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Résumé : Les glycoprotéines de fusion virales de classe 1 contrôlent la fusion entre 
l’enveloppe virale et la membrane cellulaire. Ces glycoprotéines présentent une extrémité N-
terminale indispensable à la fusion, le peptide de fusion. Les peptides de fusion sont capables 
d’induire à eux seuls la fusion de membranes in vitro. Dans cette étude, nous avons d’abord 
analysé les peptides de fusion de gp41 du HIV et de gp30 du BLV. Ces deux peptides de 
fusion sont des peptides obliques : ils s’insèrent obliquement dans la membrane sous forme 
hélicoïdale. Nos études ont montré une relation entre la capacité de ces deux peptides de 
fusion à s’insérer obliquement dans la membrane et la capacité de leurs glycoprotéines de 
fusion à induire la fusion. Dans le cas du BLV, nous avons également montré une relation 
entre l’obliquité du peptide de fusion et sa fusogénicité. Cette relation obliquité-fusogénicité a 
été utilisée pour prédire avec succès la région minimale des deux peptides de fusion suffisante 
pour induire une fusion significative in vitro, qui correspond respectivement aux douze et aux 
quinze premiers acides aminés de gp41 et gp30. Nos résultats montrent également que le 
peptide caméléon, un peptide de novo avec une structure labile, s’insère obliquement dans la 
membrane et induit la fusion in vitro. Le fait que ce peptide fasse partie des peptides obliques, 
comme les peptides de fusion du HIV et BLV, renforce l’hypothèse d’un lien entre la 
fusogénicité des peptides de fusion et leur flexibilité structurale. 
De nombreuses études réalisées sur les glycoprotéines de fusion de classe 1 indiquent que le 
domaine transmembranaire intervient également dans la fusion virale. Ce domaine doit être 
suffisamment long pour que la fusion soit complète. Dans ce travail, nous avons montré qu’un 
peptide transmembranaire modèle, le peptide KALR, est capable de s’insérer et d’induire la 
fusion de liposomes in vitro. En comparant les résultats de modélisation moléculaire avec 
ceux de FTIR et ceux de la fusion de phase lipidique/perméabilisation de liposomes, nous 
avons également montré que le taux d’insertion membranaire et la fusogénicité de KALR 
dépendent de la longueur de son cœur hydrophobe. En effet, le taux d’insertion de KALR 
dans la membrane est beaucoup plus important lorsqu’il contient un cœur hydrophobe lui 
permettant de traverser entièrement la membrane. Dans cette situation, KALR est capable 
d’induire la déstabilisation et la fusion de membranes alors que lorsque son cœur hydrophobe 
est trop court pour lui permettre de traverser la membrane, il en est incapable. Ces résultats 
ont permis d’apporter des éléments de compréhension des mécanismes intervenant lors de la 
fusion induite par les glycoprotéines de fusion virales.  
 
Lorin Aurélien (2007). Contribution to the study of the fusion peptide and the 
transmembrane domain of class 1 viral fusion glycoproteins (thèse de doctorat in French). 
Gembloux, Belgium Gembloux Agricultural Faculty, 224 p., 1 tabl., 13 fig. 
 
Summary: Class 1 fusion glycoproteins of viruses are involved in the fusion between viral 
envelope and cell membrane. The N-terminal extremity of these glycoproteins, called fusion 
peptide, is essential for fusion. Fusion peptides are able to induce by themselves in vitro 
membrane fusion. Firstly, we analysed fusion peptides of HIV-1 gp41 and BLV gp30. These 
two peptides are tilted peptides: they insert obliquely in the membrane when helical. Our 
studies showed a correlation between the ability of these two fusion peptides to insert 
obliquely in the membrane and the ability of whole glycoproteins to induce fusion. For BLV, 
a relationship between the obliquity of the fusion peptide and its fusogenicity was also 
observed. This obliquity/fusogenicity relationship was used to successfully predict the 



 

minimal region of the two fusion peptides sufficient to induce significant in vitro fusion. The 
minimal fusion peptide corresponds respectively to the twelve and to the fifteen first residues 
of gp41 and gp30. Our results also showed that the chameleon peptide, a de novo peptide with 
structural flexibility, inserts obliquely into the membrane and induces in vitro fusion. The fact 
that this peptide is a tilted peptide, like fusion peptides of HIV-1 and BLV, confirms the 
hypothesis of a relationship between the fusion peptides fusogenicity and their structural 
flexibility.  
A lot of studies on class 1 fusion glycoproteins of viruses indicate that the transmembrane 
domain is also directly involved in the viral fusion. Glycoproteins must have a domain long 
enough to induce complete fusion. In this study, we showed that a model transmembrane 
peptide, KALR peptide, is able to insert into membranes and to induce their fusion. By 
comparing molecular modelling results with those of FTIR, of liposomes lipid-mixing and of 
liposomes leakage, we also showed that the insertion rate into the membranes and the 
fusogenicity of KALR depend on the length of its hydrophobic core. Indeed, the insertion rate 
of KALR into the membrane is greatly larger when it contains a hydrophobic core long 
enough to allow the peptide to traverse the membrane. In this situation, KALR is able to 
destabilize membranes and to induce their fusion, while when it is too short to match the 
membrane, it is unable to induce fusion. These results allow to better understanding 
mechanisms involved in the fusion induced by viral fusion glycoproteins.  
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Introduction générale 
 

Depuis toujours, l’homme côtoie les virus. Toutefois, il a fallu attendre la fin du 

XIXème siècle pour que l’homme commence à identifier ces agents infectieux. A l’heure 

actuelle, la communauté scientifique s’accorde à dire que les infections virales seront parmi 

les grandes pathologies du XIXème siècle. Le virus responsable du syndrome de l’immuno-

déficience acquise (SIDA), le virus de l’immunodéficience humaine (HIV), a déjà fait 30 

millions de morts et infecte actuellement plus de 40 millions de personnes dans le monde. 

L’émergence de nouveaux virus, comme ceux du syndrome respiratoire aigu sévère (SARS) 

ou de l’influenza aviaire, représente des menaces d’épidémies futures. 
 

Des vaccins protecteurs ont permis d’éradiquer certaines épidémies virales. Toutefois, 

pour de nombreux autres virus, comme le HIV, aucun vaccin n’existe à ce jour. Bloquer 

l’entrée de ces virus dans la cellule cible représente un espoir de lutte contre ces virus. Dans le 

cas des virus enveloppés, l’entrée nécessite la fusion entre l’enveloppe virale et la membrane 

plasmique de la cellule. De nombreuses avancées ont été réalisées qui permettent de mieux 

comprendre cette étape. Les molécules impliquées dans la fusion virale ont ainsi été mises en 

évidence. Dans le cas des virus enveloppés comme ceux du virus de l’influenza A, du virus du 

SARS, du virus de la leucémie bovine (BLV) ou du HIV, ce sont des glycoprotéines de classe 

1 ancrées à la surface de l’enveloppe virale qui induisent la fusion et donc la pénétration du 

virus dans la cellule cible. Toutefois, le mode d’action de ces protéines reste relativement 

méconnu. Une meilleure compréhension de ce mode d’action s’avère nécessaire pour 

permettre le développement de nouvelles techniques de lutte contre les virus.  
 

L’objectif de ce travail est donc de contribuer à accroître les connaissances sur le 

mode d’action des glycoprotéines de fusion virales de classe 1. Nous avons ainsi étudié les 

propriétés membranaires et fusogènes de peptides correspondant à l’extrémité N-terminale, 

également appelée peptide de fusion, des glycoprotéines de fusion des virus HIV-1 et BLV. 

L’importance des propriétés structurales des peptides de fusion sur leur fusogénicité a 

également été analysée, en étudiant un peptide de novo qui présente une labilité structurale. 

Enfin, l’implication du domaine transmembranaire des glycoprotéines a été analysée, en 

quantifiant les propriétés membranaires et fusogènes d’un peptide transmembranaire modèle. 

Pour toutes ces études, des approches expérimentales et de modélisation moléculaire ont été 

utilisées
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1. La fusion membranaire 
 

La fusion membranaire intervient dans de nombreux processus biologiques, comme le 

transport intracellulaire (Rothman, 1994), le développement musculaire (Towler et al., 2004), 

la neurotransmission (Gianinazzi et al., 2005 ; Jena, 2005), la fécondation (Longo et 

Yanagimachi, 1993) et l’infection virale (Hughson, 1995 ; Chizmadzhev, 2004). 

Qu’elle soit intracellulaire ou extracellulaire, la fusion est un processus qui implique le 

rapprochement de deux membranes, leur fusion et le mélange des deux compartiments aqueux 

précédemment séparés par les deux membranes (Zimmerberg, 1993). Ce mélange aqueux se 

réalise par l’intermédiaire d’un pore de fusion (Jahn et Grubmuller, 2002). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Malgré le développement de techniques permettant de contrôler la fusion, les 

mécanismes moléculaires impliqués dans le processus de fusion ne sont toujours pas connus 

avec exactitude. Cette difficulté est majoritairement due à la vitesse à laquelle se réalise la 

fusion : moins de 100 µs comme le suggèrent les mesures électrophysiologiques (Lindau et de 

Toledo, 2003 ; Hafez et al., 2005). Plusieurs modèles ont ainsi été proposés dans la littérature 

 
Figure 1 : Différentes étapes de la fusion selon le modèle « stalk ». Les têtes polaires des 
lipides des monocouches externes sont schématisées en noir, celles des monocouches 
internes en blanc.  
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pour expliquer le déroulement de la fusion (Siegel, 1984, 1993 ; Ellens et al., 1989 ; White, 

1992 ; Lindau et Almers, 1995 ; Chernomordik et al., 1995, Kinnunen et Holopainen, 2000 ; 

Jahn et Grubmüller, 2002). Dans le cas de la fusion virale, de nombreuses expériences 

suggèrent que la fusion se déroule selon le modèle « stalk » (Chernomordik et al., 1993, 

1995 ; Kemble et al., 1994 ; Melikyan et al., 2000 ; Gaudin, 2000 ; Russell et al., 2001 ; 

Cohen et Melikyan, 2004). Ce modèle propose que la fusion se déroule d’abord par la mise en 

contact de deux membranes, la fusion de leurs monocouches externes, puis celle de leurs 

monocouches internes pour finalement évoluer vers le pore de fusion (Figure 1). Toutes ces 

étapes sont expliquées plus en détail dans les paragraphes ci-dessous. 

 

1.1. Mise en contact des deux membranes 

 

La distance minimale séparant deux bicouches purement lipidiques non chargées est 

d’environ 2-3 nm alors qu’entre deux membranes cellulaires, elle est d’environ 12 nm à cause 

de la répulsion électrostatique entre les membranes et entre les protéines membranaires 

(Figure 1B ; Rand et Parsegian, 1989 ; Skehel et Wiley, 2000). Une diminution de la distance 

intermembranaire induit une augmentation drastique de l’énergie, ce qui empêche la mise en 

contact de deux membranes ou deux bicouches (Rand et Parsegien, 1989; Siegel, 1993, 1999 ; 

Chizmadzhev, 2004). Un apport externe d’énergie est donc nécessaire pour diminuer la 

couche d’hydratation intermembranaire et mettre en contact deux membranes ou deux 

bicouches. Cet apport peut avoir une origine physique, comme une une déshydratation ou une 

augmentation de pression ou de température (Chernomordik et al., 1987 ; Lentz et Lee, 1999 ; 

Chizmadzhev, 2004). Deux membranes peuvent également se rapprocher suite à des 

modifications chimiques, comme une diminution du pH ou l’ajout d’ions (Newton et al., 

1978 ; Ellens et al., 1989 ; Chanturiya et al., 2000) ou suite à l’ajout de molécules 

synthétiques, comme le polymère PEG (Zschornig et Ohki, 1993 ; Lentz, 2006).  

Lors de la fusion virale, le contact entre les membranes est induit par des 

glycoprotéines exposées à la surface virale appelées glycoprotéines de fusion (Chernomordik 

et al., 2006). Dans ce cas, au moins une des deux membranes se déforme pour interagir avec 

la seconde membrane (Figure 1B). Le contact est alors localisé au niveau de ces déformations 

appelées protrusions (Cohen et Melikyan, 2004 ; Chernomordik et al., 2006 ; Efrat et al., 

2007). Des vésicules lipidiques présentent de telles protrusions lorsqu’elles sont incubées 

avec le virus de l’influenza A ou le peptide de fusion du HIV-1 (Figure 2A ; Burger et al., 
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1993 ; Kanaseki et al., 1997 ; Agirre et al., 2000). Des calculs théoriques ont prédit que les 

protrusions adoptaient une forme de selle à cheval dirigée vers la seconde membrane (Kozlov 

et Chernomordik, 1998 ; Chernomordik et al., 1999).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2. Fusion des monocouches externes  

 

De nombreux résultats montrent que la fusion peut être bloquée à un stade où un 

mélange lipidique s’est opéré alors qu’aucun mélange aqueux n’est mesuré (Melikyan et al., 

1995, 2000 ; Chernomordik et al., 1987, 1993, 1995 ; Kemble et al., 1994 ; Lee et Lentz, 

1998 ; Gaudin, 2000 ; Russell et al., 2001). Ces résultats suggèrent qu’une étape de la fusion 

implique la fusion des monocouches externes des deux membranes alors que les 

monocouches internes n’ont pas fusionné, empêchant un contact aqueux. Cet état est appelé 

hémifusion puisque seulement la moitié de la fusion complète a été réalisée (Figure 1C-E ; 

Lentz et Lee, 1999). L’hémifusion a depuis été confirmée par des mesures de microscopie 

électronique et de fluorescence sur bicouches lipidiques simples et sur membranes 

biologiques (Figure 2B ; Nussler et al., 1997 ; Pantazatos et MacDonald, 1999 ; Ravoo et al., 

2001 ; Lei et MacDonald, 2003 ; Heuvingh et al., 2004 ; Zampighi et al., 2006).  

 

 
Figure 2 : Trois étapes de la fusion visualisées par microscopie électronique. 
A : Formation de protrusions à la surface de liposomes (L) en présence de 
virus (V). En encadré, un agrandissement d’une zone avec protrusions. 
Venant de Burger et al., 1993.  
B : Hémifusion entre deux vésicules (une colorée en rouge, l’autre en vert). 
La flèche indique l’hémifusion. Venant de Zampighi et al., 2006. 
C : Pore de fusion entre un virus (V) et un liposome (L). Venant de Burger et 
al., 1993.  
Pour les trois figures, barre d’échelle = 0,1 µm. 
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1.2.1. Intermédiaire « stalk »  

 

Suite à la fusion des monocouches externes (également appelées monocouches cis), 

une structure semi-toroïdale appelée « stalk » se forme (Figure 1C ; Markin et al., 1984 ; 

Siegel, 1993 ; Malinin et Lentz, 2004 ; Katsov et al. 2004). Les monocouches externes 

fusionnées adoptent au niveau de cette structure une courbure négative très importante. 

Récemment, une structure semi-toroïdale similaire à celle du « stalk » a été mesurée par 

diffraction des R-X suite à la déshydratation de membranes de DPhPC, un lipide dérivé de la 

DPPC (Yang et Huang, 2002). 

La géométrie du « stalk » n’est toutefois pas connue et a fait l’objet de plusieurs 

propositions. La toute première structure « stalk » proposée contenait des interstices vides 

énergétiquement défavorables (Figure 3A ; Markin et al., 1984 ; Siegel, 1993). De 

nombreuses autres géométries de la structure « stalk » ont depuis été proposées, dans le but de 

diminuer l’espace de ces interstices vides (Figures 3B-E). Les deux derniers modèles 

proposent que les interstices soient complètement comblés suite à un mouvement des lipides 

(Figures 3D et E ; Kuzmin et al., 2001 ; Koslovsky et Kozlov, 2002). Le calcul énergétique de 

ces « stalk » modifiés indique qu’ils ont besoin de moins d’énergie pour se former que le 

« stalk » non modifié (Figure 3A). Toutefois, de nombreuses approximations sont effectuées 

lors de ces calculs et il est difficile de connaître la structure « stalk » la plus probable d’un 

point de vue énergétique. 

 
 
Figure 3 : Différentes conformations du « stalk » proposées dans la littérature. Les vides 
sont représentés en orange.  
A : Stalk non modifié selon Siegel (1993) ;  
B-E : Stalks modifiés. B : Stalk modifié en forme de X selon Siegel (1993).  

C : Stalk modifié avec les monocouches internes se creusant selon 
Siegel (1993).  
D : Stalk modifié selon Kuzmin et al. (2001).  
E : Stalk modifié selon Kozlovky and Kozlov (2002), dans ce modèle 
une seule chaîne acylée des phospholipides est représentée.  
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Quelle que soit sa géométrie exacte, la formation du « stalk » nécessite la déformation 

et la rupture des monocouches externes. Un apport énergétique est donc nécessaire. En ce qui 

concerne la fusion virale, il est admis que cet apport énergétique est fournit par les protéines 

de fusion virales (Weissenhorn et al., 1997 ; Chan et al., 1997 ; Eckert et Kim, 2001). La 

composition lipidique des membranes joue également un rôle sur la formation du « stalk ». En 

effet, la formation du stalk est favorisée ou défavorisée par la présence respectivement de 

lipides à courbure naturelle négative ou positive dans les monocouches externes initiales 

(Figure 4 ; Chernomordik et Kozlov, 2005). Ainsi, la présence de phospholipides ayant une 

forte courbure négative naturelle, comme la phospatidyléthanolamine (PE) ou l’acide 

phosphatidique (PA), dans les monocouches externes de membranes, augmente le rendement 

de la fusion (Glaser et Gross, 1994 ; Chernomordik et al., 1997 ; Chernomordik et Kozlov, 

2003 ; Gaudin, 2000). Par contre, la présence de phospholipides avec une courbure positive, 

comme la LPC, dans ces monocouches inhibe la fusion (Vogel et al., 1993 ; Chernomordik et 

al., 1993, 1995). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figure 4 : A : courbure naturelle de lipides avec une forme de cône inverse (haut), avec une 
forme cylindrique (milieu) ou avec une forme de cône (bas).  

    B : Haut : La formation du stalk est favorisée par la présence de lipides à 
courbure naturelle négative (rouge) dans les monocouches externes initiales. Par contre, 
elle est défavorisée par la présence dans ces monocouches de lipides à courbure naturelle 
positive (vert). Bas : La formation du pore de fusion est favorisée par la présence de lipides 
à courbure naturelle positive (vert) dans les monocouches internes initiales. Par contre, elle 
est défavorisée par la présence dans ces monocouches de lipides à courbure naturelle 
négative (rouge). 
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L’analyse de la fusion de membranes modèles induite par le PEG et de la fusion de 

membranes biologiques induite par la protéine de fusion du virus de l’influenza A indique que 

la formation de l’intermédiaire « stalk » est réversible (Lee et Lentz, 1998 ; Leikina et 

Chernomordik, 2000). Seul un petit nombre des « stalks » formés évolue en pore de fusion, un 

grand nombre fournit à nouveau deux membranes séparées.  

 

1.2.2 Intermédiaire TMC 

 

De nombreuses études suggèrent que le « stalk » s’élargit pour former une nouvelle 

structure où les deux monocouches internes (ou monocouches trans) entrent en contact 

(Siegel, 1993, 1999 ; Chernomordik et al., 1995, 1999, 2006 ; Burger, 2000). L’attraction 

hydrophobe entre les monocouches internes faciliterait cette mise en contact (Chizmadzhev, 

2004). Un nouvel intermédiaire, appelé Contact des Monocouches Trans (TMC) est alors 

formé (Figure 1D).  

Tout comme la première structure « stalk » proposée, la première structure TMC 

proposée contenait des interstices vides énergétiquement défavorables en son centre (Siegel, 

1993). Il a été calculé qu’à cause de ces vides, le TMC ne peut se former dans des systèmes 

réels (Kozlovski et Kozlov, 2002). Une nouvelle structure du TMC où les interstices sont 

remplis suite à l’inclinaison des chaînes acylées des lipides, a ainsi été proposée (Kozlovski et 

Kozlov, 2002). Il a également été proposé que cette structure puisse être la première structure 

formée lors de la fusion, suggérant ainsi que le « stalk » et le TMC ne forment qu’un seul 

intermédiaire (Figure 3E).  
 

1.2.3 Intermédiaire « diaphragme d’hémifusion » 

 

De nombreuses études expérimentales suggèrent que l’expansion du TMC continue 

pour former un nouvel intermédiaire appelé diaphragme d’hémifusion (Figure 1E ; Leventis et 

al., 1986 ; Chernomordik et al., 1987 ; Kemble et al., 1994 ; Melikyan et al., 1995). Dans cet 

intermédiaire, la zone des monocouches internes en contact est suffisamment large pour 

former une membrane. Selon les publications, des vides énergétiquement défavorables 

peuvent exister au sein du diaphragme d’hémifusion (Siegel, 1999 ; Jahn et Sudhof, 1999 ; 

Jahn et al., 2003 ; Jackson et Chapman, 2006). 
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Suivant les conditions expérimentales, le diaphragme d’hémifusion est restreint 

(aucune diffusion possible des lipides des monocouches externes au niveau du diaphragme) 

ou non restreint (diffusion possible). Le premier cité ne serait que transitoire et peut évoluer 

en pore de fusion alors que le second correspondrait à une étape finale stable (Chernomordik 

et al. 1987 ; Chernomordik et Zimmerberg, 1995 ; Chanturiya et al., 2000 ; Garcia et al., 

2001). Il a également été suggéré que le diaphragme d’hémifusion restreint peut évoluer en 

diaphragme d’hémifusion non restreint, bloquant alors la fusion à ce stade (Chernomordik et 

al., 1998).  

Des études suggèrent que les protéines de fusion virales jouent un rôle dans la 

restriction des lipides du diaphragme d’hémifusion (Chernomordik et al. 1998). En effet, 

lorsque ces protéines ne sont pas assez nombreuses, un diaphragme d’hémifusion non 

restreint est obtenu, bloquant le processus de fusion. Par contre, lorsque leur nombre est 

suffisant, le diaphragme d’hémifusion est restreint et peut évoluer en pore de fusion 

(Chernomordik et al., 1998).  

 

1.3. Fusion des monocouches internes et formation du pore de fusion initial 

 

De nombreuses mesures expérimentales ont fourni les preuves de la formation d’un 

pore à la fin du processus de fusion (Figures 1F et 2C ; Chandler et Heuser, 1980 ; Spruce et 

al., 1989, 1991 ; Burger et al., 1993 ; Monck et Fernandez, 1996 ; Kanaseki et al., 1997 ; 

Henry et al., 1998 ; Martin et Ruysschaert, 2000).  

Pour que le pore de fusion se forme à partir de l’hémifusion, les deux monocouches 

internes doivent fusionner. Il a été suggéré que le pore pouvait se former à partir du « stalk » 

(Kuzmin et al., 2001), du TMC (Siegel, 1993) ou du diaphragme d’hémifusion restreint 

(Chernomordik et al., 1987 ; Kozlov et al., 1989 ; Melikyan et al., 1997 ; Kozlovski et al., 

2002). Cette dernière hypothèse est la plus fréquemment exposée dans la littérature. Certains 

articles proposent que le pore de fusion initial se forme au centre du diaphragme (Melikyan et 

al., 1997 ; Jahn et Sudhof, 1999 ; Zimmerberg et Chernomordik, 1999 ; Basanez, 2002) alors 

que d’autres proposent qu’il se forme en périphérie (Kozlovski et al., 2002 ; Chernomordik et 

Kozlov, 2003) (Figure 5). La tension latérale étant la plus élevée en périphérie, la formation 

du pore à cet endroit semble la plus probable (Kozlovski et al., 2002).  

En plus de la tension latérale, la composition lipidique intervient lors de la formation 

du pore. En effet, la formation du pore de fusion est favorisée par la présence de lipides à 
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courbure naturelle positive dans les monocouches internes initiales (Figure 4). Il a d’ailleurs 

été montré que l’ajout de molécules ayant une courbure naturelle positive au niveau des 

monocouches internes induit la formation du pore de fusion à partir de cellules hémi-

fusionnées (Melikyan et al., 1997).  

Le pore de fusion initial est petit et vacille entre des états d’ouverture et de fermeture 

(Fernandez et al., 1984; Zimmerberg et al., 1987; Spruce et al., 1991). Suivant les conditions 

expérimentales, ces pores initiaux se referment complètement ou forment le pore de fusion 

final. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 1.4. Pore de fusion final 

 

Des études de microscopie et de fluorescence ont montré que suite à l’ouverture d’un 

pore de fusion, une redistribution lipidique s’opère suivie du mélange de solutés 

intramembranaires (Lowy et al., 1990 ; Tse et al., 1993 ; Zimmerberg et al., 1994). Les lipides 

du pore de fusion se réarrangent donc pour élargir le pore initial en un pore plus large 

permettant le passage de grosses molécules (Figure 1G ; Chizmadzhev et al., 1995 ; Razinkov 

et al., 1998, 1999 ; Chanturiya et al., 2000 ; Chizmadzhev et al., 2004 ; Melikyan et al., 2005). 

L’expansion du pore est sensible à la tension, l’élasticité et la mobilité des régions 

membranaires (Chizmadzhev et al., 1995 ; Chanturiya et al., 2000 ; Chizmadzhev, 2004). 

L’expansion est également dépendante de la courbure des monocouches au niveau du pore 

initial : l’augmentation de la courbure négative des monocouches externes stabiliserait le pore 

de fusion initial qui serait alors moins propice à s’élargir. Par contre, l’augmentation de la 

courbure négative des monocouches internes favoriserait l’expansion du pore de fusion 

(Razinkov et al., 1998).  

 

 
 
Figure 5 : Formation du pore de fusion initial dans le diaphragme d’hémifusion.  
A : Formation en périphérie du diaphragme.  
B : Formation au centre du diaphragme. 
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2. Les glycoprotéines virales : des protéines spécialisées dans la fusion 

membranaire 

 

Contrairement aux autres microorganismes, les virus sont des entités incapables de se 

reproduire sans utiliser la machinerie protéique de la cellule qu’ils infectent. Ils doivent donc 

pénétrer dans la cellule hôte pour pouvoir se répliquer. Dans le cas des virus enveloppés, deux 

modes de pénétration ont été identifiés : la fusion au niveau de la surface membranaire et la 

fusion après endocytose (Figure 6 ; Poranen et al., 2002 ; Marsh et Helenius, 2006).  

La fusion après endocytose concerne de nombreux virus tels que le virus de l’influenza A, 

les autres membres de la famille des Paramyxoviridae, les Orthomyxoviridae, Rhabdoviridae, 

Arenaviridae, Togaviridae, Bunyaviridae et Flaviviridae. La fusion sans endocytose concerne 

les virus HIV-1, BLV, le reste des Retroviridae et les Filoviridiae.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Malgré les différences entre ces deux modes de pénétration, les virus ne pénètrent à 

l’intérieur de la cellule qu’après fusion entre leur enveloppe et une membrane lipidique de la 

cellule cible, soit la membrane plasmique soit celle de l’endosome. De plus, dans les deux 

 
 
Figure 6 : Schéma montrant les deux 
modes de pénétration des virus enveloppés 
dans la cellule.  
A : Entrée virale sans endocytose. La 
fusion se déroule au niveau de la 
membrane plasmique.  
B : Entrée virale par endocytose. Le virus 
est endocyté puis fusionne avec 
l’endosome. 
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cas, la fusion membranaire est induite par des glycoprotéines de fusion localisées sur 

l’enveloppe virale. Lorsque ces protéines sont inhibées par des anticorps (Devadas et al., 

2003 ; Zhang et Chen, 2003) ou mutées (Freed et al., 1990 ; Kowalski et al., 1987 ; 

Fredericksen et Whitt, 1995), la fusion est inhibée. La fusion membranaire est également 

observée lorsque ces glycoprotéines de fusion sont exprimées à la surface de cellules (Kielian, 

1995 ; Marquardt et Kielian, 1996).  

A l’heure actuelle, trois classes de glycoprotéines de fusion ont été identifiées 

(Weissenhorn et al., 2007). Les glycoprotéines de classe 1 sont les mieux caractérisées à 

l’heure actuelle. Elles sont présentes au niveau de l’enveloppe de nombreux virus, dont le 

virus de l’influenza A, le BLV et le HIV-1. Les propriétés et le mode d’action des 

glycoprotéines de classe 1 sont expliqués dans les paragraphes suivants. 

 

2.1. Propriétés communes aux glycoprotéines de fusion virales de classe 1 

 

Les glycoprotéines de fusion virales de classe 1 sont exprimées par les virus des 

familles virales Orthomyxoviridae, Paramyxoviridae, Filoviridae, Coronaviridae, 

Arenaviridae et Retroviridae (Caffrey et al., 1998 ; Weissenhorn et al., 1998 ; Malashkevich 

et al., 1999 ; Kobe et al., 1999 ; Bosch et al., 2003 ; Schibli et Weissenhorn, 2004 ; Sainz et 

al., 2005 ; Eschli et al., 2006). Elles sont encodées par le gène viral env. Suite à la pénétration 

de ce gène au sein de la cellule infectée, un précurseur glycosylé est synthétisé par la cellule. 

Ce précurseur est ultérieurement clivé par une protéase cellulaire en deux sous-unités : une 

sous-unité de surface et une sous-unité membranaire. L’unité de surface est impliquée dans la 

liaison virus-cellule en interagissant directement avec des récepteurs cellulaires spécifiques. 

L’unité membranaire correspond à la glycoprotéine de fusion et est impliquée dans la fusion 

virale proprement dite. Le clivage du précurseur en ces deux sous-unités est une étape 

essentielle pour l’infectivité du virus (Klenk et al., 1975; Lazarowitz et Choppin, 1975). Ce 

clivage est réalisé en fin du processus de biosynthèse ; puisque clivée, la glycoprotéine de 

fusion est facilement activée (Colman et Lawrence, 2003). 

La glycoprotéine de fusion, liée à la sous-unité de surface, est présente au niveau de la 

membrane de la cellule infectée, puis incorporée dans l’enveloppe virale suite au 

bourgeonnement des particules virales. Elle forme des trimères et comprend un large domaine 

présenté à l’extérieur du virus, appelé ectodomaine, une hélice transmembranaire ancrée à 

l’enveloppe virale et une queue cytoplasmique. Ces glycoprotéines se projettent 

perpendiculairement à l’enveloppe virale, formant ainsi des spicules observables par 
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microscopie électronique (Bottcher et al., 1999 ; Forster et al., 2005 ; Beniac et al., 2006 ; Zhu 

et al. 2006). La glycoprotéine d’enveloppe du virus de l’influenza A, comprenant la 

glycoprotéine de fusion et la sous-unité de surface, se projette perpendiculairement à 

l’enveloppe virale à une hauteur de 135 Å (Wilson et al., 1981 ; Carr et Kim, 1993). 

Les glycoprotéines de fusion induisent la fusion virale suite à des changements de 

conformation. Dans le cas des virus pénétrant dans la cellule par endocytose, ces changements 

de conformation sont provoqués par l’exposition au milieu acide de l’endosome. Dans le cas 

des virus pénétrant dans la cellule sans endocytose, la liaison de la sous-unité de surface avec 

le récepteur de la cellule cible provoque les changements de conformation des glycoprotéines 

de fusion. 

 

2.2. Structures et changements de conformations des glycoprotéines de classe 1 

 

L’analyse cristallographique de l’ectodomaine ou de parties d’ectodomaine des 

glycoprotéines de fusion virales de classe 1 indique que l’ectodomaine de ces glycoprotéines 

de fusion est majoritairement hélicoïdal (Figure 7 ; Skehel et Wiley, 2000 ; Harrison, 2005).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figure 7 : Conformations de l’ectodomaine des glycoprotéines de fusion de classe 1 de 
différents virus. Les hélices N-terminales sont représentées en bleu, les hélices C-terminales 
en rouge.  
A : conformation pré-fusion de HA2 du virus de l’influenza A, de la protéine F du SV5 et de 
la protéine S2 du virus du syndrome respiratoire aigu sévère (SARS).  
B : conformation post-fusion des mêmes glycoprotéines ainsi que de la gp41 du HIV-1, de 
la protéine F du virus respiratoire syncytial humain (HRSV) et de la gp2 du virus Ebola. 
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Pour les glycoprotéines du virus de l’influenza A, du virus du SARS et du virus para-

influenza simien 5 (SV5), deux structures différentes ont été mesurées par diffractions R-X ou 

RMN (Figures 7A et B ; Wilson et al., 1981 ; Carr et Kim, 1993 ; Bullough et al., 1994 ; 

Baker et al., 1999 ; Supekar et al., 2004 ; Yin et al., 2006 ; Hakansson-McReynolds et al., 

2006). Ces deux structures correspondent à la conformation pré-fusion (avant fusion) et post-

fusion (après fusion) des glycoprotéines (Wilson et al., 1981 ; Carr et Kim, 1993 ; Bullough et 

al., 1994 ; Baker et al., 1999 ; Supekar et al., 2004 ; Yin et al., 2006 ; Hakansson-McReynolds 

et al., 2006). 

