 2.1 — Schéma du systéme rapporteur utilisé. Un ribosome complexé ¢ un ARNm, lors
de la traduction, détachera successivement les deuz oligos marqués. L’ARNm étant fizé a la
surface ot est créée l'onde évanescente excitatrice, les fluorophores ainsi détachés ne seront
plus excités.
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Nous souhaitons pouvoir assurer un suivi en temps réel de traductions eucaryotes et nous
avons besoin d’en suivre plusieurs en paralléle. Pour avoir une bonne distribution de données et
obtenir des informations statistiques sur les résultats, nous devons étudier le plus d’événements
possible. En molécule unique, le besoin de pouvoir suivre plusieurs fluorophores en paralléle
méne 3 utiliser la technique de microscopie de fluorescence par reflexion totale (TIRF). Nous
avons vu a la section 1.3.1 que cette technique permet d’observer des fluorophores liés a une
lamelle de microscope. Si nous arrivons & attacher nos systémes rapporteurs & la surface d’une
lamelle de microscope, la différence entre un oligo marqué hybridé & ’ARNm et un oligo détaché
par le ribosome sera la différence entre un oligo lié & la surface et un oligo diffusant en solution
loin de la surface. Seuls les premiers sont visibles.

Nous accrochons nos systémes rapporteurs a une lamelle par 'TARNm comme montré a la
figure 2.1. Selon la méme logique de non modification du systéme, nous hybridons ’TARNm &
un oligo muni de biotines. Cela permet son accroche & une surface convenablement traitée tout
en ne modifiant ni ’ARNm ni le ribosome.

Enfin, la figure 2.1 montre la présence d’une structure secondaire de PARNm au niveau
du ribosome, 'IRES CrPV. 1l g’agit d’un site de ’ARNm formant une structure secondaire
complexe & laquelle le ribosome peut se complexer (Internal Ribosome Entry Site). Celle-ci
provient du génome du virus de la paralysie du grillon (Cricket Paralysis Virus) [40]. Ce type
d’arrivée du ribosome sur ’ARNm n’est pas une initiation normale et ne nécessite ni coiffe sur
IP’ARNm, ni facteurs d’initiation. Utiliser cette structure est donc une astuce connue pour ne
pas avoir & purifier les facteurs d’initiation lors d’une complexation ribosome-ARNm in witro.

Ainsi, notre systéme rapporteur est constitué d’'un ARNm hybridé a trois oligos, 'un équipé
de biotines le reliant & la surface de la lamelle, les deux autres de fluorophores permettant de
le détecter. Un ribosome eucaryote fonctionnel complexé & cet ARNm le traduit s’il se trouve
en présence des ARNt, acides aminés et facteurs d’élongation requis. A son passage au niveau
des oligos marqués, il les déshybride et ces derniers ne sont alors plus liés a la surface. La

traduction se manifeste donc par une disparition de ces fluorophores.

2.2 Le montage optique

Nous utilisons un montage de microscopie TIRF dont nous avons décrit le principe & la
section 1.3.1. Nous quittons ici le principe général du TIRF pour détailler notre montage et ses

capacités d’excitation et d’observation des fluorophores.

2.2.1 Excitation des fluorophores

L’excitation des fluorophores se fait par laser, ce qui présente plusieurs avantages. Tout
d’abord, utiliser une onde monochromatique permet de n’exciter que les particules absorbant &

une longueur d’onde donnée. En choisissant bien la longueur d’onde du laser et les fluorophores,

29



CHAP 2 - MISE EN (BUVRE DE L'ETUDE CINETIQUE DE LA TRADUCTION

il est possible d’exciter eflicacement ces derniers sans pour autant exciter d’autres particules
potentiellement fluorescentes présentes sur la surface observée. En particulier, lors de 'utilisa-
tion de deux fluorophores distincts, il est facile de n’exciter que I'un des deux en choisissant le
bon laser.

D’autre part, nous chercherons a repérer quelques photons émis par les fluorophores parmi
ceux du fond da & la réflexion de la lumiére d’excitation. Le nombre de photons détectés est
faible devant le nombre de photons incidents!, il faut donc pouvoir supprimer les photons
d’excitation. Cela se fait aisément a ’aide de filtres bloquant la longueur d’onde d’excitation.
Avec une excitation polychromatique, il faut filtrer les longueurs d’onde de la source situées
dans la plage d’émission du fluorophore avant de pouvoir l'utiliser ce qui demande des filtres
supplémentaires et demande une puissance importante qui sera en grande partie perdue par
filtrage. Enfin, un faisceau laser est naturellement collimaté et peut étre focalisé facilement sur
une zone de largeur 100 pum.

Nous disposons de quatre lasers continus et polarisés linéairement aux longueurs d’onde
suivantes : 488 nm, 515 nm, 532 nm et 638 nm parfois plus familiérement appelés bleu,
turquoise, vert et rouge. 2 Le laser a 515 nm est un iBEAM-SMART de Toptica. Celui a 532 nm
est un LBX-532-50 d’Oxxius, quant au laser rouge il s’agit d’'un LBX-638-100, toujours de chez
Oxxius. Nous pouvons combiner le laser rouge avec, au choix, I'un des trois autres grace a un
miroir dichroique (q550spxr, Chroma). Nous choisissons parmi les lasers vert, turquoise et bleu
a ’aide de deux miroirs amovibles.

Il n’est pas nécessaire d’observer les fluorophores & tout instant, une image de 100 ms
de durée d’acquisition toutes les quelques secondes est suffisante pour avoir une la résolution
temporelle dont nous avons besoin. Comme nous le verrons & la section 2.6.2, les fluorophores
photoblanchissent et ce en fonction du nombre de photons recus. Pour ne pas les photoblanchir
trop tot, on se contente de ne les exciter que lors des phases d’acquisitions. Pour cela, nous
contrdlons le laser rouge par commande analogique créée par un séquenceur 3, lui-méme piloté
par ordinateur & 'aide du logiciel LabView (National Instrument, version 8.2). Les autres la-
sers délivrent une puissance constante au cours de ’expérience mais un obturateur est placé
sur leur trajet optique. Cet obturateur est également commandé par le séquenceur. Le fait de
commander les différents appareils par le méme séquenceur permet de les synchroniser trés
précisément (synchronisation a la us), ce qui est plus difficile a réaliser avec un controle direct
par ordinateur. Commander directement le laser sans passer par un obturateur est plus efficace

mais comme nous le verrons a la section 2.2.3, nous avons besoin de garder une puissance

1. Dans nos expériences, nous faisons des images de 100 ms pour lesquelles chaque fluorophore peut étre
signalé par quelques centaines de photons par pixel. Le laser a une puissance d’une dizaine de milliwatts, est
composé de photons d’énergie quelques électron-volts et couvre quelques dizaines de milliers de pixels. Cela se
compte en centaines de milliards de photons par pixels.

2. Dénomination non standard. Il faudrait préférentiellement parler de cyan, vert printemps, vert et rouge.

3. Le séquenceur est un appareil qui peut délivrer un signal selon une séquence programmable. Une fois la
séquence chargée, il 'exécute de fagon autonome grace a une horloge interne indépendante de 'ordinateur. Le
séquenceur est développé par André Villing, ingénieur de recherche au LCF.
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constante pour les lasers vert ou bleu. Une fraction de cette puissance sera déviée avant 1’ob-
turateur et servira & établir un systéme de maintien de la mise au point qui doit fonctionner
de facon continue.

Les faisceaux de 1 & 2 millimétres de diamétre sont ensuite élargis par un télescope x10
(Linos) pour obtenir des faisceaux capables d’exciter toute la zone observable (de 100 pum de
coté). Deux miroirs servent a renvoyer les faisceaux avec le bon angle sur la derniére lentille
qui les focalise dans le plan focal arriére de I'objectif. Un miroir dichroique est placé entre
cette lentille et 'objectif pour séparer les photons d’excitation et d’émission. Les faisceaux
lasers d’excitation sortent de I'objectif en étant collimatés et font un angle supérieur a 'angle
critique avec 'interface verre/eau, les rayons sont donc tous paralléles et 'onde évanescente
créée, dont D'intensité et la profondeur dépendent de I'angle d’incidence, est uniforme sur la

surface éclairée. Le montage optique est représenté sur la figure 2.2.

L’objectif est un objectif de grande ouverture numérique (Apoplan 60X, ON = 1,45, Olym-
pus) & immersion & huile (10976 Fluka). I’ ouverture numérique correspond au produit du sinus
de I'angle maximum 6,,,, (entre 'axe optique et les rayons traversant I’objectif) et de 'indice
du milieu, ici 'huile qui permet par son indice élevé (ny = 1,517 a A = 589 nm, 20 °C) d’at-
teindre cette valeur de 1,45. Or, nous avons vu que ’angle critique & dépasser pour avoir une

réflexion totale vérifiait la relation :
nisin(f.) = no = 1,33

Nous considérons que le milieu observé posséde I'indice de 'eau, 1,33, les variations dues a la
salinité étant négligeables. Le produit de I'indice du milieu par le sinus de ’angle est conservé
lors du passage de I'huile au verre (d’indice similaire : 1,523 & A = 546 nm, 20 °C) par la loi
de Snell-Descartes. Nous remarquons donc que la réflexion totale sur un échantillon aqueux
ne peut étre atteinte a partir d’un objectif que si celui-ci posséde une ouverture numérique

supérieure a 'indice de 'eau soit 1, 33.

2.2.2 Collecte des photons émis par les fluorophores excités

Nous avons un montage permettant de générer une onde évanescente & l'interface verre-
eau d’une cellule microfluidique & partir d’un objectif de microscope. Nous réutilisons cet
objectif d’ouverture numérique 1,45* pour collecter les photons émis par les fluorophores.
Nous devons alors séparer les photons d’émission de ceux d’excitation qui sont aussi collectés
par 'objectif aprés avoir été totalement réfléchis. Nous plagons donc un miroir dichroique a

Parriére de l'objectif. Ce miroir qui réfléchissait les lasers d’excitation transmet les photons

4. Une ouverture numérique supérieure a l'indice du milieu observé (1,33 pour l'eau) ne permet pas de
recueillir plus d’information, & I’exception notable des éléments proches de la surface de verre dont on peut
recueillir le rayonnement & des angles supercritiques comme décrit dans [41].
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FIGURE 2.2 — Montage optique de microscopie TIRF. Les quatre lasers sont amenés sur le
méme trajet optique par les miroirs M1-6. Les miroirs M2 et M/j sont amouvibles et permettent
de choisir entre les lasers vert, turquoise et bleu. Le mirowr M6 est un dichroique permettant de
combiner le laser rouge avec un autre de longueur d’onde plus courte. Le télescope T agrandit
le faisceau et les miroirs M8 et M9 'envoient sur la lentille L1 avec un angle tel que 'on se
trouvera en réflexion totale en sortie de l'objectif. Le miroir dichroique M10 réfléchit le laser
d’excitation mais transmet la fluorescence collectée par lobjectif. Cette image de fluorescence
est renvoyée sur la caméra EMCCD par la lentille de tube Lt en passant par une roue & filtres
placée entre deuz lentilles L2 et L3 de méme focale. La caméra, la roue, lobturateur (Obt.) et
le courant de pompe de la diode laser rouge sont synchronisés par un séquenceur.

dans les longueurs d’onde d’émission des fluorophores. Vu les différentes longueurs d’ondes
utilisées pour 'excitation, nous n’utilisons pas un seul miroir dichroique mais trois placés dans
différents cubes de la tourelle du microscope. Le dichroique utilisé le plus fréquemment réfléchit
les lasers rouge et vert (Chroma z532/633rpc).

Nous avons placé un télescope en sortie du microscope, composé de deux lentilles entre
lesquelles I'image des fluorophores est renvoyée & I'infini. A ce niveau, nous avons installé une
roue A filtre. Le dichroique précédent laisse passer en transmission de 1 & 2 % de l'intensité lu-
mineuse aux longueurs d’ondes d’excitation. Sachant que les quelques milliwatts des faisceaux
d’excitation ne doivent pas cacher les quelques milliers de photons émis, un filtre ne sélection-
nant que les longueurs d’onde d’émission est nécessaire. Différents filtres permettent d’observer

différents fluorophores. La roue a filtre commandée par ordinateur permet de passer d’un filtre
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a un autre en moins de 500 ms. Pour observer des fluorophores excités par laser rouge, nous
utilisons généralement un filtre Chroma HQ6651p ; pour une excitation turquoise, un filtre Sem-
rock FF01-535/22; un filtre Chroma HQ610/75 pour une excitation verte; un filtre Chroma
HQ535/50 pour lexcitation bleue. Nous pouvons utiliser différents filtres pour chaque laser,
ce qui peut permettre d’observer différents fluorophores excités a la méme longueur d’onde et
émettant & des longueurs d’onde différentes.

Le télescope reforme 'image de la surface au foyer de L3 ou ’on a placé une caméra EMCCD
(iXon, Andor™). Cette caméra contrdlée par ordinateur délivre des images de 512 x 512 pixels.
Compte-tenu du grandissement, ces images correspondent & des zones carrées de la surface

observée de 100 um de cote.

2.2.3 Systéme de maintien de la mise au point

Nous avons un montage capable d’observer des fluorophores uniques a différentes longueurs
d’onde. Mais si avoir une grande ouverture numérique permet de récupérer une grande partie
du signal, la mise au point devient critique car la profondeur de champ est faible. Un léger écart
de mise au point étale le signal émis par un fluorophore sur plusieurs pixels et ce dernier devient
rapidement indétectable. Un tel écart peut avoir lieu d’'une image a ’autre pour diverses raisons
telles une variation de température ou de la pression interne de la cellule microfluidique. Un
écart systématique a de plus été constaté lors du passage d’une excitation rouge a une excitation
bleue ou verte, di & un chromatisme résiduel de 'objectif ou de Lt.

Nous avons donc développé un systéme de maintien de la mise au point. Le principe est
simple : le faisceau laser est renvoyé par réflexion totale dans 'objectif et suit un parcours
retour symétrique. Or, la distance entre l'objectif et I'interface qui correspond & la mise au
point définit I’écart entre les faisceaux aller et retour (illustré a la figure 2.3).

Ce faisceau retour est alors réfléchi sur un petit miroir et renvoyé sur une photodiode a
quatre quadrants. La position du retour laser sur la photodiode est fonction de la mise au
point. Un asservissement sur le signal de la photodiode permet de maintenir la mise au point
dans une configuration donnée. La mise au point est ajustée grace a une platine de nano-
positionnement piézoélectrique. Cet asservissement est programmeé sous LabView. Le signal de
la photodiode est numeérisé (USB-6008, National Instrument) afin d’étre traité par ’ordinateur.
Le programme permet d’enregistrer différentes valeurs de consigne et d’associer une consigne
différente & chaque position de la roue & filtre. Ainsi, chaque couleur observée posséde sa propre
valeur de mise au point. L’algorithme de rétroaction & action Proportionnelle-Intégrale-Dérivée
a un temps de réponse, lors du passage d’une couleur & une autre, inférieur & 100 ms et est
donc plus rapide que la rotation des filtres (environ 400 ms).

Nous mentionnons un faisceau retour, or nous n’excitons les fluorophores que lors de la
prise d’image pour ne pas trop les photo-dégrader. Le faisceau retour n’est donc pas présent

en permanence et ne peut étre utilisé dans une boucle de rétroaction. Nous utilisons donc un
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FIGURE 2.8 — Schéma de principe du systéme de maintien de la mise au point automatique.
Un faisceau sonde en réflexion totale est renvoyé avec un décalage qui dépend de la distance
entre la lamelle et l'objectif. La lecture de la position de ce faisceau retour sur une photodiode
4 quatre quadrants permet de définir une position de consigne pour la hauteur de la lamelle.
La hauteur est corrigée a l'aide d’une platine de nano-positionnement piézoélectrique asservie
selon cette consigne. Garder constante la distance entre objectif et lamelle permet de conserver
la mise au point.

second faisceau paralléle au faisceau principal, dit faisceau sonde, qui reste en permanence
allumé. Ce faisceau est prélevé sur les lasers vert, turquoise ou bleu avant que leurs trajets ne
soient coupés par 'obturateur. Contrairement au faisceau principal, il n’est pas élargi et sera
placé & la marge du trajet principal de sorte a ne pas éclairer la zone d’observation. Un schéma

de son trajet optique est présenté a la figure 2.4.

2.3 Les cellules microfluidiques

Pour observer des traductions, nous devons pouvoir décider de I'instant de départ de ces
traductions. Dans le cas contraire, nous risquerions de commencer ’observation aprés la fin
de la majorité des traductions. Pour controler I'instant de départ, les complexes ribosomes-
ARNm & la surface de la lamelle sont privés d’ARNt chargés et de facteurs d’élongation. Les

traductions ne peuvent alors avoir lieu qu’aprés la mise en présence des complexes avec des
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FIGURE 2./ — Montage auquel on a rajouté un systéme de maintien de focus automatique. Un
cube séparateur de polarisation (CSP1) extrait une partie du faisceau blew ou vert puis un second
cube (CSP2) la recombine avec le faisceau principal. La puissance du faisceau déviée est réglée
grace a lorientation d’une lame demi-onde (X\/2) située avant le premier cube. Les faisceaux
retours en sortie de l'objectif sont récupérés par un petit miroir (M12) et le faisceau sonde est
envoyé sur une photodiode & quatre quadrants située derriére un diaphragme et un polariseur.
Cette photodiode délivre un signal utilisé pour asservir la hauteur de la platine piézoélectrique.

extraits cellulaires contenant ces facteurs. Remplacer le tampon dans lequel baignent les sys-
témes accrochés a la surface de la lamelle par des extraits cellulaires marque donc le début
des événements traductionnels. Ce remplacement doit donc étre rapide et doit pouvoir étre
fait en paralléle d’une acquisition d’images. Nous avons donc mis au point des cellules micro-
fluidiques nous permettant de remplacer le contenu de leur chambre d’observation rapidement
sans déplacer la lamelle par rapport a ’objectif du microscope.

La figure 2.5 décrit cette cellule microfluidique. Elle est composée d’une lame et d’une
lamelle de microscope collées 'une & 'autre par du ruban adhésif double-face. La lamelle
(Menzel-Glaser Nr 1 borosilicate) a une épaisseur de 0,13 & 0,16 mm. La bande de ruban
adhésif est découpée de facon a créer une chambre dont la paroi inférieure sera placée contre
Pobjectif du microscope. Le canal ainsi créé mesure 200 um d’épaisseur, 3 & 5 mm de largeur

sur 3 & 4 ¢m de longueur. Aux deux extrémités du canal, la lame de verre est percée par des
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trous de diamétre 0,8 mm. L’un des deux trous méne & un réservoir en PDMS d’une contenance
de 50 pL. Ce réservoir constitue I'entrée du canal, on y dépose les extraits cellulaires avant
de les injecter dans la chambre. L’autre trou débouche sur un capillaire relié & une seringue.
Avec l'aide d'un tire-seringue (pousse-seringue de Harvard Apparatus modifi¢) nous pouvons
imposer un flux au débit prédéfini (100 pL.min~') sur une durée choisie. L aspiration vide la
chambre et remplace son contenu par celui du réservoir. Ce systéme rend possible 'injection

de produits sur la zone d’observation au cours d’une expérience.

Tire-seringue

Réservoir
d’entrée

Canal / chambre d'observation

Ruban adhésif

Lamelle

Ficure 2.5 - Cellule microfluidique et tire-seringue.

Nous possédons un systéme de chauffage adapté a ces cellules microfluidiques mis en place
par Antoine Le Gall 2] (figure 2.6). Ce systéme est composé d'une plaque en cuivre sur laquelle
est fixé un module Peltier qui transfére de la chaleur depuis un petit radiateur (cube métallique)
vers la plaque. L’alimentation du module est asservie électroniquement & une consigne en

température comparée a la température mesurée a un endroit donné de la plaque de cuivre.

La zone d’observation est en contact avec 1’objectif (& une fine couche d’huile et une encore
plus fine lamelle de verre pres) et celui-ci est vissé au microscope. La structure de l'objectif
et du microscope étant en métal, la capacité et la conductance thermiques de ceux-ci sont
trés élevées. L’objectif se comporte comme un puits thermique et maintient I’échantillon & une
température proche de la température ambiante (entre 20 et 22 °C' dans notre laboratoire).

Nous avons donc entouré 'objectif d'une gaine chauffante pour palier & ce probléme.

En combinant le chauffage par la plaque de cuivre et par ’objectif, nous sommes capables
d’assurer une température stable au niveau de I’échantillon. Dans les conditions habituelles de

nos expériences, nous nous plagons a 31 £1 °C.
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FIGURE 2.6 — Systéme de chauffage des échantillons.

2.4 Séquence d’acquisition

Nous avons vu les éléments du montage de microscopie TIRF permettant d’observer un
groupe de fluorophores fixés & une surface. Il s’agit alors d’observer ces fluorophores au cours
du temps.