Sous conformation pré-fusion, les hélices C-terminales des trois monomères (en rouge 

dans la Figure 7A) interagissent ensemble pour former un trimère d’hélices. Dans le cas de la 

glycoprotéine de fusion du virus de l’influenza A (la sous-unité membranaire de 

l’hémagglutinine appelée HA2), ce trimère d’hélices C-terminales est entouré par les hélices 

N-terminales (en bleu dans la Figure 7A). Sous conformation post-fusion, l’arrangement des 

glycoprotéines est différent. En effet, ce sont les hélices N-terminales qui interagissent 

ensemble et sont entourées par les hélices C-terminales (Figure 7B). Cette différence 

structurale frappante entre les deux états révèle que les glycoprotéines de classe 1 subissent un 

changement de conformation lors de la fusion virale (Carr et Kim, 1993 ; Schibli et 

Weissenhorn, 2004). Pour HA2, il a été déterminé que la structure post-fusion est plus stable 

d’un point de vue thermodynamique que la structure pré-fusion (Carr et al., 1997). L’énergie 

libre libérée lors du changement de conformation induirait la fusion membranaire (Carr et al., 

1997). 

La structure de l’ectodomaine des glycoprotéines de fusion de nombreux autres virus, 

dont le HIV-1, a également pu être caractérisée (Weissenhorn et al., 1997, 1998 ; Fass et al., 

1996 ; Caffrey et al., 1998 ; Kobe et al., 1999 ; Zhao et al., 2000 ; Malashkevich et al., 2001 ; 

Xu et al., 2004a, 2004b ; Yin et al., 2005 ; Lou et al., 2006 ; Zheng et al., 2006a). Pour ces 

glycoprotéines, seule la structure correspondant à la conformation post-fusion a put être mise 

en évidence (Figure 7B). Comme pour les glycoprotéines des virus influenza A, du SARS et 

SV5, les hélices N-terminales interagissent ensemble et sont entourées par les hélices C-

terminales. Cette grande similarité entre les structures post-fusion suggère que toutes les 

glycoprotéines de classe 1 adoptent, comme dans le cas des glycoprotéines des virus de 

l’influenza A, du SARS et SV5, une conformation pré-fusion où les hélices C-terminales 

interagissent ensemble. Les glycoprotéines subiraient donc un changement de conformation 

lors de la fusion virale. 
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Des résultats obtenus sur les glycoprotéines du virus du SARS, du HIV-1, du virus de 

l’immunodéficience féline (FIV) et SV5 ont fourni de nouvelles informations sur le 

changement de conformation s’opérant entre les conformations pré- et post-fusion (Figure 8). 

En effet, lorsque ces glycoprotéines sont en présence de peptides correspondant à leurs hélices 

C (appelés peptides C), la fusion est bloquée (Wild et al., 1992, 1994 ; Lu et al., 1995 ; Chen 

et al., 1995 ; Kilby et al., 1998, 2002 ; Furuta et al., 1998 ; Medinas et al., 2002 ; Bosch et al., 

2003, 2004 ; Eckert et Kim, 2001 ; Russell et al., 2001 ; Gustchina et al., 2006). Ces peptides 

agiraient sur la fusion en se liant aux hélices N des glycoprotéines (Wild et al., 1994 ; Chen et 

al., 1995). Pour gp41, il a été montré que l’effet de ces peptides n’est perceptible que lorsque 

la glycoprotéine est exposée à une membrane cible, indiquant que ces peptides ne sont 

capables d’interagir avec les hélices N que lorsque la glycoprotéine adopte une conformation 

différente de la conformation pré-fusion (Furuta et al., 1998). Des peptides correspondant aux 

hélices N (peptides N) des glycoprotéines du HIV-1 et du virus du SARS bloquent également 

la fusion induite par ces glycoprotéines (Jiang et al., 1993 ; Russell et al., 2001 ; Gustchina et 

al., 2006). Il a été suggéré que ces peptides se lient aux hélices C de ces glycoprotéines (Lu et 

al., 1995). Toutes ces études d’inhibition suggèrent que lors du changement de conformation 

intervenant entre les structures pré et post-fusion, les glycoprotéines de classe 1 adoptent une 

conformation intermédiaire étirée où les hélices N et C sont exposées (la Figure 8 expose le 

cas de HA2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figure 8 : Conformations pré-fusion, étirée et post-fusion 
adoptée par l’hémagglutinine HA2 du virus de l’Influenza A. 
Les conformations pré- et post-fusion proviennent des 
analyses cristallographiques (Wilson et al., 1981 ; Bullough 
et al., 1994 ). La conformation étirée est un modèle probable. 
L’extrémité N-terminale (N-ter) et le domaine 
transmembranaire (TM) manquants sont indiqués. 
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2.3. Mode d’action des glycoprotéines de classe 1 

 

La détermination des structures pré- et post-fusion ainsi que les études d’inhibition ont 

permis l’élaboration de plusieurs modèles expliquant l’action des glycoprotéines de classe 1 

lors de la fusion virale (Stegmann et al., 1989, 2000 ; Bentz, 2000 ; Bentz et Mittal, 2000 ; 

Colman et Lawrence, 2003 ; Jahn et al., 2003). Le modèle « jacknife » est le plus représenté 

dans la littérature (Figure 9 ; Hughson, 1997 ; Weissenhorn et al., 1997 ; Skehel et Wiley, 

2000 ; Russel et al., 2001 ; Jahn et al., 2003 ; Colman et Lawrence, 2003 ; Jardetzky et Lamb, 

2004 ; Korazim et al., 2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ce modèle propose que le trimère de glycoprotéines de fusion passe tout d’abord de la 

conformation native pré-fusion à la conformation étirée (Figures 9A et B). Sous conformation 

étirée, une région N-terminale des glycoprotéines, appelée peptide de fusion, peut alors 

s’insérer dans la membrane plasmique (Figure 9B). Les glycoprotéines sont alors ancrées aux 

deux membranes à fusionner. Elles vont ensuite adopter la conformation post-fusion, ce qui 

entraîne le rapprochement de la membrane plasmique et de l’enveloppe virale, suivi de la 

 
Figure 9 : Modèle « jacknife » expliquant le mode d’action des glycoprotéines de 
classe 1 lors de la fusion virale. ρ : glycoprotéines sous conformation pré-fusion. 
ζ : glycoprotéines sous conformation étirée. ∝ ; glycoprotéines sous conformation 
post-fusion. 
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fusion de leurs monocouches externes pour fournir l’intermédiaire « stalk » (Figure 9C). Par 

la suite, le diaphragme d’hémifusion apparaît, suivi du pore de fusion (Figures 9D et E). 

 

3. Peptide de fusion 
 

Les changements de conformation des glycoprotéines de fusion permettent le 

rapprochement et la fusion de la membrane plasmique et de l’enveloppe virale (Russel et al., 

2001 ; Gruenke et al., 2002). Toutefois, ces changements de conformation ne sont pas à eux 

seuls responsables de la fusion. En effet, gp41 n’est pas capable d’induire la fusion cellulaire 

ni la déstabilisation membranaire lorsque son extrémité N-terminale est mutée, alors qu’elle 

subit toujours des changements de conformation (Dimitrov et al., 2003). La fusion induite par 

d’autres glycoprotéines de classe 1, dont HA2 (Gething et al., 1986 ; Steinhauer et al., 1995 ; 

Durell et al., 1997), gp30 du BLV (Vonèche et al., 1992), gp32 du SIV (Bosch et al., 1989 ; 

Horth et al., 1991) ou gp37 d’ASLV (Balliet et al., 2000) est également inhibée lorsque leur 

extrémité N-terminale ou une région localisée proche de celle-ci est mutée ou enlevée. De par 

leur implication dans la fusion, cette région a été nommée « peptide de fusion ».  

Selon leur localisation, deux types de peptides de fusion existent : les peptides de 

fusion N-terminaux et les peptides de fusion internes proches mais non en extrémité N-

terminal (Figure 10). La première classe regroupe les peptides de fusion des 

Orthomyxoviridae, Paramyxoviridae, Hepadnaviridae et la plupart des Retroviridae. Les 

peptides de fusion des familles Filoviridae et Coronaviridae et du rétrovirus ASLV sont quant 

à eux internes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                         

 
 
Figure 10 : Représentation en rouge d’un peptide 
de fusion N-terminal (A) et interne (B) au niveau 
des glycoprotéines de fusion. Les hélices N-
terminales des glycoprotéines sont en noir, les 
hélices C-terminales sont en blanc. 
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De nombreuses publications suggèrent que le peptide de fusion intervient directement 

dans la fusion virale. Comme décrit par le modèle « jacknife », exposé au paragraphe 

précédent (cf. chapitre 2.3. p.16), les glycoprotéines sous conformation étirée exposeraient 

leur peptide de fusion vers la membrane plasmique (Carr et Kim, 1993 ; Figure 9). De par ses 

propriétés hydrophobes, l’exposition du peptide de fusion dans l’espace aqueux 

intermembranaire pourrait induire une déshydratation de cet espace et favoriser la fusion 

(Bentz, 1990). Dans le cas de HA2, des mesures de photolabelling ont également montré que 

le peptide de fusion N-terminal s’insère dans les membranes (Harter et al., 1989 ; Stegmann et 

al., 1991 ; Tsurudome et al., 1992 ; Durrer et al., 1996). De nombreuses publications 

suggèrent que l’insertion du peptide de fusion dans la membrane plasmique déstabilise cette 

dernière (Chan et Kim, 1998 ; Weissenhorn et al., 1997 ; Dimitrov et al., 2003; Nieva et 

Agirre, 2003). Cette déstabilisation serait favorable à la fusion virale. Nieva et Agirre (2003) 

ont d’ailleurs proposé que la capacité des glycoprotéines virales à induire la fusion dépende 

exclusivement de la capacité de leur peptide de fusion à désorganiser la membrane après 

insertion. Des articles suggèrent également qu’alors que certains peptides de fusion s’insèrent 

dans la membrane plasmique de la cellule cible, d’autres interagissent avec l’enveloppe virale, 

ce qui favoriserait la fusion virale (Stegmann et al., 1989 ; Gaudin et al., 1995 ; Jahn et al., 

2003).  

Afin de mieux comprendre l’implication des peptides de fusion dans la fusion virale, 

des peptides de synthèse correspondant à ces régions ont été utilisés. Les études sur les 

peptides de fusion N-terminaux et internes de synthèse montrent que ces peptides induisent la 

fusion de liposomes (Gallaher, 1987 ; Wharton et al., 1988 ; Rafalski et al., 1990, 1991 ; 

Yeagle et al., 1991 ; Martin et al., 1994, 1996 ; Rodriguez-Crespo et al., 1995, 1999 ; Ruiz-

Arguello et al., 1998 ; Suarez et al., 2003 ; Cheng et al., 2004 ; Adam et al., 2004). Ceci 

conforte l’hypothèse selon laquelle les peptides de fusion jouent un rôle direct dans la fusion 

virale.  

L’analyse de mutations a montré une relation entre la capacité des peptides de fusion 

de synthèse à déstabiliser les membranes et la capacité des protéines apparentées à favoriser la 

fusion (Gething et al., 1986 ; Wharton et al., 1988 ; Rafalski et al., 1991, Steinhauer et al., 

1995 ; Horth et al., 1991 ; Martin et al., 1994, 1996 ; Rapaport et Shai, 1994 ; Schaal et al., 

1995 ; Mobley et al., 1995, 1999). De plus, des conditions favorables à la fusogénicité du 

peptide de fusion de HA2 augmentent également la fusogénicité de HA2 (Skehel et al., 2001). 

La bonne corrélation entre les expériences réalisées sur les peptides de fusion de synthèse et 

celles réalisées sur les glycoprotéines entières indiquent que les peptides de synthèse sont de 
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bons modèles pour étudier le rôle des peptides de fusion lors de la fusion virale (Nieva et 

Agirre, 2003 ; Sainz et al., 2005).  

 

 3.1. Peptide de fusion et séquence 

 

Les peptides de fusion de virus d’une même famille présentent une séquence 

conservée (White, 1992). L’identité de séquence peut être supérieure à 90% (Table 1 ; 

Gallaher, 1987). Par contre, entre des virus appartenant à des familles différentes, l’identité de 

séquence des peptides de fusion est relativement faible (inférieure à 20%). Malgré cette faible 

identité, les peptides de fusion présentent des similarités. Ils sont tous majoritairement 

hydrophobes et contiennent également des résidus de petite taille comme des alanines, 

glycines, thréonines et sérines (Table 1). De plus, les glycines de nombreux peptides de fusion 

(HIV-1, SIV, influenza A, influenza B) sont réparties de manière bien définie. Lorsque les 

peptides de fusion sont repliés en hélice α, une face de leur hélice est alors plus riche en 

glycines (Delahunty et al., 1996 ; Del Angel et al., 2002). Ces données suggèrent un rôle de 

cette succession de glycines localisées sur une face hélicoïdale dans les propriétés des 

peptides de fusion. D’ailleurs, le remplacement des résidus glycines des peptides de fusion N-

terminaux de gp41, HA2 ou du peptide de fusion interne du virus Ebola résulte en une 

diminution de leur fusogénicité (Wharton et al., 1988 ; Delahunty et al., 1996 ; Ruiz-Arguello 

et al., 1998). Il a été suggéré que cette succession de glycines intervient dans 

l’oligomérisation des peptides de fusion, dans la balance d’amphipathicité nécessaire pour la 

fusion des membranes et/ou dans l’orientation des peptides de fusion dans la membrane 

(Delahunty et al. 1996). 

En plus du taux important en petits résidus, des motifs communs sont retrouvés entre 

certains peptides de fusion. Par exemple, le motif GxxG (où x = leucine ou phénylalanine) est 

retrouvé chez les peptides de fusion des rétrovirus HIV-1, HIV-2, SIV et chez les peptides de 

fusion des orthomyxovirus de l’influenza A et de l’influenza B (Durell et al., 1997 ; Allison et 

al., 2001). Une mutation au sein du motif GFLG du peptide de fusion de gp41 diminue 

fortement la fusogénicité de ce peptide, indiquant un rôle de ce motif dans les propriétés des 

peptides de fusion (Pritsker et al., 1999). 

Les peptides de fusion internes contiennent généralement un résidu déstabilisant les 

hélices, comme la proline, près de leur centre (Ruiz-Arguello et al., 1998 ; Balliet et al., 

2000). Des mutations au sein des peptides de fusion de ASLV et Ebola indiquent que cette 

proline est importante dans la fusion (Ito et al., 1999 ; Balliet et al., 2000 ; Delos et al., 2000).  
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Table 1 : Séquences de peptides de fusion de différentes glycoprotéines de classe 1. Adapté de 
Del Angel et al. (2002). La souche du virus, lorsqu’elle est connue, est notée entre parenthèses. 
Pour les virus de la famille Hepadnaviridae, l’hôte naturel des virus est notée entre 
parenthèses. La séquence des peptides de fusion a été limitée à 24 résidus. Les résidus 
hydrophobes (L, F, I, W, M, Y, V, P, C) sont notés en blanc sur fond noir, les résidus glycines 
(G) sont notés en blanc sur fond rouge, les petits résidus à l’exception des glycines (A, T, S) 
sont notés en noir sur fond orange, les résidus hydrophiles (E, N, D, Q, H, R, K) sont notés en 
noir sur fond blanc.  
 

 
 
 *Peptides de fusion N-terminaux. **Peptides de fusion internes. 



- Introduction - 

 21

3.2. Effet des peptides de fusion sur la membrane 

 

L’utilisation de marqueurs fluorescents lipidiques et solubles a permis de montrer que 

les peptides de fusion synthétiques des virus de la rougeole, de l’influenza A, de l’hépatite B 

et des virus HIV-1, Ebola et SIV induisent la fusion et la perméabilité de liposomes (Gething 

et al., 1986 ; Wharton et al., 1988 ; Rafalski et al., 1990, 1991 ; Martin et al., 1993, 1994, 

1996 ; Rodriguez-Crespo et al., 1995, 1996, 1999 ; Ruiz-Arguello et al., 1998 ; Haque et al., 

2001 ; Adam et al., 2004). Les peptides de fusion des virus de l’influenza A, de l’hépatite B et 

du HIV-1 induisent également l’hémolyse de cellules (Wharton et al., 1988 ; Rodriguez-

Crespo et al., 1995 ; Mobley et al., 1992, 1995, 1999 ; Han et al., 1999).  

La première étape de la fusion est la mise en contact de deux membranes (cf. chapitre 

1.1. p.4). Les peptides de fusion des virus Sendai, de l’hépatite B et de l’influenza A induisent 

l’agrégation de liposomes, étape indispensable à la fusion (Rodriguez-Crespo et al., 1999 ; 

Haque et al., 2001 ; Ghosh et Shai, 1999). Des protrusions, endroits où se déroule la mise en 

contact, ont été observées par microscopie électronique au niveau de liposomes traités avec le 

peptide de fusion du HIV-1 (Agirre et al., 2000). Toutefois, des mutants du peptide de fusion 

du virus Sendai sont capables d’induire l’agrégation de liposomes sans induire leur fusion, 

suggérant que la capacité des peptides de fusion à induire l’agrégation de liposomes n’est pas 

suffisante pour induire la fusion. (Ghosh et Shai, 1999). 

De nombreuses mesures expérimentales (fluorescence du tryptophane, spectroscopie 

infrarouge, sensibilité à une acidification,…) montrent que les peptides de fusion des virus de 

l’influenza A, d’Ebola, de l’hépatite B, HIV-1, SIV et ASLV pénètrent dans les membranes 

(Duzgunes et Gambale, 1988 ; Rafalski et al., 1990, 1991 ; Clague et al., 1991 ; Gordon et al., 

1992 ; Martin et al., 1994, 1996 ; Rodriguez-Crespo et al., 1995, 1999 ; Pereira et al., 1997 ; 

Chang et al., 1997 ; Ruiz-Arguello et al., 1998 ; Mobley et al., 1999 ; Curtain et al., 1999 ; 

Schwarz et Taylor, 1999 ; Agirre et al., 2000 ; Cheng et al., 2004). Leur tendance à s’insérer 

dans la membrane est due à leur hydrophobicité élevée (Nir et Nieva, 2000). Par contre, des 

mutants des peptides de fusion du virus de l’influenza A, du HIV-1 et du ASLV avec une 

faible activité fusogène s’insèrent beaucoup moins dans les membranes que les peptides 

sauvages (Rafalski et al., 1991 ; Pereira et al., 1997 ; Mobley et al., 1999 ; Kamath et Wong, 

2002 ; Maddox et Longo, 2002 ; Cheng et al., 2004). La relation entre la capacité du peptide à 

s’insérer dans la membrane et sa fusogénicité a également été renforcée par des études 

montrant que les peptides de fusion du virus Ebola et du HIV-1 induisent la fusion de 

membranes dans lesquelles ils s’insèrent alors qu’ils sont incapables d’induire la fusion de 
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membranes dans lesquelles ils ne s’insèrent pas. (Rafalski et al., 1990 ; Ruiz-Arguello et al., 

1998). De nombreuses études indiquent que les peptides de fusion n’adoptent pas une 

orientation transmembranaire dans les membranes (Brunner, 1989 ; Ishiguro et al., 1993, 

1996 ; Martin et al., 1993, 1994, 1996, Luneberg et al., 1995, Kliger et al., 1997 ; Chang et 

al., 1997, 2000 ; Agirre et al., 2000 ; Durell et al., 1997 ; Cheng et al., 2004). Ils ne 

s’inséreraient que dans la monocouche externe des membranes (Luneberg et al., 1995 ; Agirre 

et al., 2000). De nombreuses études suggèrent que cette insertion induirait de nombreux 

changements au niveau membranaire qui favoriserait la fusion :  

- Le peptide de fusion de l’influenza A augmente le paramètre d’ordre des lipides 

membranaires (Gray et al., 1996). Selon les auteurs, ce résultat peut être relié au déplacement 

ou au réarrangement des molécules d’eau à l’interface de la membrane suite à la liaison du 

peptide avec les membranes (Gray et al., 1996). Ainsi, de par leur forte hydrophobicité, les 

peptides de fusion induiraient une déshydratation à la surface membranaire, favorable à la 

fusion. 

- Les peptides de fusion du virus de l’influenza A, du SIV, du HIV-1 et du virus de la 

Leucémie Féline (FLV) favorisent la courbure négative des bicouches lipidiques (Epand et 

Epand, 1994 ; Epand et al., 1994 ; Colotto et al., 1996 ; Epand, 1998 ; Davies et al., 1998 ; 

Pereira et al., 1999 ; Siegel et Epand, 2000). Une augmentation de la courbure négative des 

monocouches externes membranaires induit une augmentation de la formation 

d’intermédiaires de fusion (cf. chapitre 1.2.1. p.5). L’insertion des peptides de fusion dans la 

monocouche externe des membranes induirait donc une augmentation de la courbure négative 

de celle-ci, ce qui favoriserait la fusion. Cette proposition est renforcée par une étude récente 

qui montre une corrélation entre la capacité du peptide de fusion de HA2 à induire une 

courbure négative et sa capacité à induire la fusion (Epand et al., 2001). Il a été suggéré que la 

courbure induite par les peptides de fusion serait due à la capacité de ces peptides à former 

une structure en forme de cône inversé dans les membranes avec une section plus large dans 

la région hydrophobe que dans la région des têtes polaires lipidiques (Tatulian et Tamm, 

1996). Il est toutefois à noter que la capacité à induire une courbure membranaire négative 

n’est pas retrouvée pour tous les peptides de fusion. En effet, des mesures de la température 

de transition de bicouches de DiPoPE suggèrent que le peptide de fusion du virus Foamy 

n’induit pas de courbure négative au sein de la membrane et induirait donc la fusion via un 

autre mécanisme (Epand et Epand, 2001).  

- Durant la fusion, les membranes doivent se rompre puis se reformer afin de générer le 

pore de fusion. Longo et al. (1997) ont montré que le peptide de fusion de HA2 induit la 
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rupture des membranes. Par contre, un mutant non fusogène n’induit pas de rupture. Les 

peptides de fusion induiraient d’abord la rupture des monocouches externes, favorisant alors 

l’hémifusion (Epand, 2000). Ils diminueraient ensuite la tension de rupture au sein des 

structures d’hémifusion en amincissant les monocouches internes (Agirre et al., 2000). L’effet 

des peptides de fusion sur la rupture membranaire est conforté par le fait que les peptides de 

fusion de HA2, de gp41 et gp32 favorisent la formation de phases non lamellaires cubiques ou 

hexagonales au niveau de bicouches (Epand et al., 1994 ; Colotto et Epand, 1997 ; Pereira et 

al., 1999 ; Epand, 2000 ; El Kirat et al., 2006). Pour se former, ces structures nécessitent une 

rupture membranaire.  

- Il a également été montré que les peptides de fusion de gp41 et de HA2 forment des 

pores au sein de la membrane (Slepushkin et al., 1992 ; Schoch et Blumenthal, 1993). Cette 

propriété serait due à la capacité des peptides de fusion à s’auto-associer dans la membrane 

(Nieva et al., 1994 ; Pereira et al., 1997 ; Schwarz et Taylor, 1999 ; Pritsker et al., 1999 ; Nir 

et Nieva, 2000 ; Yang et al., 2001 ; Sackett et Shai, 2005). Ainsi, le mutant non fusogène V2E 

du peptide de fusion de gp41 est incapable de former de gros complexes, au contraire du 

peptide sauvage (Kliger et al., 1997). La formation de pores pourrait induire la fusion des 

monocouches externes, comme suggéré par Monck et Fernandez (1996).  

- Enfin des études récentes suggèrent un autre rôle des peptides de fusion : ils 

combleraient les vides existant au sein des structures d’hémifusion et diminueraient ainsi 

l’énergie de formation de ces structures (cf. chapitre 1.2. p.4 ; Haque et al., 2004, 2005). La 

formation de ces structures intermédiaires ainsi que la conversion de ces intermédiaires en 

pores de fusion seraient alors favorisées. 

 

Les différents résultats et propositions expliqués ci-dessus indiquent que l’insertion 

des peptides de fusion induit différents changements membranaires qui ont pour effet de 

diminuer l’énergie nécessaire à la formation de l’intermédiaire de fusion « stalk », et/ou du 

pore de fusion (Siegel et Epand, 1997 ; Siegel, 1999). Toutefois, des mutants des peptides de 

fusion de HA2 et gp41 capables de s’insérer dans la membrane mais incapables de la 

déstabiliser indiquent que d’autres paramètres que l’insertion interviennent dans le processus 

(Wharton et al., 1988 ; Rafalski et al., 1991 ; Gray et al., 1996 ; Kliger et al., 1997). De 

nombreuses études indiquent que la structure des peptides de fusion constitue un de ces 

paramètres. 
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 3.3. Peptide de fusion et structure 

 

Les peptides de fusion N-terminaux et internes sont sujets à des changements de 

conformation selon leur environnement (Davies et al., 1998 ; Chang et al., 2000 ; Pécheur et 

al., 2000 ; Suarez et al., 2003 ; Cheng et al., 2004). Par exemple, le peptide de fusion du HIV-

1 adopte une structure non ordonnée dans le DMSO (Buzon et al., 2005), une structure β dans 

un milieu aqueux (Slepushkin et al., 1992 ; Gordon et al., 2002) alors qu’en présence de 

lipides, il adopte un mélange α/β dont la proportion dépend de la composition lipidique, de 

l’environnement, de la pression latérale membranaire et du degré d’hydratation (Nieva et al., 

1994 ; Schwarz et Taylor, 1999 ; Castano et Desbat, 2005 ; Buzon et al., 2005). 

Comme déjà indiqué ci-dessus (cf. chapitre 3.1. p.19), les peptides de fusion sont 

riches en glycines (Table 1 ; Del Angel et al., 2002). Par exemple, celui de la gp41 contient 20 

% de glycines alors que celui de HA2 en contient 29 % (Tamm et al., 2002). Cette forte 

proportion en glycines permet d’expliquer la flexibilité structurale des peptides de fusion. De 

nombreuses études suggèrent que la plasticité structurale des peptides de fusion est cruciale 

pour le processus de fusion (Durell et al., 1997 ; Davies et al., 1998 ; Longo et al., 1998 ; 

Rodriguez-Crespo et al., 1999 ; Tamm et Han, 2000 ; Cheng et al., 2004 ; Wong, 2003). Il a 

ainsi été prédit que le peptide de fusion du HIV-1 et des mutants actifs présentent une 

flexibilité structurale alors que des mutants inactifs ne présentent aucune flexibilité (Wong, 

2003). Les glycines présentes au sein de ce peptide de fusion fourniraient la flexibilité 

structurale nécessaire à l’activité fusogène de celui-ci (Wong, 2003). L’implication des 

glycines dans la flexibilité des peptides de fusion a également été suggérée pour les peptides 

de fusion d’autres virus (Tamm et Han, 2000). Le remplacement des glycines des peptides de 

fusion des virus de l’influenza A et du virus de la leucémie murine de Moloney (MoMuLV) 

par des résidus plus volumineux diminuent l’activité fusogène de ces peptides (Rafalski et al., 

1991 ; Duzgunes et Gambale, 1988 ; Zhu et al., 1998 ; Han et al. 1999).  

Une des principales questions est de connaître la structure qu’adoptent les peptides de 

fusion lors de la fusion membranaire. Si les études réalisées à l’heure actuelle n’ont pas 

permis d’y répondre entièrement, elles ont tout de même permis de fournir les structures des 

peptides de fusion dans les membranes.  

De manière générale, la proportion en hélice α des peptides de fusion N-terminaux 

augmente en présence de lipides (Martin et al., 1994, 1996, 1999 ; Rodriguez-Crespo et al., 

1999). Une relation entre le taux d’hélicité du peptide de fusion de HA2 dans la membrane et 

sa fusogénicité a été montrée : sous forme majoritairement hélicoïdale, il induit la fusion alors 
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que sous conformation β, il en est incapable (Takahashi, 1990). De plus, des peptides mutants 

non fusogènes se replient majoritairement sous conformation β, au contraire du peptide de 

fusion sauvage (Gray et al., 1996). L’utilisation de techniques comme la résonance 

paramagnétique électronique (EPR), le dichroïsme circulaire (CD) ou la spectroscopie 

infrarouge par transformée de Fourier – réflexion totale atténuée (ATR-FTIR) ont confirmé 

que le peptide de fusion de HA2 adopte une structure majoritairement hélicoïdale dans les 

membranes (Luneberg et al., 1995 ; Macosko et al. 1997 ; Han et al., 1999 ; Tamm et al., 

2002). L’utilisation de ces techniques a également montré que les peptides de fusion de gp32 

du SIV et de la protéine F1 du virus de la maladie canine (CDV) sont majoritairement 

hélicoïdaux dans les membranes (Martin et al., 1994 ; Aranda et al., 2003). 

Alors que pour ces peptides de fusion N-terminaux, les études expérimentales 

indiquent une structure hélicoïdale membranaire, pour les peptides de fusion N-terminaux de 

la gp41 de HIV-1 et de la S2 du virus de l’hépatite B, les résultats divergent. Les études sur le 

peptide de fusion du virus de l’hépatite B montrent qu’en fonction de la souche virale, le 

peptide adopte une structure hélicoïdale ou β dans les membranes (Rodriguez-Crespo et al., 

1996, 1999). Celles réalisées sur le peptide de fusion de gp41 montrent qu’en fonction de sa 

longueur, de son environnement, du rapport peptide/lipide, de la composition membranaire ou 

encore de la technique d’analyse utilisée, le peptide adopte une structure majoritairement 

hélicoïdale (Rafalski et al., 1990 ; Gordon et al., 1992, 2002, 2004 ; Martin et al., 1993, 1996 ; 

Nieva et al., 1994 ; Zheng et al., 2006b ; Li et Tamm, 2007), majoritairement β (Rafalski et 

al., 1990 ; Pereira et al., 1997 ; Yang et al., 2001 ; Sackett et Shai, 2003, 2005 ; Zheng et al., 

2006b ; Qiang et al., 2007 ; Li et Tamm, 2007) ou un mélange de ces deux structures (Martin 

et al., 1993 ; Castano et Desbat, 2005 ; Saez-Cirion et Nieva, 2002 ; Buzon et al., 2005) dans 

les membranes. Des études suggèrent que la fusion est induite par le peptide de fusion de 

gp41 lorsqu’il adopte une structure β (Sackett et Shai, 2003, 2005 ; Buzon et al., 2005). 

Toutefois, il a été montré que le peptide de fusion de gp41 adopte une conformation β en 

présence de membranes dont il n’induit pas la fusion alors que la structure α est observée en 

présence de membranes dont il induit la fusion, suggérant que la structure β ne permettrait 

que l’agrégation des membranes alors que la structure α interviendrait dans la déstabilisation 

et la fusion membranaire (Rafalski et al., 1990). D’autres études suggèrent également que le 

peptide de fusion de gp41 induit la fusion lorsqu’il adopte une structure hélicoïdale (Martin et 

al., 1996 ; Gordon et al., 1992, 2002, 2004 ; Li et Tamm, 2007). Ces différences de résultats 
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suggèrent finalement que ces deux structures sont essentielles au bon déroulement de la 

fusion membranaire et renforce l’implication de la flexibilité structurale sur la fusion. 

 

Les peptides de fusion internes sont moins étudiés que les peptides de fusion N-

terminaux. En effet, seulement deux peptides de fusion internes de glycoprotéines de classe 

1 ont été étudiés : ceux du virus Ebola et du ASLV.  

Les études CD et IR réalisées sur le peptide de fusion interne du ASLV indiquent 

qu’en association avec des membranes modèles, la proportion en structure hélicoïdale de 

ce peptide augmente (Cheng et al., 2004). Les études RMN montrent que la région proche 

de la proline centrale passe d’une structure turn à une structure hélicoïdale lorsque des 

micelles de SDS, connues pour mimer les membranes, sont ajoutées. Ce peptide a donc des 

propriétés similaires à celles des peptides de fusion N-terminaux : il présente une flexibilité 

structurale et adopte une structure majoritairement hélicoïdale dans les membranes. 

Suivant les études et les conditions expérimentales, le peptide interne du virus Ebola 

adopte une structure β étirée (Suarez et al., 2003), hélicoïdale (Suarez et al., 2003 ; Freitas 

et al., 1997) ou en boucle dans les membranes (Gomara et al., 2004). L’étude réalisée par 

Suarez et al. (2003) suggère que ce peptide induit la perméabilisation de liposomes mais 

pas de fusion lorsqu’il adopte une structure hélicoïdale alors qu’il induit la fusion sous 

structure β. Les études de Gomara et al. (2004) montre, quant à elles, une relation entre la 

fusogénicité de ce peptide et sa capacité à adopter une structure en boucle. Deux autres 

études suggèrent que le peptide de fusion d’Ebola adopte une structure sous forme 

hélicoïdale dans la membrane. La première étude, entreprise par Adam et al. (2004), 

suggère que la capacité du peptide à induire la fusion est reliée à sa capacité à adopter une 

orientation oblique dans la membrane sous forme hélicoïdale. La deuxième étude, réalisée 

par Freitas et ses collèques en 2007, montre par mesure RMN que la conformation du 

peptide de fusion d’Ebola change de la structure étendue vers la structure hélicoïdale 

lorsqu’il interagit avec des micelles de SDS. Dans cet environnement qui mime les 

propriétés des membranes, la partie centrale de ce peptide adopte alors une hélice 3-10. 

Ces résultats contradictoires indiquent que le peptide de fusion interne du virus Ebola 

présente une flexibilité structurale, comme dans le cas des autres peptides de fusion 

(Suarez et al., 2003 ; Gomara et al., 2004). 
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Toutes ces données, obtenues sur les peptides de fusion internes et N-terminaux, 

indiquent que les peptides de fusion sont des peptides présentant une flexibilité structurale. 

Elles indiquent également un rôle de la structure hélicoïdale dans leur capacité à induire la 

fusion membranaire.  

 

4. Domaine transmembranaire 

 

En plus du peptide de fusion, d’autres régions des glycoprotéines virales interviennent 

lors de la fusion en interagissant avec les membranes (Schroth-Diez et al., 2000 ; Shai, 2000 ; 

Mobley et al., 2001, 2007 ; Peisajovich et Shai, 2003 ; Moreno et al., 2004, 2006). Le 

domaine transmembranaire fait partie de ces régions. Les différentes stratégies mises en place 

pour montrer l’implication du domaine transmembranaire lors de la fusion sont expliquées 

dans ce chapitre. Ce chapitre regroupe également les différentes hypothèses proposées dans la 

littérature pour expliquer le mode d’action de ce domaine.  

 

4.1. Substitution du domaine transmembranaire par une ancre lipidique 

 

Les premières analyses de l’effet du domaine transmembranaire sur la fusion furent 

des expériences de substitution de toute l’ancre transmembranaire par une ancre lipidique, 

l’ancre glycosylphosphatidylinositol (GPI). Lorsque les segments transmembranaires de HA2 

du virus de l’Influenza (Kemble et al., 1994), de gp41 du HIV-1 (Salzwedel et al., 1993 ; 

Weiss et White, 1993), de la protéines G du VSV (Odell et al., 1997) ou de gp 70 du 

MoMuLV (Raghed et Anderson, 1994) sont remplacés par une ancre GPI, les glycoprotéines 

correspondantes perdent leur capacité à induire la fusion. Dans le cas des chimères HA2-GPI, 

il a été montré que la fusion reste bloquée au stade hémifusion ou au stade de pores non 

élargis (Kemble et al., 1994 ; Melikyan et al., 1995 ; Razinkov et al., 1999 ; Markosyan et al., 

2000).  

Ces études de substitution ont permis de conclure que le domaine transmembranaire 

et/ou le domaine cytoplasmique (qui manque également au niveau de ces chimères de 

glycoprotéines) intervien(nen)t dans les étapes de la fusion. Dans le cas de HA2, il a été 

montré que la perte du domaine cytoplasmique n’affecte pas la fusion (Jin et al., 1994 ; 

Melikyan et al., 1997). Ce résultat suggère que l’inhibition de fusogénicité de HA2 est induite 

par la perte du domaine transmembranaire (Cohen et Melikyan, 2004).  



- Introduction - 

28 

4.2. Substitution du domaine transmembranaire par un autre domaine protéique  

 

Des substitutions du domaine transmembranaire des glycoprotéines de fusion par 

l’ancre transmembranaire d’autres protéines membranaires ont également été réalisées. Dans 

ce cas, le domaine cytoplasmique de la glycoprotéine de fusion est conservé. Les résultats 

diffèrent selon les études. En effet, certaines études montrent qu’il suffit que les 

glycoprotéines virales soit ancrées via un quelconque domaine protéique pour qu’elles 

induisent la fusion. Ainsi, la fusion est toujours complète lorsque le domaine 

transmembranaire de HA2, de gp46 du virus T lymphotrope humain (HTLV) et de la protéine 

F du virus de Sendai est remplacé par le domaine transmembranaire d’une autre protéine 

virale également impliquée dans la fusion (Denesvre et al., 1995 ; Schroth-Diez et al., 1998 ; 

Melikyan et al ., 1999 ; Kozerski et al., 2000). La fusogénicité de HA2 et de gp41 du HIV-1 

est également conservée lorsque leur domaine transmembranaire est remplacé par celui d’une 

protéine non impliquée dans la fusion (Wilk et al., 1996 ; Melikyan et al ., 1999 ; Kozerski et 

al., 2000). Par contre, d’autres études montrent que le domaine transmembranaire des 

glycoprotéines virales doit être spécifique pour que la fusion soit conservée. En effet, lorsque 

le domaine transmembranaire de gp41 est remplacé par celui de la protéine G du virus VSV, 

une autre glycoprotéine de fusion, ou par celui de la protéine GpA, une protéine non 

fusogène, la fusogénicité de la glycoprotéine diminue fortement (Miyauchi et al., 2005). Ces 

résultats contradictoires indiquent donc que pour induire la fusion, certaines glycoprotéines de 

fusion virales doivent être ancrées via un domaine transmembranaire spécifique alors que 

d’autres ont seulement besoin d’être ancrées via un domaine transmembranaire protéique 

quelconque (Schroth-Diez et al., 2000). 

 

4.3. Diminution de la longueur du domaine transmembranaire 

 

Des études de délétion montrent que le domaine transmembranaire de HA2, de 

gp41, de gp48 du virus Foamy, de p15E du MoMuLV et de la protéine S du virus de l'hépatite 

murine (MHV) doit être suffisamment long pour que la fusion soit complète (Owens et al., 

1994 ; Bos et al., 1995 ; Pietschmann et al., 2000 ; Melikyan et al., 2000 ; Armstrong et al., 

2000). Dans le cas de HA2, il a été montré que lorsque le domaine transmembranaire de 27 

résidus est raccourcit à 15 résidus, la fusion est bloquée au stade d’hémifusion (Armstrong et 

al., 2000). Par contre, lorsque le domaine contient au moins 17 résidus, la fusion est complète. 
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Cette étude indique que HA2 a besoin d’un domaine suffisamment long pour induire la 

transition de l’hémifusion à la fusion. 

 

4.4. Mutations au niveau du domaine transmembranaire 

 

La substitution ou la délétion d’un seul résidu du domaine transmembranaire de gp41, 

de HA2, de gp48 du virus Foamy, de p15E du MoMuLV, de la protéine S du MHV ou de la 

protéine F du virus Measles annule l’activité fusogène des glycoprotéines (Helseth et al., 

1990 ; Owens et al., 1994 ; Bos et al., 1995 ; Caballero et al., 1998 ; Taylor et Sanders, 1999 ; 

Melikyan et al., 1999, 2000 ; Pietschmann et al., 2000). Certaines mutations ne suppriment 

pas la fusogénicité des glycoprotéines mais peuvent la diminuer de manière drastique (Taylor 

et Sanders, 1999). D’après ces résultats, il apparaît que la présence et la localisation des 

résidus chargés, des glycines et des prolines au sein des domaines transmembranaires soient 

importantes pour le potentiel fusogène de ces glycoprotéines. Toutefois, d’autres études 

montrent que le remplacement de ces résidus n’a pas d’effet significatif sur la fusion induite 

par gp41 et HA2 (Wilk et al., 1996 ; Armstrong et al., 2000 ; Miyauchi et al., 2005). Ces 

résultats confirment les études de substitution des domaines transmembranaires (cf. chapitre 

4.2. p.28) : la spécificité de séquence du domaine transmembranaire ne semble être requise 

que pour certains virus, voir certaines souches virales (Schroth-Diez et al., 2000). 

 

4.5. Fusogénicité de peptides correspondant au domaine transmembranaire de 

glycoprotéines virales 

 

Le peptide correspondant au domaine transmembranaire de la protéine G du virus 

VSV induit la fusion et la perméabilisation de liposomes (Langosch et al., 2001a ; Dennison 

et al., 2002). Des mutations qui diminuent la fusogénicité de la glycoprotéine entière induisent 

également une diminution de la fusogénicité du peptide (Langosch et al., 2001a). Ces résultats 

suggèrent que le domaine transmembranaire de cette glycoprotéine de fusion a des capacités 

fusogènes intrinsèques. 

Des études sur le peptide correspondant au domaine transmembranaire de HA2 du 

virus de l’influenza A indiquent que ce peptide induit une déshydratation de la surface de la 

membrane dans laquelle il est ancré (Tatulian et Tamm, 2000). Les mesures d’échange 

d’hydrogène des amides de ce peptide indiquent également qu’une grande partie de son hélice 

est accessible à l’eau, suggérant que ce peptide est capable de former des pores dans la 



- Introduction - 

30 

membrane (Tatulian et Tamm, 2000). D’autres études montrent que des peptides de 15 à 18 

résidus correspondant à une partie du domaine transmembranaire de gp41 et de la protéine S2 

du virus du SARS induisent la perméabilisation de liposomes (Guillen et al., 2005 ; Moreno et 

al., 2006). La fusion de liposomes a également été mesurée en présence des peptides 

correspondant à une partie du domaine transmembranaire de gp41 (Moreno et al., 2006).  

 

4.6. Hypothèses sur le mode d’action du domaine transmembranaire lors de la 

fusion 

 

Les études de substitutions, de délétions et de mutations du domaine transmembranaire 

des glycoprotéines virales ainsi que les études sur les peptides synthétiques indiquent que le 

domaine transmembranaire des glycoprotéines virales intervient lors de la fusion. De 

nombreuses études suggèrent que le domaine transmembranaire intervient d’abord dans la 

fusion de manière indirecte :  

- Le domaine transmembranaire interviendrait dans la conformation de la glycoprotéine 

de fusion. En effet, il a été montré que lorsque la glycoprotéine de fusion du virus rabique 

n’est pas ancrée à la membrane, elle adopte une conformation inactive (Gaudin et al., 1999). 

Par contre, son ancrage via son domaine transmembranaire est suffisant pour avoir une 

glycoprotéine active et repliée sous sa forme native.  

- Le domaine transmembranaire interviendrait également dans la fusion en permettant au 

trimère de se former. En effet, des études de mutations sur la glycoprotéine du virus du SARS 

montrent que la trimérisation de ce domaine induit la trimérisation de la glycoprotéine entière 

alors que la perte de trimérisation de ce domaine induit la perte de trimérisation de la protéine 

(Arbely et al., 2006). D’autres études suggèrent également que les trimères de HA2 sont 

stabilisés par l’oligomérisation du domaine transmembranaire (Doms et Helenius, 1986 ; 

Kemble et al., 1993). 

- Il a également été montré que le remplacement du domaine transmembranaire de HA2 

par une autre ancre transmembranaire protéique induit une perte de la capacité de HA2 à 

s’associer avec les rafts (Scheiffele et al., 1997). De nombreuses données suggèrent un rôle 

des rafts dans le processus de fusion virale (Campbell et al., 2001 ; Liao et al., 2003; Chazal et 

Gerlier, 2003). Les rafts serviraient de plate-formes pour les glycoprotéines de fusion, 

permettant alors leur concentration dans une zone restreinte membranaire et facilitant ainsi la 

fusion (Takeda et al., 2003). De plus, les deux constituants principaux des rafts, le cholestérol 

et les sphingolipides, auraient également des propriétés physico-chimiques propices à la 



- Introduction - 

 31

fusion (Coorssen et Rand., 1990; Salaün et al., 2004). La localisation du domaine 

transmembranaire des glycoprotéines au niveau des rafts favoriserait donc la fusion en 

augmentant la concentration des glycoprotéines et de lipides propices à la fusion au niveau du 

site de fusion.  

 

Il a également été proposé que le domaine transmembranaire intervienne directement 

dans la fusion. Différents mécanismes selon lesquels le domaine transmembranaire agirait lors 

de la fusion ont été suggérés : 

- De par leur hydrophobicité élevée, les domaines transmembranaires des glycoprotéines 

virales pourraient induire une déshydratation de la surface membranaire, favorable à la fusion 

membranaire. (cf. chapitre 4.5. p.29; Tatulian et Tamm, 2000).  

- Le domaine transmembranaire des glycoprotéines de fusion virales pourrait stabiliser les 

interstices vides existant au sein des intermédiaires de fusion (cf. chapitre 1.2. p.5 ; Lentz, 

2006). Ce domaine diminuerait alors l’énergie nécessaire pour induire l’hémifusion.  

- Le domaine transmembranaire pourrait également déstabiliser l’hémifusion, permettant 

la formation du pore de fusion (Melikyan et al., 1995). Dans le cas de HA2, un modèle appelé 

« elastic coupling » a été proposé (Figure 11). Dans ce modèle, le domaine transmembranaire 

est mécaniquement couplé à l’ectodomaine de HA2. Après hémifusion, l’ectodomaine de 

HA2 se retrouve sous conformation post-fusion. Le domaine transmembranaire va alors subir 

une réorientation qui va « casser » l’intermédiaire d’hémifusion et fournir le pore de fusion. 

Cette hypothèse est renforcée par les études montrant que le domaine transmembranaire des 

glycoprotéines doit être suffisamment long pour induire la fusion complète (cf. chapitre 4.3. 

p.28). Un domaine transmembranaire trop petit serait incapable de fournir une tension 

suffisante pour déstabiliser le diaphragme d’hémifusion (Armstrong et al., 2000).  

Dans le cas du VSV, il a été suggéré que la flexibilité structurale du domaine 

transmembranaire intervient dans la déstabilisation de l’intermédiaire d’hémifusion 

(Langosch et al., 2001a ; Dennison et al., 2002). Cette flexibilité induirait une cassure au 

niveau de l’hélice transmembranaire qui déstabiliserait l’intermédiaire (Cleverley et Lenard, 

1998). Les glycines joueraient un rôle dans la cassure de l’hélice transmembranaire puisque le 

peptide transmembranaire où les glycines sont remplacées par des alanines adopte une 

structure plus hélicoïdale que le peptide sauvage et induit moins de fusion (Langosch et al., 

2001a ; Dennison et al., 2002). Récemment, il a été montré qu’un peptide transmembranaire 

modèle induit plus de fusion lorsqu’il contient des acides aminés connus pour déstabiliser la 

conformation hélicoïdale (Hofmann et al., 2004), confirmant le rôle de la flexibilité 
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structurale sur la fusogénicité des domaines transmembranaires. La forte proportion en 

glycines des domaines transmembranaires des glycoprotéines virales de classe 1, suggère que 

ces domaines ont une flexibilité intervenant dans la fusion. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- Le domaine transmembranaire des glycoprotéines virales interagirait avec d’autres 

domaines protéiques pour que les dernières étapes de la fusion se déroulent. Des études de 

mutations sur HA2 suggèrent que le domaine transmembranaire interagit avec le peptide de 

fusion (Cohen et Melikyan, 2004). D’autres suggèrent que le domaine transmembranaire 

interagirait de manière spécifique avec le domaine cytoplasmique pour induire les dernières 

étapes de la fusion (Melikyan et al., 1999). En effet, la fusion est plus importante lorsque le 

domaine transmembranaire et le domaine cytoplasmique proviennent d’une même protéine 

(Melikyan et al., 1999). Toutefois, cette suggestion est remise en cause par d’autres études 

montrant que ni la séquence spécifique ni la longueur du domaine cytoplasmique de HA2 et 

gp41 n’est cruciale dans la fusion (Roth et al., 1986 ; Wilk et al., 1992, 1996 ; Jin et al., 1994 ; 

Schroth-Diez et al., 1998 ; Kozerski et al., 2000).  

 

Les différentes études indiquent donc que le domaine transmembranaire des 

glycoprotéines virales a, en plus d’un rôle d’ancrage, un rôle dans la fusion. Il favoriserait la 

formation et/ou la déstabilisation de l’hémifusion, étapes indispensables lors de la fusion.  

 
 
Figure 11 : Modèle « elastic coupling » pour la fusion induite par HA2. Dans le cas 
de HA2 sauvage (haut), le domaine transmembranaire va induire la déstabilisation du 
diaphragme d’hémifusion et permettre la formation du pore. Dans le cas de 
l’ectodomaine HA2 couplé à une ancre GPI (HA2-GPI ; bas), la GPI ne peut 
déstabiliser le diaphragme d’hémifusion. Figure adaptée de Melikyan et al. (1995) 
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5. Les peptides obliques 
 

En 1988, Brasseur et ses collègues ont montré par modélisation moléculaire que, 

lorsqu’il est replié en hélice α, le peptide de fusion de la glycoprotéine virale du virus de la 

maladie de Newcastle adopte un angle de 55° dans une monocouche de DPPC, suggérant une 

insertion oblique de ce peptide dans la membrane (Brasseur et al., 1988a). Ce fût la première 

fois qu’une telle orientation fût prédite.  

 

5.1. Hélices insérées obliquement dans les membranes 

 

Quelques années plus tard, l’équipe du professeur Brasseur a également prédit une 

insertion membranaire oblique des peptides de fusion des virus de la rougeole, de l’influenza 

A, Ebola, Sendai et des virus HIV-1, SIV et BLV lorsqu’ils sont hélicoïdaux (Brasseur et al., 

1988b, 1990 ; Peuvot et al., 1999 ; Lins et al., 2001 ; Adam et al., 2004). Une insertion 

membranaire oblique du peptide de fusion de HA2 et de gp41 a également été prédit par des 

études de modélisation entreprises par d’autres laboratoires (Efremov et al., 1999; Kamath et 

Wong, 2002 ; Maddox et Longo, 2002 ; Sammalkorpi et Lazaridis, 2007).  

L’orientation oblique des peptides de fusion sous forme hélicoïdale a été confirmée 

par des analyses expérimentales. L’utilisation de l’ATR-FTIR a permis de mesurer un angle 

de 50°, 45°, 37° et 50° respectivement entre le peptide de fusion du HIV-1 (Martin et al., 

1996), du virus de l’influenza A (Luneberg et al., 1995), d’ASLV (Cheng et al., 2004) du SIV 

(Martin et al., 1994) et la surface membranaire. D’autres techniques expérimentales ont été 

utilisées pour déterminer plus précisément l’interaction de peptides avec la membrane. 

L’analyse EPR du peptide de fusion de HA2 indique que la partie hélicoïdale s’insère à 

environ 15 Å des groupes phosphates avec un angle de 25° (Macosko et al., 1997). Les 

analyses ESR et FTIR ont montré que ce peptide se lie fortement aux membranes, et s’y 

insère obliquement (Luneberg et al., 1995). Enfin, l’utilisation de l’EPR et la RMN a permis 

de déterminer la structure complète et l’orientation de ce peptide dans un milieu mimant les 

membranes, des micelles de dodécyl-phosphocholine (DPC), confirmant que l’extrémité N-

terminale de ce peptide adopte une structure hélicoïdale orientée obliquement (Han et al., 

2001). Par diffraction de neutrons, l’équipe de Bradshaw a, quant à elle, confirmé que le 

peptide de fusion du SIV pouvait s’insérer dans la membrane sous forme hélicoïdale avec un 

angle de 35° par rapport à la surface à la bicouche (Bradshaw et al., 2000).  
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En plus des peptides de fusion viraux, d’autres peptides ont également été prédits ou 

mesurés comme obliques dans les membranes lorsqu’ils sont hélicoïdaux (Martin et al., 

1998 ; Lambert et al., 1998 ; Decout et al. 1999 ; Lins et al., 2001 ; Ravault et al., 2005 ; 

Nguyen et al., 2006). Ces peptides ont été découverts au niveau de protéines variées, comme 

la fertiline, les apolipoprotéines (Apo), les enzymes lypolitiques, les séquences signal, les 

protéines membranaires, les protéines antiangiogénèse et les protéines neurotoxiques (Martin 

et al., 1998 ; Brasseur, 2000 ; Lins et al., 2001 ; Nguyen et al., 2006). Récemment, une 

orientation membranaire oblique a également été prédite pour un peptide de novo composé 

d’acides aminés non naturels (Lins et al., 2006), indiquant que cette orientation n’est pas 

spécifique à des fragments de protéines biologiques.  

De par leur capacité à adopter une orientation oblique dans la membrane, tous ces 

peptides ont été appelés « peptides obliques ».  

 

5.2. Peptide oblique et structure 

 

La structure des peptides de fusion dépend fortement de son environnement (cf. 

chapitre 3.3. p.24). Il en est de même pour les autres peptides obliques. Par exemple, le 

peptide oblique de la protéine prion adopte une structure majoritairement hélicoïdale dans des 

micelles de SDS ; hélice qui disparaît dans un milieu aqueux (Pillot et al., 1997). Tout comme 

les peptides de fusion, les autres peptides obliques contiennent une proportion importante de 

petits résidus (alanine, glycine), expliquant leur polymorphisme structural. Lorsque les 

peptides obliques sont repliés sous forme hélicoïdale, une face est généralement plus riche en 

glycines (Bosch et al., 1989 ; White, 1990, 1992 ; Delahunty et al., 1996 ; Martin et al., 1999 ; 

Harris et al., 2000 ; Phoenix et al., 2002). Cette distribution asymétrique en résidus glycines a 

été utilisée récemment pour détecter de nouveaux peptides obliques (Daman et al., 2001). 

La labilité structurale des peptides obliques semble importante pour leurs propriétés 

ainsi que pour celles des protéines contenant un peptide oblique. Il a ainsi été proposé que 

durant les processus pathologiques induits par la protéine prion (PrP), le polymorphisme 

structural de la zone protéique 119-137, contenant le peptide oblique, joue un rôle dans la 

déstabilisation membranaire et induit l’agrégation protéine-protéine à la surface membranaire 

(Saez-Cirion et al., 2003). 
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5.3. Une asymétrie hydrophobe à l’origine de l’orientation oblique 

 

Malgré la faible homologie de séquence entre peptides obliques, ils possèdent des 

caractères communs, étant notamment majoritairement hydrophobes. La répartition de 

l’hydrophobicité des peptides obliques diffère de celle des hélices amphipatiques (adoptant 

une orientation parallèle par rapport à la surface membranaire) ou transmembranaires 

(orientation perpendiculaire par rapport à la surface membranaire) (Brasseur, 1991, 2000 ; 

Brasseur et al., 1997 ; Rahman et al., 1997 ; Decout et al., 1999 ; Phoenix et al., 2002 ; 

Thomas et Brasseur, 2006). En effet, les peptides obliques présentent un gradient 

d’hydrophobicité le long de l’axe de leur hélice (Figure 12 ; Brasseur, 1991, 2000 ; Lins et al., 

2001). Par contre, sous forme β, les peptides obliques ne présentent pas ce gradient (Brasseur, 

2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figure 12 : Mode d’association de peptides avec la membrane. 
(a) : peptides très hydrophobes formant un canal 
transmembranaire.  
(b) : peptide amphiphile adsorbé à la surface membranaire.  
(c) : peptides très hydrophiles entourant des phospholipides  
(d) : peptide totalement hydrophobe formant un peptide 
transmembranaire.  
(e) : peptide avec un gradient d’hydrophobicité le long de l’axe 
de son hélice s’orientant obliquement dans la membrane : peptide 
oblique.  
Phi : hydrophile (en vert) ; Pho : hydrophobe (en orange). 
Figure de Brasseur et al., 1997. 
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Le gradient hydrophobe est responsable de l’orientation oblique des peptides. 

L’extrémité la plus hydrophobe de l’hélice s’insère profondément dans le cœur apolaire 

membranaire alors que l’autre extrémité, plus hydrophile se localise préférentiellement au 

niveau des têtes polaires ou du milieu aqueux (Perez-Mendez et al., 1998). L’importance du 

gradient hydrophobe pour l’orientation des peptides obliques a été confirmée par des études 

de mutations. Des mutations modifiant le gradient d’hydrophobicité modifient l’orientation 

des peptides (Decout et al., 1999 ; Lins et al., 2001, 2002).  

Les peptides de fusion du virus Ebola, du SIV et du BLV faisant partie des peptides 

obliques, leur orientation membranaire est également reliée à leur profil hydrophobe. En effet, 

il a été prédit que la perte du gradient hydrophobe de ces peptides de fusion correspond à la 

perte de l’orientation oblique pour une orientation parallèle ou perpendiculaire (Horth et al., 

1991 ; Vonèche et al. 1992 ; Adam et al., 2004). Par contre, l’orientation oblique de ces 

peptides est récupérée suite à la restauration du gradient hydrophobe. 

La présence d’un gradient hydrophobe au sein d’un peptide oblique est utilisée à 

l’heure actuelle pour rechercher la présence de tels motifs dans les protéines. De nombreuses 

méthodes permettent d’identifier le profil hydrophobe d’une protéine et ainsi d’identifier la 

présence d’un peptide oblique. Les méthodes Jähnig et Hydrophobic Cluster Analysis (HCA) 

reposent sur l’analyse de l’hydrophobicité de la séquence des protéines (Gaboriaud et al., 

1987 ; Jähnig, 1990). La méthode Molecular Hydrophobicity Potential (MHP) permet de 

visualiser la répartition de l’hydrophobicité le long d’un peptide modélisé (Brasseur, 1991). 

Ces méthodes sont généralement associées pour prédire l’existence d’un peptide oblique dans 

une protéine (Adam et al., 2004).  

 

5.4. Relation obliquité-fusogénicité 

 

Tout comme les peptides de fusion, les autres peptides obliques induisent la fusion et 

la perméabilisation de liposomes (Pillot et al., 1996, 1997 ; Perez-Mendez et al., 1998 ; 

Lambert et al., 1998 ; Martin et al., 1998 ; Decout et al., 1999 ; Lins et al., 2002 ; Lorin et al., 

2004 ; Nguyen et al., 2006 ; Crowet et al., 2007). Les peptides obliques de la PrP, de α-

synucléine, de la protéine prolactine et du peptide β-amyloïde (Aβ) provoquent également la 

mort cellulaire, confirmant le pouvoir déstabilisateur de ces peptides (Pillot et al., 1999, 

2000 ; Haïk et al., 2000 ; Nguyen et al., 2006 ; Crowet et al., 2007).  

Cette propriété n’est pas liée au simple caractère hydrophobe des peptides obliques, 

leur permettant de s’insérer dans les membranes. En effet, des mutants des peptides obliques 
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des protéines ApoC-III (Lins et al., 2002), Apo A-II (Lambert et al., 1998), lécithine 

cholestérol acyltransférase (Perez-Mendez et al., 1998 ; Decout et al., 1999), Aβ (Pillot et al., 

1996) et PrP (Pillot et al., 1997) induisent moins de déstabilisation membranaire que les 

peptides sauvages alors que l’hydrophobicité générale est conservée. Par contre, ces études 

indiquent que la perte de l’orientation oblique coïncide avec la perte du pouvoir fusogène des 

peptides obliques (Pillot et al., 1996, 1997 ; Lambert et al., 1998 ; Perez-Mendez et al., 1998 ; 

Decout et al., 1999 ; Lins et al., 2002). Lorsque le caractère oblique des peptides est restauré 

par de nouvelles mutations, sa fusogénicité est également retrouvée (Lins et al., 2002 ; Pillot 

et al., 1996, 1997 ; Perez-Mendez et al., 1998 ; Lambert et al., 1998). Puisque l’orientation 

oblique des peptides est gouvernée par la présence d’une distribution asymétrique le long de 

l’axe de l’hélice (cf. chapitre 5.3. p.35), la perte de ce gradient induit une perte de fusogénicité 

des peptides (Perez-Mendez et al., 1998 ; Decout et al., 1999 ; Lins et al., 2002).  

La même relation entre obliquité et fusogénicité a également été mesurée pour les 

peptides de fusion par modélisation moléculaire et analyses FTIR. Des peptides de fusion 

perdant leur orientation oblique dans la membrane suite à des mutations perdent également 

leur capacité à déstabiliser les liposomes (Martin et al., 1994, 1996 ; Maddox et Longo, 2002 ; 

Adam et al., 2004). Une relation entre l’obliquité du peptide de fusion et l’activité fusogène 

de la glycoprotéine entière a également été mesurée pour gp30 de BLV et gp32 de SIV (Horth 

et al., 1991 ; Vonèche et al., 1992). Les résultats obtenus pour ces deux peptides de fusion 

indiquent que plus l’hélice de ces peptides adopte un angle proche de 45° par rapport à la 

surface membranaire, plus la déstabilisation membranaire est grande (Brasseur, 2000).  

L’orientation oblique qu’adoptent les hélices semble donc être le mécanisme 

responsable de la fusion membranaire. Il a été suggéré que l’insertion oblique désorganise le 

parallélisme des chaînes acylées lipidiques et par conséquent induit l’apparition d’une 

courbure négative au niveau des membranes (Brasseur, 2000 ; Bradshaw et al., 2000 ; Epand, 

2000). De nombreux résultats vont dans le sens de cette hypothèse. Tout d’abord, il a été 

montré par modélisation moléculaire, via Hypermatrice, que les peptides obliques induisent 

une perturbation de l’organisation de monocouches de lipides (Brasseur et al., 1990). Les 

lipides, qui en l’absence de peptide s’organisent en structure lamellaire avec une courbure 

positive, adoptent une courbure négative lorsque des peptides obliques y sont insérés. 

D’autres programmes informatiques montrent également que le peptide de fusion de gp41 

induit une déstabilisation membranaire lorsqu’il s’insère obliquement dans celle-ci (Kamath 

et Wong, 2002). De même, le peptide oblique de la protéine Aβ induit la formation de 

structures lipidiques non-lamellaires ainsi qu’une courbure négative à l’interface 
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membrane/eau (Mingeot-Leclercq et al. 2002, 2003). Par contre, il perd son caractère 

déstabilisateur lorsque du piracétam, une molécule qui induirait une courbure positive au 

niveau membranaire, est ajouté (Mingeot-Leclercq et al., 2003). Il a également été montré que 

les peptides de fusion viraux de gp32 et de HA2 ainsi que le peptide oblique de la fertiline 

diminuent la température de transition phase lamellaire-phase hexagonale de bicouches 

lipidiques (Epand et al., 1994, 2001 ; Martin et al., 1998). Par contre, des mutants des 

peptides de fusion de gp32 et de HA2 adoptant une orientation perpendiculaire n’ont aucun 

effet sur la température de transition (Epand et al., 1994, 2001). L’insertion oblique du 

peptide sous forme hélicoïdale élargirait plus le centre de la bicouche que la surface, ce qui 

favoriserait la courbure négative des membranes et la formation de phases non-lamellaires 

(Martin et al., 1998). 

 

 

 

Remarques : Les informations comprises dans les chapitres 1, 2, 3 et 5 sont en grande partie 

reprises dans l’article intitulé «Implication des peptides de fusion des glycoprotéines de fusion 

virales de classe I dans la fusion membranaire » accepté pour publication dans la revue 

Biotechnologie, Agronomie, Société et Environnement (BASE). Les informations concernant 

les liposomes, leurs propriétés membranaires et leur application dans l’analyse de la fusion 

comprises dans les chapitres 1, 3, 5 sont reprises en partie dans l’article intitulé « Les 

liposomes : description, fabrication et applications » publié en 2004 dans la revue 

Biotechnologie, Agronomie, Société et Environnement (BASE). Ces deux articles sont 

localisés en annexe. 
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La fusion est un processus impliquant la réorganisation de deux membranes en une 

seule. Elle se déroule lors de nombreux processus biologiques, comme lors de l’entrée de 

virus enveloppés dans les cellules cibles. Dans ce cas, la fusion est contrôlée par des 

glycoprotéines de fusion virales. Des études de mutations et de substitutions montrent que la 

région du peptide de fusion et le domaine transmembranaire de ces glycoprotéines 

interviennent directement dans la fusion. De plus, des peptides correspondant à ces deux 

régions sont également capables d’induire la fusion de membranes in vitro (cf. chapitres 3.2 

p.21 et 4.5 p.29).  

Malgré la découverte des régions directement impliquées dans la fusion et le 

développement de méthodes de plus en plus sensibles, les mécanismes de la fusion ne sont 

pas complètement élucidés. Le but de ce travail est de mieux caractériser les interactions entre 

ces régions et les membranes et leur implication dans la fusion membranaire.  

 

Dans la première partie de ce travail, nous avons analysé l’interaction membranaire 

des peptides de fusion des virus HIV-1 et BLV. Ces peptides de fusion sont capables 

d’adopter une orientation oblique sous forme hélicoïdale dans la membrane (cf. chapitre 5.1. 

p.33). Ils font donc partie de la classe des peptides obliques. Une relation directe entre la 

capacité des peptides à s’orienter obliquement et leur fusogénicité a précédemment été 

observée (cf. chapitre 5.4. p.36). Lors de ce travail, nous nous sommes basés sur cette relation 

obliquité/fusogénicité pour développer une méthode originale permettant de prédire la région 

des peptides de fusion du HIV-1 et du BLV suffisante pour induire une déstabilisation 

membranaire significative. Nous avons également prédit l’effet de mutations sur l’insertion 

membranaire des peptides de fusion du HIV-1 et du BLV. Nous avons ensuite vérifié la 

validité de ces prédictions par des tests in vitro.  