Apres injection des systémes marqués par les fluorophores dans une cellule microfluidique,
cette derniére est placée sur 'objectif & immersion & huile du microscope et nous observons la
fluorescence pour une surface excitée de facon continue par une onde évanescente.

La caméra recueille alors un signal de fluorescence que nous pouvons observer en temps réel.
La figure 2.7 montre deux exemples d’images observables par microscopie TIRF. Les niveaux
de gris sont proportionnels au nombre de photons captés par la cameéra, le fond est donc sombre
et parsemé de points clairs : les fluorophores. Une zone est exploitable si elle contient moins
de 2000 fluorophores fixés a la surface® mais il est d’autre part préférable d’un point de vue
statistique d’avoir plus de 500 points par zone d’observation.

L’injection se fait au début d’un film de 100 images prises toutes les 5 secondes. Chaque
image correspond & une excitation laser et une acquisition simultanées de 200 ms ce qui donne
dans nos conditions d’excitation un bon ratio signal sur bruit (supérieur a 4). Nous indiquons
sur la figure 2.8 le déroulement d’un cycle d’acquisition répété cent fois. Un quart d’heure aprés
I'injection, il est possible de prendre une autre série d’images sur une zone voisine pour étudier
le photoblanchiment sur les oligo-fluorophores n’ayant pas été affectés par les traductions.

Dans le cas d’un controle avec antibiotique, nous suivons les mémes étapes en ajoutant

I’antibiotique & toute solution entrant en contact avec les systémes ribosomes-ARNm.

5. Il s’agit d’un constat empirique : notre programme n’arrive plus a détecter tous les points lorsque ceux-ci
sont trop proches les uns des autres. La perte d’efficacité n’est plus négligeable lorsque il y a plus de 2000 points
par zone d’observation.
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A

FIGURE 2.7 — Exemples d’images observées par microscopie TIRF. A : Image peu chargée en
fluorophores, on en compte environ 300. B : Image chargée en fluorophores, environ 2500, ce
qui est un peu trop dense pour pouvoir étre étudié proprement.

2.5 Accroche spécifique aux lamelles de microscope

Nous avons vu que 'excitation par onde évanescente permettait d’observer les fluorophores
situés a l'interface verre/eau. Si nous souhaitons voir des traductions sur une surface, nous
devons pouvoir attacher des systémes biologiques & cette surface.

Tout d’abord, la surface doit étre propre de toute particule fluorescente. Pour ce faire, les
lamelles sont placées dans un portoir en verre et lavées aux ultrasons dans un bain d’acétone
pendant 25 minutes, puis deux fois dans un bain d’eau ultra-pure pendant 25 minutes. Une fois
séches, elles sont soumises & un plasma d’oxygeéne (de 0,4 mbar) pendant dix minutes. Nous
conservons les lamelles ainsi nettoyées sous une hotte & flux laminaire de classe 100.

Une particule quelconque peut venir se fixer sur une surface de fagon dite non-spécifique. La
liaison n’est pas particuliérement stable et la particule ne reste en place que quelques instants.
Pour observer une réaction biologique au cours du temps, ce type d’accroche n’est pas adapté.
Dans notre cas, nous souhaitons avoir des systémes biologiques accrochés de facon stable. La
premiére étape consiste donc & passiver la lamelle de verre. 1l s’agit de recouvrir le verre de
molécules électriquement neutres au pH de 'expérience. Nous avons choisi de passiver nos
surfaces a l'aide de polyéthyléne-glycol (PEG). Les PEG utilisés possédent une fonction silane
& une extrémité : il s’agit d’un hydrure de silice qui crée aisément des liaisons avec le silicate
(verre).

Notre objectif est d’accrocher les systémes biologiques rapporteurs de facon stable. Nous
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Ficure 2.8 — Cycle d’acquisition d’images pour un film de traduction. Les différents éléments
sont commandés o Uaide d’un séquenceur permettant une synchronisation & la microseconde
preés. Nous présentons le cas ot nous observons des fluorophores de deux couleurs différentes.
Dans le cas ot on observerait un seul fluorophore, la roue a filtre resterait constamment sur
la méme position et on n’effectuerait qu’une seule acquisition d’image par cycle. La caméra est
réglée pour faire l'acquisition d’une séquence d’images de 200 ms chacune (100 ms sont parfois
suffisantes si le ratio signal sur bruit et assez élevé). La roue a filtre dispose de 600 ms pour
passer d’une position & une autre, il est possible d’étre plus rapide mais il y a alors un risque de
dérégler la roue. Le laser rouge est piloté par commande analogique, le laser vert reste allumé
(pour assurer son réle paralléle dans le systéme de maintien de focus automatique) et n'est
blogqué que par un obturateur mécanique dont le temps de réponse est de quelques millisecondes.
Un compromis entre les cinétiques de traduction et de photoblanchiment nous fait prendre une
image dans chaque couleur toutes les cing secondes, mais il est possible de prendre jusqu’a
quatre images par seconde dans une couleur ou & l'opposé de patienter jusqu’a trente secondes
entre deux images.

utilisons le couple biotine-streptavidine bien connu ayant une faible constante de dissociation
(de I'ordre de 10715 mol.L~1). Nous utilisons la Neutravidine(Invitrogen, Molecular Probes)
qui posséde la méme constante de dissociation avec la biotine ainsi qu’un potentiel isoélectrique
presque neutre (6, 3). La Neutravidineposséde quatre sites d’accroche pour les biotines ce qui
lui permet de faire le lien entre une surface et des ARNm biotinylés.

Pour assurer la présence de biotines & la surface, nous ne passivons pas uniquement avec du
PEG-silane mais aussi avec du biotine-PEG-silane. Le PEG-silane (Methoxy-Poly (Ethylene
Glycol)-Silane, 5000 g.mol~!, Laysan Bio, figure 2.9) est conservé en poudre & —80 °C. Le
biotine-PEG-silane (Biotin-Poly (Ethylene Glycol)-Silane, 5000 g.mol~!, Laysan Bio, figure
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2.10) est conservé a —80 °C, dilué & 200 g.L~! dans du méthanol. Nous diluons 20 mg de PEG-
silane et 1 mg de biotine-PEG-silane dans un tampon d’acide borique (100 mM) a pH 8,8
avant d’injecter sur une surface préalablement activée par un plasma d’oxygéne% (ce plasma
renettoiera par la méme occasion les surfaces de verre). Nous mettons le PEG en excés par
rapport au PEG-biotine pour limiter le nombre d’accroches disponibles & la surface. Le nombre
de systémes biologiques effectivement accrochés dépendra également de leur concentration lors

de leur injection et du temps d’incubation avant ringage.

Le silane s’hydrolyse en phase aqueuse et cette réaction est fortement dépendante du pH
[42]. La vitesse de réaction du silane avec la surface de silice dépendra également du pH. La

nature et le pH du tampon ont donc été optimisés empiriquement.

0 OCH;CH,
CHa O Hy CH, OINCHy CHyNH & NHCHECHECHzﬂl—DCI—bCHg
OCHCH;

FIGURE 2.9 - Structure du PEG sans biotine terminé par une fonction silane.
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FIGURE 2.10 - Structure du PEG-biotine terminé par une fonction silane.

Aprés passivation par le PEG avec incubation de une & deux heures, la surface est rincée avec
le tampon d’acide borique et reste au repos une nuit entiére. Ce temps de repos est empirique,
nous supposons que les surfaces perdent leurs charges résiduelles car la quantité d’accroches
non-spécifiques diminue avec le temps. Le lendemain, nous rincons avec une solution de BSA
(Bovine Serum Albumin) & 10 g.L~! dans un tampon TRIS pH 7,5 (100 mM 2 — Amino —2 —
hydroxymethyl — propane — 1,3 — diol) salé (250 mM NaCl) que nous laissons incuber une a
deux heures. Nous rincons avec le tampon TRIS salé puis, avant utilisation sur le microscope,
nous injectons la Neutravidine(100 mg.L~! dans TRIS salé) pendant cinq & dix minutes. Apreés
ringage par un tampon adapté aux ribosomes, la cellule sur laquelle est fixée la lamelle est préte

& recevoir des systémes biologiques munis de biotines et a étre placée sur le microscope.

6. Aprés ce passage dans un plasma d’oxygéne, nous intégrons les lamelles aux cellules microfluidiques.
L’injection et le rincage des différents éléments passivants se fait dans le canal des cellules.
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2.6 Choix des oligos marqués

Nous avons une surface préte & étre observée par microscopie TIRF, passivée et possédant
des sites d’accroche spécifiques pour des biotines. Il ne reste plus qu’a y fixer les systémes
biologiques & étudier.

Nous préparons donc des hybridations d’ARNm avec des oligos, certains fonctionnalisés
avec une biotine pour assurer la liaison avec la surface, d’autres avec un fluorophore qui fera

office de marqueur.

2.6.1 Hybridation des oligos

La grandeur qui caractérise habituellement I’affinité d’une séquence d’oligo-nucléotides pour
son complémentaire est la température de fusion, T;,. 1), est la température a laquelle la moitié
des oligos sont hybridés & leurs complémentaires. Aux températures inférieures les séquences
complémentaires sont hybridées tandis qu’aux températures plus élevées les séquences sont sous
forme simple brin. Cette grandeur est calculée par la relation suivante [43] (avec R la constante

des gaz parfaits) :

AH°
T = — (2.1)
ASO + R. 1n(7[?gﬂgg; s 1
0
=T, Al (2.2)

" ASO 4 R In(lAR it

ot [ARN]int. est la concentration initiale en ARNm et en oligo supposée identique dans les
deux cas. Pour un oligo de séquence AAAGAGUUCAGCAGU par exemple (on le note oligo15),
I'enthalpie standard de formation AH® vaut —579 kJ.mol~! et I'enthropie standard de forma-
tion AS? vaut —1,5 kJmol 1. K 1. Ces AHY et AS° sont calculés a partir des tables de [44]
pour des liaisons ARN-ARN et ne prennent pas en compte les concentrations ioniques comme
il est possible de le faire, par exemple dans [45].

L’équation (2.2) définit le T, a partir de AH?, ASY et [ARN]inis.. Or, la température de
fusion est fréquemment considérée comme indépendante de la concentration car la valeur de
R. ln(%) est petite devant AS?. Avec la séquence choisie, diluer dix fois les oligos et les
ARNm fait varier T}, de 5 “C uniquement. Pour une séquence trois fois plus longue, I'écart
n’est plus que de 2 °C. 1l est donc assez fréquent de considérer le T, comme indépendant de
la concentration. Restent AH? et AS? qui dépendent de la séquence étudiée, de la nature des

acides nucléiques et des conditions de salinité.

Cependant, on calcule T, & partir de équation (2.1) en choisissant une concentration en
complexe égale & la moitié des concentrations initiales. Considérer que le terme R. ln(%)
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est négligeable revient & ne plus imposer une concentration égale en formes hybridées et sé-
parées ([ARN] = [Oligo] = [Complexe]) ce qui est la définition de la température de fusion.
Cette approximation est tout de méme valable car, pour de longs oligos, il suffit de quelques
degrés seulement pour passer de 10 & 90 % d’hybridation. On le constate a la figure 2.11 avec
notre séquence de I'oligo15 comparée & une séquence plus courte et une plus longue, cette figure
représentant ’évolution théorique du ratio d’oligos déshybridés en fonction de la température.
Nous utilisons I’équation suivante, réciproque de I'équation (2.1), ot 'on considére une fois de

plus que les concentrations initiales en oligos et ARNm sont identiques :

[OZZQO] 1 1 (LHO—ASO) 2 (AHO _ASO) 3 1 AHO—ASO
o) - —er T 4.]01igo) i e 7 (ST —A5%)
[Oligo]init. 2.[Oligo]im-t.( ert - \/6R r + 4.[0ligo)ipiz.e® T )

(2.3)

Les courbes de la figure 2.11 sont donc généralement approximées par un échelon passant
rapidement de I’état déshybridé a hybridé autour d’une certaine valeur de température notée
T,,. On ne peut manquer de constater que cette approximation est d’autant plus valable que la
séquence est longue. Dans la suite, nous conserverons la séquence intermédiaire (oligol5) pour

étudier les autres parameétres.
—
| =—Séguence courte:9 bases
| =—Séguence moyenne:l5bases
= Seguence longue : 31 bases

a 10 20 30 40 50 60 70 B =l 100

1,0

Ratio d'oligos deshybridessurla
quantitétotale d'oligos
(=]
L

0,0
Température (°C)

FIGURE 2.11 - Evolution théorique du ratio d’oligos déshybridés en fonction de la température

(en °C). 200 nM nitiauz en oligos et séquences complémentaires (ARN-ARN), 1 M de Na™.

Les courbes de trois oligos ARN différents sont représentées. le plus court (courbe bleue) a pour

séquence AGU UCA GCA, Uintermédiaire (en noir) AAA GAG UUC AGC AGU (oligolh) et
le plus long (en rouge) AAA GAG UUC AGC AGU AGA AAC UUU GAA AGC A.

Cependant, si la température de fusion ne varie pas significativement avec la concentration
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2.6 Choix des oligos marqués

des brins complémentaires, elle reste sensible aux trés fortes dilutions. Nous pouvons suivre sur
la figure 2.12 I’évolution théorique de la température de fusion en fonction de la concentration
initiale en séquences complémentaires. Diluer dix fois ne change pas significativement la tem-
pérature de fusion, mais lorsque 'on travaille en molécule unique, on peut étre amené & diluer
un million de fois puis & rincer les particules non fixées a la surface (ce qui revient a effectuer

une forte dilution).

7, Ua W | umsng ap asmeladula |
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FIGURE 2.12 — Ewvolution théorique (selon 'équation (2.2)) de T,, (en °C) en fonction de la
concentration (en M, échelle log) en oligos et séquences complémentaires. On se place dans le
cas d’une liaison ARN-ARN avec 1 M en Na™.

D’autre part, on ne peut se fier totalement & ces courbes, I'estimation de la température
de fusion étant approximative. En effet, I'équation (2.2) suppose connues AH? et AS?. Ces
parameétres sont dépendants de la séquence et sont estimés & partir de mesures de T;, de
séquences connues. Les auteurs de [48] comparent différentes valeurs de AH? et AS? pour des
doublets de nucléotides ADN mesurés par différentes équipes. La figure 2.13 compare les courbes
d’hybridation calculées selon les valeurs proposées par Santa Lucia et al. [46] et Breslauer el
al. [47] La différence obtenue est du méme ordre de grandeur que la différence entre des liaisons
ADN-ADN et ARN-ARN. Les erreurs caractéristiques estimées sur les mesures annoncées dans
ces articles sont de 'ordre d’un dixiéme de la valeur obtenue.

Nous comparons ici les liaisons ADN-ADN et ARN-ARN car celles-ci sont les plus docu-
mentées. Dans nos expériences, il nous est arrivé d’utiliser des hybridations ADN-ARN (en
particulier dans le cas des expériences avec les ribosomes procaryotes). Il est montré dans [49]
que la différence de stabilité entre ces différents types d’hybridation dépend de la séquence.
Nous supposerons donc que le comportement des différentes hybridations est similaire et que

les écarts auxquels on peut s’attendre sont de 1'ordre de ceux tracés sur la figure 2.13.

43



CHAP 2 - MISE EN (BUVRE DE L'ETUDE CINETIQUE DE LA TRADUCTION

1.0

+assss ADN-ADN1

=== ADN-ADN 2

ARN-ARN

Ratio d'oligos deshybridessurla
quantitétotale d'oligos
[}
i

0,0

30 40 50 60 70 80

Température (°C)

FIGURE 2.18 - Evolution théorique du ratio d’oligos déshybridés en fonction de la température
(en °C). 200 nM initiauz en oligos et séquences complémentaires, 1 M de Na™. La courbe
en tirets bleus (1) correspond a des liaisons ADN-ADN selon Santa Lucia et al. [46], celle en
pointillé bleue ciel (2) a des liaisons ADN-ADN selon Breslauer et al. [47], celle en noir a des
ARN-ARN selon Chen et al. [44]

Pour finir, les valeurs de AH? et AS® peuvent dépendre d’autres paramétres physico-
chimiques tels que la concentration en ions Na™. Des équations plus ou moins simplifiées
prenant en compte ce paramétre dans l'estimation du 7, sont proposées dans [45]. La tem-
pérature de fusion semble évoluer de facon linéaire avec le logarithme de la concentration en

sodium, ce dernier stabilisant I’hybridation.
Conclusion pour nos expériences

En pratique, il conviendra d’étre prudent pour ne pas voir les oligos se détacher sponta-
nément de PARNm. Nous conserverons une certaine concentration en sels, mais nous serons
contraints de diluer les hybridations & des concentrations nanomolaires. Ces concentrations
perdront encore quelques ordres de grandeur lorsque la cellule sera rincée puis lors 'injection
des extraits cellulaires.

Toutefois, la température de fusion ne donne d’information que sur ’équilibre du systéme.
Si la cinétique de dissociation est suffisamment lente, il peut étre possible de se placer hors
équilibre sans subir trop de départs spontanés le temps de l'expérience (moins d’une demi-
heure). En injectant des complexes ARN-ARN ou ADN-ARN sur la surface et en les observant
sur quelques dizaines de minutes, nous pouvons vérifier que les départs spontanés ne sont pas

trop rapides.
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Forts de ces informations, nous utilisons des hybridations stables & 30 °C pour fixer sur
PPARNm des oligos biotinylés et des oligos fluorescents. Ces hybridations sont faites en chauffant
ARNm et oligos & des concentrations micromolaires puis en les laissant refroidir a température
ambiante.

Dans le cas des oligos-fluorophores, nous avons une nette préférence pour les ATTO (ATTO-
TEC) que nous excitons dans le bleu, le vert ou le rouge. Nous avons choisi les ATTO pour
leurs excellentes propriétés photophysiques en molécule unique. Les ATTO 550 et 565 peuvent
étre utilisés avec le laser vert, les ATTO 488 avec le bleu et les ATTO 647N avec le rouge.

Leurs spectres sont montrés & la figure 2.14.
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FIGURE 2.1} — Spectres d’absorption et d’émission (abscisses en nm) des différents ATTO
utilisés. Le trait vertical représente la longueur d’onde d’excitation utilisée pour chaque fluoro-
phore.

Nous choisissons une température de fusion élevée, proche de 70 °C, pour les oligos dont le
role est de rester fixé & TARNm tout au long de ’expérience. C’est le cas pour les oligos bioti-
nylés ou, dans certaines expériences que nous avons effectuées avec les ribosomes procaryotes,
des oligos fluorescents situés au delad du codon stop censés simplement marquer la présence de
PARNm.

Pour les expériences sur le ribosome eucaryote décrites dans ce manuscrit, les oligos fluo-
rophores sont placés sur le trajet du ribosome. Nous avons choisi des températures de fusion
plus faibles, de 'ordre de 40 °C, afin de ne pas placer de structures trop stables sur le trajet du
ribosome. Nous avons choisi la séquence du premier oligo noté 4r parmi celles décrites dans [10]

(oligo H12) ou il est prouvé que les ribosomes peuvent déshybrider les oligos et poursuivre la
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traduction. Pour le second oligo 13v, nous avons choisi une séquence de 12 nucléotides éga-
lement, ayant la méme proportion de bases C et G pour avoir la méme stabilité que 1’oligo
4r.

2.6.2 Amélioration de la durée de vie des fluorophores

Nous avons choisi les ATTO pour leurs qualités photophysiques. Notre équipe avait travaillé
auparavant sur d’autres fluorophores aux caractéristiques moins bonnes, les bodipy-FL [50]. Tl
s’agissait d’augmenter leur durée de vie en ajoutant un couple oxydant réducteur (systéme
appelé ROXS pour Reducing and OXidizing System) dans les tampons ainsi qu’un systéme
enzymatique pour dépléter la solution en oxygeéne. En effet, la présence d’oxygéne, combinée a
I’excitation laser peut former des radicaux libres en partie responsables du photoblanchiment
des fluorophores. Cependant, 1'oxygéne diminue aussi la durée de vie de l'état triplet (état
métastable dans lequel la molécule ne fluoresce pas) ramenant les fluorophores a leur état
fondamental. Il est remplacé dans ce role par le couple oxydant réducteur.

Une fois nos préférences fixées sur les ATTO, nous avons tenté de leur appliquer la méme
procédure pour améliorer leur durée de vie déja raisonnablement longue. Dans un tampon
TRIS, nous avons réussi & multiplier jusqu’a trente fois cette durée de vie sous excitation
laser. Le couple oxydant réducteur utilisé est le méthylviologéne (500 pM) associé a I'acide
ascorbique (500 pM) comme suggéré dans [51]. Pour 6ter 'oxygéne de la solution, nous utilisons
le protocatéchuate dioxygénase (PCD, 22,5 nM) et son action sur l’acide protocatéchique
(PCA, 10 mM) [52].

Malheureusement, la durée de vie des fluorophores est moindre dans le RRL comparé au
TRIS : les temps de vie sont divisés par 2 et ’ajout du ROXS multiplie cette durée par 5 tout
au plus. Le RRL étant un lysat contenant une concentration non négligeable d’hémoglobine,
nous supposons que cette derniére sert de puits a oxygéne maintenant la teneur en oxygéne
en solution élevée. L’amélioration de la durée de vie des fluorophores n’est plus instantanée a
I’échelle de I’expérience mais prend quelques dizaines de minutes. Il existe donc un risque que
selon 'avancement de la réaction de suppression de I'oxygéne, les durées de vie des fluorophores
soient différentes d’une cellule & autre. Pour que le photoblanchiment puisse étre ignoré, il
faut qu’il ait le méme comportement dans I’expérience que dans le contréle. Pour cette raison,
nous avons préféré ne pas utiliser ce systéme dans les expériences eucaryotes. Nous décrivons
dans le tableau 2.1 les valeurs de réduction de photoblanchiment obtenues lors d’une expérience
de caractérisation de ce systéme.

De méme, la durée de vie des fluorophores avant photoblanchiment est plus faible dans le
PURExpress qui est un systéme reconstitué de composants purifiés nécessaires a la traduction
que nous utilisons lorsque nous travaillons avec des ribosomes procaryotes. Bien que cette
différence soit moins marquée que dans le cas du RRL, nous avons décidé 1& aussi de ne pas

risquer de nous confronter & un photoblanchiment variable.
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2.7 Préparation des systémes biologiques

Temps caractéristique Facteur de multiplication par
Solution de photoblanchiment (s) | rapport au tampon de référence
TRIS 35 1 (réf.)
TRIS + ROXS 500 14
RRL seul ou RRL + ROXS 25 0,7
RRL + ROXS (aprés 1h) 100 3
PURExpress 25 0,7
PURExpress + ROXS 200 6

TABLE 2.1 — Tableau des temps caractéristiques de photoblanchiment dans des solutions stan-
dards avec et sans systeme de réduction du photoblanchiment (noté ROXS). Ces temps de vie
avant photoblanchiment sont ceur d’ATTO 647N excités en réflexion totale par un laser déli-
vrant 15 mW . Ces valeurs peuvent changer selon l'angle d’incidence du faisceau avant réflexion
totale, la puissance laser ou le type de fluorophore mais nous retrouvons ces ordres de gran-
deur pour les ATTO 550 et ATTO 565. Ce systéme ROXS est trés efficace dans un tampon
standard (TRIS dans notre cas) mais perd de son efficacité dans des extraits cellulaires (RRL)
et dans des facteurs de traduction purifiés (PUREzpress). Dans le cas du RRL contenant de
’hémoglobine, il faut attendre plusieurs dizaines de minutes avant de voir un effet du ROXS
alors que son action est immédiate dans les autres cas.

Ce systeme oxydant, réducteur avec déplétion d’oxygéne reste extrémement efficace dans des
solutions tampon simples et peut étre utilisé pour ’étude des hybridations qui ne demandent

pas d’extrait cellulaire.

2.7 Préparation des systémes biologiques

Sur les hybridations entre ARNm, oligo biotinylés et oligos marqués par un fluorophore,
nous placerons des ribosomes en phase d’initiation auxquels il ne manque qu’un extrait cellulaire
pour débuter la phase d’élongation.

Ces systémes biologiques ainsi préparés seront injectés dans les cellules microfluidiques et
pourront commencer & étre observés avant 'injection des extraits cellulaires.

Nous décrivons ici aussi bien le cas procaryote qu’eucaryote, pour bien faire ressortir les
différences, méme si nous avons fait le choix au chapitre 4 de ne présenter que les résultats
obtenus sur 'eucaryote. Les protocoles détaillés du cas procaryote sont décrits dans [2]| tandis

que ceux du cas eucaryote le sont dans [3] ainsi qu’a "annexe A.

2.7.1 Cas procaryote

Le protocole de préparation des systémes biologiques avant injection sur la surface est
quelque peu différent selon que nous travaillons avec des ribosomes procaryotes ou eucaryotes.
Pour les expériences procaryotes, nous hybridons les ARNm avec les oligos ADN complé-

mentaires en chauffant une minute a 90 °C' avant de laisser refroidir & température ambiante.
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Nous laissons les ribosomes 705 se complexer & 'ARNm sur le codon start (AUG). Les ri-
bosomes sont stabilisés par la présence de la séquence de Shine-Dalgarno sur 'ARNm et de
fMet — ARNt/Met ge placant dans leur site P. [53,54] Le fMet — ARNt/Met est un ARN de
transfert complémentaire du codon AUG portant un acide aminé méthionine formylé caracté-
ristique du début des chaines polypeptidiques.

Dans le cas d’expériences témoins, on souhaite bloquer la traduction. Nous mettons donc les
ribosomes en présence d’'un antibiotique. Nous utilisons ’érythromycine qui se lie a la grande
sous-unité (50S) et bloque la translocation.

Pour lancer la traduction une fois les ribosomes complexés aux ARNm et ces derniers liés &
la surface, nous injectons des extraits cellulaires purifiés. Nous utilisons le PURExpress® (New
England BioLabs) qui contient les éléments purifiés nécessaires a la synthése de protéines a
partir ’ADN. Ces extraits cellulaires contiennent en particulier de quoi effectuer une traduc-
tion d’ARNm en protéine. Pour 'expérience témoin, nous ajoutons de ’érythromycine dans le
PURExpress®.

2.7.2 Cas eucaryote

Nous hybridons les ARNm et les oligos ARN complémentaires en chauffant dix minutes a
68 °C (dépassant ainsi la température de fusion de ces oligos) puis dix minutes a 37 °C' puis en
laissant reposer & température ambiante. Des oligo-fluorophores sont hybridés quelques codons
aprés la position initiale du ribosome. L’accroche & la surface se fait par un oligonucléotide
ARN ayant des bases modifiés 2’ — O — allyl. Cette modification le rend résistant a d’éven-
tuelles nucléases et stabilise son appariement avec I’ARN complémentaire. Les deux extrémités

de cet oligo sont couplées & une chaine de trois biotines comme décrit dans [55].

Les ribosomes 805 ne peuvent normalement pas se fixer sur ’ARNm en ’absence de facteurs
d’initiation. Cependant, le virus de la paralysie du grillon (Cricket Paralysis Virus noté CrPV)
posséde une séquence particuliére sur ses ARNm pouvant recruter un ribosome eucaryote sans
les facteurs d’initiation [40,56]. Cette séquence est un site d’entrée interne du ribosome (Internal
Ribosome Entry Site noté IRES) formant une structure secondaire capable en présence d’ions
M g?* de mimer ARNY initiateur. Une fois complexé, 'TRES est logé dans les sites E et P du
ribosome en attente d’acides aminés & assembler.

L’initiation par IRES présente deux avantages principaux. Premiérement, nous injectons
ARNt aminoacylés et facteurs d’élongation pour lancer la traduction. Pouvoir initier sans
facteurs d’initiation permet de ne pas avoir & purifier ces facteurs pour les séparer de ceux
d’élongation (tous étant présents dans le RRL). L’autre avantage est 'entrée interne du ribo-
some : celui-ci n’entre pas sur 'ARNm par son extrémité 5 mais directement sur 'IRES. Cela
laisse le coté 5’ libre pour y hybrider un oligo-biotine. L’accroche a la surface se faisant en 5’

et la lecture de PARNm de 5’ vers 3', le ribosome traduira en s’é¢loignant de la surface ce qui
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I’'expose & moins de contraintes stériques lors de la lecture de ’ARNm.

Pour lancer la traduction, nous injectons dans la cellule microfluidique une préparation de
lysat de réticulocytes de lapins (Rabbit Reticulocyte Lysate noté RRL de Promega). Les réticu-
locytes sont les cellules précurseurs des globules rouges et contiennent les facteurs d’élongation

et les acides aminés permettant la traduction.

Nous avons envisagé deux méthodes pour faire une expérience de controle sans traduction.
La premiére consiste & ajouter aux solutions utilisées un antibiotique bloquant la traduction.
[’antibiotique choisi est la cycloheximide (voire [57]) qui bloque la translocation en se substi-
tuant & PARNt dans le site A du ribosome. Cette méthode suit les standards de la recherche
biologique ot un controdle idéal ne différe de ’expérience que par I’'ajout d’un élément bloquant
la réaction observée.

La seconde méthode se base sur I'initiation non-canonique utilisée. Nous utilisons un ARNm
similaire & celui de 'expérience a la notable exception de ’absence d’IRES. Les ribosomes étant
mis en présence des ARNm sans facteurs d’initiation, 'initiation canonique ne peut avoir lieu.
Le RRL utilisé lors de I'injection contient les ribosomes et les facteurs de traduction mais les
ARNm de I'expérience ne sont pas coiffés 7. De plus, extrémité 5 des ARNm est hybridée &

Ioligo-biotine et se trouve donc immobilisée prés de la surface ce qui la rend inaccessible.

2.8 Conclusion

Nous avons décrit la conception de I'expérience de mesure de la cinétique de traduction de
ribosomes uniques. Nous avons décidé de ne modifier ni les ribosomes, ni les facteurs traduc-
tionnels, a la fois dans un souci de simplicité (le ribosome de lapin utilisé est beaucoup plus
complexe que celui d'une bactérie) et pour éviter de dénaturer le processus. Le systéme rap-
porteur repose donc sur le marquage de ’ARNm par le biais de deux oligonucléotides marqués
avec des fluorophores différents. Le ribosome est fixé initialement sur TARNm via une structure
secondaire spécifique (IRES) et les éléments nécessaires a la traduction sont issus d’un extrait
cellulaire. Lors de la traduction, le ribosome traduira la séquence sur laquelle sont hybridés les
marqueurs fluorescents, les détachant de ’ARNm.

I’observation est faite avec un microscope de type TIRF développé au laboratoire. Nous
pouvons ainsi imager des fluorophores uniques sur une surface en ayant un trés faible bruit de
fond. L’observation de plusieurs fluorophores en paralléle permet d’avoir une bonne statistique
lors de ’analyse des données.

Notre montage optique se distingue par une synchronisation compléte des différents élé-
ments et par un dispositif de maintien de focus, critique lors de ce type d’expériences. Il

permet en outre d’observer des fluorophores émettant a différentes longueurs d’onde sans avoir

7. Réaction post-transcriptionnelle d’ajout d’une coiffe & I'extrémité 5' des ARNm permettant le recrutement
des ribosomes eucaryotes.
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a refaire la mise au point & chaque nouvelle image. Des cellules microfluidiques nous permettent
d’observer la surface pendant 'injection des extraits cellulaires marquant le début de la tra-
duction.

Nous avons développé une chimie de surface dédiée, & base de polyéthylénes glycols pour
fixer spécifiquement le systéme rapporteur étudié & la lamelle de microscope.

Enfin, nous avons optimisé les oligo-fluorophores pour avoir un bon compromis entre sta-
bilité de 'hybridation & ’ARNm et facilité de détachement par le ribosome. Nous avons choisi
des ATTOs, fluorophores peu volumineux et trés photostables. Le suivi du départ de ces oligos-
fluorophores permettra de mesurer la vitesse de traduction d’un ribosome unique.

Le chapitre suivant s’appliquera & montrer comment nous extrayons des séquences d’images

enregistrées les instants de départ des fluorophores.
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CHAPITRE 3

Traitement des images de molécules

uniques

Nous avons vu au chapitre précédent qu’il était possible d’observer des fluorophores uniques
immobilisés sur une surface de verre. Dans le cadre de notre expérience, la perte du signal de
fluorescence témoigne de lactivité des ribosomes associés. Les informations pertinentes sont
donc la position des fluorophores a un endroit donné, témoignant de la présence d’'un ARNm
marqué, et les instants de disparition de ces marqueurs, indiquant le passage du ribosome & un
endroit donné de ’TARNm.

Dans ce chapitre nous décrirons la méthode utilisée pour détecter les fluorophores sur les
premiéres images de la séquence puis la facon dont nous suivons chaque fluorophore au cours
du temps. Nous détaillerons également la facon dont nous comparons les fluorophores de diffé-
rentes couleurs pour obtenir des intervalles de temps entre deux départs sur un méme systéme

rapporteur.

3.1 Contraintes expérimentales

Le photoblanchiment

Observer des fluorophores uniques nous met face & des problémes d’optimisation des temps
d’acquisition. En effet, les fluorophores organiques utilisés ont a chaque cycle d’excitation /
émission une probabilité de photoblanchir. Les fluorophores émettent donc une certain nombre
de photons avant photoblanchiment selon une loi de probabilité exponentielle. Un unique fluo-
rophore n’émet que quelques milliers de photons en moyenne. Autrement dit, & excitation
constante, un fluorophore a une espérance de vie mesurée en secondes d’excitation. Par ailleurs,
la détection d'un fluorophore sur une image n’est possible que si son temps d’exposition est

suffisamment élevé. Le nombre d'images Nj;,g est alors borné selon la formule suivante :

Nimg X timg S tvie (31)

ol timg est le temps d’exposition pour une image (pendant lequel les fluorophores peuvent
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photoblanchir) et t,;. 'espérance de la durée de vie d'un fluorophore avant photoblanchiment.
Il est possible d’ajouter un facteur de sécurité a ’espérance de vie. En effet, une population
de fluorophores sera partiellement photoblanchie aprés un temps d’excitation méme inférieur
a Pespérance de vie moyenne. Aprés le temps de vie moyen, un peu plus de la moitié des fluo-
rophores auront blanchi, mais si I’on veut s’imposer un taux n de fluorophores non-blanchis
en fin de film, il faut multiplier ¢,;. par ln(%) dans l'inéquation (3.1). Le temps d’exposition
par image dépend du rapport signal & bruit voulu et ne peut étre réduit a volonté. Cela limite

donc le nombre d’images par séquence d’acquisition.
La durée de I’expérience

Le nombre d’images par séquence d’acquisition est également relié & la durée de 'expérience

Tezp et & lintervalle de temps constant entre deux images At :

(Nimg — 1) x At = Tog, (3.2)

Nous illustrons cette formule sur la figure 3.1.

A
timg
Acquisition = — —
At
< = Texp
Pause +—tboroino-t-don—J oo > temps
1 2 3 Nimg

Numéro des images

FIGURE 3.1 - Séquence d’acquisition de Njyg images au cours d’un temps Teyp. L'intervalle de
temps entre deur 1mages est At et chaque image correspond & une acquisition de durée tip,.

Terp est défini par le phénomene observé. Dans notre cas, il s’agit de quelques cycles d’élon-
gation et nous estimons que trois minutes sont nécessaires et suffisantes pour observer l'es-
sentiel de Dactivité traductionnelle de surface. Le nombre d’images est alors proportionnel &
la fréquence d’acquisition des images. De cette fréquence d’acquisition dépend la résolution
temporelle de 'expérience. Une bonne résolution temporelle est donc obtenue en prenant un

grand nombre d’images.

Le nombre d’images N;p, fait donc I'objet d'un arbitrage. Plus ce nombre est grand,
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meilleure est la résolution temporelle car & T.., fixé At diminue. Ny, grandit au détriment
soit du ratio signal sur bruit si ¢;,,4, diminue, soit du nombre de fluorophores non photoblanchis
si 'inégalité (3.1) n’est plus vérifiée. Plus le nombre d’'images est faible, moins le photoblanchi-
ment se fait sentir mais plus le pas d’échantillonnage est grand. Nous tenterons donc d’avoir
un rapport signal & bruit suffisant pour obtenir des informations sur la traduction mais sans
prendre trop de marge pour pouvoir gérer le photoblanchiment sur 50 images (dans certains

cas, nous nous sommes autorisés des acquisitions de 100 ou 200 images).

Nous nous appliquons ici & analyser les images obtenues ayant un ratio signal sur bruit
limité par ces autres contraintes pour en tirer une information sur les temps de résidence des

fluorophores.

3.2 Deétection des particules

La premiére information & obtenir d’une image ou d’une série d’images est le nombre de
fluorophores détectés que 'on pourra étudier. Un exemple d’image obtenue est montré a la
figure 3.2 ot 'on excite des fluorophores rouges (ATTO 647N) avec un laser délivrant 15 mW
a entrée du microscope pendant 100 ms. La surface excitée est contenue dans un carré de

100 pum de cdté correspondant au champ imagé sur notre caméra.

Malgré nos efforts, nous constatons que l'excitation n’est pas parfaitement homogéne sur la
surface étudiée. Cela se devine au bruit de fond qui varie légérement d’une zone a ’autre mais
cela se trahit surtout par I'excitation inégale des fluorophores. Au centre de I'image, on distingue
clairement les fluorophores, mais ils s’estompent lorsque 1’on se rapproche des bords. Sur les
bords de I'image, les fluorophores semblent absents ce qui n’est pas le cas car leur répartition a
cette échelle est homogéne sur la lamelle. L’homogénéité de la couverture de la surface par les
fluorophores se vérifie simplement en translatant la lamelle par rapport & I'objectif a ’aide de
la platine de micro-positionnement. Il est ici possible de compter & 1’ceil le nombre de points.
Cependant une telle démarche est longue et dépend de 'observateur. Le temps passé devient

prohibitif lorsqu’il s’agit d’étudier les séquences de 100 images qui constituent nos données.

Nous nous sommes donc appliqués & mettre au point un programme d’analyse d’image
permettant dans un premier temps de compter et localiser le nombre de particules présentes
sur une image telle que celle de la figure 3.2. Dans un second temps ce programme permet
de comparer deux images prises dans des couleurs différentes afin d’y détecter d’éventuelles

colocalisations entre fluorophores.

Tous les programmes présentés dans ce chapitre ont été réalisés sauf mention contraire a
I’aide du logiciel de WaveMetrics IGOR Pro 6.22.

53



CHAP 3 - TRAITEMENT DES IMAGES DE MOLECULES UNIQUES

FIGURE 8.2 — Image d’ATTO 647N liés spécifiquement G une surface passivée. Le laser d’ex-
citation rouge est réglé sur 15 mW et la durée d’acquisition est de 100 ms. La caméra utilisée
(EMCCD, iXon, Andor™) fait Uacquisition d’images carrées de 512 pizels de coté, les coor-
données en pizels sont indiquées sur cette image.

3.2.1 Critére de choix des paramétres de détection

Nous avions pour objectif de pouvoir compter des particules sur une surface. Ces particules
peuvent étre trés visibles ou estompées jusqu’a étre indétectables. Le but est de pouvoir détecter
automatiquement le plus grand nombre de particules possible. En effet, I'un des avantages de
la microscopie TIRF est de pouvoir observer plusieurs événements en paralléle. Cela nous est
utile car nous souhaitons obtenir des informations de nature statistique ce qui nécessite un
grand nombre de mesures. Nous cherchons donc a ne pas passer & coté d’événements présents

dans nos données par insuffisance du traitement de ces données.

Cependant, il ne s’agit pas de détecter trop de particules. Si 'ceil et le cerveau humain
sont efficaces pour détecter les contrastes, il est tout de méme possible pour un programme

d’étre encore plus performant. Nous n’avons pas souhaité dépasser les capacités humaines pour
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pouvoir vérifier rapidement les résultats obtenus par le programme. En effet, dans le cas d’un tel
programme, développé pour les besoins spécifiques de cette expérience, nous sommes amenés

a effectuer certaines modifications au cours du temps.

Tout d’abord, ce programme a fréquemment été amélioré. Au début de ces trois années de
thése, le laser bleu était le laser principal et délivrait un faisceau dont le profil d’intensité était
quasiment gaussien. L’estimation du fond se faisait alors par une interpolation gaussienne de
Iintensité lumineuse mesurée par la caméra. Avec 'achat de nouveaux lasers et ['utilisation
plus fréquente de la diode laser rouge, cette partie du programme a da étre modifiée. En
effet, le profil d’intensité du faisceau rouge est trop éloigné d’'une gaussienne pour que cette
méthode d’estimation du fond soit pertinente. Au cours de la premiére année de thése, nous
avons testé une méthode de suppression du fond par transformée de Fourier et élimination
des basses fréquences. Malgré quelques oscillations parasites, cette méthode donnait d’assez
bons résultats et a été utilisée pendant plusieurs mois. La comparaison ultérieure avec d’autres
méthodes de filtrage plus efficaces nous a fait modifier cette procédure. Ces deux exemples
illustrent I’évolution du programme au cours des trois derniéres années. De nombreuses autres
modifications plus ou moins importantes ont été apportées mais nous nous contenterons ici de

détailler la derniére version en date.

D’autre part, nous avons de temps & autre modifié les conditions de I'expérience. Nous avons
par exemple testé différents fluorophores (nanocristaux semi-conducteurs, cyanines, bodipy-FL,
Alexa, ATTO) dont certains possédent des propriétés photophysiques relativement éloignées.
Nous avons également modifié 'intensité d’excitation et le temps d’intégration lors de I'acqui-
sition d’une image ainsi que l'angle d’incidence du faisceau en réflexion totale. Ces variations
ont mené & des images différentes sur les niveaux d’intensité, de bruit ou de contraste. Il était
alors souhaitable de modifier les paramétres du programme et en particulier les niveaux de
seuillage. 11 est possible de modifier d’autres paramétres tels la taille maximale des particules

ou la taille de la zone d’observation.