 

De nombreuses études sur les peptides obliques, dont font partie certains peptides de 

fusion, suggèrent que ce sont des peptides labiles d’un point de vue structural (cf. chapitre 

5.2. p.34). Cette labilité serait importante dans les propriétés fusogènes de ces peptides. Dans 

la deuxième partie du travail, nous nous sommes intéréssés à la relation entre peptide oblique 

et labilité structurale en nous posant la question suivante : est-ce qu’un peptide connu pour sa 

labilité structurale peut être un peptide oblique ? Pour répondre à cette question, nous avons 

analysé le peptide caméléon, un peptide de novo dont la structure dépend de l’emplacement 

dans une protéine. Dans cette partie, nous avons de nouveau combiné des approches de 

modélisation moléculaire et de biophysique expérimentale. 
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Le domaine transmembranaire des glycoprotéines virales intervient lors de la fusion 

virale. La séquence et la longueur du domaine transmembranaire de nombreuses 

glycoprotéines virales semblent avoir une grande importance dans la fusogénicité de celles-ci 

(cf. chapitres 4.3. p.28 et 4.4. p.29). Dans la dernière partie du travail, nous avons caractérisé 

les propriétés membranaires et fusogènes d’un peptide transmembranaire modèle appelé 

KALR. De par sa séquence, KALR mime les domaines transmembranaires hélicoïdaux des 

protéines membranaires. En effet, ce peptide contient des résidus promoteurs de la structure 

hélicoïdale et est composé d’un cœur hydrophobe entouré de résidus polaires chargés 

positivement. Trois peptides KALRs ont été construits pour étudier l’influence de la longueur 

du cœur hydrophobe sur les propriétés membranaires et fusogènes de ce peptide. 
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1. Le peptide correspondant aux 12 résidus N-terminaux de la gp41 du HIV 

est le peptide minimal suffisant pour induire la déstabilisation significative 

in vitro de membranes mimant celles des lymphocytes T.  

 

1. Lorin, A., Charloteaux, B., Crowet, J. M., Stroobant, V., Lins, L., Thomas, A. 

& Brasseur, R. (2006) The N-terminal 12 Residue Long Peptide of HIV gp41 is 

the Minimal Peptide Sufficient to Induce Significant T-cell-like Membrane 

Destabilization in Vitro. Journal of Molecular Biology 359, 597–609 

 
De nombreux peptides de fusion, dont celui du HIV-1, sont des peptides obliques. Ils 

sont capables de s’orienter obliquement dans les membranes sous forme hélicoïdale (Martin et 

al., 1994, 1996 ; Brasseur et al., 2000 ; Lins et al., 2001). Une relation entre la fusogénicité 

des peptides de fusion du HIV-1 et du SIV et leur orientation dans la membrane a 

précédemment été démontrée : une perte de l’obliquité de ces peptides dans les membranes 

correspond à une perte de leur fusogénicité (Martin et al., 1994, 1996). Cette relation a 

également été mise en évidence pour d’autres peptides obliques (Pillot et al., 1996, 1997 ; 

Lambert et al., 1998 ; Perez-Mendez et al., 1998 ; Decout et al., 1999 ; Lins et al., 2002).  

Malgré le nombre relativement élevé d’études sur les peptides de fusion, la région de 

ces peptides intervenant dans la fusion n’est pas connue. Par exemple, selon les publications, 

le peptide de fusion du HIV-1 correspond soit aux 16 (Martin et al., 1993 ; Kamath et Wong, 

2002 ; Wong, 2003), 23 (Pereira et al., 1995, 1999 ; Delahunty et al., 1996 ; Yang et al., 

2001 ; Gordon et al., 2002) ou 33 (Pritsker et al., 1999) premiers résidus de gp41. Dans ce 

travail, nous nous sommes intéressés à déterminer le peptide de fusion minimal, c’est à dire le 

plus petit peptide de fusion induisant une déstabilisation membranaire significative.  

La relation existant entre le potentiel fusogène des peptides obliques et leur capacité à 

s’insérer obliquement dans la membrane a été utilisée pour développer une méthode de 

prédiction originale des peptides de fusion minimaux. Cette méthode considère le peptide de 

fusion minimal comme le plus petit peptide hélicoïdal avec une insertion membranaire 

oblique optimale, c’est à dire avec un angle d’insertion le plus proche de 45° par rapport à la 

surface membranaire. L’algorithme IMPALA qui a précédemment permis de prédire de 

manière correcte l’insertion de peptides dans la membrane a été utilisé pour déterminer 

l’angle d’insertion des peptides de fusion selon leur longueur (Ducarme et al., 1998).  
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Nous avons d’abord appliqué cette méthode au peptide de fusion de la souche BRU du 

HIV-1. Pour cette souche, Gordon et ses collaborateurs (2002) ont proposé 17 modèles de la 

structure du peptide de fusion de 23 résidus dans du HFIP, un milieu mimant les propriétés 

membranaires. La conformation de ces 17 modèles est proche, avec les deux premiers résidus 

ainsi que les résidus 17 à 23 qui adoptent une conformation β, et les résidus 3 à 16 qui 

adoptent une structure hélicoïdale (Gordon et al., 2002). Ces modèles de Gordon, ainsi que 

des modèles en hélice α standard, ont été utilisés pour prédire le peptide de fusion minimal de 

la souche BRU du HIV-1. Les résultats des simulations IMPALA réalisées sur des peptides de 

8 à 23 résidus indiquent que le peptide de 12 résidus est le plus petit peptide prédit avec un 

angle le plus proche de 45° par rapport à la surface membranaire (Figures 1 et 2 de l’article). 

Il s’agirait donc du peptide de fusion minimal de la souche BRU du HIV-1. La méthode a 

ensuite été appliquée aux 710 autres souches de HIV-1 (Table 1 et Figure 3 de l’article). Dans 

ce cas, les peptides ont été modélisés en hélice α standard. Comme pour la souche BRU, le 

peptide de fusion de 12 résidus est prédit comme étant le peptide de fusion minimal.  

L’algorithme IMPALA a également été utilisé pour prédire l’effet de mutations sur 

l’insertion membranaire du peptide de fusion minimal. Les mutations analysées ont été 

décrites dans la littérature comme ayant un effet sur la fusogénicité de la gp41 entière (Table 

2 de l’article). Les résultats montrent que des mutations diminuant fortement ou annulant la 

fusogénicité de gp41 empêchent le peptide de fusion minimal de s’insérer obliquement dans 

la membrane ou induisent l’insertion de son extrémité C-terminale dans la membrane au lieu 

de l’extrémité N-terminale. Par contre, lorsque des mutations permettant à gp41 de conserver 

une fusogénicité significative sont appliquées au peptide de fusion minimal, ce dernier 

s’insère avec l’extrémité N-terminale dans la membrane et adopte une orientation oblique, 

comme cela est le cas pour le peptide sauvage (Figure 1 et Table 2).  

Pour vérifier les prédictions, la déstabilisation membranaire induite par le peptide de 

fusion de la souche BRU prédit comme étant le peptide de fusion minimal (le peptide de 12 

résidus) a été comparée à celle induite par des peptides plus grands et plus courts. Les 

mesures in vitro montrent que ce peptide induit autant de mélange lipidique et de perméabilité 

de liposomes que des peptides plus longs mais en induit plus que des peptides plus courts 

(Figure 4 de l’article). Ces tests confirment donc que le peptide de 12 résidus de la souche 

BRU du HIV-1 est bien le peptide de fusion minimal. 
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Here, we predicted the minimal N-terminal fragment of gp41 required to
induce significant membrane destabilization using IMPALA. This algor-
ithm is dedicated to predict peptide interaction with a membrane. We
based our prediction of the minimal fusion peptide on the tilted peptide
theory. This theory proposes that some protein fragments having a peculiar
distribution of hydrophobicity adopt a tilted orientation at a hydrophobic/
hydrophilic interface. As a result of this orientation, tilted peptides should
disrupt the interface. We analysed in silico the membrane-interacting
properties of gp41 N-terminal peptides of different length derived from the
isolate BRU and from an alignment of 710 HIV strains available on the Los
Alamos National Laboratory. Molecular modelling results indicated that
the 12 residue long peptide should be the minimal fusion peptide. We then
assayed lipid-mixing and leakage of T-cell-like liposomes with N-terminal
peptides of different length as first challenge of our predictions.
Experimental results confirmed that the 12 residue long peptide is
necessary and sufficient to induce membrane destabilization to the same
extent as the 23 residue long fusion peptide. In silico analysis of some
fusion-incompetent mutants presented in the literature further revealed
that they cannot insert into a modelled membrane correctly tilted.
According to this work, the tilted peptide model appears to explain at
least partly the membrane destabilization properties of HIV fusion peptide.

q 2006 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Introduction

Human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1)
penetrates T-cells through the gp120-mediated
specific binding to the CD4 receptor and chemokine
co-receptor, and the subsequent fusion of its
lsevier Ltd. All rights reserve
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ing author:
envelope with the plasma membrane. The gp41
transmembrane envelope protein is involved in the
fusion between these twomembranes by decreasing
the activation energy barrier related to this pro-
cess.1–8 Concomitantly with fusion, gp41 undergoes
drastic structural changes that notably release the
N-terminal fusion peptide (FP).1,3–7 Mutagenesis
studies with intact gp41 show that FP sequence is
important for complete cell-virus fusion.9–12 Exper-
iments with synthetic peptides revealed that the
gp41 FP lyses membranes, induces pore formation
and leakage of lipid vesicles even in the absence of
the whole protein.13–18

Lipid destabilization by the FP requires its
insertion into the membrane.13,19 Mutations pre-
venting insertion give a non-fusogenic peptide.14

Correlation between FP ability to insert into a
membrane and the capacity of the parent protein to
mediate fusion has also been shown.13,20,21 These
d.



598 Determination of the Minimal gp41 Fusion Peptide
results demonstrate that studies with model pep-
tides can generally be extrapolated to the whole
protein.

Many publications are dedicated to the determi-
nation of FP structure in different environ-
ments.13,18,20,22–40 Resulting data are confusing and
somehow paradoxical. The FP structure can be
predominantly a-helix,13,25,26,41,42 b-struc-
tures16,18,31,32,37,40,43 or both.19,26,33,44,45 These differ-
ences may have to do with the investigated peptide,
its environment, sample preparation, peptide load,
experimental method and even time of measure-
ment.19,44 For instance, b structures in lipids are
observed if oligomerization is promoted by high
peptide concentration,13,19,25,26,41 by cross-linking,39

or by linking to the first heptad repeat of gp41
ectodomain.31,32,46 On the opposite, low peptide
concentration and SDS micelles favour the occur-
rence of helical structures.19,25,26,42

From these studies, we can conclude that FP
presents intrinsic polymorphism and can adopt
several structures in its membrane-associated form.
The fusogenic structure(s) must, however, be clearly
established. Helical and b structures could both be
relevant and serve specific purposes.32,33,44 It has
also been proposed that a-helix to b-sheet transition
could occur during the early steps of fusion and be
related to formation of the fusion pore.19,33,44

According to Sackett & Shai, FP oligomerization
into parallel b-sheet would also be required for
virus-cell fusion.32,47

IR and NMRmeasurements indicate that a helical
structure of the FP inserts obliquely into a
membrane.13,19,25,45 This tilted orientation was also
shown by molecular modelling.27,28,48,49 Moreover,
obliquity was shown to correlate to fusogenicity,
since mutant peptides that are no more tilted are
defective for fusion.13,27,28,49

Various peptide segments have been modelled as
asymmetric amphipathic alpha-helices.50–52 They
have been named “tilted peptides”, since theoretical
calculations have shown that they insert obliquely
into model membranes.50–52 Tilted peptides are
short sequence fragments (10–20 residues long) that
possess an asymmetric hydrophobicity gradient
along their sequence when they are helical.50–52

Due to this gradient, they adopt a tilted orientation
with respect to a lipid/water interface inducing
lipid destabilization. In the past decade, we have
detected those peptides in several proteins with
various functions.50–52 To assist those predictions,
we have developed IMPALA. This method allows
us to study the interactions between a compound
and a lipid bilayer using simple restraint functions
designed to mimic the major properties of the
membrane.53 IMPALAwas used to analyse peptide
and protein interactions with the membrane,53–55

and predict tilted peptides.56,57 Recently, IMPALA
was used to design a de novo fusogenic peptide
made of non-natural amino acids.58

To date, no precise definition of the fusion
peptide has been proposed in the literature.24

Furthermore, there are some disagreements on
which gp41 region corresponds to the FP. Some
authors study a 16 residue,27,45,49 others, a 23
residue10,26,37,59,60 or even a 33 residue long FP.12

Here, we looked for the minimal peptide
sufficient to induce significant membrane destabi-
lization. We call it the “minimal FP”. We tried to
find out which gp41 fragment of sequence corres-
ponds to the minimal FP on the basis of the tilted
peptide theory. Using IMPALA, we searched for the
shortest N-terminal peptide with an optimal tilted
insertion as helix into a modelled membrane. This
study was performed for the HIV-1 BRU isolate and
for 710 other HIV strains. From these results, we
predicted that the minimal FP should include only
the first 12 residues. Liposome fusion and leakage
assays were then used to check the validity of our
prediction. These results are discussed with respect
to the current data on the FP structure and the gp41-
mediated fusion model.
Results

In silico prediction of the minimal FP for the HIV
BRU isolate

In order to predict the minimal gp41 FP, we first
analysed peptides of different length from the BRU
isolate. Two types of structure were investigated:
canonical helical models and models derived from
the Protein Data Bank (PDB) structure proposed by
Gordon et al.25 For helical models, a-helices of
different length were constructed with Hyperchem
as described in Materials and Methods. For the
Gordon’s model, all the 17 structures of the PDB file
were used. The Gordon’s model contains 23
residues. Shorter peptide 3-D models were created
by deleting the C-terminal residues.

Membrane interaction properties of N-terminal
peptides from eight to 23 residues were predicted
using IMPALA (FP8 to FP23). The lower limit of eight
residueswas fixed to have at least two helix turns.We
determined the minimal FP on the basis of the tilted
peptide theory. That is to say that we searched for the
shortest helical peptide able to insert into the
membrane with an oblique angle as close as possible
to 458. Figures 1 and 2 present the results of these
simulations for both investigated 3-D models.

No peptide lays parallel to the membrane
surface (angle between 08 and 308) in IMPALA
simulations. All peptides insert in the membrane
with an angle between 308 and 808. As shown in
Figure 1, all peptides have their N terminus in
the membrane hydrophobic core and their C
terminus in the aqueous phase or around the
lipid polar head groups. IMPALA results are
similar for helical peptides and Gordon’s model
up to 18 residues. For the 17 Gordon’s models,
standard deviation is between 58 and 158
depending on peptide length.

According to the literature, the helix axis of tilted
peptides makes an angle between 308 and 608 with
respect to the membrane plane.50 Only six peptides



Figure 1. Most stable position in the membrane as predicted by IMPALA for FP12 with structure from the Gordon’s
model (a) or in canonical helical structure (b), for FP23 with structure from the Gordon’s model (c) or in canonical helical
structure (d), for FP12 V2E mutant (e) and FP12 G10V mutant with helical structure (f). N-terminal and C-terminal
extremities are indicated. Only one layer of the membrane is represented. Bottom plane (yellow), bilayer centre (zZ0);
first upper plane (mauve), lipid chain/polar headgroups interface at 13.5 Å from the centre; second upper plane (pink),
lipid/water interface (zZ18 Å).
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have a tilted insertion for canonical helical struc-
tures and the Gordon’s models: FP8, FP12, FP13,
FP21, FP22 and FP23 (Figure 2). For FP8, the
predictions based on the helical and Gordon’s
models gave divergent results. Hence, FP8 was
discarded. FP12 has the optimal oblique angle in
IMPALA simulation since its tilt is the closest to 458.
The predicted angle is 558 for the helical model and
48(G5)8 for Gordon’s models. For both models,
FP12 penetrates significantly into the membrane
(Figure 1). Small differences between the results
obtained using the canonical helical structure or the
17 Gordon’s models further support that FP12
should be the minimal FP.



Figure 2. Optimal angle with respect to the membrane plane predicted by IMPALA for FPs of different length. The
dotted line corresponds to the peptides with canonical helical structure. The continuous line corresponds to the mean
angle for peptides derived from Gordon’s model. Standard deviation for the 17 structures is represented.
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In silico prediction of the minimal FP
for 710 HIV strains

We analysed FP sequences from 710 HIV strains.
The gp41 sequence alignment was downloaded
from the HIV sequence database from the Los
Alamos National Laboratory†. On the basis of the
alignment, we extracted sub-databases of peptides
corresponding to the eight to 18 residue long
reference peptides from the isolate BRU. This
analysis was done with respect to the alignment
rather than length itself since fusogenic properties
are supposed to be coded by FP sequence. For each
sub-database, all non-redundant peptides were
constructed as canonical helices and studied with
IMPALA.

Table 1 indicates the number of non-redundant
peptides of the same length, shorter or longer than
the aligned reference peptide from the BRU isolate.
Sequences with the same length as the reference
peptide of the BRU isolate account for 70% or more
excepted for the eight residue long reference
peptide (64%).

We performed IMPALA simulations for all non-
redundant peptides. Some peptides insert with
their C-terminal extremity in the membrane hydro-
phobic core of the membrane (Table 1). They were
discarded for further analyses. These peptides
correspond for example to mutants with a Glu or
Ser residue in the second position (data not shown).
Figure 3 presents the results for all remaining
peptides. They are similar to those obtained for
the BRU isolate using helical and Gordon’s models.
† http://www.hiv.lanl.gov/
Tilted insertion is observed for peptides aligned
with 12 and 13 residue long peptides of the BRU
isolate (Figure 3). Again, from these results, we
selected the 12 residue long peptide as minimal FP
since it is the shortest peptide predicted tilted in the
membrane. It makes an angle with respect to the
membrane plane equal to 55(G6)8. For this peptide,
the standard deviation is furthermore the smallest.

In silico analysis of mutant FP

The last step of our in silico analysis consisted of
the characterization of mutant FP described in the
literature.9–12 Most of these mutations have been
shown to be associated with a significant reduction
of gp41-mediated cell–cell fusion (Table 2). These
mutations were introduced into the 12 residue long
FP, since it was the predicted minimal FP. Using
canonical helical structures, we then investigated if
the tilted insertion was maintained. Table 2 and
Figure 1 present the IMPALA results obtained for
these mutants.

IMPALA results reveal some correlation between
a correct tilted insertion in the membrane and the
behaviour of the corresponding gp41 in cell–cell
fusion assays. The non-fusogenic V2E and V2R
mutants insert in the modelled membrane with
their C terminus in the hydrophobic core instead of
their N terminus. L9R and G10V mutants are not
tilted. Both mutations correspond to mutants
unable to induce syncytia. Two other mutants
induce around 10% of syncytia formation. Their
predicted insertion angle is equal to the 608 cutoff
value for tilted peptides. IMPALA predicts that the
seven last mutants correctly penetrate the mem-
brane with their N terminus and are tilted. These

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


Table 1. Analysis of non-redundant FP of different length derived from the alignment of 710 HIV strains

Reference
sequence

AVGIGALF F L G F L G A A G S T

Length 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Shorter peptides 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16
Peptides with reference length 97 123 125 126 127 134 152 152 152 152 154
Longer peptides 36 36 36 39 39 44 44 44 44 44 44
Non-inserted peptides (%)a 14.1 16 3.9 6.6 4.9 3.2 2.4 0.5 0.5 0.5 0.5
Tilted peptides (%) 13.4 2.9 2.8 2.2 89 92 4.2 20.7 22.6 22.2 23.2
Average angle (8) 61 69 76 65 55 56 74 63 61 64 66
Standard deviation (8) 19 12 10 10 6 6 10 7 10 10 13

Results are presented with respect to the length of the corresponding reference peptide. Number of peptides shorter than the reference
peptide, with the same length or longer.

a Non-inserted peptides are peptides that do not insert into the membrane or insert their C terminus instead of their N terminus.
These peptides are not taken into account for the calculation of the average angle. Peptides are considered tilted if their angle is between
308 and 608 with respect to the membrane.
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mutants are fusogenic and induce at least 15% of
syncytia with respect to the wild-type (wt).

Lipid-mixing and leakage assays

According to our in silico analyses, the 12 residue
longpeptide shouldbe theminimal FP formembrane
destabilization. In order to validate our prediction,
we carried out lipid-mixing assayswith nine to 14, 16
and 23 residue long gp41 N-terminal peptides
corresponding to the sequence of the isolate BRU.
The ApoE peptide was used as negative control.61

The induction of vesicular lipid mixing by the
different peptides was tested with LUVs mimicking
the composition of T-cell membrane since it is the
target membrane of gp41 FP. The R18-labelled and
R18-free liposomes were mixed and the time-course
Figure 3.Optimal angle with respect to the membrane plane
Results are presented as a function of the length of the referenc
different sequences is represented.
increase of fluorescence intensity due to the
dequenching of the probe was measured to follow-
up lipid fusion.
Figure 4(a) clearly shows that the 12 residue

peptide induces fusion to the same extent as the
23 residue long peptide. In both cases, the
process is dose-dependent. For peptide/lipid
ratio of 0.2 or higher, both peptides induce
more than 30% of lipid-mixing. Figure 4(b)
shows the lipid-mixing induced by all tested
peptides at a peptide/lipid ratio of 0.4. While the
nine and ten residue long peptides do not induce
significant fusion, peptides of 12 residues or more
induce fusion to the same extent as the 23
residue long FP. Fusogenic activity of the 11
residue long peptide is approximately half of the
longer peptides.
predicted by IMPALA for FP derived from the alignment.
e peptide from the BRU isolate. Standard deviation for the



Table 2. IMPALA analysis of 12 residue FP with mutations described in the literature (see references in the Table)

Literature IMPALA

Reference Mutation % Syncytia Inserted ter. Angle

WT / 100 N-ter. 56
Buchschacher et al.9 V2A 96 N-ter. 57

V2R !1 C-ter. 44
V2G 56 N-ter. 56

Delahunty et al.10 G3V 34 N-ter. 55
G5V 45 N-ter. 56
F8V 33 N-ter. 53
G10V 0 N-ter. 73
F11V 15 N-ter. 58

Freed et al.11 A1E 8 N-ter. 61
V2E !2 C-ter. 56
L9R !2 N-ter. 27

A1VF8L 56 N-ter. 56
Pritsker et al.12 F11G 10 N-ter. 60

The column Inserted ter. indicates if the N terminus or the C terminus is inserted in the membrane hydrophobic core. The columnAngle
gives the angle between the helix axis and the membrane plane (8).
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We then performed leakage assays to further
assess the lipid-destabilizing properties of the
peptides. As in lipid-mixing, the 12 residue long
peptide induces permeability comparable to that
induced by the 23 residue long peptide and the
process is dependent on the peptide concentration
(data not shown). The highest response is obtained
for a peptide/lipid ratio of 0.8. Figure 4(c) presents
a comparison of the liposome permeability induced
by the peptides as a function of peptide length.
Again, FP9 and FP10 do not induce significant
membrane-destabilization. FP11 causes 35–40%
leakage and FP12 or longer, around 85%.

From these results, we can conclude that the gp41
12 residue peptide is able to induce significant lipid-
mixing and leakage of T-cell-like liposomes.
Moreover, it is the smallest peptide with mem-
brane-destabilizing properties similar to that of the
23 residue peptide.
Discussion

Understanding viral fusion is a major challenge
for public health to develop drugs and vaccines that
prevent virus entry into cells. This is also a subject
of choice to unravel the general mechanism of
membrane fusion. Here, we combined molecular
modelling with biophysical approaches to find out
the minimal part of the gp41 FP that induces
significant membrane-destabilization.

We used the tilted peptide theory to predict the
minimal FP. We made in silico simulations of
peptides of different length inserted in an implicit
membrane model. These simulations were per-
formed with several 3-D models and various gp41
sequences. We predicted that the 12 residue long
peptide would insert in the membrane with an
angle between 458 and 558 with respect to the
membrane plane depending on the sequence and
the 3-D model used for the calculations. According
to the tilted peptide theory, this peptide would have
fusogenic properties. Our predictions furthermore
revealed that this peptide is the shortest one that
would have membrane-destabilizing properties.
The tilted peptide theory was also able to partly
explain the phenotype of some mutants presented
in the literature. Results of lipid-mixing and leakage
assays are in agreement with the calculations. The
12 N-terminal residues of gp41 correspond to the
smallest peptide able to destabilize the membrane
to the same extent as the 23 residue long FP.

Are the membrane destabilizing properties
of the FP related to helical structure?

The use of helical representation of protein
sequence has already been shown to give valuable
information about its properties even for regions
that do not adopt helical conformation in the 3-D
structure. This was emphasized in the early eighties
by Eisenberg, who developed the concept of the
helical hydrophobic moment.62–64 Another example
is the hydrophobic cluster analysis method that
uses a flattened projection of an a-helix for
secondary structure prediction and sequence com-
parison.65–68 Similarly the use of helical FP models
could allow the prediction of fusogenic and non-
fusogenic peptides even for non-helical peptides.
However, some data suggest that a helical structure
of gp41 FP could be relevant for membrane
destabilization.

Fusion peptides from several other viruses like
Ebola, NDV, BLV and SIV have been proposed to
adopt a helical oblique conformation when inserted
in lipids.56,69–72 In all cases, experimental data
assessed the prediction of helical conformation
and for some, of tilted insertion.56,73–76 Further-
more, mutational analyses confirmed the relation-
ship between the oblique orientation and fusogenic
properties of WT peptides.56,70–72 This was not only
shown for peptides in vitro but also with complete
fusion glycoproteins in cell–cell fusion assays.56,70–72

Tiltedpeptideswithmembrane-destabilizingproper-
ties have been detected in various other proteins
like fertilin,77 lipase,57 yeast invertase78 and Ab



Figure 4. (a) Percentage of lipid-mixing of LUVs
mimicking T-cell membrane induced by the 12 residue
FP (%), 23 residue FP (,) and the ApoE peptide (X,
negative control) as a function of peptide/lipid molar
ratio. (b) Percentage of lipid-mixing of LUVs mimicking
T-cell membrane induced by FPs of different length at a
peptide/lipid ratio of 0.4 (optimal fusion). (c) Percentage
of leakage using LUVs mimicking T-cell membrane
induced by FPs of different length at a peptide/lipid
ratio of 0.8 (optimal leakage).
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peptide.79,80 Recently, we designed a tilted de novo
peptide made of non-natural residues that was
shown to destabilize membranes in vitro.58 Tilted
peptides appear thus to be more than a simple
theoretical concept.

In the context of this study, we predicted a tilted
orientation of gp41 helical FP in agreement with
previous studies.13,19,27,48 Very recently, Castano &
Desbat used PMIRRAS and polarized ATR spec-
troscopy coupled with Brewster angle microscopy
and spectral simulations to determine the structure
and orientation of a 23 residue long gp41 FP in
lipids.19 They showed that, at low concentration,
the FP forms an a-helix with a tilted angle of 53.5(G
3.0)8 with respect to the membrane plane in
multibilayers of DOPC/Chol/DOPE/DOPG (P/L
ratio Z0.005), and a tilted angle of 51.0(G5.0)8 in
DMPC bilayers (P/L ratio Z0.01). This correlates
well with the results of the IMPALA simulations.
Furthermore, analysing several mutant peptides,

we predicted that the FP V2E mutant should not be
able to correctly insert into the membrane. Prelimi-
nary results indicate that a 12 residue long peptide
with this mutation does not induce lipid-mixing in
our conditions (data not shown). Morris et al. used a
number of NMR techniques to characterize the
differences between theWTand V2E peptides in the
presence of DPC micelles as membrane mimics.28

They showed that differences in activity are not
correlated to different conformational character-
istics. Both peptides are at least in an a-helical
conformation between the Ile4 to Leu12. Spin-label
studies provided clear indication that the wt FP
inserts its N terminus into the micelles. On the
opposite, the V2E mutant does not insert into the
micelles while its membrane affinity is not
impaired. They concluded from the spin-label
results and deuterium amide proton exchange
experiments that the oblique insertion of the FP
correlates with its fusogenic activity.
Since (1) tilted peptides have been evidenced for

several other viruses and various proteins, (2) the
gp41 FP has been determined to adopt an a-helix
structure in some conditions, (3) the predicted angle
correlates well with the angle determined experi-
mentally, and (4) we were able to predict the effect
of some mutants, it is likely that our prediction
method owes its success to some significance of the
helical structure for membrane-destabilization.
How could this proposal be in agreement with the
growing body of evidence indicating that a
b-structure is important for fusion?26,32,38,44

How is the FP structure related to fusion?

A lot of publications have been dedicated to the
study of the gp41 fusion peptide in various
conditions.13,18,20,22–25,27–30,32,35,37,40,47 According to
these studies, the peptide is either helical,13,25,41,42

extended,16,18,32,37,40,43,47 or even a combination of
both structures.19,26,33,44,45 This leads to the con-
clusion that the gp41 FP present some structural
flexibility and is able to adopt various structures
depending on its environment.
In the native envelope complex, the gp41 FP is

buried into the hydrophobic core of the gp41–gp120
oligomer.1,3–7 After gp120 shedding, it becomes
accessible to the aqueous environment and would
be projected towards the target membrane with the
formation of the pre-hairpin structure of the gp41
ectodomain. It would then interact with the mem-
brane inducing its dehydration, and inserts to
mediate fusion and the formation of the pore. These
events expose the FP to a variety of environments. It is
probable that due to its structural flexibility, the FP
fluctuates between coil, a and b-structure along its
way from the centre of the native gp120-gp41
complex to the fusion pore.
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We propose that during the first step of the fusion
process, the FP would adopt a transient helical
structure that would induce destabilization of the
membrane and prime it for fusion. The monomeric
a-helix would then reorganize into oligomeric b
structures. This second step would induce fusion
and formation of the pore.

The significance of the FP structure determined
experimentally is somehow limited due to practical
constraints. Indeed, these results have generally
been obtained after incubation with lipids while the
fusion process is a relatively fast phenomenon.13,37

Recently, Buzon et al. used FTIR measurements to
follow the structural modifications encountered by
the FP that moves from water phase to lipids.44

They showed that FP23 with a free N terminus
forms a mixture of unordered, b and a-structures in
aqueous buffer. Upon interaction with a model
membrane, slow conformational change leads to
the formation of aggregated b-structures. Helical
structures persist during the first 50 s. As indicated
by their results, the fusion process depends on the a
to b transition rather than b structure itself. The
importance of such conformational changes was
also stated previously.26,33 Furthermore, distinct
roles have been proposed for helical and extended
FP conformations.26,29,33 This is in agreement with
Castano & Desbat, who showed using FTIR
spectroscopy that the a-conformation induces
lipid acyl chain disorder while the b-conformation
induces a complete disorganization of the lipid
chains.19 The requirement of two distinct confor-
mations and transition should account for the
peculiar composition of viral FP, which are for
example particularly rich in glycine residues.81

Similarities between the gp41 FP and amyloid
peptide of Alzheimer’s disease have already been
mentioned in the literature.26,32,82 Ab29-42 is
implicated in the formation of senile plaques of
Alzheimer’s disease.83–85 This peptide is also
known to have several conformations, from random
coil to helix and b-extended forms.86,87 Because of
its hydrophobicity, the latter is responsible for the
peptide aggregation often observed in NMR experi-
ments.88 Beta aggregates are considered as a
denaturated stable structural conformation. It has
been proposed that before peptide aggregation, a
transient helical form might have peculiar biologi-
cal properties related to membrane-destabilization.
This peptide has been shown to belong to the tilted
peptide class.50,80 Recently, we designed peptides
that inhibit the fusogenicity of the Ab29-42 peptide
in vitro.89 Since the design of the inhibitors was
based on helical 3-D models, these results point out
the correlation between helicity and fusogenicity in
the case of the amyloid peptide.