Nous voyons donc que le programme de traitement des images est modifié ce qui nécessite
de pouvoir vérifier son efficacité. Pour cela, nous comparons la position des points détectés avec
les images brutes et les instants des disparitions avec les séquences d’images. Pour la détection
des points, nous pouvons compter manuellement le nombre de fluorophores sur une image.
Plus simplement, nous pouvons superposer 'image brute et les points détectés, cela permet de

repérer facilement les points ol 'on n’est pas satisfait du programme.

Si I'image brute et les particules détectées ne correspondent pas, nous retouchons les pa-
rameétres car le programme n’est manifestement pas efficace. Si au contraire nous validons les
résultats du programme sur une image, nous vérifions sa stabilité en le testant sur d’autres
images. Nous choisissons généralement des images présentant soit de nombreux fluorophores

soit trés peu afin de vérifier que le programme est insensible au nombre de particules & traiter.

Cependant, notre programme de détection peut, avec un seuil bas, détecter plus de fluo-

95



CHAP 3 - TRAITEMENT DES IMAGES DE MOLECULES UNIQUES

rophores que I'ceil d’un doctorant. Le programme peut étre capable de placer des points dans
les zones faiblement excitées 14 ou I'on ne voit que du bruit. Faire une moyenne d’intensité sur
plusieurs images consécutives d’une méme zone permet d’augmenter le ratio signal sur bruit.
Les points suggérés par le programme deviennent alors visibles. Comme nous souhaitons effec-
tuer des vérifications sur plusieurs images, nous avons besoin de pouvoir vérifier rapidement
la validité des points détectés en repartant des images brutes. Nous imposons donc un seuil
assez haut au programme lors de la détection des particules de sorte & avoir la méme efficacité
de détection que 'ceil humain. Cela permet en outre de conserver une marge par rapport au
niveau de bruit.

D’autre part, nous verrons par la suite qu’il faudra détecter les instants de départs des
particules ce qui est plus aisé lorsque les particules en question sont bien visibles (d’intensité
bien supérieure au bruit de fond local). L’étape de détection doit donc étre assez sévére pour

ne considérer que les particules ayant un ratio signal sur bruit raisonnable.

La détection de particules se fait par seuillage de 'image, I’idée intuitive étant que seules les
particules brillantes dépassent un certain seuil de signal. Cependant, nous avons vu que toutes
n’ont pas la méme intensité. De plus, 'intensité moyenne du fond est importante au centre
de I'image et peut rivaliser avec 'intensité des particules sur les bords. Pourtant ces derniéres
sont bien visibles car situées dans une zone oil 'intensité moyenne est faible et le contraste est

suffisant. Nous cherchons donc a prendre en compte un fond variable sur I'image.

3.2.2 Estimation du bruit de fond

Nous avons plusieurs méthodes pour estimer le fond de I'image. Cette hétérogénéité vient
du fait que le faisceau laser ne couvre pas la zone d’observation de facon uniforme. Les fluoro-
phores sont plus excités et émettent plus au centre de l'image mais le bruit de fond, provenant
de la fluorescence résiduelle du verre ou encore d’impuretés, dépend également de I’excitation

(plus forte au centre).

Estimation du fond par interpolation gaussienne :

Une méthode simple pour estimer 'intensité d’excitation est d’interpoler I'image par une
gaussienne a deux dimensions. La présence de points, s’il n’y en a pas trop (moins de
2000), ne nuit pas a l'interpolation ce qui permet d’obtenir une gaussienne de taille ca-
ractéristique 100 & 200 pixels (correspondant a la zone d’excitation du laser). Cependant,
cette méthode n’est vraiment efficace que pour un faisceau parfaitement gaussien. Dans
notre cas, le profil du faisceau est suffisamment différent d’une gaussienne pour que cette

méthode ne soit pas la plus efficace.
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Estimation du fond par moyenne locale :

Nous préférons filtrer I'image en moyennant les pixels avec leur voisinage ce qui ne modi-
fie pas sensiblement les valeurs du fond mais dilue celles des fluorophores en les rendant
négligeables. La figure 3.3 A montre 'image 3.2 dont les pixels ont été moyennés sur un
carré de coté sept pixels.! Cela donne une impression de pointillisme mais I’échelle de
niveaux de gris est bien moins grande que sur 'image initiale. Les petites taches claires
ne présentent donc qu’une variation d’intensité négligeable avec leur voisinage méme si
cette variation est visible a I'ceil avec ’échelle de niveaux de gris choisie. Cela dessine
une carte donnant une bonne approximation de 'intensité d’excitation laser. La figure
3.3 B montre le résultat aprés une convolution par une gaussienne de largeur 50 pixels
(application d'un flou). Il s’agit de faire une moyenne de chaque pixel avec ses voisins
en pondérant par une gaussienne centrée sur ce pixel. Le résultat est moins haché mais
on perd un peu de contraste entre les valeurs extrémes. De plus, la durée du traitement
informatique des images est plus courte avec une simple moyenne sur un voisinage de

taille raisonnable (ce temps de traitement est proportionnel a l'aire du voisinage).

Estimation du fond par rolling-ball :

Le principe est de considérer I'image comme une surface sous laquelle passerait une sphére
d’un rayon donné. La sphére serait incapable d’entrer dans les pics correspondants aux
fluorophores. Le volume couvert par la sphére est alors considéré comme un fond dont les
variations spatiales sont lentes et qui peut étre retranché. La figure 3.4 illustre ce principe

en 1D. Nous utilisons I’équation (3.3) pour retrancher ce fond :

Up = Vp — mariey, (Minjey; (v;)) (3.3)

ou, avec k € {n,i,j}, v est la valeur du pixel k et Vj est le voisinage du pixel k (dans
notre cas il s’agit des pixels situés & une distance inférieure a deux du pixel k, soit un

cercle de diameétre 5 pixels).

Cette méthode permet comme la précédente d’estimer un fond dont la forme n’est pas
connue. Deux différences sont toutefois a noter : le fond obtenu avec un rolling-ball tend
& suivre les minimums d’intensité tandis que le moyennage par convolution tend natu-

rellement & donner la moyenne du fond. L’écart entre les deux est donc de l'ordre de

1. Cela peut étre décrit mathématiquement par une convolution de 'image avec une fonction porte 2D de
largeur sept pixels.
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A B

FI1GURE 3.8 — A : Approximation de l’intensité d’excitation par moyenne sur un voisinage
de 49 pizels. Ce type d’image suffit a approvimer le niveau d’excitation pour pouvoir éludier
les particules en tenant compte de leur position dans tmage. B : Forme de Uexcitation laser
obtenue par filtrage gaussien (largeur du filtre : 50 pizels). On ne devine plus la présence de
particules mais les valeurs entre le centre et les bords sont moins contrastées. Dans les deux
cas, le contraste est plus marqué que sur l'image brute 3.2 car les particules étant lissées, il n’y
a plus de grandes valeurs d’intensités ce qui permet d’étaler de légéres variations dintensité
sur plus de niveaux de gris.

grandeur des fluctuations locales du fond.

L’autre différence est la prise en compte des points de forte intensité (les fluorophores). La
méthode de rolling-ball est censée ignorer ces variations rapides d’intensité si ce n’est une
diminution du nombre de minima locaux ayant des chances d’augmenter trés légérement
la valeur du fond prés des fluorophores. La méthode de moyennage prend en compte toute
I'intensité des fluorophores en la diluant dans son voisinage. Le fond est alors quelque peu
augmenté aux alentours des fluorophores. En corrigeant I'image par ce fond, cela pourrait
presque étre considéré comme bénéfique car le voisinage des fluorophores se retrouve avec
une faible intensité. Cela permet d’isoler les fluorophores et diminue le risque de voir deux

fluorophores voisins étre considérés comme une unique particule.

Nous utiliserons les deux derniére estimations du fond. En notant D(x,y) les valeurs brutes
des pixels, le fond estimé par moyenne locale sera noté F,,;[D(x,y)] et celui obtenu par rolling-
ball Fy[D(x,y)].
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3.2 Détection des particules

. Rolling-ball

— i

Fond estimé

FIGURE 8.4 — Schéma de principe de la méthode de rolling-ball appliquée & une fonction & une
dimension. Un motif (carré rouge) est déplacé le long de la courbe en prenant la valeur la plus
élevée possible tout en ne dépassant la courbe par aucun des points du motif. La surface ainsi
balayée est considérée comme étant le fond de limage que 'on pourra retrancher au signal.
Dans le cas d’une image, on étend ce principe & deur dimensions.

3.2.3 Seuillage de I'image corrigée

Nous voulons pouvoir appliquer un seuil & nos images afin de considérer comme particule
tout élément supérieur au seuil. Or ces images possédent un fond additif variable dont la valeur
dépasse parfois celle des fluorophores les moins excités. De plus, le fond n’est pas constant et
nous pouvons considérer qu’il est soumis & des fluctuations gaussiennes d’amplitude propor-
tionnelle & la racine carrée de 'intensité lumineuse. Nous souhaitons d’une part avoir le méme
niveau de fluctuations sur I'image entiére et d’autre part retrancher le fond pour pouvoir placer

un seuil au dessus des fluctuations.

Nous estimons les fluctuations comme étant proportionnelles & la racine carrée de 'intensité
d’excitation. Nous considérons que l'excitation est proportionnelle & F,;[D(x,y)], nous renor-
mons donc une image initiale en la divisant par \/m Cette méthode d’estimation
du fond donne en effet un résultat proche de l'intensité lumineuse moyenne contrairement &
F.[D(z,y)] qui, en suivant les minima, s’approche de cette intensité moins les fluctuations. De
plus, Fy;[D(x,y)] n’est jamais nul ce qui est moins certain pour F.,[D(z,y)]. Une éventuelle
division par zéro n’est alors pas & craindre. Cela nous méne & 'image 3.5 A ou 'on voit que si
les écart-types sont uniformisés, il reste un fond moyen local (dont la valeur moyenne doit étre
la racine du précédent fond) qui s’ajoute aux intensités du centre de l'image. Le fait d’avoir
des fluctuations comparables sur I’ensemble de 'image permettra de fixer un seuil situé bien
au dessus de I'écart-type des variations d’intensité du bruit. Avant d’appliquer le seuillage, il

faut supprimer le fond additif restant.
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150 100 50

20

intensité Intensité

FIGURE 8.5 — Représentations 2D (A) et 3D (B) d’une image dont la variance du bruit de
fond a été uniformisée a l'aide des valeurs obtenues a la figure 3.3 A (moyenne locale du fond).
Représentation 2D (C) et 3D (D) de l'image précédente aprés traitement du type rolling-ball. Le
fond moyen est retranché, il ne reste alors plus que les fluctuations du fond rendues homogeénes
a Détape précédente ainsi que les fluorophores. En particulier, le milieu de l’image n’est pas plus
élevé que les bords. Les représentations A et C sont en couleurs inversées par rapport & limage
originale (figure 3.2).

Nous avons apreés cette étape des données Dj(x,y) en cours de traitement :

D(z,y)

D) = e )

(3.4)

Pour o6ter le fond restant et porter la moyenne locale du bruit & une valeur identique sur
toute 'image, nous appliquons le traitement de type rolling-ball et obtenons F,.[D1(x,y)].
Comme nous ’avons vu sur la figure 3.3 A, notre traitement par convolution fait une moyenne
sur une zone de 49 pixels et traite le fond moins finement que le traitement par rolling-ball

ot 'on peut choisir un motif de rayon 2 pixels seulement. Nous retranchons donc a D1 (z,y)
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3.2 Détection des particules

son fond F,4[D1(z,y)]. Le résultat est montré sur 'image 3.5 C. Nous avons alors des données

traitées Do(z,y) :

D2($7y) = Dl(xvy) - Frb[Dl(xvy)] (35)
_ Dy D(z,y)
Do) = b D 0

A ce niveau, un seuillage global sur I'image est possible. Les figures 3.5 B et D sont une
autre représentation des figures A et C ou I'on se rend mieux compte de la modification effec-

tuée entre les deux images.

Une fois ces opérations effectuées, on peut définir un seuil au deld duquel on considére quun
fluorophore est présent. L’image 3.6 représente en noir les pixels dont la valeur dépasse le seuil.

Le seuil a été choisi relativement bas pour pouvoir repérer la majorité des fluorophores.

450 400 3%0 300 250 200 150 100 50

500

FIGURE 3.6 — Image 3.2 aprés traitement et seuillage. Les particules sont quasiment toutes
détectées grice a un seuil relativement bas mais cela fait apparaitre quelques fauz positifs.

Le fait de choisir un seuil bas permet de ne pas rater trop de fluorophores mais sur les
262 144 pixels de 'image soumis & un bruit poissonnien, certains peuvent dépasser le seuil sans
fluorophore associé. On peut avoir typiquement entre 100 et 1000 points correspondant a des
faux positifs (dépendant du seuil choisi)2. Nous avons en moyenne environ 500 faux positifs

par image, ce qui fait par pixel une chance sur 500 de donner un faux positif, .

2. Nous appelons faux positif un point détecté 1a ot en réalité il n’y a rien. Un faux négatif sera un fluorophore
présent a la surface mais non détecté par le programme.
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Pour g’affranchir de ce probléme, on compare cette image avec une autre de la méme zone
prise quelques instants aprés. Comme nous travaillons généralement avec des films, il suffit de
comparer les deux premiéres images de la série. Ne sont conservés que les pixels dépassant le
seuil sur les deux images. Les fluorophores fixés sur la lamelle se retrouveront sur les mémes
pixels dans les deux images et seront conservés. On a vu qu’un pixel avait statistiquement
de l'ordre d’une chance sur 500 de donner un faux positif & cause de la variabilité du bruit
de fond. Il y a alors pour un pixel une chance sur 500? de donner un faux positif sur deux
images consécutives. Vu le nombre de pixels d’une image, on se retrouve avec un nombre de
faux positifs de I'ordre de 'unité sur toute 'image, ce qui est négligeable et ne perturbera pas
les mesures statistiques effectuées sur les fluorophores. L’image 3.7 montre les pixels conservés

aprés comparaison de deux images différentes de la méme distribution de fluorophores.

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
P P N O A LI AL AT R AR P RO

400 350 300 250 200 150 100 50

450
S

500
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FIGURE 3.7 - La comparaison entre les deur premiéres images d’une séquence d’acquisition
apres seuillage (ici l'image 3.6 et limage suivante du film dont elle est extraite) permet d’éli-
miner la grande majorité des faux positifs.

3.2.4 Deétection et sélection des particules d’intérét

Une fonction de détection des particules est ensuite appliquée pour dénombrer et localiser

les fluorophores. On ne retient pas les particules dont la taille est supérieure & neuf pixels.

En effet, la tache de diffraction correspondant & une molécule unique couvre 52]2\,’\ (avec A la

longueur d’onde et O.N. I'ouverture numeérique de l'objectif), soit entre 450 et 570 nm selon
la longueur d’onde centrale d’émission. De leur c6té, les pixels collectent les photons provenant

d’un carré de 207 nm de coté dans le plan d’observation. Un fluorophore peut tout a fait exciter
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neuf pixels. Généralement, avec le niveau de seuil choisi, la taille des fluorophores ne dépasse
pas six pixels, les pixels voisins étant supérieurs au fond mais pas suffisamment pour passer le

seuil.

3.2.5 Colocalisations

Si nous savons dénombrer les fluorophores présents sur une zone excitée, il est important de
pouvoir leur attribuer une position pour pouvoir déterminer s’ils sont colocalisés avec d’autres
fluorophores. Cela nous sera utile pour étudier nos systémes munis de deux fluorophores diffé-
rents (définis & la section 2.1).

Une méthode possible pour déterminer si deux fluorophores différents sont associés & un
méme systéme biologique est d’utiliser une technique de super-localisation. Ces techniques
peuvent localiser une molécule & quelques nanomeétres prés comme par exemple dans [58,59].
Deux fluorophores situés a quelques nanométres I'un de 'autre sont donc vraisemblablement
liés biologiquement.

Avec notre montage, il serait possible d’estimer la position exacte d’un fluorophore en
comparant entre elles les valeurs d’intensité des pixels qu’il éclaire. Deux pixels éclairés avec la
méme intensité sont la marque d’un fluorophore situé 4 la limite entre ces deux pixels, un pixel
intense entouré de deux pixels plus faible de méme valeur traduit un fluorophore centré. Une
interpolation par la figure de diffraction théorique permet de définir les positions intermédiaires.
Cette méthode est limitée par le bruit modifiant les valeurs des pixels étudiés, une meilleure
précision est alors obtenue en augmentant la durée d’acquisition ou la puissance d’excitation.

Ceci dit, cette méthode demande un bon ratio signal sur bruit pour obtenir une informa-
tion pas forcément indispensable. En effet, nous cherchons simplement & déterminer si deux
fluorophores sont liés au méme ARNm. Pour cela, nous nous contentons de regarder les coloca-
lisations entre fluorophores en détectant les fluorophores dont les pixels se recouvrent. Comme
environ un pixel sur 500 est marqué, les chances pour chaque fluorophore de colocaliser sans
raison avec un autre d’une autre couleur sont d’environ une sur 500. Travaillant avec un millier
de fluorophores par image, nous pouvons espérer avoir moins d’une dizaine de colocalisations
fortuites.

En pratique, deux images de la méme zone sont légérement translatées 'une par rapport
a lautre. Ce décalage peut venir du changement de filtre d’émission, les filtres étant placés
dans une roue motorisée. Une différence d’épaisseur ou une légére inclinaison pourrait étre la
cause de cet écart. Nous pouvons également noter que les acquisitions se font & deux longueurs
d’onde différentes, ce qui peut modifier le trajet optique entre la lamelle et la caméra. Nous
compensons ce décalage par un prétraitement effectué sous ImageJ, mais nous ne pouvons ef-
fectuer de translation que d’un nombre entier de pixels sous peine d’étaler le signal. Nous nous
sommes donc assurés que le systéme de détection des colocalisations était suffisamment souple

pour associer deux fluorophores situés jusqu’a un pixel de distance I'un de ’autre.
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Nous avons vérifié quel était le taux de colocalisation di au hasard en injectant sur une
surface deux fluorophores différents chacun lié & une biotine. On observe alors un millier de
points de chaque couleur mais I’on ne constate jamais plus de deux ou trois colocalisations. Nous
en concluons que la présence abondante de colocalisations ne peut étre fortuite et correspond
a des interactions moléculaires.

Pour tester le cas ou les fluorophores doivent colocaliser, nous avons hybridé deux oligos-
fluorophores sur un méme ARNm biotinylé avant d’injecter sur la surface. Pour autant de
points visibles, nous avons pu atteindre des taux de colocalisation élevés, jusqu’a 80 %. Lors
des expériences avec deux fluorophores distincts, nous travaillons généralement avec un taux
de colocalisation situé entre 60 et 80 %.

Pour augmenter le taux de colocalisation, il faudrait augmenter le nombre d’oligos par
rapport au nombre d’ARNm. Or, pour travailler en molécule unique, nous devons avoir une
concentration en ARNm suffisante pour pouvoir en fixer au moins une centaine a la surface
(typiquement une concentration supérieure a 500 pM) mais également avoir une concentra-
tion en solution faible en fluorophores pour ne pas avoir un bruit de fond trop élevé. Si 'onde
évanescente n’éclaire qu’une centaine de nanométres en profondeur et que les fluorophores dif-
fusant en solution ne restent pas suffisamment longtemps en place pour marquer un pixel, une
concentration élevée implique une fluorescence moyenne de la solution élevée. Cette concentra-
tion limite est empirique. Elle dépend de 'efficacité des fluorophores ainsi que du réglage de
I’onde évanescente. Dans nos expériences, nous nous imposons généralement de ne pas dépasser
10 nM et cherchons & avoir une concentration de travail vers 2 nM. Avoir une concentration
en fluorophores élevée pourrait également mener & un dépot non-spécifique sur la surface.

L’image 3.8 montre deux images prises sur la méme zone de la lamelle dans deux couleurs
différentes. Les temps d’exposition sont de 1 seconde pour avoir un bon contraste. L’échantillon
observé correspond & un ARNm hybridé & deux oligos-ATTO de couleurs différentes. Nous
constatons que la majorité des points se retrouvent présents dans les deux couleurs ce qui

dénote une bonne efficacité d’hybridation.

3.3 Déterminer l'instant de disparition d'une particule

Dans nos expériences, nous cherchons & connaitre I'instant de départ de chaque fluorophore
avec une bonne précision. Nous avons vu qu’il était possible de repérer un fluorophore en
s’appuyant sur deux images consécutives. Dans ce cas, on peut s’autoriser un certain nombre de
faux négatifs, c’est a dire ignorer les points les moins brillants. Cela ne fait que diminuer la taille
de I’échantillon étudié. En revanche, pour déterminer le temps de résidence des fluorophores, il
faut déterminer si le fluorophore est présent ou non sur une centaine d’images. Si l’on cherche
image par image a savoir si un fluorophore est toujours présent, il faut appliquer le programme

de détection des fluorophores sur toutes les images de la séquence. Cela multiplie les risques de
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FIGURE 8.8 — Ezemple de surface sur laquelle deuz fluorophores différents (fausses couleurs)
sont colocalisés. Une colocalisation correspond a un écart spatial de moins d’un pizel. Ici, avec
moins de 100 points par couleur et plus de 10* pizels, une distribution aléatoire donnerait
pour chaque point moins d’une chance sur 100 de colocaliser avec un fluorophore de couleur
différente.

faux positifs et négatifs mais cela est compensé par la continuité temporelle de la présence des
fluorophores : un fluorophore présent & un instant donné a de trés fortes chances d’étre présent
au suivant. De plus, les fluorophores sont immobiles et on peut se concentrer sur les évolutions
temporelles des intensités & la position de chaque fluorophore déterminée précédemment.
Nous cherchons & observer des fluorophores présents sur une certaine durée a partir du
début du film. Ces fluorophores peuvent éventuellement disparaitre en une étape® et doivent

alors étre absents jusqu’a la fin du film.

3.3.1 Traces temporelles

Apres avoir détecté la position des particules sur les deux premiéres images de la séquence,
nous déterminons les pixels correspondant & chaque particule et nous suivons 1’évolution de la
valeur moyenne de ces pixels au cours du temps. Nous avons expérimenté différentes méthodes
pour définir 'instant de départ d’un fluorophore avant de vérifier si les résultats proposés corres-
pondaient bien aux résultats que ’on souhaitait obtenir pour un ensemble de traces temporelles
témoins. La méthode suivante est celle qui, jusqu’a présent, nous a donné les résultats les plus

satisfaisants.

Les fluorophores étant fixés a la surface, I'intensité des pixels ot ’on a détecté un fluorophore
en début de film correspond a l'intensité émise par le fluorophore au cours du temps. Ce niveau
d’intensité nous permettra de décider de ’état du fluorophore, présent ou absent/éteint. Nous
nous attendons & deux cas de figures possibles. Soit le fluorophore reste présent jusqu’a la fin
du film, soit il disparait en cours d’expérience. La figure 3.9 présente des traces temporelles
issues d’une séquence d’images brutes.

Malheureusement, nous ne rencontrons pas uniquement ces deux types de courbes. Nous

3. Une disparition en deux étapes témoignerait de la présence de deux fluorophores.
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FIGURE 8.9 - Traces temporelles de quatre particules détectées au cours d’une séquence
d’images. Les valeurs correspondent a la moyenne des intensités effectuée sur une zone de douze
pizels (pour cette figure) autour de la position du fluorophore. Les courbes pleines sont relatives
a des fluorophores détectés au centre de l'image, la ot Uintensité d’excitation est mazximale. Les
courbes en pointillé proviennent de fluorophores excentrés et moins excités. Deux fluorophores
subissent une disparition mais les deur autres restent présents jusqu’a la fin du film.

pouvons observer des traces temporelles non-canoniques ayant des comportements variés dont

nous donnons quelques exemples sur la figure 3.10. Ces traces décrivent certains cas singuliers

ol les fluorophores ne sont ni présents jusqu’a la fin de la séquence, ni ne disparaissent en une
étape bien marquée.

Nous ne souhaitons pas prendre en compte les fluorophores qui clignotent car cela nous

empéche de placer leur instant de disparition avec précision et méme d’étre certain qu’il y a

bien eu disparition et pas seulement une phase sombre en fin de film.

Nous voulons aussi ignorer les cas ou les traces temporelles présentent plus de deux paliers,

ce qui correspond & plusieurs fluorophores situés au méme endroit.

Cependant, nous pouvons voir que le signal est bruité et il peut étre difficile de discriminer

entre ces différents cas. Le risque est de supprimer la majorité des fluorophores ou de favoriser

un cas de figure par rapport aux autres ce qui pourrait modifier les données. Enfin, lorsque nous

travaillons avec le RRL, son arrivée dans la cellule augmente le fond de fluorescence sur quelques

images ce qui ne doit pas créer de faux départs ou d’éliminations abusives de fluorophores.
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F1GURE 3.10 — Trace temporelle de l'intensité correspondant a un fluorophore sur une centaine
d’images. Les niveauzr de gris correspondent a lintensité lumineuse moyenne d’un groupe de
pizels et peuvent varier entre deux fluorophores situés o différents endroits de la zone d’obser-
vation.

A : Courbe canonique, un fluorophore présent au début disparait de facon franche un peu avant
70 s.

B : Courbe ot un fluorophore disparait temporairement. La réapparition peut étre la fin d’un
clignotement lent du fluorophore ou encore une réhybridation spontanée aprés passage du ribo-
some.

C : Courbe montrant un fluorophore clignotant.

D : Courbe d’un fluorophore possédant deux paliers. On trouve également le cas ow la courbe
débute sur un palier haut avant de passer & un intermédiaire puis un bas. Cela peul s’expliquer
par la présence de deuz fluorophores voisins (moins d’un pizel d’écart).

E : Courbe on l'on a bien deux paliers et une marche mais ot le palier final est plus élevé que
linitial.

F : Courbe décroissante qui ne posséde pas de marche franche ou plusieurs instants d’extinction
possibles.

Nous avons pris le parti d’éliminer tous les cas non-canoniques de l'analyse.

3.3.2 Tri des fluorophores selon leurs comportements

Nous avons donc trois populations que nous allons tenter de séparer.
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— La premiére est constituée des fluorophores présents du début a la fin de la séquence.
— La seconde regroupe les fluorophores qui disparaissent proprement en une étape.
— La troisiéme rassemble toutes les autres situations non-canoniques que nous souhaitons

éliminer de ’étude.

La proportion de la troisiéme population sur l’ensemble des fluorophores peut varier selon la
séquence étudiée. Elle peut étre importante si les fluorophores utilisés tendent a clignoter ou
si les systémes biologiques s’agrégent en formant des groupes de plusieurs fluorophores. Une
séquence d’images de mauvaise qualité subissant par exemple une perte progressive de la mise
au point ou encore une dérive spatiale latérale de ’échantillon possédera un taux important de
traces temporelles pathologiques. Habituellement, nous pouvons nous attendre & avoir de 5 a

20 % de cas non-canoniques sur une séquence d’images.

Nous commencons par appliquer le programme de détection des particules aux derniére
et avant-derniére images de la séquence. Si des particules sont détectées aux mémes endroits
qu’au début, nous considérons que ce sont des fluorophores qui restent présents tout au long

de 'acquisition. Cela les classe soit dans la premiére population soit dans la troisiéme.

Pour vérifier si le fluorophore est bien présent du début & la fin et ne présente pas un
comportement trop étrange, nous étudions ’autocorrelation de la trace temporelle. En effet,
indépendamment du niveau moyen d’intensité du fluorophore, les variations d’intensité d’une
image a la suivante doivent étre indépendantes de 'instant d’observation. Ce n’est pas le cas
si la trace temporelle présente plusieurs plateaux d’intensité ou si I'intensité moyenne varie au
cours du temps. En effet, deux instants consécutifs ont plus de chances d’appartenir au méme
plateau d’intensité, ce qui crée une corrélation entre les niveaux d’intensité du fluorophore

d’une image et ceux des images précédentes et suivantes.

Soit Sp(n) le signal (évolution temporelle de V'intensité d’un fluorophore a 'image n) et
S1(n) le méme signal translaté temporellement d’une image (S1(n) = Sp(n + 1)). Pour un
nombre d’images suffisamment grand, ce qui est le cas avec nos séquences d’au moins 50
images, So et S; possédent la méme moyenne S et le méme écart-type o car les effets de bords
sont négligeables. Le coefficient de corrélation corr. entre Sy et Sy est alors égal au rapport de

leur covariance sur leur variance o2 :

Nimg . .
o SEm(S(5) = §).(5100) — ) .

VN (S0(0) — )2/ SN (81(1) — 9)2

S (Sp(i) — S).(S1(i) — 5)

o2

corr. =
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Lorsque ce coefficient tend vers 1, les deux signaux sont corrélés ce qui trahit la présence de
variations d’intensité au cours du temps autres que celles dues au bruit 4. Il tend vers 0 lorsque
I'intensité sur chaque image est décorrélée de celles des images précédente et suivante.
L’image 3.11 donne la valeur de ce coefficient de corrélation corr. pour trois courbes diffé-
rentes (courbes fictives générées pour exemple). Nous décidons de considérer que lorsque ce
rapport dépasse un seuil de valeur %, la courbe subit trop de variations pour étre considérée

comme canonique.

? -
E =
5 -
g -
. Coefficient de
: . _ correlation :

i - | — 0,38

m— (148
1 -

0,72

a F—a—T——— T —A— T —a——F—T—F—T

1 23 4 5 6 F B 530°112-3233:°¥4 35 16°FF I8 190 2X

FIGURE 8.11 — Courbes fictives dont on calcule le coefficient de corrélation corr. avec leurs
translatées. La courbe noire posséde une intensité moyenne constante (corr. faible égal a 0,38),
la courbe rouge présente quelques variations de moyenne vers les images 14 et 15 (rapport égal
a 0,48) ce qui pourrait correspondre a un clignotement du fluorophore. La courbe wverte est
clairement décomposée en deuz plateauz, un haut et un bas (rapport élevé égal a 0,72). Nous
décidons de considérer la courbe verte comme non-canonique car un fluorophore disparaissant
si longtemps ne peut indiquer un instant de disparition de maniére fiable. Nous accordons a la
rouge le droit de céder a un rapide clignotement.

L’intérét de cette méthode est que la valeur de corr. ne dépend ni de l'intensité moyenne
ni de I'amplitude des fluctuations du signal. Le seuil choisi peut donc s’appliquer & tous les
fluorophores qu’ils se situent au centre de 'image fortement éclairée ou sur les bords.

Nous répartissons donc ainsi les fluorophores présents en début et fin de film entre les pre-

miére et troisiéme populations.

Nous répartissons ensuite les fluorophores restants entre les deuxiéme et troisiéme popula-

tions car ces particules ont disparu a la fin du film.

4. corr. ne vaut 1 que lorsque les deux signaux sont identiques, soit lorsque le signal Sy est constant, ce qui
n’est jamais le cas & cause du bruit.
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Pour cela, nous repérons les valeurs maximum et minimum de la trace temporelle étudiée
pour définir un seuil situé & mi-chemin entre les deux. Nous partons ensuite de la fin de la
séquence et remontons le temps jusqu’a trouver trois valeurs consécutives au dessus du seuil

comme illustré a la figure 3.12.

Passage plateau bas
vers haut retenu

> 3img
€ > 1img
Passage plateau bas &>

vers haut retenu A

Vol L

\

FIGURE 8.12 — Traces temporelles fictives. Un seuil est placé & mi-chemin entre le maximum
et le minimum de chaque courbe. Nous cherchons la premiére série de trois points consécutifs
situés au dessus du seuil en partant de la fin. Nous considérons que la fin du plateau haut et le
début du plateau bas se situe a ce niveau. Cela permet au bruit (ou & une particule diffusante
de passage sur ces pizels) de dépasser le seuil aprés le départ du fluorophore. Cela permet
également au fluorophore de clignoter et de passer temporairement en dessous du seuil avant
de disparaitre définitivement.

Les fluorophores sont parfois victimes de clignotement. Ainsi, en remontant le temps, nous
ignorons les passages du seuil avant la disparition du fluorophore. Sur la partie finale située en
dessous du seuil, nous nous autorisons un dépassement local et bref du seuil. Cela peut arriver
lors du bref passage d’une impureté brillante au niveau du fluorophore (on trouve parfois
des amas fluorescents dans les extraits cellulaires). Un dépassement long est la marque d’une
particule fixe, vraisemblablement le fluorophore en question.

Nous fixons le passage du plateau haut au plateau bas au niveau du saut d’intensité le plus
important du voisinage de l'instant précédemment défini. Il se peut en effet que le fluorophore
disparaisse au cours de 'acquisition d’une image et que la valeur d’intensité soit intermédiaire
entre les deux plateaux. Nous décidons que U'extinction correspond & la plus grande différence
d’intensité. La figure 3.13 montre un exemple ol 'extinction n’est pas placée 1a ol la courbe

des données franchit le seuil.
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3.3 Déterminer l’instant de disparition d’une particule

Changement de
plateau retenu

Seuil

FIGURE 3.18 — Ezemple de détermination de l'instant de passage du plateau haut vers la plateau
bas.

Nous avons donc déterminé pour chaque fluorophore un instant ot ’on passe d’un plateau
haut & un plateau bas. Pour vérifier qu'un fluorophore suit bien une évolution canonique, nous
comparons le saut d’intensité entre les deux plateaux estimés avec les variations d’intensité
entre deux images consécutives sur le reste de la séquence. Si 'on trouve un saut d’intensité
trop important dans le reste de la trace temporelle, nous considérons qu’il existe un autre palier
ou que la limite entre les deux paliers estimée est un artéfact. Dans ce cas, le fluorophore est
classé dans la troisiéme population.

Si les plateaux haut et bas s’y prétent (s'il ont suffisamment de points), nous leur appliquons
le méme traitement qu’aux fluorophores présents tout au long du film en étudiant le coeflicient
de corrélation corr. entre I'intensité des fluorophores et leurs translatées. Cela nous permet de
repérer d’éventuelles variations d’intensités non dues au bruit sur chacun des plateaux. Encore
une fois, les fluorophores présentant trop de variations sont classés parmi ceux de la troisiéme

population.

3.3.3 Instants de disparition des fluorophores retenus

Une fois ce tri effectué entre les trois comportements possibles (présents jusqu’a la fin,
disparition en cours d’expérience, comportement non-canonique), nous en retirons 'information
que l’on cherche sur les instants de départs. Les fluorophores de la seconde population se font
attribuer I'instant de départ estimé lors du tri. Il s’agit de I'image a laquelle la trace temporelle
passe d’un palier haut a un palier bas.

Nous comptons les fluorophores de la premiére population car ils représentent la proportion
de fluorophores toujours présents en fin de film. Le fait que tous les fluorophores n’aient pas
disparu a la fin du film est une source d’information. Les fluorophores ne s’éteignent pas tous
par photoblanchiment car celui-ci suit une loi exponentielle. Il doit donc logiquement rester des
fluorophores présents en fin de séquence, leur nombre dépendant de l'efficacité de traduction

(taux de fluorophores hybridés & un ARNm complexé a un ribosome fois le taux de ribosomes
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actifs). A photoblanchiment égal, plus la traduction est efficace moins il reste de fluorophores

en fin d’expérience.

Enfin, ceux n’ayant pas un comportement canonique ne sont pas pris en compte ni pour
Iinstant de départ, ni dans le nombre total de fluorophores étudiés. Ce nombre total est obtenu

en additionnant les fluorophores des deux premiéres populations.

La figure 3.14 montre quelques traces de particules avec les instants de départ estimés par
le programme. Sur cette figure, nous voyons la trace temporelle d’'une particule de haut en bas.
Les marqueurs rouges représentent les instants de départ estimés par notre programme pour
chaque particule. Ces marqueurs sont placés avant la premiére image pour les fluorophores
de la troisiéme population. Nous avons utilisé ce type de figure pour vérifier Iefficacité du

programme et déterminer les valeurs finales des seuils utilisés.

B1lnm

Temps (en nombre d'images)
I T

Il WL WM

Particules numérotées de 0 a 51

FIGURE 3.14 — Traces temporelles de 51 particules sur une séquence de 100 tmages. L’intensité
de chaque particule est codée en niveaur de gris. Les marqueurs rouges montrent les instants de
départs tels que déterminés par le programme. Ces marqueurs sont en —1 pour des fluorophores
éliminés en raison de leurs comportements non-canoniques. Ils sont placés a l'image 100 pour
des fluorophores toujours présents en fin de film.

Si nous sommes dans l’ensemble satisfaits de I’estimation du programme, nous notons qu’il
subsiste quelques points au sujet desquels nous pourrions étre en désaccord. En particulier les
particules 26 et 43 ont été classées comme non-canoniques alors que l'instant de départ ne
semble pas ambigu. Cette tendance & considérer comme non-canoniques quelques particules
normales peut modifier légérement le taux de traduction en augmentant artificiellement le
nombre de points présents jusqu’a la fin du film par rapport aux points disparaissant de facon
standard. Cependant, l'information principale que nous recherchons est le temps caractéristique
d’élongation et nous n’avons pas repéré de biais concernant ce temps : la probabilité d’erreur

de traitement ne dépend pas de l'instant de disparition de la particule.

72



3.4 Conclusion

3.4 Conclusion

Nous avons mis au point un programme permettant de détecter des fluorophores sur une
image et de suivre leur présence sur une séquence d’images. Ce suivi est indépendant du ratio
signal sur bruit des fluorophores, ce qui permet de comparer les fluorophores situés dans des
régions plus ou moins excitées de la zone d’observation.

Nous avons également adapté le programme a 1’étude comparée de deux séries d’images
d’une méme zone observée a deux longueurs d’onde différentes. Pour chaque systéme rapporteur
équipé des deux marqueurs fluorescents, nous pouvons obtenir 'intervalle de temps entre les
départs des deux fluorophores.

Ce programme est adapté aux données obtenues lors de nos expériences de TIRF et peut
étre rapidement modifié pour s’adapter & des niveaux de bruit de fond ou d’intensité du signal

différents.
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CHAPITRE 4

Résultats expérimentaux sur la
cinétique de traduction en molécule

unique

Nous avons suivi, pendant la traduction, le signal de fluorescence des oligonucléotides mar-
qués de nos systémes rapporteurs. Nous cherchons la signature de la traduction d’un ribosome
unique, & savoir la disparition de notre champ d’observation d’oligos marqués, détachés par le
passage d’un ribosome unique a un endroit précis de PARNm.

Dans un premier temps, nous comparerons les instants de départ respectifs des deux oligos
différents situés sur le trajet du ribosome. Un écart temporel systématique nous permettra de
déterminer une vitesse d’élongation ¢n wvitro pour des ribosomes de mammiféres.

Dans un second temps, nous étudierons la distribution des instants de départ de chacun des
oligos marqués a partir de l'injection des extraits cellulaires marquant le début de la traduction.
La présence d’un temps caractéristique lent nous prouvera que l'initiation non-canonique du ri-
bosomnie utilisée dans nos expériences ralentit fortement le premier cycle d’élongation. La vitesse
des autres cycles d’élongation confirmera la valeur de la vitesse mesurée lors de 'expérience

avec deux oligos marqués.

4.1 Passage du ribosome eucaryote entre deux instants de la

phase d’élongation

Dans cette partie, nous étudions la traduction eucaryote en plagant deux oligos fluorescents
sur ’ARN messager. Ces oligos sont munis d’un ATTO 647N (noté oligo 4r et dit rouge) pour
le premier et d'un ATTO 565 (noté oligo 13v et dit vert) pour le second et font office de jalons
comme montré a la figure 4.1. Comme on I’a vu au chapitre 2, ces deux oligos sont de courtes
séquences A’ARN qui ont été choisies de fagon & avoir une température de fusion la plus proche
possible (méme nombre de nucléotides et méme taux de C et G), de l'ordre de 40 °C'. L oligo 4r
est identique et est placé a la méme distance du site P du ribosome que l'oligo H12 utilisé dans
les expériences de Takyar et al. [10] étudiant Dactivité hélicase du ribosome procaryote. Cela

nous permet de supposer que 1’oligo 4r partira comme l’oligo H12 apreés 4 cycles d’élongation.
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Biotine

PEG-silane

Lamelle

FIGURE 4.1 - Principe de Uexpérience : le ribosome placé sur U'IRES commencera o tra-
duire avec larrivée des extraits cellulaires. Ce faisant, il détachera successivement les oligo-
fluorophores rouge puis vert de ’ARNm. N’étant plus reliés 4 la surface, ces derniers sortiront
de la zone d’observation par diffusion.

Le ribosome est initialement positionné sur un IRES comme nous ’avons vu a la section
2.7.2. Le premier jalon quitte ’ARNm lorsque le ribosome a effectué quatre translocations et le
second neuf translocations plus tard soit treize translocations aprés le début de la traduction
(figure 4.2). 1l devrait alors étre possible de déterminer l'intervalle de temps entre le passage
du ribosome & ces deux endroits précis de PARNm. Cela permettra d’obtenir des informations
sur la vitesse de traduction locale & 31 “C', qu’il s’agisse de simples cycles d’élongation comme

ici ou, a ’avenir, du passage de séquences particuliéres.
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FIGURE 4.2 — Position du ribosome et des oligos hybridés sur ’ARNm. Aprés 4 translocations, a
Iéquilibre thermodynamique (oligos similaires o ceux utilisés dans [10]), Uoligo 41 s’est détaché
de VARNm puis aprés 9 autres translocations, l'oligo 13v s’en va & son tour.