A crucial point related to the significance of a and
b-structure for fusion is oligomerization. Oligomer-
ization, promoted by high peptide load,13,19,25,26,41 FP
cross-linking39 or linking of the FP to oligomerization
motives,32,47 is always related to an increase of lipid-
mixingwith respect tomonomeric forms. In addition
to the a to b transition, oligomerization appears to be
anotherkey factorgoverning the fusionprocess. It has
also been suggested that the FP could form higher
order oligomers consecutively to the clustering of
gp41 trimers at the fusion pore.32,44,90

In vivo, FP is part of the whole gp41 protein. Its
oligomeric state depends thus on the structure and
clustering of gp41 trimers. A model for confor-
mational transitions of the gp41 ectodomain is
proposed in the literature.1,3–7 This model is based
on numerous experimental data and on homologies
with the haemagglutinin fusion protein. According
to this model, the N-terminal heptad repeat (NHR)
region should form a trimeric coiled-coil structure
in the pre-hairpin intermediate and post-fusion
structures but not in the native gp41–gp120
complex. Mutations that affect the helicity and/or
the oligomerization of the NHR impair fusogenicity
while they have no detectable effect on the structure
of the native envelope complex, for example.91–97

Oligomerization of the FP before the formation of
the pre-hairpin intermediate is thus unlikely.
Indeed, it has been shown that the formation of
FP b-sheet is driven by oligomerization of the NHR
or GCN4 motives.32,47 Oligomerization is required
to mask the polar backbone of b-strand FP and to
allow its insertion into the membrane. The first
conformation adopted by gp41 FP in in vivo-like
conditions could be an a-helix. In the case of HA2-
mediated fusion, FP insertion into the target
membrane occurs before the formation of the
pre-hairpin structure.3 Moreover, inserted FPs
have a helical conformation with a tilted angle.98

In conclusion, this work is another piece of
evidence that the tilted peptide theory can predict
fusogenic properties of peptides using helical 3-D
models. We show that the 12 N-terminal residues of
the HIV gp41 are necessary and sufficient to induce
membrane destabilization of T-cell-like membranes
to the same extent as the 23 residue long peptide.
We propose that the gp41 FP inserts transiently into
the target membrane as an a-helix to induce a first
destabilization and prime the membrane for fusion.
A transition from monomeric a-conformation to
oligomeric b-sheet would then be responsible for
fusion and pore formation. The proposed model
reconciles conflicting data presented in the litera-
ture. Data related to gp41 fusion peptide as well as
conformational modifications of the gp41 ectodo-
main, and viral fusion correlate well with our
proposal. This model needs further experiments to
be validated or invalidated.
Materials and Methods
In silico
Materials

All calculations were performed on Pentium 4 pro-
cessors. Molecular views were drawn using WinMGM
(Ab Initio technology, Obernai, France).
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Peptide sequence and structure

HIV-1 BRU isolate gp41 sequence corresponds to
Swissprot entry P03377. The first 23 residues are
AVGIGALFLGFLGAAGSTMGARS. The gp41 sequence
alignment of 710 HIV strains was extracted from the HIV
sequence database of the Los Alamos National
Laboratory†. Mutant peptide sequences were generated
introducing the corresponding mutation into the 12
residue sequence of BRU isolate.
Structures of the Gordon’s model were extracted from

the PDB, accession code 1ERF. Gordon et al. combined
experimental studies and molecular simulations to
provide 17 structures representative of the 23 residue
peptide structure in HFIP solvent. These structures are
mainly folded in a-helix (residues 3 to 16) and are very
close to the structure of the peptide in a POPG
membrane.25

Canonical helical peptides were constructed using
Hyperchem (release 6.1 for windows-Hypercube) assign-
ing values of phi/psi angles of K588 and K478
corresponding to classical a-helical structure.99 The
conformation of backbone and side-chains was optimized
with Hyperchem by a conjugated gradient procedure
using AMBER force field.
Membrane insertion

We inserted peptides into an implicit bilayer using the
IMPALA (Integral Membrane Protein and Lipid Associ-
ation) algorithm developed by Ducarme et al.53 It
simulates the insertion of any molecule (protein, peptide,
drug) into a bilayer by adding energy restraint functions
to the usual energy description of molecules.100,101

The lipid bilayer is defined by C(z), which represents
and empirical function describing membrane properties.
This function is constant in the membrane plane (x and
y-axes) but varies along the bilayer thickness (z-axis) and
more specifically, at the lipid/water interface correspond-
ing to the transition between lipid acyl chains (no waterZ
hydrophobic core) and the hydrophilic aqueous environ-
ment:

CðzÞZ 1K
1

1CeaðzKz0Þ

where a and z0 are constant parameters such that
C(jzR18 Åj)Z1 and C(jz%13.5 Åj)Z0. The value of the
function is constant from KN to K18 Å (hydrophilic
phase), from K13.5 Å to 13.5 Å (hydrophobic core), and
from 18 Å to N (hydrophilic phase).
Two restraints simulate the membrane, one the bilayer

hydrophobicity (Eint), and the other, the lipid pertur-
bation (Elip).
The hydrophobicity of the membrane is simulated

by Eint:

Eint ZK
XN

iZ1

SðiÞEtrðiÞCðziÞ

where N is the total number of atoms, S(i) the solvent
accessible surface of atom i, Etr(i) its transfer energy per
unit of accessible surface area, and C(zi) the value of C(z)
with respect to its position.
The perturbation of the bilayer by insertion of the

molecule is simulated by the lipid perturbation restraint
† http://www.hiv.lanl.gov/
(Elip):

Elip Z alip
XN

iZ1

SðiÞð1KCðziÞÞ

where alip is an empirical factor of 0.018 kcal molK1 ÅK2.
The interaction of the peptide with the bilayer is

analyzed by a Monte Carlo (MC) simulation of 100,000
steps at 298 K. Three degrees of freedom are tested (two
rotations and one translation along the z-axis). Maximal
rotations of 28 and translations of 1 Å are allowed per
step. No modification of the peptide structure is allowed,
so that the Coulomb, van der Waals, and torsion energies
are considered as constants. The environment restraint
applied on the peptide that inserts into the membrane is
the sum of Eint and Elip. The position of the structure with
the lowest restraint value is considered as the most stable
conformation in the bilayer. Here, calculations were
repeated three times for each peptide. All repeats gave
similar results.
In vitro assays
Materials

1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DOPC), 1,2-
dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-rac-(1-glycerol) sodium
salt (DOPG) and 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoetha-
nolamine (DOPE), cholesterol (CHOL), and bovine brain
sphingomyelin (SM) were purchased from Sigma (St
Louis MO, USA).
Trifluoroethanol (TFE) was purchased from Sigma (St

Louis). Octadecylrhodamine chloride B (R18), acid N-N 0-
p-xyxylenbis (DPX) and 8-hydroxypyrene-1,3,6-trisulfo-
nic acid (HPTS) were from Molecular Probes (Eugene,
Oregon, USA). Hepes, Triton X-100 were from Sigma (St
Louis MO, USA). NaCl was fromMerck Eurolab (Leuven,
Belgium).
Lipid-mixing buffer used for liposome preparation is

5 mM Hepes (pH 7.4), 100 mM NaCl.
The nine to 14, 16 and 23 residue long gp41 fusion

peptides from the BRU isolate were synthesized by
conventional solid phase peptide synthesis, using Fmoc
for transient NH2-terminal protection, and were charac-
terized using mass spectrometry. These peptides have
free N terminus and amidated C terminus. Peptide purity
is more than 85%, as indicated by analytical HPLC. The
288–304 fragment of human ApoE peptide (EDMQRQ-
WAGLVEKVQAA) was synthesized by Epytop (Nı̂mes,
France).
Liposome preparation

In vitro assays were performed with LUVs mimicking
the composition of T-cell membrane:102 DOPC/CHOL/
DOPE/DOPG/SM 34/33/16/10/7 (Mol/Mol). Lipids
were dissolved in a chloroform/methanol (2:1, v/v)
solution. Lipid film was obtained after evaporation
under vacuum obtained with a rotovapor (Van Der
Heyden Büchi, Switzerland). The lipid film, dried for
one night, was then dispersed in 2 ml of lipid-mixing
buffer (see above) and was incubated for 1 h at 37 8C.
To obtain LUVs, the hydrated lipid dispersion was

exposed to five freeze-thaw cycles (K180 8C/C25 8C) and
extruded ten times through a polycarbonate membrane
(0.1 mm) under 20 bars pressure (Extruder Lipex Biomem-
branes, Vancouver, Canada).

http://www.hiv.lanl.gov/
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Liposome concentration was determined by phos-
phorus analysis.103
Lipid-mixing assays

Mixing of liposome membranes was followed by
measuring the fluorescence increase of R18, a lipid-
soluble probe, after the fusion of labelled and unlabelled
liposomes. Labelled liposomes were obtained by incor-
porating R18 in the dry lipid film at a concentration 5% of
the total lipid weight. Labelled and unlabelled liposomes
were mixed at a weight ratio 1:4, respectively and a final
concentration of 12.5 mM in lipid-mixing buffer. The 100%
of fusion is determined by adding Triton X-100 at 2% to
labelled/unlabelled (1:4, w/w) LUVs. Fluorescence was
recorded at room temperature (lexc, 560 nm; lem, 590 nm)
on an LS-50B PerkinElmer fluorimeter. The pH value was
fixed to 7.4.
Leakage assays

The HPTS (8-hydroxypyrene-1,3,6-trisulfonic acid)/
DPX (p-xylylenebis[pyridinium] bromide) assay of Ellens
et al. was used to monitor vesicle leakage.104 The assay is
based on the quenching of HPTS by DPX. HPTS and DPX
are encapsulated together in liposomes. Leakage of
vesicles was followed by the dequenching of HPTS
released into the medium. Fluorescence was recorded at
room temperature (lexc, 360 nm; lém, 520 nm) on a LS-50B
PerkinElmer fluorimeter.
Liposomes (LUVs) were prepared as described above

in 12.5 mM HPTS (45 mM NaCl), 45 mM DPX (20 mM
NaCl), 10 mM Hepes (pH 7.4) buffer. Vesicles containing
encapsulated HPTS and DPX were eluted in the void
volume of Sephadex G-75 column, with 10 mM Hepes
buffer (pH 7.4).
For lipid-mixing and leakage experiments, assays were

performed with LUVs that mimic the composition of the
T-cell membrane (see liposome preparation) and were
repeated three times with different batches of peptides.
The peptide/lipid ratio varied from 0.04 to 0.8.
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2. Détermination du peptide de fusion minimal de la gp30 du virus de la 

leucémie bovine. 

 

2. Lorin, A., Lins, L., Stroobant, V., Brasseur, R. & Charloteaux, B. (2007) 

Determination of the minimal fusion peptide of bovine leukemia virus gp30. 

Biochemical and Biophysical Research Communications 355, 649–653. 

 
L’étude précédente a montré que le peptide de fusion minimal du HIV-1 a pu être 

déterminé en prédisant le plus petit peptide hélicoïdal avec une insertion membranaire oblique 

optimale. Dans cette étude, nous avons appliqué la même méthode pour prédire le peptide de 

fusion minimal du virus BLV. Dans ce cas, aucun modèle de la structure du peptide de fusion 

de la gp30 du BLV n’existe. La prédiction a donc été réalisée en modélisant les peptides en 

hélice α standard.  

 L’analyse IMPALA du peptide de fusion de 8 à 20 résidus prédit une orientation 

oblique optimale pour les peptides de 15 et 16 résidus (Figures 1 et 2A de l’article). Le 

peptide de 15 résidus serait donc le peptide de fusion minimal. Pour vérifier cette prédiction, 

des tests sur liposomes ont été réalisés. Les mesures de fusion de phase lipidique et de 

perméabilité in vitro indiquent que ce peptide induit autant de mélange lipidique (Figure 2B 

de l’article) et de perméabilité (Figure 2C de l’article) de liposomes que des peptides plus 

longs mais en induit plus que des peptides plus courts. Ce peptide est donc le peptide de 

fusion minimal de gp30. Ces résultats montrent également pour la première fois que le 

peptide de fusion synthétique de gp30 induit la déstabilisation et la fusion de membranes in 

vitro.  

L’analyse in silico de mutations montre une corrélation entre la fusogénicité de gp30 

et l’angle d’insertion du peptide de fusion de 16 résidus (Table 1 de l’article). Comme dans le 

cas du HIV-1, des mutations diminuant drastiquement la fusogénicité de gp30 rendent le 

peptide de fusion non oblique alors que des mutations ne modifiant pas significativement la 

fusogénicité de gp30 n’affectent pas l’orientation oblique du peptide de fusion. Les mesures 

in vitro montrent qu’un peptide mutant prédit comme adoptant un angle perpendiculaire 

n’induit pas de déstabilisation significative de liposomes alors qu’un peptide mutant adoptant 

un angle oblique induit la fusion et la perméabilisation de liposomes. Cette différence de 

fusogénicité n’est pas due à une différence de structure dans les membranes. En effet, les 
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études FTIR indiquent que le peptide sauvage ainsi que les peptides mutants adoptent une 

structure similaire, majoritairement hélicoïdale (Figure 3 et Table 1 de l’article).  

 

En résumé, les études sur les peptides de fusion des virus HIV-1 et BLV confirment la 

relation entre le peptide de fusion à adopter un angle oblique dans la membrane et la 

fusogénicité de ce peptide mais également la fusogénicité de la glycoprotéine entière. Elles 

montrent également que le peptide de fusion minimal d’un virus peut être prédit via la 

méthode mise au point lors de ce travail. 
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Abstract

In this study, we determined the minimal N-terminal fusion peptide of the gp30 of the bovine leukemia virus on the basis of the tilted
peptide theory. We first used molecular modelling to predict that the gp30 minimal fusion peptide corresponds to the 15 first residues.
Liposome lipid-mixing and leakage assays confirmed that the 15-residue long peptide induces fusion in vitro and that it is the shortest pep-
tide inducing optimal fusion since longer peptides destabilize liposomes to the same extent but not shorter ones. The 15-residue long pep-
tide can thus be considered as the minimal fusion peptide. The effect of mutations reported in the literature was also investigated.
Interestingly, mutations related to glycoproteins unable to induce syncytia in cell–cell fusion assays correspond to peptides predicted
as non-tilted. The relationship between obliquity and fusogenicity was also confirmed in vitro for one tilted and one non-tilted mutant
peptide.
� 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: BLV; Membrane fusion; Fusion peptide; Tilted peptide; Molecular modelling; HIV-1; Infrared spectroscopy; ATR-FTIR; Lipid-mixing;
Leakage
The bovine leukemia virus (BLV) is a retrovirus resem-
bling the Human T-cell lymphotropic virus (HTLV). Sim-
ilarly to other retroviruses like HIV, the envelope of BLV
contains a protein anchored in the membrane by its C-ter-
minal domain. This protein, named gp30, is involved in the
fusion process taking place during the early stages of target
cell infection. Like for many other enveloped viruses, the
N-terminal extremity of gp30 corresponds to a fusion pep-
tide (FP) [1]. The implication of this region in the fusoge-
nicity of the whole glycoprotein has been shown by
mutagenesis [1]. To date, peptides equivalent to the gp30
FP were not shown to induce lipomose fusion in vitro. Any-
way, molecular modelling indicated that a helical peptide
corresponding to the 12 N-terminal residues adopts a tilted
orientation at a hydrophilic/hydrophobic interface [1].
0006-291X/$ - see front matter � 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.
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A correlation between FP obliquity and gp30 fusogenicity
was also shown. Mutations that suppress the tilt of the FP
drastically decrease gp30 fusogenicity [1]. These observa-
tions were at the starting point of the ‘‘tilted peptide’’ the-
ory [2–4]. According to this theory, tilted peptides are
peptides that present a hydrophobicity gradient when they
fold into an a-helix structure. Due to this gradient, they
insert into a membrane with a tilted orientation that induc-
es the destabilization of the phospholipid acyl chains and
catalyses fusion.

Recently, we used molecular modelling simulations in
the context of an implicit membrane model to predict suc-
cessfully the minimal FP of HIV gp41 [4]. The minimal FP
corresponds to the shortest peptide able to induce signifi-
cant membrane fusion. It was predicted as the shortest pep-
tide with an optimal tilted angle in the membrane. Here, we
used the same strategy to predict the region of the BLV FP
necessary and sufficient to induce optimal fusion. We
searched for the shortest N-terminal peptide tilted into an
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implicit membrane using the IMPALA algorithm. Lipo-
some lipid-mixing and leakage assays were then carried
out to check the validity of the prediction. Furthermore,
IMPALA was used to evaluate the impact of the mutations
reported in the literature [1] and to predict retrospectively
their effect on fusogenicity. One functional and one defec-
tive mutant peptides were assayed for lipid-mixing and
leakage of liposomes mimicking the B-cell membrane.
Materials and methods

Materials

1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DOPC), cardiolipin (CL)
from bovine heart, 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine
(DOPE), cholesterol (CHOL), and bovine brain sphingomyelin (SM) were
purchased from Sigma (St. Louis MO, USA).

Trifluoroethanol (TFE) was purchased from Sigma (St. Louis MO,
USA). Octadecylrhodamine chloride B (R18), N-N 0-p-xylenebis(pyridin-
ium bromide) (DPX) and 8-hydroxypyrene-1,3,6-trisulfonic acid (HPTS)
came from Molecular Probes (Eugene, Oregon, USA). Hepes, Triton X-
100 came from Sigma (St. Louis MO, USA). NaCl came from Merck
Eurolab (Leuven, Belgium).

The wild-type (WT) 12- to 16- and 21-residue long FPs, and the MU0
and MU4 mutant peptides were synthesized by conventional solid phase
peptide synthesis, using Fmoc for transient NH2-terminal protection, and
Fig. 1. Best position in the IMPALA membrane for (A) 13-residue FP, (B) 15-r
residue peptide MU1 mutant, (F) 16-residue peptide MU4 mutant. N- and
represented. Bottom plane (yellow), bilayer centre; first upper plane (mauve),
upper plane (pink), lipid/water interface at 18 Å from the centre. (For interpret
to the web version of this article.)
were characterized using mass spectrometry. These peptides have free N-
termini and amidated C-termini. Peptide purity is more than 75%, as
indicated by analytical HPLC.
In silico analysis

Peptide sequence and structure. The sequence of the FP corresponds to
the American VDM isolate (SwissProt Accession Code: P25505). Peptides
were constructed as a-helices using Hyperchem 6.0 (Hypercube Inc.)
assigning phi/psi values of �58� and �47� that correspond to the classical
a-helical structure [5]. Backbone and side chains conformation was then
optimized with Hyperchem by a Polak–Ribiere conjugate gradient pro-
cedure using the AMBER force field. The termination conditions were
fixed to a RMS gradient of 0.01 kcal/(Å mol).

Insertion of the peptides into membrane. The insertion of the peptides
into an implicit bilayer was predicted using the IMPALA algorithm
(Integral Membrane Protein and Lipid Association) developed by Duc-
arme et al. [6]. The parameters of the lipid bilayer and of the calculations
were the same as previously [4]. The position of the structure with the
lowest energy is the most stable in the bilayer. Calculations were repeated
three times for each peptide. All repeats gave similar results.
In vitro analysis

Liposome preparation. DOPC/DOPE/CHOL/SM/CL (34/27/20/13/
6 m/m) LUVs were prepared as described previously [4] to mimic B-cell
composition [7]. LUVs used in lipid-mixing experiments were prepared in
5 mM Hepes and 100 mM NaCl at pH 7.4. LUVs used in leakage
esidue FP, (C) 16-residue FP, (D) 16-residue peptide MU0 mutant, (E) 16-
C-terminal extremities are indicated. Only one layer of the membrane is
lipid chain/polar headgroups interface at 13.5 Å from the centre; second
ation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred
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experiments were prepared in 12.5 mM HPTS (45 mM NaCl), 45 mM
DPX (20 mM NaCl), 10 mM Hepes buffer at pH 7.4. Phospholipid con-
centration was determined by phosphorus analysis [8].

Lipid-mixing and leakage experiments. Lipid-mixing and leakage of
LUVs were measured as described previously [4]. The buffer used for
LUVs dilution was 5 mM Hepes and 100 mM NaCl at pH 7.4. Fluores-
cence was recorded at room temperature on a LS-50B Perkin-Elmer
fluorimeter with a kexc = 560 nm and kem = 590 nm for lipid-mixing
experiments, and a kexc = 450 nm and kem = 512 nm for leakage experi-
ments. The assays were repeated three times with different batches of
peptide.

Infrared spectroscopy. Spectra were recorded at room temperature on a
Brüker Equinox 55 equipped with a liquid nitrogen-cooled mercury–
cadmium–telluride (MCT) detector at a resolution of 2 cm�1, by averaging
512 scans. Samples were obtained as described [9]. Briefly, DOPC with
peptide (peptide/lipid ratio = 1/50) was deposited onto a Germanium
plate where the solvents were allowed to evaporate under a nitrogen flux.
The plate was sealed in an universal sample holder and rehydrated by
flushing the holder with N2 saturated with D2O for 3 h at room temper-
ature. The secondary structure determination was carried out as described
previously [10].
Fig. 2. (A) Optimal angle with respect to the membrane surface predicted
by IMPALA for N-terminal FPs of different length. (B) Percentage of
lipid-mixing of LUVs mimicking B-cell membrane induced by FPs of
different length at a peptide/lipid ratio of 0.8. (C) Percentage of leakage of
LUVs mimicking B-cell membrane induced by FPs of different length at a
peptide/lipid ratio of 0.8.
Results

In silico prediction of the gp30 minimal FP

To predict the minimal FP, we searched for the shortest
peptide that inserts into the membrane with an optimal tilt-
ed orientation (around 45�). N-terminal helical peptides
with a length from 8 to 21 residues were analyzed with
IMPALA. All peptides insert into the implicit membrane
with the N-terminus in the membrane hydrophobic core,
and the C-terminus around the lipid headgroups or in
water (Fig. 1). The insertion angle is between 45� and 75�
with respect to the membrane plane (Fig. 2A). The 15-
and 16-residue long peptides are similarly inserted with
an angle close to the optimal tilted angle (48� and 47�,
respectively). The 15-residue long peptide is thus the mini-
mal FP predicted.

In vitro validation of the gp30 minimal FP

Lipid-mixing and leakage assays with liposomes mim-
icking the composition of the B-cell membrane were used
to check the prediction. Peptides of 12, 13, 14, 15, 16,
and 21 residues were tested. The 15-residue long peptide
induces lipid-mixing and leakage to the same extent than
the 16- and than the 21-residue long peptides (Figs. 2B
and C). Lipid-mixing and leakage induced by these three
peptides are dose-dependent (data not shown) and reach
a maximum of 45% of lipid-mixing and 80% of leakage
at a peptide/lipid ratio of 0.8. Peptides shorter than 15 res-
idues induce significantly less membrane destabilization.
The 12- and 13-residue long peptides do not induce lipid-
mixing nor leakage, whereas the 14-residue long peptide
induces 20% of leakage and no significant lipid-mixing
(Figs. 2B and C). Hence, the 15-residue long FP is the min-
imal FP because it is the shortest one that induces optimal
membrane destabilization. The 16-residue long peptide has
very similar properties.
In order to investigate the structure of the 15-residue
long peptide in bilayers, we used infrared spectroscopy.
The 15-residue long peptide adopts mainly a helical struc-
ture in lipid bilayers, characterized by a major peak at
1658 cm�1 (Fig. 3A). Estimation of the secondary structure
by Fourier self-deconvolution and curve fitting confirmed
the predominance of a-helix structure (46% a; 22% b; 7%
coil; 25% turn). In the simulations, FPs were folded as a-
helices. This is in accordance with infrared measurements.

In silico analysis of mutant FPs

Vonèche et al. have previously analyzed the effect of
mutations of the N-terminal domain of gp30 on the fusog-
enicity of the whole glycoprotein in cell–cell fusion assays



Fig. 3. Infrared spectra of 15-residue FP (A), 16-residue FP (B), MU0 (C), MU4 (D) in presence of DOPC. Only the amide I band (1600–1700 cm�1) is shown.

652 A. Lorin et al. / Biochemical and Biophysical Research Communications 355 (2007) 649–653
[1]. Sixteen-residue long FP’s containing these mutations
were analyzed with IMPALA (Table 1 and Fig. 1). MU0,
MU1, MU2, and MU3 mutants adopt a perpendicular ori-
entation whereas the MU4 mutant remains tilted. Unlike
the other perpendicular mutants, the C-terminal domain
of the MU0 mutant does not penetrate into the membrane
(Fig. 1D). Interestingly, the perpendicular mutants corre-
spond to glycoproteins with low fusogenicity whereas the
WT and tilted MU4 correlate to highly fusogenic glycopro-
teins (Table 1).

In vitro analysis of mutant FPs

Fusogenicity of 16-residue long peptides corresponding
to MU0 and MU4 mutants was tested in lipid-mixing
and leakage assays (Table 1). MU0 peptide does not induce
significant lipid-mixing nor leakage of liposomes whatever
the peptide/lipid ratio (data not shown). MU4 peptide
Table 1
IMPALA and experimental analyses of 16-residue FP with mutations describ

Sequence Syncitia* (%) Angle ** (�) Lipid-m

WT SPVAALTLGLALSVGL 100 48 46% (+
MU0 SPVAALTLGRDRSVGL 17 79 2% (+/
MU1 LPVLALTLGLALSVGL 15 70 —
MU2 LPVALLTLGLALSVGL 23 70 —
MU3 SPVLALSLGLALSVGL 18 68 —
MU4 SPVALLSLGLALSVGL 86 51 33% (+

Underlined residues = mutated residues.
* Corresponds to the percentage of syncytial number induced by whole gp30

** Angle with respect to the membrane surface determined from IMPALA si
*** At a peptide/lipid ratio of 0.8.
induces fusion of liposomes, in a dose dependent fashion
(data not shown). The maximum of fusion is observed at
a peptide/lipid ratio of 0.8 and corresponds to 33% of lipo-
some lipid-mixing and 59% of liposome leakage (Table 1).
This activity is lower than that of the wild-type, which is
slightly more tilted.

The secondary structures of 16-residue long WT and
mutant peptides were determined by infrared spectroscopy
(Figs. 3B–D). Infrared spectra of the three peptides contain
a major peak around 1658 cm�1. Estimation of the second-
ary structure confirmed that they are mainly helical (Table
1). The secondary structure of the two mutants peptides is
thus highly similar to that of the WT peptide.

Discussion

The present study combines molecular modelling simu-
lations and biophysical approaches to study the membrane
ed in the literature [1]

ixing *** Leakage *** Secondary structures (+/�5%) in DOPC

a (%) b (%) Coil (%) Turn (%)

/�3) 78% (+/�5) 44 22 8 26
�2) 5% (+/�4) 41 29 6 24

— — — — —
— — — — —
— — — — —

/�3) 59% (+/�3) 48 20 7 25

(WT gp30 arbitrarily at 100%) [1].
mulation.
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activity of gp30 FPs of different lengths. As stated by the
tilted peptide theory, the lipid destabilizing activity of a
helical peptide is related to its tilted orientation [2,10].
The IMPALA results show that the 12- and 13-residue long
peptides are not tilted in the membrane. Fluorescence mea-
surements confirm that these peptides do not destabilize
membranes. On the opposite, the 14-, 15-, 16-, and 21-res-
idue long peptides are tilted and induce membrane destabi-
lization. The 15- and 16-residue long peptides adopt an
angle close to 45�. They both destabilize liposomal mem-
branes to the same extent than the 21-residue long peptide,
and more than shorter peptides. The 15-residue long pep-
tide is thus the minimal FP, i.e. the shortest peptide with
optimal fusogenicity. This is consistent with previous
results reviewed in [2], the more tilted the peptide is, the
more important the destabilization of phospholipids is.

IMPALA was also used to study mutations known to
alter gp30 fusogenicity in cell–cell fusion assays [1]. Muta-
tions that greatly decrease the gp30 fusogenicity suppress
the tilt of the peptide in the membrane whereas the muta-
tions that conserve gp30 fusogenicity maintain the tilt. Fus-
ogenicity of tilted versus non-tilted mutants was also
confirmed in liposome lipid-mixing and leakage assays.
Hence, there is a relationship between the oblique orienta-
tion of the peptide in the membrane, the membrane-desta-
bilizing properties of this peptide and the fusogenicity of
the glycoprotein.

Recently, we used IMPALA and the tilted peptide theo-
ry to predict successfully the minimal FP of HIV gp41 [4].
Here, the same strategy was used to define the region of
BLV gp30 necessary and sufficient to induce an optimal
fusion. Together, these works strongly suggest that the tilt-
ed peptide theory can be used to determine the minimal
peptide of other viral fusion proteins. Indeed, the sequences
of the N-terminal extremity of many other viral fusion pro-
teins present highly similar properties [11]. Moreover,
experimental and molecular modelling analyses showed
that the FPs of the fusion protein of SIV [12,13], of Influ-
enza A [14,15], of NDV [2,16,17], of MuLV [17], of Hepa-
titis B virus [2,17], of Sendai virus [17] and of Ebola
[15,17,18] are tilted peptides.
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3. Propriétés déstabilisatrices d’un peptide présentant une plasticité 

structurale.  
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destabilising properties of a peptide with structural plasticity. Chemistry and 
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Les études précédentes ont confirmé la corrélation entre la capacité des peptides 

obliques, dont font partie les peptides de fusion du HIV-1 et du BLV, à s’orienter 

obliquement dans les membranes et leur capacité à induire la fusion. Il a été suggéré que la 

labilité structurale de ces peptides intervient également dans leur propriété fusogène (cf. 

chapitres 3.3. p.24 et 5.2. p.34). Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons analysé les 

propriétés membranaires et fusogènes d’un peptide avec une flexibilité structurale : le peptide 

caméléon. Ce peptide de novo adopte selon sa position dans la protéine GB1 une structure α 

ou β (Minor et Kim, 1996).  

 

 L’analyse de la séquence du peptide caméléon montre que ce peptide est compris dans 

la fourchette d’hydrophobicité des peptides obliques. De plus, les analyses HCA, Jähnig et 

MHP indiquent que sous conformation hélicoïdale, ce peptide présente un gradient 

hydrophobe le long de son axe (Figures 1 et 2 de l’article). Sous conformation β, aucun 

gradient n’est, par contre, observé (Figure 2 de l’article). L’analyse par spectroscopie FTIR 

montre que le peptide caméléon adopte une structure majoritairement β dans le DMSO et le 

TFE alors que dans les membranes, il adopte une structure majoritairement en hélice α 

(Figure 3 et Table 3 de l’article). La plasticité structurale de ce peptide est donc confirmée. 

Ces résultats montrent également que la proportion en hélice α de ce peptide est majoritaire 

lorsqu’il est en présence de lipides, comme cela a précédemment été mesuré pour certains 

peptides de fusion et peptides obliques (Martin et al., 1994, 1996, 1999 ; Pillot et al., 1997 ; 

Rodriguez-Crespo et al., 1999). L’algorithme IMPALA prédit que le peptide caméléon 

s’insère dans la membrane sous forme majoritairement hélicoïdale avec un angle de 56° entre 

la normale à la membrane et l’axe de l’hélice (Figure 2 de l’article). L’analyse ATR-FTIR du 

peptide caméléon dans les bicouches de liposomes confirme l’insertion oblique du peptide 

(50° +/- 10° ; Table 4 de l’article). Enfin, les mesures de fusion de phase lipidique ainsi que 
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de la perméabilité de liposomes montrent que ce peptide déstabilise les membranes (Figures 

4, 5, 6 et Table 5 de l’article). 

 

Tous ces résultats montrent donc que le peptide caméléon est un peptide oblique et 

induit la fusion de liposomes. Cette étude renforce donc l’hypothèse d’une relation entre la 

fusogénicité d’un peptide et sa labilité structurale. Cette labilité structurale serait nécessaire à 

certains peptides pour adopter, en interaction avec les membranes, une structure hélicoïdale 

avec un caractère fusogène. 
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Abstract

The Chameleon peptide (Cham) is a peptide designed from two regions of the GB1 protein, one folded as an �-helix and the
other as a � structure. Depending on the environment, the Cham peptide adopts an � or a � conformation when inserted in different
locations of GB1. This environment dependence is also observed for tilted peptides. These short protein fragments, able to destabilise
organised system, are mainly folded in � structure in water and in � helix in a hydrophobic environment, like the lipid bilayer. In
this paper, we tested whether the Cham peptide can be qualified as a tilted peptide. For this, we have compared the properties of
Cham peptide (hydrophobicity, destabilising properties, conformation) to those of tilted peptides. The results suggest that Cham is a
tilted peptide. Our study, together the presence of tilted fragments in transconformational proteins, suggests a relationship between
tilted peptides and structural lability.
© 2006 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
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. Introduction

Tilted peptides are short protein fragments able to
nduce lipid fusion, with lengths ranging from 11 to 18
esidues (Brasseur, 2000). The first tilted peptide was
iscovered in the fusion protein of the newcastle dis-
ase virus (Brasseur et al., 1988). It was suggested that
his protein fragment is involved in the fusion process
f the virus. Since then, many other tilted peptides have
een evidenced in viral fusion proteins (Martin et al.,
991, 1993, 1994; Horth et al., 1991; Voneche et al.,
992; Rahman and Brasseur, 1994; Peuvot et al., 1999;
an et al., 2001; Adam et al., 2004). Their implication

∗ Corresponding author. Tel.: +32 81 62 25 21;
ax: +32 81 62 25 22.

E-mail address: brasseur.a@fsagx.ac.be (R. Brasseur).

in the fusion process has been confirmed by deletion
and mutation studies on the whole fusion protein and by
in vitro tests with the sole peptide (Lear and Degrado,
1987; Takahashi, 1990; Horth et al., 1991; Voneche et
al., 1992; Martin et al., 1994, 1996; Qiao et al., 1999;
Cladera et al., 1999). Tilted peptides have also been dis-
covered in other proteins and seem play an important
role in the protein function by the destabilisation of the
hydrophobic/hydrophilic interface of the target. They are
notably present in signal sequences (implicated in the
membrane destabilisation to allow protein secretion),
in lipid transport proteins (involved in the destabilisa-
tion of the hydrophobic core of lipid complexes), in
lipolytic enzymes (destabilises acyl chains, enabling the
transfer of lipids into the active site of enzyme), in neu-
rotoxic proteins (have a neurotoxic effect on cells). . .
(Vantilbeurgh et al., 1994; Talmud et al., 1996; Pillot
et al., 1996, 1997; Peelman et al., 1997; Brasseur et

009-3084/$ – see front matter © 2006 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.chemphyslip.2006.02.019
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al., 1997; Lambert et al., 1998; Brasseur, 2000). All
tilted peptides tested induce the fusion of membranes
in vitro (Primakoff et al., 1987; Pillot et al., 1996, 1997;
Lambert et al., 1998; Perez-Mendez et al., 1998; Lins
et al., 2002; Mingeot-Leclercq et al., 2003; Adam et al.,
2004).

Tilted peptides are hydrophobic (Brasseur et al., 1997;
Brasseur, 2000; Lins et al., 2002). When helical, they
present an asymmetric gradient of hydrophobicity along
their axis (Brasseur, 1991, 2000; Decout et al., 1999).
When �-folded, no hydrophobic asymmetry is observed
(Brasseur, 2000). As indicated by their name, the main
feature of tilted peptides in helical conformation is their
oblique orientation at a hydrophobic/hydrophilic inter-
face (Brasseur, 1991; Brasseur et al., 1997; Gordon
et al., 2002). This orientation is due to the hydropho-
bicity gradient, the most hydrophobic extremity being
localised in the hydrophobic phase. Tiltedness has been
confirmed by neutron diffraction, nuclear magnetic res-
onance (NMR) and attenuated total reflection Fourier
transform infrared (ATR-FTIR) experiments (Bradshaw
et al., 2000; Han et al., 2001; Gordon et al., 2002).
This peculiar insertion is thought to disrupt a hydropho-
bic/hydrophilic interface. In the case of the membrane,
this oblique insertion destabilises the parallelism of
the phospholipid acyl chains and induces lipid fusion
and permeability of membranes (Horth et al., 1991;
Voneche et al., 1992; Cladera et al., 1999; El Kirat et
al., 2005).