Notons que pour déterminer précisément le nombre de translocations nécessaires pour déta-
cher le premier oligo, il faudrait prendre en compte les différences de conditions expérimentales
entre notre expérience et celle de Takyar et al. [10] :

— Notre ribosome eucaryote est plus gros qu'un procaryote, on peut donc penser que le site

hélicase, qu’il situe & +11 nucléotides du site P, sera un peu plus éloigné pour l'eucaryote.

Au maximum, on peut le positionner & la limite de I’empreinte du ribosome eucaryote
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4.1 Passage du ribosome eucaryote entre deux instants de la phase d’élongation

sur PARNm, estimée a +15 nucléotides. Ceci impliquerait donc qu’il pourrait suffire de
3 translocations pour décrocher 'oligo dans le cas de I'eucaryote.

— Notre température de travail est de 31 °C' au lieu de 37 °C' pour les expériences de Takyar
et al., ce qui conduit & une meilleure stabilité de ’oligo hybridé. En utilisant les formules
données a la section 2.6.1, on trouve qu’il faut décrocher 4 nucléotides & 31 °C au lieu de
3 & 37 °C pour que 80 % des oligos soient détachés.

Les deux effets étant opposés, il est raisonnable de considérer que 4 translocations restent
nécessaires pour décrocher le premier oligo, en gardant a ’esprit que 3 translocations pourraient
suffire.

Pour les expériences décrites dans cette section, seul compte I’écart de 9 nucléotides entre les
deux oligos et le fait que leur stabilité est la méme : ils se détacheront pour le méme nombre de
bases désappariées par le ribosome. En revanche, pour les expériences de la deuxiéme partie du
chapitre, nous pourrons avoir une incertitude sur le nombre exact de translocations nécessaires

au départ de 'oligo 4r. Nous y reviendrons lors de ’analyse de ces expériences.

4.1.1 Acquisition a deux couleurs

Un systéme rapporteur complet est donc muni de deux fluorophores distincts. Ces fluoro-
phores sont espacés de neuf codons soit une dizaine de nanométres. Sur les images observées un
pixel représente 0,2 um. Or, d’apres la formule (4.1), la tache de diffraction des fluorophores a
un diameétre d de lordre de 0,5 um (Pouverture numérique O.N. vaut 1,45, la longueur d’onde
A est de l'ordre de 0,6 pm).

1,22\

1= 0N

(4.1)

Les fluorophores sont donc imagés sur plusieurs pixels (généralement entre quatre et neuf)
comme nous pouvons le voir sur la figure 4.3.

Avec le nombre de points visibles a la surface dans les conditions de nos expériences, un
point colocalise avec un autre avec une probabilité ne dépassant pas 1 %. Ayant des taux de
colocalisation pouvant dépasser 80 %, nous nous permettons de considérer que deux points
colocalisés appartiennent au méme systéme rapporteur.

Nous suivons alors les traces temporelles des intensités des points rouge et vert colocalisés
dont on donne un exemple & la figure 4.4. Les temps de départs des oligos 4r et 13v sont
enregistrés pour pouvoir étudier leur distribution.

Apres plusieurs expériences de traduction, nous avons accumulé des données sur quelques
milliers de colocalisations. Ces systémes biologiques ont été observés pendant trois minutes,
a raison d’une image toutes les cing secondes. Ce taux d’acquisition a été obtenu par un
compromis entre un faible photoblanchiment et une bonne précision temporelle. En effet, des

expériences antérieures, nous avaient montré qu’aprés trois minutes la grande majorité des
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FIGURE 4.3 — Ezxemple de surface sur laquelle deuz fluorophores différents (fausses couleurs)
sont colocalisés. Une colocalisation correspond & un écart spatial de moins d’un pizel. Ici, avec
moins de 100 points par couleur et plus de 10* pizels, une distribution aléatoire donnerait pour

chaque point moins de 1 % de chances de colocalisation.
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FIGURE 4.4 - Intensité de deuzx points colocalisés au cours du temps. Un saut est aisément
détectable lors de la disparition du fluorophore. Ici, nous observons un ATTO rouge disparaitre
entre 9 et 10 images (soit entre 45 et 50 secondes) aprés le début de Uexpérience et 2 images
avant 'ATTO vert.

phénomeénes traductionnels étaient achevés.

4.1.2 Histogrammes des écarts temporels entre les disparitions des deux oligos

Nous avons mesuré les instants de départ du premier et du second oligo pour chaque colo-
calisation. Ces mesures d’écarts temporels peuvent donner des valeurs aussi bien positives que

négatives selon que le premier fluorophore a disparu avant ou aprés le second. Chaque colocali-
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4.1 Passage du ribosome eucaryote entre deux instants de la phase d’élongation

sation n’est prise en compte que si le signal disparait dans les deux canaux. Nous évitons ainsi
de comptabiliser les intervalles de temps trop longs dont on ne connait qu’une borne inférieure.
Sachant que le passage du ribosome au niveau des oligos se fait majoritairement avant la fin

du film, la perte d’information est négligeable.

Les disparitions des fluorophores peuvent étre dues & une traduction mais également au
photoblanchiment des fluorophores. Elles peuvent aussi provenir d’autres phénoménes tels des
déshybridations spontanées des oligos ou des dégradations des ARNm pour des raisons chi-
miques, physiques ou biologiques. En outre, plusieurs paramétres peuvent influer sur la dispa-
rition des fluorophores : un changement de température, le flux lors de I'injection, le changement
de tampon, la forte dilution ou encore la présence d’extraits cellulaires non purifiés. Il est alors
nécessaire de procéder & un controéle caractérisé par des conditions identiques et par ’absence

certaine de traduction.

Il existe plusieurs méthodes pour interdire toute traduction. Nous avons ici choisi d’utiliser
un ARNm ne possédant pas d’'TRES. Sans IRES ni facteurs d’initiation, les ribosomes sont
incapables de se positionner sur ’ARNm. Puis une fois en présence des facteurs présents dans

le RRL, l'extrémité 5 des ARNm n’est plus accessible car attachée a la surface.

Pour une expérience controéle ol les fluorophores ne sont pas soumis a ’activité hélicase des
ribosomes, les lois de probabilités de disparition p; et ps des deux fluorophores sont relativement
similaires. La cinétique de disparition dépend principalement de la vitesse de photoblanchiment
qui varie en fonction de la puissance d’excitation des différents lasers. Nous avons donc choisi
les puissances d’excitation pour obtenir des taux de photoblanchiment proches I'un de ’autre.
Cela donne une probabilité théorique p d’avoir un intervalle de temps 7 entre les disparitions

des deux fluorophores :

+oo
p(r) = /O pr()pa(t + 7)dt (4.2)

Pour deux lois exponentielles identiques, p; (t) = p2(t) = H(t).Ae™*, nous obtenons une loi

simple symétrique formée de deux exponentielles (illustrée a la figure 4.5) :

A Al

p(t) = e

. (4.3)

Avec ’équation (4.3) nous avons une densité de probabilité & support non borné alors que
sur nos données nous ignorons les événements survenant aprés un temps 7' correspondant a
la fin du film. Ces événements se situent dans la queue de l'exponentielle et sont donc peu
nombreux mais cela modifie légérement le résultat (figure 4.5), pour 7 compris entre —1" et T

on a :
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p(r) = %<6—A|r| ) (4.4)
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FIGURE 4.5 — Probabilité de départ de deux fluorophores avec un écart temporel 7. Ces courbes
correspondent auz équations (4.8) pour la courbe rouge et (4.4) pour la courbe verte avec A =
0,04 s,

Utiliser cette fonction pour interpoler I’histogramme du contréle sans IRES donne le résultat

montré sur la figure 4.6.

T=31C
- Contréle sans IRES
= |nterpolation

4_

taux en % du nombre de particules colocalisées
Ny
1

| | | |
-200 -100 0 100 200
instant de départ de I'oligo 13v moins celui de I'oligo 4r (s)

FIGURE 4.6 — Histogramme des intervalles de temps entre les départs de loligo 13v et le oligo
4r dans le cas du contréle sans IRES (courbe noire). Une interpolation selon l'équation (4.4)
donne la courbe bleue.

Cette courbe d’interpolation n’est pas satisfaisante en 0 ol elle ne reproduit pas le pic
présent sur les données. Ce pic correspond a des fluorophores colocalisés disparaissant au méme
instant. Il peut s’agir par exemple d’ARNm se détachant de la surface emportant avec eux les
deux oligos. Quoi qu’il en soit, ce phénomeéne a lieu dans le controle, il doit donc étre pris en
compte dans 'expérience. Nous utiliserons donc la courbe du contréle et non son interpolation

pour corriger la courbe de 'expérience de traduction.
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Dans le cas d’une traduction, les lois de probabilités de disparition de chaque fluorophore
sont plus complexes qu'une simple exponentielle. Si des lois de probabilités peuvent étre envi-
sagées & partir des résultats obtenus avec un seul fluorophore(prenant en compte les départs
par traduction et photoblanchiment pour les deux fluorophores), elles ne se prétent que diffici-
lement & une interpolation. Une difficulté supplémentaire est que I’on ne peut plus s’affranchir
des départs qui ne sont pas dus a la traduction (que 'on appellera blanchiment dans la suite). 11
faudrait retrancher les intervalles ot les deux fluorophores blanchissent, ce que ’on peut mesu-
rer avec une expérience témoin mais également ceux ol I'un des deux a blanchi et 'autre a été
détaché par le ribosome. Or nous ne pouvons faire d’expérience témoin pour ces cas la sans re-
créer tout un systéme rapporteur avec traduction pour un seul des deux fluorophores. Il faudrait
par exemple changer la séquence de ’ARNm pour placer un codon stop entre les deux oligos et
voir le premier partir par traduction et le second par blanchiment. Un autre témoin serait de
placer le premier oligo hors de la séquence codante pour le voir blanchir tout en conservant les
effets de la traduction pour le second. Ces changements en feraient un controle moins fiable car
basé sur une séquence différente et des efficacités d’hybridations potentiellement différentes.

Pour ne pas se perdre dans des modéles complexes induisant potentiellement des biais, nous
nous contenterons de soustraire les cas oul les deux fluorophores blanchissent. Nous considérons

alors que les événements croisés blanchiment et traduction sont suffisamment rares.

4.1.3 Résultats et interprétation

Nous pouvons alors comparer les histogrammes des comportements des colocalisations avec
et sans traduction possible comme le montre la figure 4.7.

Nous avons ici deux histogrammes représentant la distribution des intervalles de temps entre
la disparition du fluorophore rouge puis du vert. Ces histogrammes sont obtenus en regroupant
les données extraites de plusieurs expériences. Ces expériences ont été réalisées dans les mémes
conditions et nous avons fait attention & ne pas faire varier les éléments qui influent sur le
résultat comme par exemple la température, le lot d’extraits cellulaires et le lot de ribosomes
utilisés. Dans la suite, nous regrouperons les données de plusieurs expériences uniquement
lorsque ces conditions expérimentales sont les mémes pour toutes les expériences.

Comme nous 'avons souligné précédemment, lors de la traduction le ribosome déshybride
Poligo fluorescent, ce qui se traduit par la disparition du signal lumineux (le fluorophore diffu-
sant hors de I'onde évanescente). Cependant, la disparition peut aussi étre la conséquence d’un
autre mécanisme, mais celui-1a aura également lieu dans le controle. Comparer expérience et
controle nous permet donc de déterminer effet de la traduction seule.

Ces histogrammes montrent le temps de départ du second oligo (le vert) moins le temps de
départ du premier (le rouge). Le photoblanchiment peut affecter I'un ou 'autre dans n’importe
quel ordre (avec un temps caractéristique d’extinction de l'ordre de la vingtaine de secondes

d’exposition, soit une centaine d’images), tandis que le ribosome doit passer par le rouge avant
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T=31C
- Expérience de traduction
8 - (1765 éléments analysés, 74,4 % de départs)
— Contréle sans IRES
(531 éléments analysés, 51,6 % de départs)

taux en % du nombre de particules colocalisées
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FIGURE 4.7 — Histogramme des écarts temporels entre la disparition des deux oligos. Les valeurs
de Uhistogramme sont en pourcentage du nombre de colocalisations étudiées. Le temps de départ
de loligo 4r (le premier jalon sur la séquence traduite) est soustrait au temps de départ de ['oligo
18v. En bleu 'expérience de traduction, en noir le contréle sans IRES. Nous constatons que lors
de Uexpérience, il y a de nombreux départs d’oligos 13v entre 5 et 40 secondes aprés les oligos
41 associés. La courbe de l'expérience de traduction est obtenue & partir de 'analyse de 1765
colocalisations extraites de 10 expériences dans les mémes conditions. La courbe du contrile
provient de l'analyse de 531 colocalisations extraites de 6 expériences, ce qui explique son plus
grand bruit statistique.

d’atteindre le vert. Ainsi, une traduction se manifestera par un pic autour d’une valeur positive
sur I'histogramme. On remarque directement sur la figure 4.7 que la différence entre le controle
et ’expérience est précisément une augmentation du nombre de cas ol ’écart mesuré est positif.
Cela témoigne donc directement d’une activité traductionnelle.

Cependant, les temps relatifs correspondent & deux disparitions de fluorophores. Nous ve-
nons de voir qu’entre la courbe de I'expérience et celle du contréle, s’ajoutent les cas ou les
deux oligos ont été détachés par le ribosome mais également ceux ot I'un des deux a blanchi
ou a été détaché pour une autre raison avant le passage du ribosome.

Par souci de simplicité, nous commencerons par négliger ces événements croisés. Cela peut se
justifier par I'indépendance de la traduction et des autres disparitions : le passage du ribosome
au niveau d’un oligo n’implique ni ne découle d’une disparition hors traduction de 'autre oligo.
L’écart temporel entre les deux disparitions peut donc prendre de nombreuses valeurs et les
occurrences pour chacune de ces valeurs seront donc peu nombreuses. Au contraire, les doubles
disparitions par passage du ribosome sont corrélées, et les occurrences seront regroupées sur
quelques valeurs seulement. Nous en concluons que le pic bleu de la figure 4.7 correspond trés
majoritairement aux doubles départs par traduction. Nous nous contentons donc de soustraire
la courbe de controle a celle de I’expérience (cf. figure 4.8).

Comme cela était déja visible & la figure 4.7, le passage de ribosomes sur les ARNm gé-
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4.1 Passage du ribosome eucaryote entre deux instants de la phase d’élongation
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FIGURE 4.8 — Différence des histogrammes de la figure 4.7 avec interpolation gaussienne. Nous
retranchons o lexpérience (courbe bleue de la figure 4.7) les départs aussi présents dans le
controle sans IRES (courbe noire de la figure 4.7). La magorité des points comptabilisés sur
cet histogramme correspondent & deuz départs consécutifs des oligos 41 et 18v causés par le
ribosome. L’interpolation gaussienne est centrée sur 11,6 s. Sachant que les oligos sont espacés
de neuf codons, nous en déduisons que la vitesse moyenne d’élongation est ici de 0,78 cycle
par seconde.

nére des départs de fluorophores rouges et verts séparés de quelques images seulement. Par
une simple interpolation gaussienne nous apprenons que ’écart entre les deux départs vaut
en moyenne 12 secondes. La fonction d’interpolation donne une valeur de 11,6 (+0,7) s ce
qui montre que malgré le bruit statistique, le temps caractéristique est obtenu avec une bonne
précision. Notons que pour toutes les expériences rassemblées sur cet histogramme (10 pour
la traduction, 6 pour le témoin), nous avons pris la précaution de maintenir des conditions
biologiques les plus semblables possibles, en particulier I'utilisation du méme lot de RRL (ex-
trait cellulaire) et la méme température pour l’échantillon. Nous avons en effet constaté, sans
en faire une étude systématique, qu'une variation de ces conditions pouvait changer le temps
caractéristique de translocation.

Sachant que I’écart entre les deux oligos est de neuf codons, cela correspond a un temps
moyen de 1,3 (£0, 1) s par translocation ou encore une vitesse d’élongation moyenne d’environ
0, 78 cycle par seconde. Cette vitesse d’élongation est en accord avec les vitesses d’élongation
in vitro qui sont généralement de 1'ordre de 1 cycle par seconde [28,37]. Il n’est pas surprenant
de noter que ces vitesses peuvent étre dix fois plus rapides in vivo |37].

Nous considérons qu’une interpolation gaussienne n’est dans ce cas guere différente d’une
interpolation par une loi d’Erlang. Nous introduisons cette loi de probabilités & la section 4.2.1,
elle correspond a n événements consécutifs de lois exponentielles identiques. Si nous supposons
que le mécanisme d’élongation est assimilable & neuf cycles de translocation consécutifs de lois

de probabilité exponentielles et de temps caractéristiques proches, alors les instants de départs
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se répartiront sur une courbe proche d’une loi d’Erlang de paramétre de forme égal & neuf. Or
la figure 4.9 montre que ce type de courbe est proche d’une gaussienne et peut étre interpolé
par une courbe de Gauss de facon satisfaisante. L’interpolation gaussienne réalisée est donc

aussi pertinente qu’une interpolation par une loi d’Erlang et a ’avantage de la simplicité.

Nous avons donc obtenu une vitesse de traduction in vitro de 0, 78 cycle par seconde pour le
ribosome eucaryote en phase d’élongation. Or, pour pouvoir observer plusieurs traductions lors
d’une méme acquisition de données, nous avons bloqué les ribosomes en les privant de matériel
traductionnel avant de lancer 'expérience en injectant des extraits cellulaires dans la cellule
microfluidique. L’instant de départ est alors le méme pour tous les ribosomes de la surface a
la seconde prés. Nous souhaitons exploiter cette synchronisation pour suivre la cinétique des

temps de départs des oligos par rapport instant d’injection des extraits cellulaires.

1.2 — Loid'Erlang (n = 9)
Espérance : 1

1.0+ Ecart-type : 0,33

0.8+ — Interpolation par une
courbe de Gauss

0.6 — Espérance : 0,94
Ecart-type : 0,31

0.4 —

0.2+

0.0 |

-0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25

FIGURE 4.9 — Interpolation gaussienne d’une loi d’Erlang. En rouge une loi d’Erlang de para-
meétre de forme 9 (nombre d’événements consécutifs) de moyenne 1 et d’écart-type 1/3 ; en bleu
Uinterpolation de cette fonction par une gaussienne. La gaussienne obtenue a une moyenne de
0,94 et un écart-type de 0,31. Une simple fonction gaussienne permet d’estimer les paramétres
d’une telle fonction d’Erlang sans trop d’erreur.

4.2 Etude de la traduction eucaryote entre I'initiation et un jalon

Nous venons de mesurer des intervalles de temps entre les disparitions de deux oligos consé-
cutifs. Nous pouvons également étudier l'intervalle entre le départ d’un oligo et le début de
I’expérience, ce dernier correspondant & l'arrivée des extraits cellulaires sur la zone d’obser-
vation. En présence de traduction, la disparition des oligos fluorescents sera plus rapide aprés

injection des extraits cellulaires que dans le cas d’une expérience de contréle sans traduction.
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4.2 Etude de la traduction eucaryote entre l’initiation et un jalon

4.2.1 Temps avant la disparition des fluorophores

Nous ne prenons en compte que l'oligo-fluorophore rouge. Tracer la proportion d’oligos
restants en fonction du temps (figure 4.10) permet de faire ressortir le nombre de points ayant
disparu au cours de ’expérience. Nous comparons ’expérience avec différents contrbles pour

pouvoir n’étudier que la traduction.

1.0+ — Traduction
""J'n.,_ = = Contrdle avec cycloheximide
s”u:"'--..,, = = Contréle sans IRES
0.8 N T «===: Photoblanchiment

0.6 -

0.4

0.2+

T=31°C

Proportion d'oligos 4r restant

O'O_I I I I I

0 50 100 150 200
Temps (s)

FI1GURE 4.10 — Proportion de fluorophores rouges toujours visibles au cours du temps. On éclaire
et acquiert une image toutes les b secondes. La courbe rouge représente les oligos soumis 4 une
traduction, les autres courbes sont des courbes de contrdle. La courbe bleue est le contrdle en
présence de cycloheximide qui bloque la traduction aprés deuz translocations ; la courbe verte est
le controle sans IRES on Uinitiation ne peul avoir lieu ; la courbe noire est le photoblanchiment
observé longtemps aprés linjection des extraits cellulaires sur une zone non précédemment
éclairée. En présence de traduction, nous voyons que les oligos fluorophores disparaissent plus
vite que dans les expériences de controle.

Pour faire une expérience témoin, il faut bloquer uniquement la traduction. Il est possible
de supprimer la séquence IRES de FARNm comme vu précédemment pour empécher toute
initiation du ribosome. Il peut étre considéré comme génant d’utiliser un ARNm ayant une
séquence différente, aussi avons-nous également effectué un contréle avec IRES mais en présence
d’un antibiotique, la cycloheximide. La cycloheximide bloque les translocations en se placant
dans le site E du ribosome. Dans le cas d’une initiation & partir de 'IRES CrPV, le blocage a
lieu apres le second cycle d’élongation [56,57]. L’hybridation est alors moins stable, ce qui peut
mener i quelques départs d’oligos non souhaités, en particulier si le ribosome arrive & effectuer
3 ou 4 cycles avant d’étre bloqué par la cycloheximide. C’est pour cette raison que nous avions

choisi le controle sans IRES pour ’expérience a deux couleurs.
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Nous tracons également la courbe de photoblanchiment : il s’agit d’une acquisition d’images
de 4 minutes longtemps aprés U'injection des extraits cellulaires (plus de 15 minutes) sur une
zone voisine n’ayant pas été éclairée auparavant. Cette courbe représente la proportion de
disparitions dues & 'excitation laser.

On considére qu’aprés 15 minutes, nous avons atteint un équilibre chimique et biologique.
En effet, la rupture d’équilibre a lieu lors de 'injection d’extraits cellulaires. Les fluorophores
peuvent alors disparaitre selon différents mécanismes (traduction ou autres). Les populations
soumises & un mécanisme de disparition donné possédent une décroissance rapide ou lente de-
vant les 4 minutes que dure une expérience. Dans le cas d’une décroissance rapide (quel que
soit le mécanisme mis en jeu), les fluorophores concernés ne sont plus présents 15 minutes aprés
I'arrivée des extraits cellulaires. Le photoblanchiment est une exception car il dépend de l'illu-
mination et n’a lieu que pendant ’acquisition des images. Dans le cas d’une décroissance lente,
la variation du nombre de ces fluorophores sur 4 minutes est négligeable devant les disparitions

dues au photoblanchiment qui est rapide.

Nous constatons que les résultats sont conformes & nos attentes : les points disparaissent
plus rapidement en présence de traduction et plus lentement avec le seul photoblanchiment.
Les deux témoins se situent entre traduction et photoblanchiment. En effet, les oligos ne sont
pas soumis a la traduction et disparaissent donc moins vite. Cependant, ils sont soumis au
photoblanchiment et & la rupture d’équilibre (chimique et biologique) causée par l'injection
d’extraits cellulaires. Ainsi la vitesse de disparition des points est légérement plus élevée que
celle de la courbe de photoblanchiment.

L’absence d’IRES semble plus efficace que ’antibiotique pour bloquer la traduction. Cela
est raisonnable car en ’absence d’IRES, le ribosome ne peut se positionner sur ’ARNm. Avec
lantibiotique et I'IRES, le ribosome est présent et la traduction est bloquée. Selon [56], la
cycloheximide peut bloquer le ribosome aprés au moins deux translocations. Le ribosome dé-
tache l'oligo 4r en 4 cycles d’élongation, la cycloheximide agit donc aprés que le ribosome ait
parcouru la moitié du chemin. Cela peut se traduire par une légére augmentation du nombre
de départs par rapport a un contréle sans IRES. Nous sommes donc plus enclin & nous fier au
controle sans IRES comme nous ’avons fait a la section 4.1.1.

Nous ne nous intéressons qu’aux départs dus a la traduction, nous aimerions donc nous
affranchir des autres départs correspondants & ceux enregistrés lors des controles. Nous appli-

quons pour cela la régle de renormalisation suivante :

Cexp
Cctrl

Ctrad == (45)

oll Ciyrqq est la courbe renormée, Ceypy est la courbe des points restants lors de la traduction
et Cg est Uinterpolation exponentielle de la courbe contréle sans IRES. Nous interpolons

cette derniére pour éviter d’ajouter son bruit statistique au résultat. De plus, cette courbe de
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4.2 Etude de la traduction eucaryote entre l’initiation et un jalon

controle se superpose particuliérement bien avec une exponentielle comme le montre la figure
4.11. Nous voyons sur cette figure que le bruit statistique est faible lorsque 1’on bénéficie d’un
bon nombre de points (nous souhaitons généralement avoir plus de 500 points) mais cela n’est
plus vrai pour certains controles ou la statistique est moins bonne, auquel cas 'interpolation

exponentielle permet de s’affranchir du bruit du controle.

1.0 5 TERE
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0.9 5 - |nterpolation exponentielle par
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FI1GURE 4.11 - Ajustement exponentiel du contréle sans IRES. Cette courbe rassemble les ins-
tants de départs de 6991 fluorophores sur 6 expériences. La courbe de tauzr de fluorophores
restants lors du contréle sans IRES en vert est interpolée par une exponentielle en bleu de
temps caractéristique 129 secondes.

Nous obtenons sur la figure 4.12 la courbe renormée ot ’on voit les points disparaitre dans
la premiére partie de ’expérience avant d’atteindre un palier correspondant a la proportion
de particules insensibles & la traduction. Cette insensibilité peut résulter soit de ’absence de
ribosome sur ’ARNm, soit de 'incapacité de certains ribosomes a se déplacer sur ’ARNm. Ici,

75 % des oligos sont affectés par le passage du ribosome.

Taux de départ par image

Si les courbes de proportion de fluorophores restants sont peu bruitées et font bien ressortir
le nombre final de disparitions, il est plus difficile d’en extraire des informations sur la cinétique.
Nous tragons donc le nombre instantané de départs par image, obtenu en dérivant la courbe
de la figure 4.12. Pour dériver cet histogramme, nous déterminons simplement ’écart entre
deux valeurs consécutives, ce qui correspond bien & un taux de variation. On obtient alors les
courbes tracées sur les figures 4.13 & 4.17. Ces courbes sont les dérivées d’histogrammes ot le
nombre de points observés & chaque instant est rapporté au nombre total de points étudiés.
On corrige les courbes pour avoir le nombre de départs dus a la traduction en se rapportant

au nombre de fluorophores encore présents lors du controle sans IRES selon 'équation (4.5).
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FIGURE 4.12 — Courbe de traduction renormée par le contréle sans IRES selon léquation (4.5).
Une fois les départs n’étant pas dus au passage du ribosome ignorés, on wvoit le tauz d’oligos
restants tendre vers un palier, se situant a environ 25 %. Cela nous donne un ordre de grandeur
de Uefficacité de traduction dans les conditions de Uexpérience autour de 75 %.

De la méme maniére qu’a la section 4.1.3, nous tentons d’interpoler les résultats le plus
simplement possible. Nous utilisons d’abord une courbe exponentielle décroissante. Si ce type
d’interpolation est satisfaisant pour les courbes de controle (figure 4.11), il I'est nettement
moins pour les courbes de traduction (figure 4.13). Nous comparons alors différentes lois de

probabilités pour interpoler les données.

Modéle : loi d’Erlang, un unique temps caractéristique

Entre I'injection des extraits cellulaires et la séparation de PATTO, le ribosome doit ef-
fectuer quatre translocations en moyenne (figure 4.2). Or, ces translocations sont par nature
consécutives, et il est peu probable que les quatre aient lieu quasi-instantanément. Cela explique
le faible taux de départs sur les premiéres images. Pour modéliser quatre événements consécu-
tifs indépendants, on effectue la convolution des lois de probabilités de ces événements. ' On
considére que les quatre cycles d’élongation suivent une méme loi de probabilité exponentielle

, . L e . 1 .
décroissante p(t) de temps caractéristique y :

p(t) = p1(t) = p2(t) = p3(t) = pa(t) = H(t).Nexp(—A.t)

On note H(t) la fonction de Heaviside, nulle pour ¢ négatif et valant 1 pour ¢ positif.

Une convolution de n exponentielles identiques posséde une expression analytique simple

1. La convolution de deux lois de probabilités pi1(¢) et pa2(t) s’écrit p(7) = (p1 * p2)(7) = [ p1(t)p2(r — t)dt.
Ainsi, la probabilité que deux événements consécutifs prennent exactement un temps 7 correspond & la proba-
bilité que le premier événement prenne un temps ¢ et le second 7 — t quel que soit ¢.
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FIGURE 4.13 — Interpolation & un paramétre d’un histogramme des temps de départs de fluoro-
phores dans le cas d’une traduction. En vert une simple exponentielle décroissante qui suggere
quatre translocations en prés de 80 s. En bleu une loi d’Erlang (n = 4) ot chaque cycle d’élonga-
tion prendrait environ 6 s. Les données proviennent de 7 expériences dans les mémes conditions
présentant 7112 points analysés.

connue sous le nom de loi d’Erlang, de la forme :

)\ntnflef)\t

p(t) = H(WW (4.6)
Lorsque l'on compare les courbes de probabilité théoriques avec les histogrammes, on fait
apparaitre un facteur A qui représente le nombre d’oligos affectés par la traduction, (1 — A)
étant alors la proportion d’oligos sur un ARNm sans ribosome ou avec un ribosome inactif. Les
histogrammes ne comptent que les départs dus au ribosome sur le nombre total de points alors
que p(t) est normé. Le facteur A dépend du plateau trouvé sur les courbes du type de la figure
4.12. Toutes les interpolations sont alors faites selon une expression analytique de la forme
A.p(t). Dans le cas de la loi d’Erlang, la courbe obtenue est tracée en bleu sur la figure 4.13. Si
cette courbe fait bien apparaitre un retard avant le départ des premiers oligos, elle décrit mal
la décroissance lente de la courbe au-dela du maximum de départs. L’interpolation nous donne
% = 9,1 (£0,5) s de temps caractéristique, soit une vitesse de traduction de 0,11 aa.s*

un taux de traduction A =50 (£4) %.

, et

Modeéle : deux temps caractéristiques distincts

Nous venons de voir que les données semblent impliquer I'existence d’un phénomeéne lent.
Sachant qu’au début de l’expérience le ribosome part d’un IRES et non d’un codon start

conventionnel, on admet que le premier cycle d’élongation puisse étre plus lent que les suivants.
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1l ne s’agit alors plus de la convolution de quatre exponentielles identiques mais d’une premiére
lente suivie de trois identiques. Le temps caractéristique différencié sera )\% par opposition aux

trois autres identiques %.L’expression analytique est alors :
c

AN, (A — N)?
t) = H(t).—<"— e N —e ™ (14 t(\. — A AL 4.7
p(t) ()()\C_Al)3|:e e +t(Ae )+ 9 (4.7)
Nous voyons sur la figure 4.14 que ce modeéle (courbe noire) décrit bien mieux nos données.
L’interpolation défini un événement long de temps caractéristique 38 (4+4) s ainsi que trois
temps courts de 1,4 (£0,4) s. L’efficacité de traduction vaut alors 69 (+5) %.

31°C
O Histogramme de temps de départs d'oligos 4r
- --- Interpolation par une loi d'Erlang

Interpolation par la convolution ce 4
exponentielles dont 3 identiques

Interpolation par la convolution de 4
exponentielles distinctes

Estimation de la probabilité de départs

i L
100 150 200
Temps (s)

FIGURE 4.1 — Différentes interpolations d’un histogramme (en rouge) de temps de départs
d’ATTO lors d’une traduction (normé par rapport ¢ un contréle sans IRES). En bleu une loi
d’Erlang (n = 4) avec des cycles d’élongation de 6 s ; en noir la convolution de quatre lois expo-
nentielles dont trois ont le méme temps caractéristique, ajusté a prés de 3,6 s, le dernier temps
étant de 43 s ; en vert la convolution de quatre lois exponentielles distinctes ot l'une d’entre
elles a un temps caractéristique de 42 s et les autres de moins de 6,3 secondes seulement. Les
courbes verte et noire sont en bon accord avec les données. Imposer trois temps caractéristiques
identiques sur quatre (courbe noire) permet de s’affranchir de la grande incertitude d’interpo-
lation présente pour la courbe verte a quatre temps distincts. Les données sont les mémes que
celles de la figure 4.13.

La courbe d’interpolation est bien meilleure lorsque ’on se donne deux temps caractéris-
tiques distincts pour le premier cycle d’élongation et les suivants. Suivant cette logique, nous
devons vérifier si autoriser encore plus de degrés de libertés permettrait un meilleur accord

avec les données.
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4.2 Etude de la traduction eucaryote entre l’initiation et un jalon

Modéle : quatre temps caractéristiques

Nous interpolons I’histogramme par la convolution de quatre exponentielles de temps ca-

ractéristiques distincts )\% (figure 4.14). Cette convolution posséde une loi de probabilité de la

forme suivante (avec n =4) :

n n e it
p(t) = H(t). 1:[1 Ai. Z; T 0y =) (4.8)
= g

Nous constatons sur la figure 4.14 que ce modeéle (courbe verte) ne donne pas de résultat
vraiment différent du modéle & deux temps caractéristiques. Le taux de traduction est de
70 (£5) %. De plus, il fait naturellement ressortir un temps long de 38 (£4) s et trois temps
brefs de quelques secondes. Les temps courts sont interpolés avec un intervalle de confiance
grand devant leur valeur. Différentes interpolations (en changeant les conditions initiales de
Palgorithme par exemple) donnent des résultats trés différents pour les temps courts. Cepen-
dant, leur somme se situe toujours autour de 11 s. Cela montre qu’il y a trop de degrés de liberté
pour les paramétres dont les valeurs individuelles ne peuvent étre déterminées par la seule in-
terpolation des données. Nous pouvons en conclure que ce modéle ne permet pas d’extraire

plus d’information des données que le modéle & seulement deux temps caractéristiques.

Modeéle : deux simples exponentielles consécutives

On se rend compte que la forme de la loi de probabilité décrivant les événements rapides
n’influe pas beaucoup sur la loi générale. En effet, la courbe ressemble principalement & la loi
exponentielle décroissante de temps caractéristique long, excepté sur les premiéres images ol
I’ajout d’événements consécutifs, méme brefs, retarde les premiers départs. Pour nous affranchir
du parameétre représentant le nombre d’événements consécutifs rapides (trois jusqu’ici), nous
essayons de remplacer les événements rapides par un seul événement de loi exponentielle. Il ne
faut pas oublier que la loi de probabilité utilisée pour l'interpolation n’est qu’'un modéle qui
ne prétend pas décrire parfaitement le phénomeéne biologique mais simplement en extraire des
paramétres. Une telle loi exponentielle nous donnera autant d’informations que trois consécu-
tives pour la phase d’élongation comme le montre la figure 4.15. Sa forme analytique est alors

celle de I’équation (4.8) avec n = 2 :

(4.9)

Interprétation

Cette derniére méthode d’interpolation semble étre celle qui assure le meilleur compromis

entre simplicité du modéle et fidélité aux données. Des deux temps obtenus, le temps long
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FIGURE 4.15 — Interpolation des temps de départs. Les données sont en rouge (méme courbe
qu’a la figure 4.18), en bleu linterpolation par la convolution de quatre exponentielles dont
trois a temps caractéristiques identiques, en noir ['interpolation par la convolution de deuz
exponentielles. Les temps obtenus sont similaires et les courbes proches l'une de 'autre.

représente alors le retard au départ de 'TRES et le temps court de la seconde exponentielle
représente les trois cycles d’élongation rapides. Cela n’est pas forcément surprenant et 1'on
peut avancer plusieurs explications. Tout d’abord, il est probable que l'initiation par IRES, ne
nécessitant aucun facteur d’initiation, soit plus stable que I'initiation conventionnelle. Le ribo-
some peut alors prendre plus de temps pour effectuer la premiére translocation ( [60] montre
que 'TRES HCV peut ralentir le ribosome).

Nous avons constaté que modifier la loi de probabilité utilisée pour modéliser la partie
rapide de I’élongation n’avait que peu d’influence sur la forme de la courbe. Cela signifie que
I’on ne peut se prononcer sur le modéle le plus réaliste pour les cycles d’élongation. Cependant,
cela n’a que peu d’influence sur les temps caractéristiques mesurés. Ces données donnent donc
un temps long d’une quarantaine de secondes et des temps courts de quelques secondes dés
que le modéle utilisé arrive & s’approcher des données. La décroissance exponentielle lente est
évaluée sur plusieurs dizaines de points, la valeur du temps caractéristique obtenue est donc
relativement fiable. La fonction d’interpolation donne un temps long de 38 (£4) s. L’évaluation
des événements rapides est trés sensible a la valeur du nombre de disparitions sur les trois ou
quatre premiéres images et peu sensible au reste. On peut d’ailleurs le vérifier en tragant une
courbe en modifiant la valeur des temps courts : une différence apparait sur les premiéres

images et la pente de la partie croissante de la courbe tandis que la partie décroissante reste
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quasi-inchangée. Evaluer un paramétre sur quelques points seulement implique une précision
plus faible. Ici, la fonction d’interpolation donne un temps court de 1,4 (£0,4) s. De plus,
le début de I'expérience est marqué par ’arrivée des extraits cellulaires avec une incertitude
temporelle de 1 & 2 secondes.

Nous avons un ordre de grandeur pour le temps d’un cycle d’élongation qui est de 'ordre de
la seconde, ce qui est parfaitement en accord avec les valeurs obtenues a la section 4.1.3 (page

83). Cela confirme ce modele o le départ de 'IRES est une opération lente devant ’élongation.

4.2.2 Comparaison avec des séquences traduites plus longues

Nous venons d’étudier le départ d’oligos-ATTO censés disparaitre aprés quatre cycles d’élon-
gation. Il est possible de décaler ’oligo sur ’ARNm pour modifier ce nombre de translocations
avant départ. Nous avons déja vu & la section 4.1 que nous pouvons voir partir des oligos placés
plus loin sur PARN : les oligos 13v. Ces derniers sont détachés apreés treize cycles d’élongation.
Nous avons également effectué des tests avec d’autres ARNm possédant trois codons supplé-
mentaires entre I'IRES et la position de l'oligo 4r. Nous changeons alors son appellation en
oligo 7r bien qu’identique au 4r. En effet, l'intérét d’allonger la séquence d’ARNm au lieu de
déplacer I'oligo est que nous avons strictement la méme séquence d’hybridation. Les vitesses
de déshybridation sans et avec passage du ribosome sont alors les mémes.

Nous effectuons donc les mémes expériences que précédemment en remplacant ’ARNm
par un autre allongé de neuf bases. Nous conservons la méme méthode d’interpolation, c’est a
dire une convolution de deux exponentielles distinctes, I'une représentant le départ de I'IRES,
Pautre ’élongation. Nous obtenons (figure 4.16) un temps long de 50 (£4) s pour la premiére
translocation, et un court dont I'incertitude est grande devant sa valeur.

On se demande dans quelle mesure une variation de ces valeurs reste compatible avec les
données. Pour cela, nous refaisons une interpolation en forcant le temps long & prendre la valeur
de 38 s qui est celle que nous avons obtenue avec 1’oligo 4r. Nous obtenons la courbe bleue de
la figure 4.16 qui reste proche des données. Dans ce cas, la valeur d'un cycle d’élongation (un
sixiéme du temps caractéristique court) est de 0,4 (£0,1) s.

L’incertitude que nous avons sur le début de ’expérience entre 'instant d’arrivée des extraits
cellulaires et le début de 'acquisition est de 'ordre de 1 & 2 s. De plus, nous avons en début
de séquence d’acquisition une hausse du fond de fluorescence due aux extraits cellulaires qui
peut éventuellement provoquer une incertitude sur les premiéres images. Enfin, nous avons vu
que nous estimons & 7 le nombre de cycles nécessaires au ribosome pour atteindre et détacher
I’oligo 7r mais que ce nombre peut varier selon la position réelle du site hélicase du ribosome
(il est envisageable que le ribosome n’ait a faire qu'uniquement 6 cycles d’élongations et non
7). Le temps court étant évalué sur ces premiéres images, il parait raisonnable de n’en tirer
qu’un ordre de grandeur.

Sans chercher & extraire trop d’information de cette courbe, nous voyons tout de méme
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FIGURE 4.16 - Tauz de départs des oligos 7r aprés correction par le contréle sans IRES. Ces
données proviennent de 5 expériences et correspondent a 5755 points analysés. L’interpolation
par la convolution de deuz exponentielles (courbe noire) donne un temps long de 50 secondes,
le temps court est quasiment inexistant. St on fize le temps long a 38 s, on obtient la courbe
bleue qui reste trés proche des données.

qu’en passant de quatre a sept cycles d’élongation avant le départ des oligos, on est loin de
doubler les temps de départs. Cela confirme que le ribosome est relativement rapide en phase
d’élongation. Le temps moyen n’étant alors pas proportionnel au nombre de translocations,
on retrouve un temps additif long indépendant de la longueur de la séquence traduite. Cela

confirme notre hypothése du retard au départ de 'IRES.

Selon les mémes principes, nous pouvons aussi analyser les temps de départ des oligos 13v
que nous avons déja observés a la section 4.1. Nous n’avions étudié que leurs temps de départ
rapportés a celui d’un oligo 4r placé en amont de TARNm. En regardant les temps de départs
par rapport a l'injection des extraits cellulaires, nous pouvons vérifier si ’on constate toujours
un retard au démarrage comme dans le cas des oligos 4r et 7r. Notons que dans ce cas, le
ribosome qui atteint ’oligo 13v a déja déshybridé I'oligo 4r placé avant.

Nous obtenons sur la figure 4.17 les taux de départs de ces oligos. Avec le méme modéle
a deux événements consécutifs, nous obtenons une temps long de 38 (+10) s et des cycles
d’élongation d’environ 0,9 (£0,4) s. Cela correspond bien aux chiffres de PATTO 4r avec une
incertitude plus grande. Cela s’explique par le plus grand bruit statistique, la courbe de I’oligo
13v étant obtenue & partir de 1315 points, celle de ’oligo 4r avec 7112 points.