Another property of tilted peptides is that they adopt

interface. The Chameleon peptide adopts an � struc-
ture when inserted at position 23–33 of the GB1 and
a � structure when at 42–52 (Minor and Kim, 1996).
Mihara et al. (1998) have also confirmed that the sec-
ondary structure of the Cham peptide depends on its
environment.

In this paper, we test whether the Cham peptide,
described as a structurally labile fragment like tilted pep-
tides, shares their other properties, notably lipid fusion,
and hence can be qualified as “tilted”.

2. Material and methods

2.1. Material

Egg phosphatidylethanolamine (PE), phosphatidyli-
nositol (PI) were purchased from lipid products (Redhill,
Surrey, UK). Egg phosphatidylcholine (PC), egg phos-
phatidylglycerol (PG) were obtained from Sigma (St.
Louis MO, USA).

Trifluoroethanol (TFE), deuterium oxide (D2O) and
dimethyl sulfoxide (DMSO) were purchased from Sigma
(St. Louis). Octadecylrhodamine chloride B (R18),
N-N′-p-xylenebis(pyridinium bromide) (DPX) and 8-
hydroxypyrene-1,3,6-trisulfonic acid (HPTS) come
from Molecular Probes (Eugene, OR, USA).

The Chameleon peptide (AWTVEKAFKTF) was
synthesised by conventional solid phase peptide synthe-
sis, using Fmoc for transient NH2-terminal protection,
and was characterised using mass spectrometry. Cham
different conformations according to their environment
(Wharton et al., 1988; Takahashi, 1990; Martin et al.,
1991, 1994; Gallaher et al., 1992; Nieva et al., 1994;
Saez-Cirion and Nieva, 2002). In a polar solvent, they
mainly adopt a coil or �-sheet structure whereas in the
presence of a hydrophobic/hydrophilic interface, they
adopt a �-helical conformation (Martin et al., 1991,
1999).

This structural lability is also observed for other
peptides described in literature. One of them is the
Chameleon peptide (Cham). This fragment, designed
by Minor and Kim (1996) is able to adopt an � or a
� structure according its environment in a same protein.
The Cham peptide is a combination of two fragments
of the GB1 protein: the 23–33 sequence and the 42–52
sequence. The GB1 protein is a small compact protein,
which contains four � strands and one � helix. The 23–33
sequence (AATAEKVFKQY) is helical while the 42–52
sequence (AWTYDDATKTF) adopts a � conformation.
The sequence of Cham (AWTVEKAFKTF) was con-
structed in such a way as to preserve the hydrophobic
residues located at the hydrophobic core/protein surface
peptide purity is higher than 75% and Simian immunode-
ficiency virus (SIV) peptide (GVFVLGFLGFLA) purity
is higher than 85%.

Lipid-mixing buffers:

• Tris pH 7.4: 10 mM Tris–HCl (Sigma St. Louis, USA),
150 mM NaCl (Merck Eurolab, Leuven, Belgium),
0.5% EDTA (Merck KgaA, Darmsatdt, Germany) and
1 mM NaN3 (Sigma St. Louis, USA).

• Acetate pH 6: 1 mM NaN3, 10 mM sodium acetate
(Merck KgaA, Darmstadt, Germany), 0.01% EDTA
and 150 mM NaCl.

• Acetate pH 4: 10 mM sodium acetate and 57 mM
acetic acid (Sigma St. Louis, USA).

2.2. Methods

2.2.1. Sequence analysis
2.2.1.1. The hydrophobic cluster analysis (HCA). This
method is based on the analysis of the shape and posi-
tion of hydrophobic clusters in a given protein sequence
(Gaboriaud et al., 1987). Schematically, the sequence
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is coiled around a cylinder, simulating an �-helix. The
cylinder is then cut along the axis, projected on a plane
and finally duplicated to restore the environment of each
amino acid. Hydrophobic residues are blackened. Some
residues such as alanine are considered as having pecu-
liar properties. Due to its amphipathic property, alanine
is only considered as hydrophobic when at least three
hydrophobic residues surround it. This method enables
to detect secondary structure patterns (Gaboriaud et al.,
1987; Brasseur, 2000).

2.2.1.2. The Jähnig profile. The Jähnig profile allows
the detection of amphipathic patterns in a sequence
(Jahnig, 1990). The mean hydrophobicity is calculated
by moving a 17-residue window along the sequence,
attributing the value to the central residue. The equation
is as follows:

〈Hα(i)〉 =

h(i± 8) + h(i± 7) + 1
4h(i± 5) + h(i± 4)

+ 3
4h(i± 3) + 1

2h(i± 1) + h(i)

10

2.2.1.3. 3D construction of peptide by the stereoal-
phabet method. In order to explore a huge number of
backbone conformations for Cham peptide, we used the
stereoalphabet method (Lins et al., 1995). In this method,
all the combinatory possibilities of six φψ angle cou-
ples are tested using the stereoalphabet code described
in Table 1. These couples correspond to minimal energy
s
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2.2.1.4. The IMPALA method. We inserted peptides
into an implicit bilayer using the IMPALA method (Inte-
gral Membrane Protein and Lipid Association) devel-
oped by Ducarme et al. (1998). It simulates the insertion
of any molecule (protein, peptide or drug) into a bilayer
by adding energy restraint functions to the usual energy
description of molecules

C(z) = 1 − 1

1 + eα(z−z0)

where z is perpendicular to the membrane and has its
origin at the centre of the bilayer. α and z0 are fixed
parameters in such a way that C(|z ≥ 18 Å|) = 1 and
C(|z ≤ 13.5 Å|) = 0. The value of the function is approxi-
mately constant from −∞ to −18 Å (hydrophilic phase),
from −13.5 to 13.5 Å (hydrophobic core), and from 18 Å
to ∞ (hydrophilic phase).

Two energetic terms simulate the interaction between
the peptide and the bilayer. The first term accounts for the
effect that pushes hydrophobic atoms into the membrane
(hydrophobic restraint)

Eint = −
N∑

i=1

S(i)Etr(i)C(zi)

where N is the total number of atoms, S(i) the solvent
accessible surface of atom i, Etr(i) its transfer energy by
unit of accessible surface area and C(zi) the value of C(z)
tates on the Van der Waals and electrostatic maps of

n alanine ‘Cai−1 − Cai+1’ unit. For each combinatory
onformation, the energy of the corresponding structure
as computed. For the Cham peptide which contains
1 residues, 611 conformational energies are computed.
he 20 structures exhibiting the lowest energy were kept
s the most probable and undergo a subsequent energy
inimisation by a Simplex procedure (Nelder and Mead,

965) before the insertion in a modelled membrane using
he IMPALA algorithm.

able 1
ode of six φψ couples of angles used in the Stereoalphabet procedure

ψ Letter

−60 −40 a
160 160 b
140 80 c
−80 160 d
−50 −30 e

60 40 g

a) Right-handed �-helix, (b) �-strand, (c) intermediary structure
etween �-strand and 2–10 helix, (d) helix of the polyproline or col-
agen type, (e) 3–10 helix, and (g) left-handed �-helix.
at the position zi of the atom i.
The perturbation of the bilayer due to the insertion

of the molecule is simulated by the lipid perturbation
restraint (Elip)

Elip = alip

N∑

i=1

S(i)(1 − C(zi))

where alip is an empirical factor fixed to 0.018 (Ducarme
et al., 1998).

The interaction of peptides with the bilayer is anal-
ysed by a Monte Carlo (MC) simulation of 1,000,000
steps at 298 K. Calculations are repeated 10 times. The
position of the structure with the lowest restraint values
is considered as the most stable in the bilayer. No mod-
ification of the peptide structure is allowed, so that the
Coulomb, Van der Waals, and torsion energies are con-
sidered as constants. Three freedom degrees are tested
(two rotations and one translation along the z-axis). Max-
imal rotations of 2◦ and translations of 1 Å are allowed
per step.
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2.2.2. Molecular hydrophobicity potential (MHP)
calculations

MHP is a three-dimensional plot of the hydropho-
bicity potential of a molecule in order to visualise its
amphipathy.

We postulate that the hydrophobicity induced by an
atom i and measured at a point M of space decreases
exponentially with the distance between this point M
and the surface of the atom i according to the equation
(Brasseur, 1991)

MHPM =
N∑

I=1

Etri exp (ri − di)

where N are all atoms of the molecule, Etri is the transfer
energy of atom i, ri is the Van der Waals radius of the atom
i, di is the distance between atom i centre and the point
M. Etri is the energy required to transfer an atom i from a
hydrophobic to a hydrophilic medium. Atomic Etri were
calculated from the molecular transfer energies compiled
by Tanford (Tanford, 1973) assuming that molecular Etr
are the sum of their atomic Etr. Atomic Etr values were
derived for seven different atom types (Brasseur, 1991).

The hydrophobic and hydrophilic isopotential sur-
faces were calculated by a cross-sectional computational
method. A 1 Å mesh-grid plane was set to sweep across
the molecule by step of 1 Å. At each step, the sum of
the hydrophobicity and hydrophilicity values at all grid
nodes were calculated. The hydrophobic and hydrophilic
MHP surfaces were then drawn by joining the isopo-

(Biofuge Pico, Van der Heyden, Heraeus, Germany)
eliminates Titanium deposit and residual multilamellar
vesicles.

The phospholipid concentration were determined by
phosphorus analysis (Mrsny et al., 1986).

2.2.4. Lipid-mixing experiments
Mixing of liposome membranes was followed by

measuring the fluorescence increase of R18, a lipid sol-
uble probe, after the fusion of labelled and unlabelled
liposomes. Labelled liposomes were obtained by incor-
porating R18 in the dry lipid film at a concentration 6.3%
of the total lipid weight. Labelled and unlabelled lipo-
somes were mixed at a weight ratio 1:4, respectively and
a final concentration of 50 �M in lipid-mixing buffer.
Fluorescence was recorded at room temperature (λexc:
560,λem: 590 nm) on an LS-50B Perkin-Elmer fluorime-
ter.

2.2.5. Leakage of liposome vesicle contents
The HPTS (8-hydroxypyrene-1,3,6-trisulfonic

acid)/DPX (p-xylylenebis[pyridinium] bromide) assay
of Ellens et al. (Ellens et al., 1985) was used to monitor
vesicle leakage. The assay is based on the quenching of
HPTS by DPX. HPTS and DPX are both encapsulated
in the aqueous phase of the same liposomes. Leakage of
vesicles was followed by the measure of the dequench-
ing of HPTS released into the medium. Fluorescence
was recorded at room temperature (λexc: 360, λem:
520 nm) on a LS-50B Perkin-Elmer fluorimeter.
tential values.Calculations are performed on an Intel®

Pentium® 4, CPU 3.80 GHz, 4.00 Go of RAM. Graphs
were drawn using WinMGM (Rahman and Brasseur,
1994).

2.2.3. Liposome preparation
Lipids were dissolved in a chloroform/methanol (2/1,

v/v) solution. Lipid film was obtained after evaporation
under vacuum obtained with a rotovapor (Van Der Hey-
den Büchi, Switzerland). The lipid film, dried for one
night, was then dispersed in 2 ml of lipid-mixing buffer
and incubated for one hour at 37 ◦C.

To obtain LUV (large unilamellar vesicles),
the hydrated lipid dispersion was exposed to five
freeze–thaw cycles and passed 10 times through a poly-
carbonate membrane (0.1 nm) under 20 bars pressure
with an extruder (Lipex Biomembranes, Vancouver,
Canada).

To obtain small unilamellar vesicles (SUV), the
hydrated film was sonicated (High Intensity Ultrasonic
Processor, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA)
for 5 min at 50 W. A 10,000 × g centrifugation for 2 min
Liposomes (SUVs) were prepared as described above
in 12.5 mM HPTS (45 mM NaCl), 45 mM DPX (20 mM
NaCl), 10 mM Tris–HCl at pH 7.4. Vesicles containing
encapsulated HPTS and DPX were eluted in the void vol-
ume of Sephadex G-75 column, with 10 mM Tris–HCl,
150 mM NaCl (pH 7.4).

For leakage and lipid-mixing experiments, assays
were repeated at least three times, with different batches
of peptide.

2.2.6. Infrared spectroscopy (FTIR) measurements
Attenuated total reflection (ATR) infrared spec-

troscopy was used to determine the secondary structure
of Chameleon peptide in solution and in lipids.

Spectra were recorded at room temperature on a
Brüker Equinox 55 equipped with a liquid nitrogen-
cooled mercury–cadmium–telluride (MCT) detector at
a resolution of 2 cm−1, by averaging 512 scans. Free
peptide samples (20 �g peptide) and the lipid-bound pep-
tides (see preparation below) were spread out on a ger-
manium ATR plate (50 mm × 20 mm × 2 mm, Aldrich
Chimica) with an aperture of 45◦ yielding 25 internal
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reflections. Reference spectra of the Germanium plate
were automatically recorded after purge for 15 min with
dry air and subtracted to the recently run sample spectra.
Peptide/lipid complexes (1/5, w/w ratio) were spread out
on the plate and slowly dried under a stream of N2. The
plate was sealed in an universal sample holder and rehy-
drated by flushing the holder with N2 satured with D2O
for 3 h at room temperature.

2.2.7. Sample preparation
Amounts of 250 �g peptides were added to 1250 �g

liposomes (1/5 peptide/lipid, w/w ratio) prepared as
described above. Lipid–peptide incubations were per-
formed for 1 h at room temperature in a 10 mM
sodium acetate 10 mM/acetic acid 57 mM buffer pH 4.
After incubation, the lipid-peptide mixture was filtered
through an anisotropic hydrophilic YM 30 membrane
(cutoff 10 kDa) of a centrifree micropartition system
(Amicon) with a 13,000 × g centrifugation for 45 min to
separate lipid-associated from free peptides. Phospho-
lipid concentration was determined as mentioned above.

2.2.8. Secondary structure determination
Vibrational bands, especially the amide I band

(1600–1700 cm−1), are sensitive to the secondary struc-
tures of the proteins. The C O vibration is representative
of 80% of the amide I band and accounts for all the
secondary structures. The combination of resolution-
enhancement methods with curve-fitting procedures
allow to quantitatively assign different secondary struc-
t
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trum recorded with polarised light at 90◦ and A(0◦) the
absorbance of the same dipole from a 0◦ polarised spec-
trum.

The bands chosen to characterise the protein
and phospholipid orientation are those described in
Goormaghtigh et al. (1999).

3. Results

3.1. Sequence analysis

To be considered as tilted, a peptide has to be
hydrophobic enough to interact with a hydropho-
bic/hydrophilic interface, such as a membrane. The mean
hydrophobicity of tilted peptides, calculated on the basis
of the Eisenberg consensus hydrophobicity scale, is
between 0.16 (for lipoprotein lipase tilted peptide) and
0.93 (for Simian immunodeficiency virus tilted peptide)
(Brasseur et al., 1997). The mean hydrophobicity of
Cham is 0.16, like the lipoprotein lipase (LPL) peptide.

The Jähnig method allows to calculate a mean
hydrophobicity for a residue taking into account its
neighbouring residues in terms of secondary structure.
The Jähnig profile of the GB1 protein with Cham
sequence in 23–33 is presented Fig. 1A. Using this
method, a curve with an oscillation of three to four
amino acids periodicity is usually obtained for amphi-
pathic helices (Brasseur, 2000). For a tilted peptide, the
oscillating curve decreases or increases according to the
hydrophobic gradient. In the case of Cham peptide, a
ures such as �-helix, �-sheets and unordered struc-
ures. Each band was assigned according to the fre-
uency of its maximum. The area of each band was
hen divided by the sum of all areas. This gives the
elative ratio of each secondary structure. The bands
re assigned as follows (Goormaghtigh et al., 1999):
-helix: 1662–1645 cm−1, �-sheets: 1689–1682 and
637–1613 cm−1, random 1644.5–1637 cm−1, �-turns:
681–1662 cm−1. It should be noted that the proteins
pread on the plate are deuterated to avoid an over-
ap of �-helix and random-coil structures, as previously
escribed (Goormaghtigh et al., 1999).

.2.9. Orientation of the peptide in the vesicles
When orientation has to be evaluated, spectra are

ecorded at two orthogonal linear polarisations (90◦ and
◦) of the incident light. A dichroic spectrum is obtained
y subtracting the spectrum recorded with polarised light
t 0◦ from that at 90◦. The angle between a normal
o the Ge crystal and the dipole is calculated from the
ichroic ratio RATR: RATR = A(90◦)/A(0◦) where A(90◦)
s the absorbance of the selected dipole from a spec-
decreasing oscillation is observed, suggesting the exis-
tence of a hydrophobic gradient, the N-terminal domain
being more hydrophobic than the C-terminal end.

The HCA method gives a 2D helical representation
of the sequence, allowing the detection of hydrophobic
clusters whose shape and length can be related to the sec-
ondary structure and the hydrophobic properties of the
sequence. The HCA representation of the GB1 protein
with Cham sequence in 23–33 is presented in Fig. 1B. By
considering that the alanine in position 29 is hydropho-
bic as described in Section 2.2, a triangular hydrophobic
cluster for the Cham sequence is observed, in agreement
with the existence of a hydrophobic gradient along the
sequence (Brasseur, 2000).

Molecular hydrophobic potential (MHP) calcula-
tion allows to visualise hydrophobic and hydrophilic
domains of a molecule. Fig. 2A shows the MHP of
the Cham peptide when helical and beta-structured. A
hydrophobicity gradient exists along the helix axis of
the Cham peptide, with N-terminal end being more
hydrophobic than the C-terminal one. When it is beta-
structured (Fig. 2A), there is no amphipathic segregation
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Fig. 1. (A) Jähnig profile of the GB1 with Cham peptide in position
23–33. (B) Hydrophobic cluster analysis of the GB1 with Cham peptide
in position 23–33. V (valine), F (phenylalanine), W (tryptophane), Y
(tyrosine), M (methionine), L (leucine) and I (isoleucine) are hydropho-
bic. K (lysine), E (glutamic acid), D (aspartic acid), N (asparagine), �
(threonine) and � (glycine) are hydrophilic. By default, A (alanine) is
hydrophilic but when three or more hydrophobic residues surround it,
alanine is hydrophobic.

of the hydrophobic and hydrophilic envelopes along the
peptide.

3.2. Interaction of the Cham peptide with bilayer

Since the sequence analysis of Cham suggests that the
peptide presents a hydrophobicity gradient that should
allow a tilted orientation at a hydrophobic/hydrophilic
interface, we have studied the interaction of the peptide
with membranes (a model of hydrophobic/hydrophilic
interface), by molecular modelling, ATR-FTIR and lipo-
some fusion assays.

3.3. Molecular modelling analysis

The conformation of the peptide was analysed using
the stereoalphabet procedure (see Section 2). The 20 best
structures are conserved and presented in Table 2, using
the stereoalphabet code (see Table 1). All peptides are
mainly conformed as an �-helix (from 45 to 65%). At

Fig. 2. (A) Molecular hydrophobicity potential (MHP) plot showing
the hydrophilic (green) and the hydrophobic (orange) envelopes around
the peptide. N and C ends of the peptide are indicated. Top: �-helix
folded Cham peptide with, at the right, a 180◦ rotation compared to
the left representation. Below, MHP around the helices. Bottom: �-
strand folded Cham peptide with, at the right, a 180◦ rotation compared
to the left representation. Below, MHP around the � structures. (B)
Best position of the mean structure of the Chameleon peptide in the
IMPALA bilayer. Bottom plane (yellow): bilayer centre (z = 0); first
upper plane (purple): lipid acyl chain/polar headgroups interface at
13.5 Å from the centre ; second upper plane (pink): lipid/water interface
(z = 18 Å). The helix structure and the N and C ends of the peptide are
indicated.

their extremities, they present other structures which are
generally beta and coil conformations. The mean struc-
ture of the Cham peptide is obtained by preserving the
most represented structure at each position (Table 2, last
line). Like the structures conserved after the stereoalpha-
bet procedure, the mean structure has a central �-helix.
The N-terminal extremity is beta conformed whereas the
C-terminal end is in coil.

We simulated the interaction of these 20 Cham struc-
tures with a modelled bilayer by a Monte Carlo pro-
cedure. The interaction of the mean structure of the
Cham peptide in the IMPALA membrane is presented
in Fig. 2B. Like that peptide structure, the nineteen oth-
ers insert into the membrane, as suggested by the mean
hydrophobicity of Cham peptide. The mass centre of the
different structures of Cham peptide inserts at 13.5 Å
from the bilayer centre, i.e. at the interface between the
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Table 2
Stereoalphabet code of the 20 best structures and the mean structure
of Cham (last line) obtained after the stereoalphabet procedure

b b g a a a a a a e c
b b e a a a a a a e c
b d g e a a a a a e c
b d g a a a a a a e c
b c b e a a a a a e c
b b g a a a a a a a c
b b g e a a a a a a c
b d g e a a a a a a c
b d g a a a a a a a c
b b g d a a a a a e c
b b g b a a a a a e c
b b g a a a a a a e a
b b g e a a a a a e a
b d g e a a a a a e a
b d g a a a a a a e a
b c b e a a a a a a c
b b g a e a a a a a c
b d e a a a a a a e c
b b e a a a a a a a c
b d e a a a a a a a c

b b g a a a a a a e c

phospholipid polar headgroups and the acyl chains. The
helix angle of is 56◦ relative to the membrane normal,
as tilted peptides do. The other structures have also a
tilted orientation of their helix relative to the membrane
normal (data not shown). Their most hydrophobic N-end
interacts with the hydrophobic core of the membrane.

The IMPALA simulations indicate that Cham pep-
tide is able to insert obliquely in the membrane when
mainly �-structured. Biophysical assays were carried out
to assess the secondary structure and lipid-interacting
properties of Cham.

3.4. Conformation of the Cham peptide

The secondary structure of the Cham peptide was
assayed with ATR-FTIR in different solvents including
TFE and DMSO and in the presence of liposomes. In
organic solvents, the peptide conformation is 18–21%
helix and 41–48% � conformation. When water is added,
the helix percentage slightly decreases to the benefit of
the � structure. This tendency is reversed when lipo-
somes are added. After 1 h of incubation with liposomes
and the elimination of free peptides, 49% are helical,
while only 15% correspond to � conformations (Table 3,
Fig. 3).

These data indicate that Cham preferentially adopts
a � conformation in solution and is mainly helical into
membranes. So, like for tilted peptides, the Cham peptide
inserts into the membrane under the helical form.

Fig. 3. Infrared spectra of Cham peptide in TFE (A) and in the presence
of liposomes (B) between 1700 and 1600 cm−1, corresponding to the
amide I absorption. The maximal absorbance is around 1620 cm−1

when peptide is dissolved in the TFE and is around 1650 cm−1 in the
presence of liposomes, which correspond to � and � conformations,
respectively.

3.5. Orientation of the Cham peptide in the
liposome bilayer

We tested the orientation of the Cham peptide in lipo-
somes by recording the ATR-FITR spectra obtained with
0◦ and 90◦ polarised light beams. When liposomes are
spread on a Germanium plate, they form oriented multi-
bilayers (Goormaghtigh et al., 1999). Dichroic ratios
allow to determine the angle of the Cham peptide and
the phospholipid acyl chains towards the Germanium
plate. The mean relative angle between the phospholipid
tails and the helix axis is around 50◦ (Table 4). The ATR-
FTIR analysis indicated that the Cham �-helix inserts in
the bilayer, obliquely towards the membrane surface, as
predicted by the IMPALA method.

3.6. Fusion of liposomes

Since molecular modelling and infrared spec-
troscopy assays indicate that the Chameleon fragment
is obliquely oriented into lipids, we tested its hydropho-
bic/hydrophilic interface destabilising capacities on lipo-
somes. We checked the fusogenic properties by lipid-
mixing and permeability experiments.

In the lipid-mixing assays, R18-quenched and R18-
free liposomes were mixed. When there is fusion
between the two populations, a mixing of lipids occurs.

Table 3
Secondary structure (±5%) of Chameleon peptide in different solvents

and in presence of lipids as determined by ATR-FTIR measurements

Cham peptide in Beta Total alpha Coil Turn

100% TFE 41 21 9 29
50% TFE 51 13 5 31
100% DMSO 48 18 8 26
Lipids 15 49 15 21
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Table 4
Dichroic ratios of the phospholipid acyl chains and Cham peptide �-helix

Phospholipid (PL) acyl chains �-Helix Relative orientation
helix axis/PL chains

RATR
* Angle (◦)** RATR

* Angle (◦)** Angle (◦)

Cham peptide/SUV (PE/PC/PG) 1.06 30 0.99 80 50

* Calculated as mentioned in Section 2. The angles are determined with a precision of ±5◦.
** Angle between the phospholipid CH2 dipole moment or the helix axis and the normal to the Germanium plate.

R18 is subsequently diluted and dequenched, inducing
a fluorescence increase. In our assays, the fluorescence
increased upon addition of the Cham peptide, indicating
lipid fusion. No fluorescence change occurred when the
unlabelled liposomes were omitted, nor in the absence
of the peptide. The fluorescence signal was optimal in
the presence of negatively-charged liposomes at pH 4.0
(Table 5). Small unilamellar vesicles (SUV) gave a bet-
ter dequenching signal than LUV. The fusion conditions
were optimal using SUV made up of PE/PC/PG (6/3/1

Table 5
Percentage of lipid mixing of charged and uncharged liposomes induced by Chameleon peptide after 15 min (0.8 peptide/lipid mol/mol ratio), in
different experimental conditions, 100% is the maximal response

pH 4 pH 6 pH 7.4

PE/PC/PI/SM/CHOL: 3/3/1.25/0.5/2.25 (m/m) SUV: 97%, LUV: 67% LUV: 1% LUV: 8%
PE/PC/SM/CHOL: 3.15/3.35/1.8/1.7 (m/m) LUV: 38% LUV: 8% LUV: 5%
PE/PC/PG: 6/3/1 (m/m) SUV: 100% n.d. SUV: 81%

mol/mol) at pH 4.0 (Table 5 and Fig. 4). When the pep-
tide/lipid ratio was increased, the dye dequenching signal
also increased and reached a plateau (Fig. 5). Under our
conditions, the responses are optimal for a peptide/lipid
molar ratio of 0.8. The signal obtained with this ratio
is equal to the signal obtained with the SIV fusion pep-
tide, at a 0.02 peptide/lipid ratio, used here as a positive
control.

In the liposome leakage assays, HPTS and its
quencher DPX were encapsulated together in liposomes.
Fig. 4. Time course of lipid mixing of PE/PC/PG (6/3/1; m/m/m)
SUVs induced by the Chameleon peptide dissolved in 100% DMSO.
Increased R18 relative fluorescence due to probe dilution is followed
at room temperature and measured at 590 nm. (�) Cham peptide/lipid

molar ratio of 0.8, pH 4; (×) Cham peptide/lipid molar ratio of 0.8, pH
7.4; (	) SIV peptide/lipid molar ratio of 0.02 (pH 4); (�) DMSO.
Fig. 5. Influence of the Chameleon peptide concentration on the extent
of lipid mixing of PE/PC/PG SUVs. The relative fluorescence of the
R18 probe is measured after 15 min of incubation. One hundred per-
cent is the relative fluorescence obtained with the peptide at 2.4 mM
(corresponding to a peptide/lipid molar ratio of 0.8).
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Fig. 6. Leakage of PE/PC/PG SUV contents induced by the Chameleon
peptide. The peptide (dissolved in 100% TFE) is added to the liposome
suspension in a 0.4 mol/mol ratio as described under Section 2. One
hundred percent is the relative fluorescence obtained after adding Tri-
ton X 100. The fluorescence of TFE alone was subtracted from the
fluorescence induced by the peptide. The HPTS fluorescence is mea-
sured at 512 nm (excitation at 450 nm).

On destabilisation of the HPTS-DPX liposomes, the two
probes are released into the medium. The distance sep-
arating HPTS and DPX increases causing a subsequent
increase in HPTS fluorescence. At the same peptide/lipid
ratio as for the lipid mixing assays, addition of Cham
causes a fluorescence increase, due to HPTS release into
the solvent (Fig. 6).

These results show that the Cham peptide is able to
induce the destabilisation of liposomes, like tilted pep-
tides. The fusion of liposomes includes bilayer mixing
(lipid mixing) and the fracture of membrane integrity
(leakage).

4. Discussion

Since few years tilted peptides have been described
in literature (for a review, see Brasseur, 2000). Such pep-
tides insert obliquely towards a hydrophobic/hydrophilic
interface, such as a lipid bilayer, and induce destabilisa-
tion when they are in a helical conformation. They also
show structural plasticity since their secondary struc-
ture depends on their environment (Ishiguro et al., 1993;
Martin et al., 1993, 1994, 1996; Rapaport and Shai,
1994). The latter behaviour is comparable to the struc-
tural duality of the Chameleon peptide described by
Minor and Kim (1996).

By comparing the properties of the Chameleon pep-
tide with those of known tilted peptides, we suggest
that the Cham peptide is a tilted peptide. When helical,
the Cham peptide presents an asymmetric hydrophobic-
ity profile, a feature shared by all tilted peptides and
responsible for their oblique orientation (Brasseur, 1991;
Brasseur, 2000; Lins et al., 2001). The IMPALA sim-
ulations hence predict that Cham is able to insert in
a tilted fashion into a modelled membrane. The inser-
tion into the bilayer occurs when the peptide adopts a
mainly helical stable conformation. The structural reor-
ganisation of the more hydrophobic N-terminal domain
allows a deeper interaction of hydrophobic residues
with the bilayer core that should disturb the phospho-
lipid acyl chain parallelism. By infrared spectroscopy
we showed that the Cham peptide is predominantly
� in solvent and mainly helical in presence of lipo-
somes, like for most tilted peptides (Wharton et al., 1988;
Takahashi, 1990; Martin et al., 1991, 1994; Gallaher et
al., 1992; Nieva et al., 1994; Han et al., 2001; Saez-Cirion
and Nieva, 2002). The polarised ATR-FTIR experi-
ments indicated that the Cham peptide adopts a tilted
orientation towards a lipid bilayer, in agreement with
the modelling approaches. Furthermore, the biophysical
assays confirmed the destabilising properties of Cham,
since the peptide is able to induce liposome fusion and
leakage.

Compared to other tilted peptides, the Cham peptide
is relatively hydrophilic. This can be related to the fact
that the Cham peptide induces less fusion than the SIV

fusion peptide (taken as positive control) at the same
peptide/lipid ratio. This was already observed for the
apo CIII tilted fragment (Lins et al., 2002).

We observed that Cham induces more fusion in the
presence of charged liposomes, at pH 4 as compared to
pH 6 or 7.4. At those pH’s, the lysine amine group is
positively charged (pKa of 10.4–11.1) and the glutamic
acid carboxyl group (pKa of 4.3–4.5), negative. At pH 4,
only lysines are charged, creating two positively charges
located on the same helix side (residues 6 and 9). When
the liposomes are negatively charged by the presence of
PG or PI, we assume that an attraction occurs between
the positively-charged peptide and negative lipids, which
increases the interaction of the peptide with the mem-
brane. More peptides should insert into the membrane,
inducing more liposome fusion.

In earlier studies, it was shown that fusogenic pep-
tides (like fusion peptides), classified into the tilted
peptides group, have structural plasticity (Wharton et
al., 1988; Takahashi, 1990; Martin et al., 1991, 1994;
Gallaher et al., 1992; Nieva et al., 1994; Saez-Cirion
and Nieva, 2002). In this study, we have shown that a
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peptide, known for its structural plasticity, behaves as a
tilted peptide. This suggests that a relatively hydrophobic
sequence, which shows different conformations accord-
ing to the environment, can be a tilted peptide when hav-
ing an asymmetric distribution of hydrophobic residues
in the helical structure. This also suggests that a link
should exist between the structural plasticity and the
destabilising properties of a peptide. It was notably sug-
gested that the fusogenic properties of tilted peptides
of gp41 (the protein involved in the HIV-1 virus/cell
fusion process) and of PrP (the protein involved in prion
diseases) are related to their structural polymorphism.
Indeed, it was shown that the conformational flexibil-
ity of the gp41 fusion peptide of HIV-1 appears to be
an important factor for the fusion process : inactive
mutants possess no conformational flexibility whereas
active peptides do (Wong, 2003). Gallaher’s team pro-
posed that during the pathological processes, the con-
formational polymorphism displayed by the 119–137
PrP region (containing the tilted peptide) may play a
role in the perturbation of the general architecture of the
membrane lipid bilayer (Pillot et al., 1997). Moreover,
this team suggests the existence of common mecha-
nisms underlying cytotoxicity by PrP and HIV-1 gp41.
According to our study, one of these could be structural
flexibility.