Nous résumons dans le tableau 4.1 les différents temps obtenus & partir des données des

oligos 4r et 13v.
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F1GURE 4.17 — Tauz de départs des oligos ATTO wverts aprés correction par le controle sans
IRES. L’interpolation donne un temps long de 38 (£10) s et un temps de cycle d’élongation de
0,9 (£0,4) s. Les données proviennent de 1315 points sur 7 expériences.

Oligo Temps de départ de I'TRES (s) \ Temps d’un cycle d’élongation (s)
Ar 38 (14) 1,4 (+0,4)
13v 38 (£10) 0,9 (0, 4)
13v - 4r ; 1,3 (£0,1)

TABLE 4.1 — Temps caractéristiques des cinétiques de départs dus a la traduction pour les oligos
4r et 13v. Ces valeurs sont du méme ordre de grandeur quel que soit l'oligo dont on étudie le
temps de départ. Le temps long est relativement bien déterminé, avec une meilleure précision
pour ’étude de l'oligo 47 ou l'on a le moins de brust statistique. La précision du temps court

est la meilleure pour lexpérience & deux couleurs car on s’affranchit des incertitudes du début
et du délai di au départ de UIRES.

La compatibilité des chiffres obtenus pour les différentes expériences valide le modéle pro-
posé. Le ribosome positionné sur 'IRES en début d’expérience prend un certain temps de
Pordre de quarante secondes pour s’affranchir de cette structure. 11 se déplace ensuite le long

de PARNm & une vitesse de 1,3 s par cycle d’élongation.

Nous envisageons de poursuive ces expériences en rallongeant la taille de TARNm afin de
placer le jalon plus loin de 'IRES. Ainsi, le temps d’élongation sera plus grand et I’on aura une
meilleure précision sur la durée d’un cycle d’élongation. Nous serons également moins sensibles

aux incertitudes sur le temps d’arrivée du RRL et sur la position du site hélicase.
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4.3 Conclusion

Nous avons, grace a nos expériences de suivi de traduction par microscopie de fluorescence,
pu faire 'une des premiéres observations de l'activité de ribosomes de mammifére in vitro en
molécule unique.

De plus, nous avons pu extraire un temps caractéristique d’élongation pour les traductions
observées. Nous avons une vitesse d’élongation de 'ordre de 1,3 s par cycle d’élongation soit
0,78 cycle par seconde. Cette vitesse est en accord avec celles obtenues par Petrov et al. [37]
de 0,1 & 1 cycle par seconde.

Nous avons également observé un temps long lors des premiers cycles d’élongation. Ce temps
s’explique par la dissociation du ribosome et de 'IRES lors du premier cycle d’élongation. En
effet, cet IRES est capable de recruter un ribosome eucaryote sans aucun facteur d’initiation
ce qui laisse supposer que 'IRES interagit fortement avec le ribosome. Le temps trouvé d'une
quarantaine de secondes, nécessaire a la séparation du ribosome et de I'IRES, n’est donc pas

surprenant.

Pour compléter ces résultats, il serait intéressant de comparer différents cas proches.

Tout d’abord, nous pouvons éloigner les deux oligos marqués I’un de I'autre pour mesurer
des temps correspondants & plus de cycles d’élongation. Plus ces cycles seront nombreux, plus
nous pourrons étre précis sur la durée d’un cycle. Nous pourrions également comparer des
séquences demandant 'incorporation d’acides aminés plus ou moins rares.

Ensuite, nous souhaitons pouvoir approfondir I’étude du temps long au départ de I'IRES.
Pour cela, nous pouvons refaire ces mémes expériences en ne complexant pas le ribosome sur
I'IRES mais en procédant & une initiation eucaryote avec tous les facteurs d’initiation purifiés.
Sans les facteurs d’élongation le ribosomne attendra ’arrivée des extraits cellulaires pour passer
en phase d’élongation. Nous verrons alors dans quelle mesure le ralentissement est di & 'IRES
ou a 'injection d’extraits cellulaires sur un ribosome traduisant prés d’une surface.

Nous voulons également comparer 'effet de 'IRES CrPV avec celui d’autres IRES. Ces
autres IRES ont besoin de certains facteurs de traduction et nous pourrions les classer selon le
ralentissement induit sur le début de la traduction. La figure 4.18 montre trois IRES différents
nécessitant plus ou moins de facteurs d’initiation.

Ces expériences pourront alors apporter un éclairage nouveau sur le fonctionnement des

IRES.

96



4.3 Conclusion

A

elFIE

elFIG

BO

c

FIGURE 4.18 - Trois IRES différents. Le premier provient de nombreux virus comme par
exemple celui de 'encéphalomyocardite (EMCV) et a besoin de I’ARNt-Met chargé, de GTP et
des facteurs elF2, elF3, elF4A, elFjG-C et elF5. Le second provient de flavivirus tels le virus
de Uhépatite C (HCV) et demande ’ARNt-Met chargé, la GTP et les facteurs elF2, elF3, et
elF5. Le troisiéme est issu de dicistrovirus incluant le CrPV dont nous utilisons UIRES, ce
type d’IRES n’a besoin d’aucun facteur d’initiation. Figure extraite de [61].
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Conclusion générale et perspectives

Nous avons décrit dans ce manuscrit les travaux de recherche effectués au cours des trois
derniéres années au sein de I’équipe molécule unigue du groupe Biophotonique du Laboratoire
Charles Fabry. Notre équipe s’intéresse & I’étude de la cinétique de la traduction, en particulier
eucaryote, a I’échelle de la molécule unique. Cette étude s’inscrit dans un domaine de recherche
récent, les études sur des ribosomes uniques ayant fait leur apparition au début des années
2000.

Nous avons présenté notre approche pour étudier la traduction eucaryote, et plus particu-
lierement 1’élongation. Pour pouvoir obtenir des informations sur la vitesse d’élongation, nous
avons exploité 'activité hélicase des ribosomes leur permettant de séparer deux brins d’ARN
complémentaires. Nous hybridons deux oligos marqués sur '’ARNm de sorte que le départ de
ces oligos témoigne du passage du ribosome & des endroits précis de TARNm et permette de
calculer la vitesse moyenne d’élongation entre deux points. Pour observer les oligos marqués et
détecter leurs départs de ’ARNm, nous avons utilisé un montage de microscopie de fluorescence

par réflexion totale.

Ce montage nous a permis d’observer des fluorophores de deux couleurs différentes en
temps réel sur plusieurs minutes & partir de I'instant d’arrivée d’extraits cellulaires au niveau
de nos ribosomes marquant le début des traductions. Les données générées se présentent sous la
forme de films sur lesquels les fluorophores sont visibles en tant que points immobiles pouvant

disparaitre au cours du temps.

I’analyse de ces données a représenté une part importante du travail. En effet, il s’agissait
de détecter des points d’'intensité variable avec un fond de fluorescence variable spatialement,
de comparer différentes images pour repérer les différents fluorophores colocalisés et enfin de
déterminer I'instant de disparition éventuel de chaque fluorophore. Le programme implémenté
devait étre adaptable a des images de fluorophores différents (intensité, niveaux de bruit et
forme de la zone d’excitation différents). Nous avons donc mis au point un programme répon-
dant & ces besoins. Le code du programme pourra étre aisément modifié pour s’adapter aux
expériences futures de I’équipe.

Ainsi traitées, les données recueillies ces deux derniéres années nous ont permis d’obtenir
de nouvelles informations sur I’élongation des ribosomes de mammiféres. Premiérement nous
avons évalué une vitesse d’élongation eucaryote in vitro en molécule unique de 0, 78 cycle par

seconde en accord avec les vitesses mesurées in vitro dans la littérature. Cette vitesse pourra
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servir de référence lors d’études ultérieures ot 'on pourra étudier les variations de la vitesse
d’élongation sous certaines conditions. Ensuite, nous avons remarqué 'existence d’un événe-
ment cinétiquement limitant au début de nos cycles d’élongation. Ce retard, dont le temps
caractéristique est d’environ 38 s, est imputé au départ de la traduction depuis 'TRES CrPV
qui interagit fortement avec le ribosome [40]. Ce dernier prend donc plus de temps a effectuer

le premier cycle d’élongation.

Nous possédons désormais le moyen d’aborder de nombreuses questions biologiques par
une approche de molécule unique. Il sera aisé d’espacer les deux oligos marqués pour pouvoir
étudier des séquences nucléiques plus longues.

Nous pouvons en particulier analyser des comportements non canoniques du ribosome sur
certaines séquences d’ARNm, & savoir des erreurs programmeées du ribosome induites par des

séquences ou des structures spécifiques de 'TARNm et/ou de co-facteurs (figure 4.19).

1
J Structure

S(_aquence secondaire STOP si pas de
glissante de TARNmM décalage de phase
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ﬂ o
STOP

FIGURE 4.19 — Schéma des modifications du systéme rapporteur en vue de ’étude du décalage
de la phase de lecture (1) et du franchissement du codon stop (2). Dans le premier cas, nous
insérons une séquence glissante suivie d’une structure secondaire sur I’ARNm pour favoriser
le décalage. Si le ribosome décale sa phase de lecture, il ne verra pas le codon stop en aval et
pourra déshybrider le second oligo. Dans le second cas, le codon stop a un contexte nucléotidique
propice & son franchissement.

Le premier type de comportement non-canonique que nous souhaitons observer est le dé-
calage du cadre de lecture du ribosome [62]. Un tel décalage peut survenir aussi bien vers
Pextrémité 5" que 3’ de ’TARNm et modifie les codons lus par le ribosome et la séquence de la
protéine en cours de traduction. Ces décalages de la phase de lecture sont rares mais peuvent
étre plus fréquents lors de 'incorporation d’un acide aminé rare et surtout lors du franchisse-
ment d’une structure secondaire de ’ARNm. La présence d’une séquence glissante sur laquelle
le ribosome peut se translater d’'un nucléotide sans perdre trop d’énergie est également un fac-

teur augmentant le risque d’erreur. Dans ce cas, le ribosome ralentit avant de se décaler [63,64].
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Nous nous demandons alors si ce ralentissement est amplifié chez les ribosomes changeant de
phase de lecture. Les ribosomes concernés sont minoritaires, les plus grandes efficacités de dé-
calage jamais constatées atteignant des taux proches de 50 % [65]. Dans de nombreux autres
cas, la fraction de ribosomes en décalage ne dépasse pas le dixiéme. Notre systéme rappor-
teur, en permettant de comparer des vitesses moyennes d’élongation sur plusieurs cycles, est
particuliérement adapté & des mesures de ralentissement.

Un autre comportement rare & étudier est le franchissement de codons stop prématurés.
Ceux-ci apparaissent dans le code génétique suite & des mutations et peuvent conduire & des
maladies génétiques, car une protéine n’est pas synthétisée correctement. Cependant, il peut
arriver que le ribosome n’achéve pas la traduction & la lecture de ce stop prématuré mais
qu’il le franchisse et poursuive la traduction [66,67]. Il s’agit de la translecture. Le taux de
franchissement est dépendant du contexte nucléotidique (les nucléotides proches du codon
stop). Nous souhaitons déterminer, dans le cadre de notre collaboration avec I’équipe d’Olivier
Namy de I'IGM, le réle de la cinétique de traduction dans ’efficacité de translecture.

Enfin, nous désirons également utiliser notre montage de microscopie de fluorescence pour
étudier I'instant d’arrivée de protéines chaperonnes sur la chaine polypeptidique en cours de
synthése (image 4.20). Nous savons que des protéines viennent modifier co-traductionnellement
la chaine naissante et ’aider a se replier en se fixant sur le ribosome au niveau du tunnel de
sortie de la nouvelle protéine. Cependant, nous ne savons pas si cette arrivée se fait dés la sortie

de la nouvelle protéine ou apres la traduction d’un certain nombre de codons.

Cofacteur de la
traduction marqué

Chaine polypeptidique_j,

en coursde synthése Oligo
marqueé
start I‘)g

FIGURE 4.20 — Schéma d’une expérience permettant de comparer l'instant d’arrivée d’un co-
facteur marqué avec le passage du ribosome & un endroit précis de 'ARNm, déterminé par la
déshybridation d’un oligo fluorescent.

Nous avons déja effectué quelques expériences préliminaires, en collaboration avec I'équipe
de Dominique Fourmy du CGM et celle de Carmela Giglione de I'ISV (Institut des Sciences
du Végétal), pour tenter de voir si ces protéines chaperonnes marquées se fixaient déja sur

un ribosome initié sur 'TARNm n’ayant pas commencé ’étape d’élongation. Il s’est avéré que
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affinité entre ces protéines et le ribosome vide (ne contenant pas encore une protéine en cours
de synthése) n’était pas compatible avec notre étude a 1’échelle de la molécule unique : il faudrait
utiliser 1 pM de protéines marquées en solution ce qui rendrait le niveau d’intensité du fond
trop importante pour pouvoir observer des molécules uniques en surface. Nous ne renonc¢ons
pas pour autant car il est connu que 'affinité de ces protéines augmente pour un ribosome en
cours de traduction, ce qui constitue la prochaine étape & passer pour progresser sur ce projet.

Chacune de ces études est intéressante mais si nous sommes & présent confiants sur leur
faisabilité, elles représentent tout de méme un investissement expérimental élevé. Les prochaines
expériences & effectuer seront certainement liées & ’étude de la translecture car d’une part il
s’agit du centre d’intérét de nos collaborateurs et, d’autre part, les taux de passage du ribosome
au niveau du second oligo en présence ou non du codon stop prématuré seront certainement

les données les plus faciles & obtenir.
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ANNEXE A

Protocoles

Protocoles extraits de [3].

Solutions :
Tampon B(NaAc) : 20 mM Hepes pH 7,8; 250 mM NaAc; 100 mM KAc; 2,5 mM
MgAc; 2 mM DTT! et 0,25 mM spermidine.
1 uM ARNm (opt ATTO) (Xhol); 10 pM oligo-biotine (RNOB) et 10 pM H12
(H12.3A.c, oligo 4r) et le cas échéant 10 pM K12 (K12.3A.c, oligo 13v); 280 uM
sous-unités ribosomiques.
Solution meére de cycloheximide (500x) : 50 mg/ml dans de 1’éthanol soit 178 mM. La

solution 10x est préparée dans du tampon B (NaAc).

Appariement des oligonucléotides avec PARNm :

Mélanger 5 L ARNm + 2 uL HoO + 1,25 pL oligo-biotine + 1,25 uL H12 + 0,5 uL
tampon 10X T4 DNA ligase (Promega) soit 0,5 uM ARNm, 1,25 pM oligo-biotine et
1,25 M H12. Incuber les 10 L & 68 °C pendant 5 min, 37 °C pendant 5 min et garder
dans la glace.

Faire une dilution au 1/100 dans du tampon B (NaAc) : 98 pL de tampon + 1 pL hy-
bridation + 1 pL Superaseln (20 u/pL, NEB). (5 nM ARNm, 12,5 nM oligo-biotine et
12,5 nM H12)

Accroche des sous-unités ribosomiques sur les ARNm :

Mélanger 17,5 pL tampon B (NaAc) + 5 puL d’appariement ARNm/oligos + 2,5 pL
sous-unités ribosomiques. Incuber 10 men & 37 °C et injecter dans la cellule microflui-
dique. Laisser incuber 10 min avant de rincer avec du tampon B(NaAc) et d’injecter le
RRL. (1 nM ARNm, 2,5 nM oligo-biotine, 2,5 nM H12 et 28 nM ribosomes)

Dans le cas du controle sans ribosome, mélanger 20 pL tampon B (NaAc) + 5 uL d’ap-
pariement ARNm/oligos.

Dans le cas du controle avec cycloheximide, mélanger : 15 uL tampon B (NaAc) + 5 uL
d’appariement ARNm /oligos + 2,5 pL sous-unités ribosomiques + 2,5 pL 10x cyclo-

heximide. Le ringage de la cellule microfluidique est réalisé avec du tampon B (NaAC)

1. Solution fraiche de DTT
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1x cycloheximide.

Préparation du RRL :
Meélanger 17,5 pL de RRL (Promega) + 6 puL H2O + 1 pL Superaseln (20 w/pl) +
0,5 pL acide aminé-Met (Promega). Incuber 10 min a 30 °C avant de Uinjecter dans la
cellule microfluidique.
Dans le cas du controle avec cycloheximide, mélanger : 17,5 uL de RRL (Promega) +
3,5 uL HyO + 1 pL Superaseln (20 u/uL) + 0,5 pL acide aminé-Met (Promega) +
2,5 uL 10x cycloheximide.

104



ANNEXE B

(Glossaire

70S - 50S - 30S Procaryote : ribosome entier - grande sous-unité - petite sous-unité
80S - 60S - 40S Eucaryote : ribosome entier - grande sous-unité - petite sous-unité

ADN Acide DésoxyriboNucléique
ARNm Acide RiboNucléique messager
ARNr Acide RiboNucléique ribosomique
ARNt Acide RiboNucléique de transfert
CGM Centre de Génétique Moléculaire
CrPV Cricket Paralysis Virus - virus de la paralysie du grillon
FRET Forster Resonance Energy Transfert
- transfert d’énergie par résonance de type Forster
GDP/GTP Guanosine DiPhosphate / Guanosine TriPhosphate
GFP Green Fluorescent Protein - protéine fluorescente verte
IGM Institut de Génétique et Microbiologie
IRES Internal Ribosome Entry Site - site interne d’entrée du ribosome
INAY Institut des Sciences du Végétal
Oligo Oligonucléotide
PEG PolyEthyléne Glycol
ROXS Reducing and OXidizing System - systéme oxydant et réducteur
RRL Rabbit Reticulocyte Lysate - lysat de réticulocytes de lapin
TIRF Total Internal Reflection Fluorescence microscopy
- microscopie de fluorescence par réflexion totale
ZMW Zero Mode Waveguide
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Etude cinétique de la traduction eucaryote a ’échelle de la molécule
unique

Résumé : La synthése des protéines est un mécanisme central de la vie cellulaire dont
la compréhension est un enjeu du domaine biomédical. Les études en molécule unique
permettent d’observer chaque systéme réactionnel individuellement et donnent accés a
des événements asynchrones difficilement observables en mesure d’ensemble, tels la tra-
duction de protéines. Cette thése présente les premiers résultats en molécule unique sur la
traduction par un ribosome eucaryote (mammifére). Nous observons les systémes traduc-
tionnels grace a des marqueurs fluorescents liés a des oligonucléotides pouvant s’hybrider
sur les séquences d’ARN traduites. L’observation de ces marqueurs est faite par micro-
scopie de fluorescence en onde évanescente (TTRF), les ARN étant fixés sur une lamelle
de microscope. En lisant ’ARN, le ribosome détache les marqueurs, et leurs instants de
départs donnent des informations sur le passage du ribosome & différentes positions sur
IPARN. Cette méthode permet d’obtenir des données cinétiques sur un grand nombre de
systémes traductionnels en paralléle pouvant alors étre interpolées par des lois de probabi-
lité. Nous obtenons par cette méthode des mesures de la cinétique in vitro de 1’élongation
eucaryote et nous observons un délai di & une initiation non-canonique. En effet, nous
complexons le ribosome sur PARN grace a une structure de type IRES. Dans nos condi-
tions d’expérience, 'incorporation d’un acide aminé prend environ une seconde tandis
que cette structure induit un retard a la traduction de plusieurs dizaines de secondes. Ces
résultats ouvrent des perspectives d’étude cinétique dans des cas plus complexes tels le
franchissement de structures secondaires de ’ARN.

MOTS CLES : Ribosome - Eucaryote - Molécule unique - Microscopie de fluorescence

Abstract: Protein synthesis is a central mechanism of cell life whose understanding is an
issue in the biomedical field. Studies in single molecule can observe each reaction system
individually and provide access to asynchronous events hardly observable in bulk, such
as protein translation. This thesis presents one of the first single molecule study on the
eukaryotic (mammalian) translation. We observe the translational systems using fluores-
cent markers linked to oligonucleotides hybridized to the RNA translated sequences. The
observation of these markers is done by total internal reflection fluorescence microscopy,
the RNA being attached to a microscope slide. By reading the RNA, the ribosome de-
taches the markers and their departure times provide information about the position of
the ribosome at different times. This method provides kinetic data on a large number
of parallel translational systems that can be interpolated by probability laws. By this
method we measure the in vitro kinetics of eukaryotic elongation and we observe a de-
lay due to a non-canonical initiation, as the ribosome is complexed on a RNA structure
(IRES). In our experimental conditions, the incorporation of an amino acid in the nascent
protein chain takes about one second while this structure induces a delay in translation
of several tens of seconds. These results open up new horizons for kinetic study in more
complex cases such as the ribosome reading RNA secondary structures.

KEYWORDS: Ribosome - Eukaryotic - Single molecule - Fluorescence microscopy
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