All these data suggest that the structural flexibil-
ity of tilted peptides is implicated in their destabilising
properties. Furthermore, the detection of tilted peptides
in proteins which undergo transconformation, such as

by Region Wallonne and the National Fund for Scien-
tific Research of Belgium (grant F.N.R.S.-Televie no.
7.4.527.05.F to AL).
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4. Le mode d’interaction membranaire et les propriétés fusogènes d’un 

peptide transmembranaire modèle de novo dépendent de la longueur du 

cœur hydrophobe. 

 

Lorin, A., Charloteaux, B., Fridmann-Sirkis, Y., Thomas, A., Shai, Y. & 

Brasseur, R. (2007) Mode of Membrane Interaction and Fusogenic Properties of 

a de novo Transmembrane Model Peptide Depend on the Length of the 

Hydrophobic Core. Journal of Biological Chemistry 282, 18388-18396 

 
Les études précédentes ont permis de déterminer le peptide de fusion minimal des 

virus HIV-1 et BLV. Elles montrent également que la fusogénicité de cette classe de peptides, 

celle des peptides obliques, est liée à leur capacité à s’insérer obliquement dans la membrane 

sous forme hélicoïdale. Enfin, elles renforcent l’hypothèse selon laquelle la flexibilité 

structurale des peptides obliques et en particulier des peptides de fusion est importante pour 

leur potentiel fusogène.  

Le peptide de fusion n’est pas la seule région des glycoprotéines à intervenir 

directement dans la fusion membranaire. De nombreuses études indiquent que le domaine 

transmembranaire des glycoprotéines de nombreux virus, dont celui du HIV-1, intervient 

également dans le mécanisme de la fusion (cf. chapitre 4. p.27). Des mutations au sein du 

domaine transmembranaire peuvent annuler ou diminuer la fusogénicité de certaines 

glycoprotéines. La diminution de la longueur de ce domaine peut également empêcher la 

fusion de se dérouler correctement. Le rôle des domaines transmembranaires dans la fusion 

est aussi mise en évidence par des études montrant que des peptides correspondant au 

domaine transmembranaire de la protéine G du VSV ou à une partie du domaine 

transmembranaire de gp41 du HIV-1 induisent la fusion de liposomes (Langosch et al., 

2001a ; Dennison et al., 2002 ; Moreno et al., 2006). Il a été proposé que la flexibilité 

structurale des domaines transmembranaires intervienne dans la fusogénicité des 

glycoprotéines (Langosch et al., 2001a). Afin de tester cette hypothèse, Hofmann et al. (2004) 

ont analysé les propriétés fusogènes de peptides transmembranaires modèles dont la 

proportion en résidus promoteurs d’hélice α et en résidus promoteurs de feuillet β varie. Leurs 

résultats montrent que les peptides contenant des résidus promoteurs d’hélice α et des résidus 

promoteurs de feuillet β induisent plus de fusion que les peptides composés seulement de 
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résidus promoteurs d’hélice. L’utilisation de ces peptides modèles a permis de renforcer le 

lien flexibilité/fusogénicité des domaines transmembranaires hélicoïdaux.  

Dans cette partie du travail, nous avons également utilisé des peptides 

transmembranaires modèles, appelés KALRs, pour étudier l’effet de la séquence et de la 

longueur des domaines transmembranaires sur leurs propriétés membranaires dont la fusion. 

Le cœur hydrophobe de ces peptides est principalement composé de leucines et d’alanines. 

Ces deux résidus favorisent la structure hélicoïdale (Chakrabartty et al., 1994 ; Pace et 

Scholtz, 1998 ; Rohl et al., 1999). Un tryptophane est présent au centre du cœur, ce qui 

permet d’avoir un marqueur fluorescent. Le cœur des peptides est entouré par des résidus 

polaires chargés positivement : des lysines du coté N-terminal et des arginines du coté C-

terminal. Comme l’alanine et la leucine, ces résidus favorisent la formation d’hélice (Pace et 

Scholtz, 1998). Les peptides KALRs sont donc composés de résidus promoteurs d’hélices.  

Afin de mesurer l’effet de la longueur hydrophobe de ce peptide sur ses propriétés 

membranaires, trois KALRs ont été conçus. KALR14, KALR18 et KALR22 contiennent 

respectivement 14, 18 et 22 résidus hydrophobes centraux. Les propriétés membranaires de 

ces trois KALRs ont été analysées par modélisation moléculaire et approches expérimentales.  

 

Les analyses ATR-FTIR montrent que les peptides KALRs s’insèrent dans la 

membrane sous forme majoritairement hélicoïdale et adoptent une orientation 

transmembranaire (Figure 4 et Table 2 de l’article). L’algorithme IMPALA prédit également 

une insertion transmembranaire de ces peptides sous forme hélicoïdale (Figure 1 de l’article). 

Les peptides KALRs sont donc de bons modèles de peptides transmembranaires hélicoïdaux. 

Les analyses FTIR montrent que la longueur du cœur hydrophobe de KALR intervient dans sa 

capacité à s’insérer dans les membranes (Figure 4 de l’article). En effet, plus son cœur 

hydrophobe est long, plus KALR s’insère dans les membranes. Cette augmentation 

d’insertion peut être due à l’augmentation de l’hydrophobicité du peptide. Toutefois, l’analyse 

IMPALA suggère qu’un autre paramètre intervient également dans le taux d’insertion de 

KALR : sa capacité à traverser totalement la membrane (Figure 1 de l’article). En effet, 

KALR14 est trop court pour traverser entièrement la membrane. Cette situation, appelée 

« mismatch » hydrophobe négatif, est défavorable d’un point de vue énergétique car une des 

deux extrémités polaires du peptide se situe dans le centre hydrophobe de la membrane. Pour 

remédier à cette situation défavorable, KALR14 s’insère beaucoup moins dans la membrane 
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que KALR22 qui est assez long pour traverser entièrement la membrane (Figure 4 de l’article). 

L’étendue du « mismatch » de KALR18 étant beaucoup moins élevé que celui de KALR14, 

KALR18 peut subir quelques modifications structurales lui permettant de traverser entièrement 

la membrane (Figures 1 et 2 de l’article). Le taux d’insertion de KALR18 est alors proche de 

celui de KALR22 qui traverse la membrane sans modifications de structure (Figure 4 de 

l’article).  

Nos résultats montrent également que KALR18 et KALR22 induisent la fusion et la 

perméabilisation de liposomes in vitro. Un peptide transmembranaire modèle composé de 

résidus promoteurs d’hélices peut donc avoir des propriétés fusogènes. Par contre, KALR14 

n’induit aucune déstabilisation membranaire in vitro. Cette différence de fusogénicité peut 

être expliquée par les différences d’insertion membranaire des peptides. L’analyse IMPALA 

suggère que la longueur du cœur hydrophobe intervient également dans la capacité du peptide 

à déstabiliser les membranes. En effet, seuls les KALRs qui interagissent avec les deux 

monocouches de la membrane sont fusogènes. Ces résultats peuvent être reliés à ceux 

montrant que la diminution de la longueur du domaine transmembranaire des glycoprotéines 

virales diminue la fusogénicité de celles-ci (Owens et al., 1994 ; Bos et al., 1995 ; 

Pietschmann et al., 2000 ; Melikyan et al., 2000 ; Armstrong et al., 2000). Il a d’ailleurs eté 

suggéré que la capacité de HA2 à induire la fusion était reliée à la capacité de son domaine 

transmembranaire à traverser la membrane (Armstrong et al., 2000). Nos études vont dans ce 

sens. 
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Model peptides composed of alanine and leucine residues
are often used to mimic single helical transmembrane
domains. Many studies have been carried out to determine
how they interact with membranes. However, few studies
have investigated their lipid-destabilizing effect. We
designed three peptides designated KALRs containing a
hydrophobic stretch of 14, 18, or 22 alanines/leucines sur-
rounded by charged amino acids. Molecular modeling simu-
lations in an implicit membrane model as well as attenuated
total reflection-Fourier transform infrared analyses show
that KALR is a good model of a transmembrane helix. How-
ever, tryptophan fluorescence and attenuated total reflec-
tion-Fourier transform infrared spectroscopy indicate that
the extent of binding and insertion into lipids increases with
the length of the peptide hydrophobic core. Although binding
can be directly correlated to peptide hydrophobicity, we show
that insertion of peptides into a membrane is determined by
the length of the peptide hydrophobic core. Functional stud-
ies were performed by measuring the ability of peptides to
induce lipid mixing and leakage of liposomes. The data reveal
that whereas KALR14 does not destabilize liposomal mem-
branes, KALR18 and KALR22 induce 40 and 50% of lipid-mix-
ing, and 65 and 80% of leakage, respectively. These results
indicate that a transmembrane model peptide can induce
liposome fusion in vitro if it is long enough. The reasons for
the link between length and fusogenicity are discussed in
relation to studies of transmembrane domains of viral fusion
proteins. We propose that fusogenicity depends not only on
peptide insertion but also on the ability of peptides to desta-
bilize the two leaflets of the liposome membrane.

Biological membranes are a complex mixture of lipids that
contain proteins, hydrocarbons, and other constituents (1). In
addition, expression, folding, and insolubility problems can
make the study of protein-membrane interactions very compli-
cated and limit the results of interpretation (2, 3). Therefore,
peptide-membrane interactions are often studied with lipo-
somes of strictly controlled composition (4–8). Use of such
model membrane systems also allows one to control the sur-
rounding medium (4). The same principle has been used by
several groups with simplified de novo model peptides com-
posed of typical residues (9–17). These approaches are useful
for analyzing the impact of specific features of peptides and/or
membranes on peptide-membrane interactions (12, 18).
The effect of hydrophobicity of TM6model peptides on their

interactionwithmembranes has been studied by several groups
(16, 19). A threshold of hydrophobicity is required for peptides
to be able to insert into membranes and to adopt a transmem-
brane orientation (19). For example, peptides with a hydropho-
bic core composed of 24 alanine residues do not adopt a stable
transmembrane orientation in phosphatidylcholine-hydrated
membranes (15). Lewis et al. concluded that this is due to insuf-
ficient hydrophobicity rather than poor helicity (15). As a
result, TMmodel peptides are usually composed of amixture of
alanine and leucine residues (16, 20–29). This composition bet-
ter mimics the mean hydrophobicity of natural TM domains
than peptides composed of solely leucine residues (16, 30).
Almost all de novo TM peptides have aromatic or positively
charged residues on either side of the hydrophobic stretch.
Lysine and arginine residues are used, since they help to solu-
bilize the peptide, to promote the monomer form, to favor a
helical conformation, and to ensure the TM orientation (16,
22). Moreover, it was shown that natural transmembrane
�-helices domains are often flanked by lysine and arginine res-
idues (31, 32).
When the length of the hydrophobic stretch of a helical pep-

tide fits the thickness of the membrane hydrophobic core, the
peptide inserts into the membrane and adopts a TM orienta-
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tion (26, 33). When it does not fit, either polar residues are
exposed to the apolar medium, or hydrophobic residues are
accessible to the water phase. This unfavorable phenomenon
has been called hydrophobic mismatch (6, 16, 18, 34). Positive
and negative hydrophobic mismatches occur when the hydro-
phobic stretch of a peptide is too long or too short with respect
to the membrane thickness, respectively (16). The peptide can
adapt its structure or its orientation to overcomemismatch (23,
25, 35). It can also oligomerize to reduce the mismatch (for a
review, see Ref. 16). If themismatch is too great, insertion of the
peptide into the membrane is reduced (16, 34–37). It has been
shown that membrane adaptation can also result as a response
to a hydrophobic mismatch. 2H NMR measurements with lip-
ids containing a perdeuterated acyl chain, x-ray diffraction, and
differential scanning calorimetrymeasurements revealed that a
positive mismatch increases the lipid chain order, whereas a
negative mismatch increases membrane disorder (38–41).
However, other studies using 15N as well as 31P NMR, differen-
tial scanning calorimetry, and ESR showed that peptides long
enough or too long to span the membrane perturb the mem-
brane order whereas peptides that are too short have less effect
(23, 24).
Few studies have focused on the ability ofTMmodel peptides

to induce membrane fusion. Hofmann et al. (42) showed that
the fusogenicity of TM model peptides varies with the ratio of
helix-promoting leucine and sheet-promoting valine residues
and is enhanced if helix-destabilizing residues, such as glycine
and proline, are present within their hydrophobic core. They
further showed that fusogenicity of these peptides correlates
with structural flexibility (42). The more flexible the peptide is,
the more fusion is induced.
In this study, we analyzed the interaction of de novo TM

peptides with membranes and in particular their ability to
induce fusion. We designed three TMmodel peptides; all have
a hydrophobic core made of alanines and leucines (14, 18, and
22 residues), and both the N and C termini were extended with
three positively charged residues. Interactions and fusogenic
properties of each KALR with a membrane were studied by
modeling and experimental approaches.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Materials—1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DOPC),
1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-racemic-(1-glycerol) sodium
salt (DOPG), 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine
(DOPE), cholesterol (CHOL), and bovine brain sphingomyelin
(SM) were purchased from Sigma. Trifluoroethanol (TFE),
Hepes, Triton X-100, andMe2SO were purchased from Sigma.
Octadecylrhodamine chloride B, N,N�-p-xylenebis(pyridinium
bromide) (DPX), and 8-hydroxypyrene-1,3,6-trisulfonic acid
(HPTS) came fromMolecular Probes, Inc. (Eugene, OR). NaCl
came from Merck Eurolab (Leuven, Belgium). Peptides
KALR14, KALR18, and KALR22 were synthesized by NeoMPS
(Strasbourg, France). These peptides have free N and C termini
(Table 1). Their purity is higher than 85%.
Liposome Preparation—DOPC, DOPG, DOPE, SM, and

CHOLwere dissolved in a chloroform/methanol (2:1, v/v) solu-
tion. DOPC/CHOL/DOPE/DOPG/SM (34:33:16:10:7 mol/
mol/mol/mol/mol) film was obtained after evaporation under

vacuum with a rotary evaporator (Rotovapor R-3000, Van Der
Heyden Büchi, Switzerland). The lipid film, dried for one night,
was then dispersed in 2 ml of 5 mM HEPES and 100 mM NaCl,
pH 7.4, buffer and incubated for 1 h at 37 °C. To obtain DOPC/
CHOL/DOPE/DOPG/SM (34:33:16:10:7, mol/mol/mol/mol/
mol) large unilamellar vesicles (LUV), the hydrated lipid disper-
sion was exposed to five freeze-thaw cycles and passed 10 times
through a polycarbonate membrane (0.1 �m) under 20 bars
pressure with an extruder (Lipex Biomembranes, Vancouver,
Canada). To obtain DOPC/CHOL/DOPE/DOPG/SM (34/33/
16/10/7 mol/mol/mol/mol/mol) small unilamellar vesicles
(SUV), the hydrated film was sonicated (high intensity ultra-
sonic processor; Sigma) for 5 min at 50 W. A 10,000 � g cen-
trifugation for 2 min (Biofuge Pico, Van der Heyden, Heraeus,
Germany) discarded titanium deposit and residual multilamel-
lar vesicles. The phospholipid concentration was determined
by phosphorus analysis (43).
Lipid-binding Experiments—In a polar environment, the

tryptophan present in KALRs has a fluorescence spectrumwith
a maximum around 350 nm. Upon the addition of SUVs, the
fluorescence maximum shifts to the blue, around 335 nm. The
affinity of the peptide for the SUV was determined by adding
increasing amounts of vesicles to 0.67mM peptides dissolved in
Me2SO, as previously described (44–46). Fluorescence was
recorded at room temperature (�exc, 280 nm;�em, 335 nm) after
each addition on an LS-50B PerkinElmer Life Sciences fluorim-
eter. The fluorescence valueswere then corrected by taking into
account the dilution factor corresponding to the addition of the
liposomes and by subtracting the corresponding blank (Me2SO
with the same amount of SUVs). The ratio (R) of bound to total
peptides and the dissociation constant (Kd) were calculated as
described by Lear and DeGrado (46). Experiments were carried
out in a buffer composed of 5 mM HEPES and 100 mM NaCl at
pH 7.4.
Lipid Mixing Experiments—Mixing of liposome membranes

was followed bymeasuring the fluorescence increase of octade-
cylrhodamine chloride B, a lipid soluble probe, after the fusion
of labeled and unlabeled liposomes. Labeled liposomes were
obtained by incorporating octadecylrhodamine chloride B in
the dry lipid film at a 5% concentration of the total lipid weight.
Labeled and unlabeled liposomes were mixed at a weight ratio
of 1:4, respectively, and at a final concentration of 12.5 �M in 5
mMHEPES and 100mMofNaCl buffer at pH7.4. 100%of fusion
was determined by adding Triton X-100 at 2% to labeled/unla-
beled (1:4) LUVs. Fluorescence was recorded at room temper-
ature (�exc, 560 nm; �em, 590 nm) on an LS-50B PerkinElmer
Life Sciences fluorimeter. The tests were performed with LUVs
andwere repeated three timeswith different batches of peptide.
Leakage of Liposome Vesicle Contents—Vesicle leakage was

monitored using an assay based on the quenching of HPTS by
DPX (47). HPTS andDPXare both encapsulated in the aqueous
phase of the same liposomes. Leakage of vesicles was followed
by measuring the dequenching of HPTS released into the
medium. Fluorescence was recorded at room temperature
(�exc, 450 nm;�em, 512 nm) on an LS-50BPerkinElmer fluorim-
eter. Liposomes (LUVs) were prepared as described above in
12.5 mM HPTS (45 mM NaCl), 45 mM DPX (20 mM NaCl), and
10 mM HEPES buffer at pH 7.4. Vesicles containing encapsu-
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lated HPTS and DPXwere eluted in the void volume of a Seph-
adex G-75 column, with 5 mMHEPES and 100 mMNaCl buffer
(pH 7.4). Assays were repeated three times with different
batches of peptide.
ElectronMicroscopy—The effect of the peptides on SUV was

examined by negative transmission staining electron micros-
copy. Prior to staining and fixing, suspensions of SUV at 4.5mM

(with or without lyophilized peptide) were incubated for 5 min
at room temperature. A drop containing SUV alone or with a
peptidewas deposited onto a carbon-coated grid and negatively
stained with 2% phosphotungstic acid (pH 6.8). The grids were
observed by using a JEOL JEM100B electronmicroscope (Japan
Electron Optics Laboratory Co., Tokyo, Japan).
IR Spectroscopy Measurements—Spectra were recorded at

room temperature on a Brüker Equinox 55 equipped with a
liquid nitrogen-cooled mercury-cadmium-telluride detector at
a resolution of 2 cm�1 by averaging 512 scans. Reference spec-
tra of the germanium plate were automatically recorded after
purging for 15 min with dry air and subtracted from the
recently run sample spectrum. The plate was sealed in a univer-
sal sample holder and rehydrated by flushing the holderwithN2
saturated with D2O for 3 h at room temperature. Free peptide
samples (50�g of peptide in TFE) and the lipid-bound peptides
were spread out on a germanium ATR plate (50 � 20 � 2 mm;
Aldrich Chimica) with an aperture of 45°, yielding 25 internal
reflections. The lipid-membrane sample was prepared by incu-
bation of 1 ml of peptides at 60 �M with 6 ml of CHOL/DOPC/
DOPE/DOPG (40/34/16/10, mol/mol/mol/mol/mol) SUV at
500�M (1:50 peptide/lipid (mol/mol) ratio) in 5mMHEPES and
100 mM NaCl buffer at pH 7.4 for 1 h at room temperature.
After incubation, the lipid/peptide mixture was filtered
through an anisotropic hydrophilic YM 30 membrane (cut-off
30 kDa) of a Centrifree micropartition system (Amicon) with a
13,000 � g centrifugation for 45 min to separate lipid-associ-
ated from free peptides. Distilled water was used to recuperate
the retained sample containing the peptide-lipid complex. To
determine the peptide insertion rate in membranes by infrared
spectra, the area of the amide I peak was divided by the area of
the lipid C�O peak and the number of amide groups in the
peptide, as previously shown (35).
To evaluate the orientation of peptides in lipids, spectra were

recorded at two orthogonal linear polarizations (90 and 0°) of
the incident light. The dichroic spectrum was obtained by sub-
tracting the spectrum recorded with polarized light at 0° from
that at 90°. The angle between the germanium crystal and the
dipole was calculated from the dichroic ratio RATR/RATR �
A(90°)/A(0°), where A(90°) is the absorbance of the selected
dipole from a spectrum recorded with polarized light at 90°,
and A(0°) is the absorbance of the same dipole from a 0°
polarized spectrum. The bands chosen to characterize the
protein and phospholipid orientation are the amide I and the
lipid �s (CH2), respectively (48, 49).
Design of KALRs—Three peptides with a hydrophobic core of

14, 18, and 22 residues were designed (Table 1). The hydropho-
bic core is an AA(LAAA)n motif with n � 3, 4, and 5 for
KALR14, KALR18, and KALR22, respectively. The hydrophobic
core lengths were chosen to have variations of approximately

one helix turn, corresponding to 6 Å (50). Each peptide is sur-
rounded by three lysine residues at the N-terminal extremity
and three arginine residues at the C-terminal extremity. At the
center of the sequence of each peptide, a tryptophan residue
replaces an alanine residue in order to have a fluorescent
sensor.
Analysis by Molecular Modeling—The integral membrane

protein and lipid association (IMPALA) method was used to
analyze interaction of KALRs with membranes (51). The thick-
ness of the implicit bilayer was extrapolated from experimental
data on DOPC bilayers (16, 52, 53) and the contribution of
SM/cholesterol tomembrane thickness (54–57). The thickness
of themodelmembranewas 40Åwith a hydrophobic core of 31
Å to mimic membranes used in the experimental assays.
The IMPALA method simulates the insertion of peptides

into the bilayer by adding energy restraint functions to the usual
energy function of peptides. The lipid bilayer is defined byC(z),
which represents an empirical function describing membrane
properties as follows,

C� z� � 1 �
1

1 � e�� z � z0� (Eq. 1)

where z is perpendicular to the membrane and has its origin at
the center of the bilayer. The values � and z0 are parameters
fixed in such a way that C(�z � 20 Å�) � 1 andC(�z 	 15.5 Å�) �
0. The value of the function is constant from �∞ to �20 Å
(hydrophilic phase), from �15.5 to 15.5 Å (hydrophobic core),
and from 20 Å to ∞ (hydrophilic phase).
Two restraints simulate the interaction between the peptide

and the bilayer. The first one accounts for the effect that pushes
hydrophobic atoms into themembrane (hydrophobic restraint)
and hydrophilic atoms outside of it as follows,

Epho � ��
i � 1

N

S�i� Etr�i�C�zi� (Eq. 2)

where N is the total number of atoms, S(i) is the solvent-acces-
sible surface of atom i, Etr(i) is its transfer energy in units of
accessible surface area, and C(zi) is the value of C(z) at the
position zi of atom i.
The second restraint simulates the perturbation of the

bilayer due to the insertion of the molecule (Elip),

E lip � alip �
i � 1

N

S�i��1 � C�zi�� (Eq. 3)

where alip is an empirical factor fixed to 0.018 (51).
Peptides were constructed as �-helices using Hyperchem 6.0

(Hypercube, Inc.) assigning values of
 and� angles of�58 and
�47°, respectively (50). Conformation of backbone and side
chains was optimized with Hyperchem by a conjugated gradi-
ent procedure using the AMBER 3 force field with termination
conditions fixed to a root mean square gradient of 0.01 kcal/
(Å�mol). A systematic procedure was performed to predict the
position of the peptide into the membrane. During this proce-
dure, the peptide systematically moves from 40 to �40 Å with
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respect to the membrane center in steps of 1 Å. For each posi-
tion along the z axis, 5000 random orientations are tested. At
the end of the systematic analysis, the position and the orienta-
tion with minimal energy among the 405,000 positions tested
are selected. The peptide structurewas optimized by an angular

dynamics procedure taking into
account the force field of the mem-
brane as described by Lins et al. (58).
Random rotations of 2° maximum
and random translations of 0.1 Å
maximum of the peptide are
allowed. Calculations were per-
formed on an Intel� Pentium� 4,
CPU 3.80 GHz, 4.00 gigabytes of
RAM. Graphs were drawn using
WinMGM (59).

RESULTS

Study of KALRs in an Implicit
Membrane Model—The IMPALA
algorithm, which successfully pre-
dicted the interaction of many pep-
tides with membranes (7, 8, 51, 60),
was used to predict the interaction
of the KALRs with a model mem-
brane mimicking plasma mem-
branes (Fig. 1). Each KALR was
folded as a standard helix, and its
interaction at all levels of the mem-

brane was analyzed by a systematic procedure. Then peptide
was set at its best level of insertion and was left to adapt in the
membrane by an angular dynamics procedure.
After angular dynamics, the three peptides remain mainly

helical, although some structure adaptations occur tominimize
the sum of intramolecular energy plus the IMPALA restraints
(data not shown). The root mean square deviation values
between the peptide backbone before and after angular dynam-
ics are 1.1, 1.3, and 0.9 Å for KALR22, KALR18, and KALR14,
respectively. Structural changes of KALR22 have a minor effect
on the length of the peptide (elongation of 0.5 Å). KALR18
length increases from 35.9 to 40.8 Å due to the transition from
�-helix to more extended structures, especially at the N- and
C-terminal extremities. Like KALR22, KALR14 undergoes rela-
tively lowbackbone deformation andno elongation of structure
(variation of 0.1 Å).
KALR22, KALR18, and KALR14 angles, with respect to the

membrane normal, are 10, 15, and 15° before angular dynam-
ics, and 20, 10, and 10° afterward (Figs. 1 and 2). Thus, the
three KALRs adopt a perpendicular orientation. However,
the transmembranous status depends on the peptide. KALR22
spans the entire membrane, similarly folded before and after
structure optimization. Its mass center is 2 Å away from the
membrane center (Figs. 1 and 2). Its polar extremities are out-
side the hydrophobic core of the membrane, and its hydropho-
bic core is inside. Before the angular dynamics, KALR18 does
not traverse the membrane and has its charged N-terminal
extremity in the hydrophobic core of themembrane (Fig. 1). Its
mass center is 6 Å away from the membrane center (Fig. 2).
After the angular dynamics, it traverses the membrane due to
peptide elongation. Its two polar extremities are located outside
the hydrophobic core of the membrane (Fig. 1), and its mass
center is closer to the membrane center (1 Å). Compared with
KALR18, the position of KALR14 in the membrane does not

FIGURE 1. Best positions of KALRs in membrane as predicted by IMPALA before and after angular dynam-
ics. For each peptide, N and C termini and lengths of the backbone are indicated. Yellow plane, bilayer center
(z � 0); purple planes, lipid acyl chain/polar head group interfaces at 15.5 Å from the center; pink planes,
lipid/water interfaces at 20 Å from the center.

FIGURE 2. IMPALA restraints as a function of the peptide mass center
penetration (left) and the peptide helix-axis angle (right) before and
after angular dynamics. The helix-axis angle is calculated with respect to the
normal to the membrane, and the mass center penetration is measured with
respect to the membrane center. 14, KALR14; 18, KALR18; 22, KALR22.
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change after the angular dynamics. The peptide mass center is
at 10 Å away from the membrane center (Fig. 2). In this posi-
tion, the N-terminal extremity is exposed to the hydrophobic
core of themembrane (Fig. 1). Hence, if all peptides are perpen-
dicular to the membrane and two cross that membrane, one is
restricted to one monolayer.
The energy profiles of KALR22 in the membrane are similar

before and after angular dynamics (Fig. 2). The peptide is well
inserted into the membrane and does not need structural opti-
mization to locate hydrophobic residues in the membrane core
and hydrophilic residues at the interface. The energy profiles
also show that the TM position is much more energetically
favorable than non-TM positions. The energy profiles of
KALR18 are different before and after angular dynamics (Fig. 2).
After optimization, the interaction of KALR18 with the mem-
brane is energetically more favorable than before, especially for
TM positions with the mass centers of the peptide around the
center of the membrane (Z � 0 Å). This is due to elongation of
the peptide backbone and the consequent migration of the
polar N-terminal extremity from the apolar membrane core to
polar lipid head groups. The energy profiles of KALR14 in the
membrane are similar before and after angular dynamics (Fig.
2). Since the peptide can only traverse onemonolayer, the inter-
action energy is much less favorable than for longer peptides,
and interfacial positions are more stable than positions at the

center of the membrane. The ability of KALR14 to adopt non-
perpendicular positions is greater than for the other peptides.
Binding of KALRs to Membranes—The affinity of the three

peptides for DOPC/CHOL/DOPE/DOPG/SM (34/33/16/10/7,
mol/mol/mol/mol/mol) SUVs was monitored by following the
fluorescence of the central tryptophan residue (Table 1).When
the peptide interactswith lipids, the tryptophan emissionwave-
length shifts from 350 to 335 nm (Fig. 3A). The binding of
KALRs to membranes was measured at 335 nm upon titration
with SUVs. An increase in the fluorescence intensity corre-
sponds to an increase in the amount of membrane-bound pep-
tides. For the three peptides, fluorescence increaseswhen SUVs
are added (Fig. 3B). All three peptides bind strongly to mem-
branes, although with different affinities. The partition coeffi-
cients calculated from the curves are 7� 105, 2� 106, and 4.5�
106 for KALR14, KALR18, and KALR22,respectively. The data
reveal a direct correlation between the peptide length and its
binding capability; an increase in the peptide length by 4 resi-
dues results in about a 2.5-fold higher partition coefficient.
Structural Properties of KALRs—Fourier transform infrared

(FTIR) spectroscopy was used to determine the structure of
eachKALR inTFE solvent andwithinmembranes (Fig. 4,A and
B). The spectral position of the amide I vibration, between
1615.5 and 1694.5 cm�1, was used to characterize the confor-
mation of the peptide backbone (48). No significant difference
was observed between the three peptides in the different media
(Fig. 4). Indeed, the bands are centered around 1655 cm�1,
indicating that they aremainly helical in TFE as well as in phos-
pholipids (Figs. 4, A and B).

As shown in Fig. 4B, the intensity of the amide I absorption
band is sensitive to the length of the peptide when inserted into
lipids. A decrease in the band intensity is observed when the
length of the peptide decreases, with a considerable decrease
for the shortest peptide. Since the buffer gives no significant

FTIR signal (data not shown), these
data indicate that the longest pep-
tide is the most inserted into the
bilayer. From the FTIR spectra, we
evaluated the relative insertion of
each peptide into membranes (35).
If we consider that the KALR22 pep-
tide has an insertion rate of 100,
KALR18 and KALR14 have a relative
rate of 90 and 40, respectively. In
summary, the FTIR analysis reveals
that KALR inserts into membranes
as an �-helix conformation and that
the amount of inserted peptides
depends on its length.
Orientation of KALRs in the

Bilayer—The orientation of pep-
tides in lipid bilayers was calculated
by recording the spectra obtained
with polarized IR lights parallel and
perpendicular with respect to the
incidence plane. The amide I transi-
tion moment, around 1655 cm�1, is
parallel to the helix axis, whereas

FIGURE 3. A, emission spectra of the KALR22 peptide alone (dotted line) and in the presence of DOPC/CHOL/
DOPE/DOPG/SM (34/33/16/10/7 m/m) SUVs (full line). The excitation wavelength was set at 280 nm (8-nm slit).
B, membrane binding affinity of KALR peptides. Increase in peptide fluorescence upon titration with DOPC/
CHOL/DOPE/DOPG/SM (34/33/16/10/7, mol/mol/mol/mol/mol) SUVs. The excitation wavelength was set at
280 nm (8-nm slit), and the excitation was recorded at 335 nm (8-nm slit). �, KALR14 peptide; �, KALR18
peptide; E, KALR22 peptide.

TABLE 1
Sequence of KALR peptides
Shown are the sequences of KALRpeptides.N andC termini of the peptides are free.

Peptide Sequence
KALR14 KKKAALAAALWAALAAARRR

KALR18 KKKAALAAALAAWLAAALAAARRR

KALR22 KKKAALAAALAAALWAALAAALAAARRR
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the transition moment for �s(CH2), around 2853 cm�1, is per-
pendicular to the lipid chain axis. These bands were used to
evaluate the orientation of the peptide helix axis and the lipid
chain axis with respect to the germanium plate by calculating
their dichroic ratios (48, 49). The RATR of the lipid �s(CH2) is
1.43 for all peptides. This corresponds to an angle of 41 � 5°
between the acyl chain carbons and the normal to the germa-
nium crystal (Table 2). This value is comparable with that
obtained by Castano andDesbats with similar membranes (49).
The RATR of the amide I band yields a helix axis angle of 53, 46,
and 43 � 5° compared with the germanium plate normal for

KALR14, KALR18, and KALR22, respectively. From these data,
we can calculate that helix axes of KALR14, KALR18, and
KALR22 adopt a mean angle with respect to the membrane
normal equal to 12, 5, and 2 � 10°, respectively (Table 2). ATR-
FTIR spectra thus indicate that KALRs are perpendicular heli-
ces in membranes.
Studying the Fusogenic Properties of KALRs—We first studied

the fusogenic capacity of peptides by measuring their ability to
induce lipid mixing of liposomes (Fig. 5, A and B). KALR14
induces no significant liposome lipid mixing, even after 10 min
of incubation. The longer peptides, KALR18 and KALR22,
induce lipid mixing of liposomes. The lipid mixing increases
rapidly following the addition of KALR22 and reaches a maxi-
mumafter only 60 s. ForKALR18, themaximum is reached after
240 s. Analysis of lipid mixing at different peptide/lipid ratios
confirmed that the smallest peptide has no significant effect as
compared with the longer peptides and that KALR22 induces
more lipidmixing thanKALR18 irrespective of the peptide/lipid
ratio (Fig. 5B). The lipid mixing induced by KALR22 and
KALR18 increases with the peptide/lipid ratio and ismaximal at
a ratio of 0.04. Above this ratio, lipid mixing decreases. KALR22
induces a maximal lipid mixing of about 50% of the liposomes.
To further investigate the membrane-destabilizing effect of

KALRs, we carried out leakage assays. The addition of KALR14
tomembrane liposomes does not increase leakage, whereas the
addition of KALR18 or KALR22 does (Fig. 5C). Similar to the
lipid mixing assays, the process is dose-dependent with a max-
imum response for a peptide/lipid ratio of 0.04. Above this
ratio, leakage decreases. KALR22 also induces more leakage
than KALR18 irrespective of the peptide/lipid ratio and the
incubation time (Fig. 5, C and D). KALR22 induces a maximal
leakage of about 80% of the liposomes.
To analyze the effect of KALRs on membranes, we observed

LUVs by negative stain electron microscopy before and after
the addition of peptides (peptide/lipid ratio � 0.04). Micro-
graphs show that KALR14 has no effect on LUVs (Fig. 6). The
increase in vesicle size in the presence of KALR18 demonstrates
fusion. KALR22 also increases vesicle size but to a larger extent.

DISCUSSION

In this paper, we examined the ability of hydrophobic TM
model peptides with three hydrophobic core lengths to induce
in vitro membrane fusion and its correlation with membrane
binding, membrane insertion, and the ability to induce mem-
brane destabilization. These peptides, called KALRs, are com-
posed of hydrophobic residues (Ala and Leu residues) sur-

FIGURE 4. Infrared spectra of KALRs in TFE and in membranes. Infrared
spectra of KALR14, KALR18, and KALR22 in TFE (A) or inserted in CHOL/DOPC/
DOPE/DOPG (40/34/16/10, mol/mol/mol/mol) LUVs (B).

TABLE 2
Dichroic ratio and angle of the KALRs and phospholipid acyl chains
with respect to the germanium plate
Shown are the dichroic ratio (RATR) and angle of the KALR �-helices and of phos-
pholipid acyl chains with respect to the normal to the germanium plate.

Peptide
�-Helix Phospholipids �-Helix/phospholipid

angleaRATR Angle RATR Angle
degrees degrees degrees

KALR14 1.61 53 � 5 1.43 41 � 5 12 � 10
KALR18 1.71 46 � 5 1.43 41 � 5 5 � 10
KALR22 1.75 43 � 5 1.43 41 � 5 2 � 10

a Relative angle between the KALR �-helices and the phospholipid acyl chains.
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rounded by charged residues (Lys and Arg residues). The
hydrophobic part is a repeat of 3, 4, and 5 AAAL motifs that
result in a difference of approximately one turn of helix
between peptides.
Effect of the Hydrophobic Core Length of KALR on Insertion

into Membranes—Lipid-binding assays and infrared spectros-
copy show that the ability of KALRs to bind to lipids and to be
incorporated into membranes increases with the length of the
hydrophobic core of the peptides. These results could simply be
explained by the hydrophobicity of peptides. Indeed, the addi-
tion of one AAAL motif increases the peptide and the helix
structure’s hydrophobicity (as seen in Fig. 2), and as a result,
affinity for lipids is multiplied by 2.5, as measured in the lipid-
binding assays. However, the insertion rate of KALRs into

membranes calculated from FTIR
spectra is not linearly related to the
addition of AAAL motifs. Indeed,
the insertion rate of KALR14 is 40%
that of KALR22, whereas the inser-
tion rate of KALR18 is 90%. This
indicates that insertion of KALR
peptides into lipids is not simply
governed by hydrophobicity.
The hydrocarbon thickness of a

fully hydrated DOPC bilayer is
26.8–28.6 Å (16, 52, 53, 61–63).
The addition of SM and choles-
terol increases the thickness of the
hydrophobic core of monounsat-
uratedmembranes by 2–4.1 Å (54–
57). It was also shown that in some
cases, SM and cholesterol can
induce the formation of more rigid
lipidic domains 3–10 Å thicker than
the rest of the membrane (56, 64,
65). We can conclude from these
data that at least a large part of our
DOPC membrane has a hydropho-
bic thickness between 28.8 and 32.7
Å. Thicker rigid domains could be

present, but this cannot be assumed with certainty. That is why
the membrane hydrophobic core is 31 Å thick in the molecular
modeling simulation.
The first result of molecular modeling simulations is that all

KALR helical peptides adopt a perpendicular orientation in
membranes. This prediction is in accordance with the FTIR
data of this study and with previous studies showing that Ala/
Leu peptides of different lengths are transmembrane helices in
membranes (11, 16, 17, 30, 35).
The second result of molecular modeling simulations is that

the compatibility between membranes and peptides depends
on the peptide length. KALR22 matches the membrane thick-
ness; it inserts the hydrophobic residues inside the membrane
hydrophobic core and allows the hydrophilic residues to pro-
trude from the membrane. In contrast, KALR14 is too short to
traverse the membrane even with structural adaptations; the N
terminus is located in the membrane core, which is energeti-
cally unfavorable. This situation corresponds to a negative
hydrophobic mismatch. In between, KALR18 is too short to
span the membrane as a standard �-helix, but structural opti-
mization elongates the helix and suppresses this incompatibil-
ity. These results are consistent with previous studies of pep-
tide-membrane hydrophobic mismatch. Small distortions of
�-helix structure can occur at the extremities of a TM model
peptide too short to span a membrane (16, 66). To reduce the
mismatch, other adaptations, such as peptide oligomerization
or lipid length reduction, can occur (for a review, see Ref. 16).
However, when the mismatch is too great, the peptide is
excluded from the membrane (23, 34). This would explain why
the KALR14 is much less inserted into the membrane than
KALR18 and KALR22.

FIGURE 5. Liposome lipid mixing and leakage induced by KALRs. A, lipid mixing of DOPC/CHOL/DOPE/
DOPG/SM (34/33/16/10/7 mol/mol/mol/mol/mol) LUVs induced by KALRs as a function of time at a peptide/
lipid ratio of 0.04. B, lipid mixing induced by KALRs as a function of the peptide/lipid ratio. C, time course of
leakage of DOPC/CHOL/DOPE/DOPG/SM (34/33/16/10/7, mol/mol/mol/mol/mol) LUVs induced by KALRs at a
peptide/lipid ratio of 0.04. D, leakage induced by KALRs as a function of the peptide/lipid ratio. �, KALR14; E,
KALR18; F, KALR22.

FIGURE 6. Electron microscopy images of negatively stained DOPC/
CHOL/DOPE/DOPG/SM (34/33/16/10/7, mol/mol/mol/mol/mol) LUVs.
A, in the absence of peptide. B, in the presence of KALR14. C, in the pres-
ence of KALR18. D, in the presence of KALR22.
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In conclusion, peptide-membrane interactions depend on
peptide hydrophobicity and on the matching of peptide length
with membrane thickness. Peptide hydrophobicity should
mainly control its ability to bind to lipids. In addition, the pep-
tide’s length should affect the peptide’s ability to insert into a
membrane. KALR18 should have reduced binding and insertion
with respect to KALR22 because of a lower hydrophobicity and
of a small hydrophobic mismatch. The lower hydrophobicity
and the large hydrophobic mismatch of KALR14 should
decrease its insertion into membranes.
Furthermore, this work serves as another piece of evidence

that IMPALA can be used to predict how a peptide will interact
with a membrane. IMPALA can predict the insertion and ori-
entation, the impact on the peptide structure, and the degree of
hydrophobic mismatch.
Effect of the Hydrophobic Core Length of KALR on

Fusogenicity—Previous studies showed that peptides corre-
sponding to the TM domain of the vesicular stomatitis virus G
protein and of SNARE induce in vitro membrane fusion (67–
69). It was proposed that the fusogenicity of TM domains
depends on structural flexibility (67–69). The relationship
between TM peptide fusogenicity and structural flexibility was
further shown by using a TMmodel peptide with variable pro-
portions of �-helix/�-sheet-promoting residues (42). Here we
showed that a TMmodel peptide can induce membrane fusion
in vitro even if it contains only alanine and leucine �-helix-
promoting residues (70–72) as long as the length of the hydro-
phobic core is sufficient.
Differential scanning calorimetry, NMR, x-ray, and ESR

studies already revealed that the length of TM model peptides
has an effect on their ability to destabilize membranes (14, 23,
24, 28, 39, 40, 73–80). In general, destabilization is observed
when the peptide is too short to span themembrane (14, 28, 39,
40, 74, 75). The extent of destabilization is related to the extent
of negative hydrophobic mismatch (14, 28, 39, 74, 75). Con-
versely, membrane destabilization was also reported for TM
model peptides that match the membrane or that are slightly
too long (23, 24, 28, 76, 78–80). In some cases, the destabilizing
effect decreases when the peptide length decreases (23, 24, 76).
Our study goes in the same direction as the latter studies; the

longer the peptide, the more it induces fusion in vitro. This
could first be related to the number ofmembrane-inserted pep-
tides. Destabilization of a membrane can be greater if more
peptides insert into it (23, 24).Membrane destabilizationwould
then increase with KALR length, because the quantity of
inserted peptides increases with length. However, KALR14 does
not induce membrane fusion whenever its insertion rate is 40%
of the KALR22 rate. Hence, fusogenicity must be controlled by
additional parameters whose insertion rate is also supported by
the fact that many TM peptides are not fusogenic.
Molecular modeling results suggest that one of the parame-

ters regulating fusogenicity might be peptide length. Indeed,
KALR14 spans only one monolayer of the membrane, whereas
KALR18 and KALR22 can traverse the bilayer. It was previously
shown that hemagglutinin of the influenza A virus needs to
have a TM domain of at least 17 residues to efficiently promote
full fusion (81). When the TM domain has only 16 or fewer
residues, the hemagglutinin cannot promote full fusion (81).

Interestingly, theminimal length for fusogenicity is in the same
range for different peptides: 17 residues for HA2 and between
14 and 18 residues for the KALRpeptide. An effect of the length
of the TM domain on the fusion process was also described
previously for other viruses, such as human immunodeficiency
virus (82), Foamy virus (83), murine coronavirus (84), and
murine leukemia virus (85), and for SNARE protein (86, 87).
The capacity to span the membrane might be an important
parameter for inducing fusion.
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La fusion membranaire est impliquée dans de nombreux phénomènes liés à la vie ou à 

la mort cellulaire. Dans le cas de l’infection virale, les protéines responsables de la fusion 

entre l’enveloppe virale et la membrane plasmique ont été identifiées pour de nombreux virus. 

Les régions de ces glycoprotéines intervenant dans la déstabilisation et la fusion des 

membranes ont été déterminées par mutations des glycoprotéines entières et/ou par analyse de 

la fusogénicité de peptides correspondant à ces régions (cf. chapitres 3. p.17 et 4. p.27). Une 

première région, appelée « peptide de fusion », fut ainsi identifiée comme étant indispensable 

à la fusion et intervenant directement dans la fusion. Depuis la découverte des peptides de 

fusion, d’autres régions, comme le domaine transmembranaire, ont également été décrites 

comme intervenant directement dans la fusion virale.  

Malgré ces avancées, à l’heure actuelle, les mécanismes moléculaires intervenant lors 

de la fusion virale ne sont pas connus de manière précise. Afin de mieux comprendre le mode 

d’action des glycoprotéines lors de la fusion, les peptides de fusion et peptides 

transmembranaires ont été étudiés dans ce travail.  

 

1. Conclusions sur l’étude des peptides de fusion 

 

Les peptides de fusion sont les régions des glycoprotéines de fusion virales les plus 

étudiées. Pour mieux comprendre le mode d’action de cette région lors de la fusion, des 

peptides synthétiques correspondant à ces régions ont été étudiés. Ces peptides sont capables 

à eux seuls d’induire la fusion et la perméabilisation de membranes modèles (cf. chapitre 3.2. 

p.21). La bonne corrélation entre les expériences réalisées sur les peptides de fusion de 

synthèse et celles réalisées sur les glycoprotéines entières indiquent que les peptides de 

synthèse sont de bons modèles pour étudier le rôle de la région protéique correspondante dans 

la fusion virale (cf. chapitre 3. p.17). 

Les peptides de fusion synthétiques induisent la fusion en s’insérant dans les 

membranes (cf. chapitre 3.2. p.21). Par modélisation moléculaire, il a d’abord été montré que 

de nombreux peptides de fusion adoptent une orientation oblique sous forme hélicoïdale dans 

les membranes (Brasseur et al., 1988a, 1998b ; Horth et al., 1991 ; Vonèche et al., 1992 ; 

Brasseur, 2000 ; Lins et al., 2001). Des analyses par ATR-FTIR, RMN, EPR ou diffraction de 

neutrons ont par la suite confirmé que certains peptides de fusion adoptent ce mode 

d’orientation dans la membrane ou dans des milieux mimant les propriétés membranaires 

comme les micelles (Martin et al., 1994, 1996 ; Luneberg et al., 1995 ; Bradshaw et al., 2000 ; 

Han et Tamm, 2000). Ces peptides de fusion font donc partie de la classe des « peptides 
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obliques ». Les peptides obliques sont des peptides qui, repliés en hélice α, présentent une 

distribution asymétrique d’hydrophobicité le long de cette hélice. Cette propriété particulière 

est à l’origine de leur insertion membranaire oblique (Brasseur, 2000). Les analyses par 

approches expérimentales et/ou modélisation moléculaire ont également montré une 

corrélation entre l’obliquité des peptides obliques, dont les peptides de fusion du HIV-1 et de 

SIV, et leur capacité à induire la fusion de membranes in vitro (Martin et al., 1994, 1996 ; 

Maddox et Longo, 2002 ; Pillot et al., 1996, 1997 ; Lambert et al., 1998 ; Perez-Mendez et al., 

1998 ; Decout et al., 1999 ; Lins et al., 2002). Dans le cadre de cette thèse de doctorat, nous 

avons également observé une relation entre l’obliquité du peptide de fusion du BLV et sa 

fusogénicité. En effet, l’analyse in silico indique que ce peptide est capable de s’orienter 

obliquement dans la membrane sous conformation hélicoïdale. Les mesures de fusion de 

phase lipidique et de perméabilité de liposomes indiquent qu’il déstabilise et induit la fusion 

de membranes. Un mutant de ce peptide, également prédit comme oblique, est aussi capable 

de déstabiliser les membranes et d’induire leur fusion. Par contre, un mutant du peptide 

sauvage perdant son caractère oblique dans la membrane est incapable de déstabiliser et faire 

fusionner des liposomes. Cette étude ainsi que les études précédentes indiquent qu’un des 

modes de déstabilisation membranaire qu’adoptent les peptides pour induire la fusion est leur 

l’insertion oblique sous forme hélicoïdale. Une insertion membranaire oblique sous forme 

hélicoïdale a d’ailleurs également été mesurée pour d’autres peptides fusogènes non viraux 

(Martin et al., 1998 ; Afonin et al., 2004).  

Des études précédentes indiquent également une relation entre la fusogénicité des 

glycoprotéines virales et la capacité des peptides de fusion synthétiques correspondants à 

s’insérer obliquement dans la membrane (Horth et al., 1991 ; Vonèche et al., 1992). Nos 

études sur les peptides de fusion de BLV et HIV-1 montrent la même relation. En effet, des 

mutations qui diminuent la fusogénicité des glycoprotéines de fusion de ces deux virus 

diminuent également l’obliquité du peptide de fusion prédite par IMPALA. Ces résultats 

suggèrent que lors de la fusion virale, le peptide de fusion de la glycoprotéine déstabiliserait 

la membrane cible en utilisant le même mécanisme que le peptide synthétique correspondant : 

s’insérer obliquement sous forme hélicoïdale. Il a d’ailleurs été montré que le remplacement 

du peptide de fusion de la glycoprotéine de fusion du BLV par celui du SIV, également 

oblique, n’affecte pas la fusion (Vonèche et al., 1992). Cette relation entre l’obliquité d’une 

région protéique et la fonction de la protéine entière a également été observée pour une 

protéine autre que les protéines de fusion virales. En effet, des mutations perturbant 
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l’obliquité du peptide oblique de la prolactine diminuent la fonction antiangiogénèse de cette 

protéine (Nguyen et al., 2006). 

  

Des études précédentes ont montré une importance de la longueur des peptides de 

fusion pour leurs propriétés fusogènes (Martin et al., 1991 ; Duzgunes et Shavnin, 1992 ; 

Adam et al., 2004). Il a ainsi été montré que le peptide correspondant aux 12 premiers résidus 

de la gp32 du SIV induit plus de fusion in vitro que le peptide constitué des 16 ou 24 premiers 

résidus (Martin et al., 1991). Dans le cas du virus de l’influenza A, le peptide composé des 17 

premiers résidus de HA2 induit plus de fusion in vitro que ceux contenant les 7 ou 10 

premiers résidus (Duzgunes et Shavnin, 1992). L’équipe du professeur Brasseur a, quant à 

elle, montré que le domaine du peptide de fusion d’Ebola suffisant pour induire la fusion in 

vitro est plus petit que la séquence préalablement définie (Adam et al., 2004). Toutefois, pour 

ces virus ainsi que pour les autres virus, la séquence du peptide de fusion minimal qui induit 

une fusion significative n’a jamais été déterminée. Dans ce travail, nous avons développé une 

méthode de prédiction originale qui se base sur la relation obliquité-fusogénicité des peptides 

obliques pour déterminer ces « peptides de fusion minimaux ». Notre méthode propose que le 

peptide de fusion minimal corresponde au plus petit peptide hélicoïdal adoptant un angle 

d’insertion membranaire oblique optimal (angle le plus proche de 45°). L’algorithme 

IMPALA a été utilisé pour prédire ce peptide. Notre méthode prédit que le peptide de fusion 

minimal du HIV-1 correspond aux 12 premiers résidus de gp41 alors que celui du BLV 

correspond aux 15 premiers résidus de gp30. Des mesures de fusion de phase lipidique et de 

perméabilité de liposomes confirment que ces deux peptides sont les peptides de fusion 

minimaux de ces deux virus. En effet, ces deux peptides induisent plus de fusion et de 

perméabilisation de liposomes in vitro que des peptides plus petits mais en induisent autant 

que des peptides plus longs. Les peptides de 12 et 15 résidus sont donc bien les peptides de 

fusion minimaux respectivement du HIV-1 et du BLV.  

Notre méthode de prédiction considère que les peptides de fusion s’insèrent dans la 

membrane sous forme hélicoïdale. Nos mesures FTIR indiquent que le peptide de fusion du 

BLV adopte une conformation hélicoïdale dans les membranes. Une insertion sous forme 

hélicoïdale a également été mesurée expérimentalement pour le peptide de fusion du HIV-1 

(Gordon et al., 1992, 2002, 2004 ; Martin et al., 1996).  

 

En plus de leur capacité à déstabiliser les membranes et à s’orienter obliquement dans 

celles-ci sous forme hélicoïdale, les peptides de fusion ainsi que les autres peptides obliques 
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présentent une flexibilité structurale (Brasseur, 2000). L’environnement intervient donc sur la 

structure de ces peptides. Par exemple, le peptide de fusion du virus de l’influenza A n’adopte 

pas de conformation définie en solution alors que dans les membranes, il adopte une structure 

majoritairement hélicoïdale (Tamm et Han, 2000). Selon la composition membranaire ou le 

rapport peptide/lipide, le peptide de fusion du HIV-1 adopte une structure α, β ou un mélange 

de ces deux structures dans les membranes (Gordon et al., 1992, 2002, 2004 ; Martin et al., 

1996 ; Pereira et al., 1997 ; Yang et al., 2001 ; Sackett et Shai, 2003, 2005 ; Castano et 

Desbat, 2005 ; Saez-Cirion et Nieva, 2002). Une augmentation du rapport peptide/lipide 

induit également une augmentation de la proportion en structure β du peptide de fusion du 

SIV (Martin et al., 1994). De nombreuses études suggèrent que cette flexibilité structurale 

intervienne dans les propriétés fusogènes des peptides obliques et en particulier des peptides 

de fusion (Durell et al., 1997 ; Davies et al., 1998 ; Longo et al., 1998 ; Rodriguez-Crespo et 

al., 1999 ; Wong, 2003). Nous avons montré lors de ce travail que le peptide caméléon, un 

peptide de novo connu pour sa labilité structurale, est un peptide oblique et donc induit la 

fusion et la perméabilisation de liposomes. Ce résultat conforte l’hypothèse d’une relation 

entre la flexibilité d’un peptide et sa fusogénicité. D’autres études ont également suggéré que 

la labilité structurale intervienne dans les propriétés fusogènes de peptides autres que les 

peptides obliques (Langosch et al., 2001a ; Hofmann et al., 2004). Dans le cas des peptides 

obliques, cette labilité structurale permettrait aux peptides d’adopter, au moins de manière 

transitoire, une structure hélicoïdale fusogène dans les membranes.  

Le fait que le peptide caméléon, qui est capable d’adopter deux structures totalement 

différentes selon son positionnement dans la protéine GB1, soit un peptide oblique, ainsi que 

la présence de peptides obliques au sein de protéines subissant une transconformation, comme 

PrP, Aβ ou l’α-synucléine, posent également la question de l’implication des peptides 

obliques dans la transconformation des protéines (Pillot et al., 1996, 1997 ; Crowet et al., 

2007). La labilité structurale des peptides obliques et/ou leur capacité à déstabiliser une 

interface hydrophobe/hydrophile (comme le sont les protéines) pourrait aider dans le 

processus de transconformation en diminuant la barrière énergétique nécessaire (Brasseur, 

2000).  

 

2. Conclusions sur l’étude des peptides transmembranaires modèles 

 

Les glycoprotéines de fusion sont ancrées via leur domaine transmembranaire à 

l’enveloppe virale, qui et une des deux membranes subissant la fusion membranaire lors de 
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l’infection virale. De nombreuses études indiquent que ce domaine intervient directement lors 

de la fusion (Helseth et al., 1990 ; Owens et al., 1994 ; Bos et al., 1995 ; Caballero et al., 

1998 ; Taylor et Sanders, 1999 ; Melikyan et al., 1999, 2000 ; Pietschmann et al., 2000 ; 

Miyauchi et al., 2005). Il a également été montré que le domaine transmembranaire de la 

protéine Snc2p qui intervient au niveau de la fusion entre les vésicules intracellulaires et la 

membrane plasmique cellulaire est indispensable au bon déroulement de cette fusion (Xu et 

al., 2005). Afin d’analyser l’implication potentielle des domaines transmembranaires sur la 

fusion, nous avons étudié l’interaction d’un peptide transmembranaire modèle avec la 

membrane. Un peptide hélicoïdal modèle a été préféré à un peptide correspondant au domaine 

transmembranaire d’une protéine fusogène dans le but d’analyser l’impact d’un paramètre 

particulier : la longueur du cœur hydrophobe. Le peptide utilisé, appelé KALR, contient un 

cœur hydrophobe composé d’alanines et de leucines, qui mime mieux l’hydrophobicité 

moyenne des domaines transmembranaires naturels qu’un cœur uniquement composé de 

leucines (Zhang et al., 1995 ; De Planque et Killian, 2003). Ce cœur est entouré, de part et 

d’autre, par trois résidus chargés positivement qui miment les régions entourant les domaines 

transmembranaires naturels (Vonheijne, 1994 ; Reithmeier, 1995). Les analyses ATR-FTIR et 

IMPALA indiquent que KALR adopte une orientation transmembranaire sous forme 

hélicoïdale dans la membrane. Ce peptide est donc un bon modèle de peptide 

transmembranaire hélicoïdal, comme de nombreux autres peptides dont le cœur hydrophobe 

est composé d’alanines et de leucines (Zhang et al., 1995 ; Bechinger, 2001 ; De Planque et 

Killian, 2003 ; Ozdirekcan, et al., 2005). Nos tests in vitro montrent que KALR est capable 

d’induire la fusion de liposomes. L’équipe de Langosch a également montré que des peptides 

transmembranaires modèles pouvaient induire la fusion de liposomes (Hofmann et al., 2004). 

Toutefois, notre étude montre qu’un peptide composé seulement d’acides aminés promoteurs 

d’hélices induit la fusion alors que Langosch et ses collègues ont montré la nécessité d’avoir 

des résidus promoteurs de la structure β. Ces différences de résultats indiquent que dans 

certaines conditions, la flexibilité structurale est nécessaire à la fusogénicité des peptides 

transmembranaires. Il a d’ailleurs été montré que le potentiel fusogène des peptides 

correspondant aux domaines transmembranaires de la glycoprotéine de fusion du VSV et de 

la protéine SNARE (impliquée dans la fusion cellulaire) est relié à leur flexibilité (Langosch 

et al., 2001a, 2001b ; Dennison et al., 2002). Dans notre cas, la flexibilité ne semble pas 

intervenir dans les propriétés fusogènes de KALR.  

Des études précédentes ont montré que les glycoprotéines doivent contenir un 

domaine transmembranaire suffisamment long pour induire une fusion complète et optimale 
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(Owens et al., 1994 ; Bos et al., 1995 ; Pietschmann et al., 2000 ; Melikyan et al., 2000 ; 

Armstrong et al., 2000). Dans notre étude, nous avons fait varier la longueur du cœur 

hydrophobe de KALR et analysé ses propriétés membranaires et fusogènes. Nos résultats 

montrent que lorsque KALR est trop court pour traverser la membrane sous forme 

hélicoïdale, ce peptide peut se déformer légèrement et localement pour lui permettre de 

traverser entièrement la membrane. De telles déformations ont précédemment été mesurées au 

niveau des extrémités de peptides transmembranaires hélicoïdaux modèles en situation de 

mismatch négatif (Liu et al., 2002). Toutefois, lorsque l’épaisseur membranaire est trop 

importante par rapport à la longueur du peptide, KALR s’insère alors beaucoup moins dans la 

membrane. Cette diminution d’insertion empêche le positionnement, énergétiquement 

défavorable, des résidus hydrophiles chargés de KALR au niveau du cœur hydrophobe de la 

membrane. Des études expérimentales précédentes ont également montré qu’un peptide 

transmembranaire trop court pour traverser la membrane s’y insère beaucoup moins qu’un 

peptide assez long pour traverser la membrane (Harzer et Bechinger, 2000 ; De Planque et al., 

2001 ; Lewis et al., 2002). Ces résultats obtenus avec des peptides transmembranaires 

modèles peuvent être reliés à ceux montrant qu’une forte diminution de la longueur du 

domaine transmembranaires de gp41 et de HA2 diminue la présence de ces glycoprotéines de 

fusion virales au niveau membranaire (Owens et al., 1994 ; Armstrong et al., 2000). 

Nos résultats indiquent que la longueur du cœur hydrophobe du peptide 

transmembranaire modèle intervient également dans ses propriétés fusogènes. En effet, 

lorsque KALR est capable de traverser les membranes, il induit la fusion et la 

perméabilisation de celles-ci. Par contre, lorsqu’il est trop court pour traverser la membrane, il 

est incapable d’induire la fusion et la perméabilisation. Ces résultats sont en accord avec des 

études précédentes montrant que des peptides assez longs pour traverser la membrane 

induisent plus de déstabilisation membranaire que des peptides plus courts (Harzer et 

Bechinger, 2000 ; Liu et al., 2001 ; Lewis et al., 2002). Toutefois, d’autres études montrent le 

contraire : des peptides trop courts pour traverser la membrane déstabilisent plus la membrane 

que des peptides traversant la membrane (Killian et al., 1996, 1998 ; De Planque et al., 1999 ; 

Morein et al., 2000 ; Siegel et al., 2006). Il est possible que les différences de séquence au 

niveau des peptides transmembranaires modèles, notamment la nature des résidus entourant le 

cœur hydrophobe, soient à l’origine de ces résultats différents. D’ailleurs, l’importance des 

charges terminales positives dans la fusogénicité d’un peptide transmembranaire de 16 résidus 

a récemment été montrée (Hofmann et al., 2007). 
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Dans notre étude, la différence d’insertion explique en partie la différence de 

fusogénicité entre les peptides. D’autres études indiquent également que la déstabilisation 

membranaire est plus importante lorsque la quantité de peptides insérés augmente (Harzer et 

Bechinger, 2000 ; Lewis et al., 2002). Toutefois, nos résultats suggèrent que la différence de 

fusion est également due à la capacité des peptides à interagir avec les deux monocouches de 

la membrane. Le peptide trop court pour interagir avec les deux monocouches est incapable 

d’induire la fusion et la perméabilisation de liposomes alors que les deux peptides plus longs 

qui interagissent avec les deux monocouches en sont capables. Cette suggestion est en accord 

avec des études précédentes qui montrent que la diminution du domaine transmembranaire de 

glycoprotéines de fusion diminue la fusogénicité de ces glycoprotéines (Owens et al., 1994 ; 

Bos et al., 1995 ; Pietschmann et al., 2000 ; Melikyan et al., 2000 ; Armstrong et al., 2000). 

Dans le cas de HA2, Armstrong et ses collègues (2000) ont montré que le domaine 

transmembranaire devait contenir au moins 17 résidus pour que la fusion soit complète. Il est 

intéressant de remarquer que la longueur minimale nécessaire à la fusion est dans la même 

fourchette de longueur pour le domaine transmembranaire de HA2 et pour le peptide KALR : 

17 résidus pour le premier et entre 14 et 18 résidus pour le second. La capacité du domaine ou 

peptide transmembranaire à traverser la membrane serait un paramètre important pour la 

fusion. 

 

3. Implication du peptide de fusion et du domaine transmembranaire dans la 

fusion virale 

 

Nos études ont été réalisées sur des peptides correspondant à des régions de 

glycoprotéines virales ou sur des peptides modèles. L’effet des autres régions protéiques, mais 

également d’autres protéines ou de molécules présentes au niveau cellulaire n’est donc pas 

pris en compte. Toutefois, la comparaison de nos résultats avec ceux obtenus sur les 

glycoprotéines entières laisse penser que les peptides étudiés miment relativement bien ce qui 

se déroule au niveau des régions de la glycoprotéine entière correspondantes. De plus, des 

études précédentes ont également montré la bonne corrélation entre les résultats obtenus sur 

des peptides correspondant à une région des glycoprotéines virales et ceux obtenus sur les 

glycoprotéines virales entières (Martin et al., 1994, 1996 ; Rapaport et Shai, 1994 ; Schaal et 

al., 1995 ; Mobley et al., 1995, 1999 ; Shai, 2000 ; Nieva et Agirre, 2003 ; Peisajovich et Shai, 

2003 ; Sainz et al., 2005).  
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A la suite de ce travail, nous proposons donc un modèle de l’interaction membranaire 

du peptide de fusion et du domaine transmembranaire des glycoprotéines de fusion virales de 

classe 1 (cf. Figure 13). Lorsque les glycoprotéines adoptent la conformation étirée, les 

peptides de fusion s’insèrent dans la membrane de la cellule cible. Ils adoptent tout d’abord 

une conformation hélicoïdale orientée obliquement dans la monocouche externe 

(Figure 13A). Cette insertion particulière provoque alors une déstabilisation des chaînes 

acylées de cette monocouche membranaire. Un désordre des chaînes acylées a d’ailleurs été 

mesuré lorsque le peptide de fusion du HIV-1 est inséré dans les membranes sous 

conformation hélicoïdale (Castano et Desbat, 2005). Ces perturbations lipidiques induiraient 

une courbure négative de la membrane et ainsi l’apparition de protrusions (Figure 13B). Il a 

précédemment été montré que les peptides de fusion du virus de l’influenza A, du SIV, du 

HIV-1 et du FLV favorisent la courbure négative de bicouches et que le peptide de fusion du 

HIV-1 induit la formation de protrusions au niveau de liposomes (Epand et Epand, 1994 ; 

Epand et al., 1994 ; Colotto et al., 1996 ; Epand, 1998 ; Davies et al., 1998 ; Agirre et al., 

2000). Le domaine transmembranaire interviendrait quant à lui dans la déstabilisation de 

l’enveloppe virale. Par rapport au peptide de fusion qui n’interagirait et ne déstabiliserait 

qu’une seule monocouche de la membrane plasmique, le domaine transmembranaire 

déstabiliserait les deux monocouches de l’enveloppe virale (Figure 13A). Cette déstabilisation 

permettrait l’apparition de protrusions au niveau de l’enveloppe virale et la fusion de la 

monocouche externe de l’enveloppe virale avec celle de la membrane cellulaire déstabilisée 

par le peptide de fusion (Figures 13B et C). De nombreuses études ont montré qu’une 

diminution de la longueur du domaine transmembranaire des glycoprotéines virales empêche 

la fusion d’être complète (Owens et al., 1994 ; Bos et al., 1995 ; Pietschmann et al., 2000 ; 

Melikyan et al., 2000 ; Armstrong et al., 2000). Ce raccourcissement diminuerait la surface 

d’interaction du domaine transmembranaire avec l’enveloppe virale, diminuant du même coup 

la déstabilisation de l’enveloppe. L’enveloppe virale ne serait alors pas suffisamment 

déstabilisée pour permettre la fusion de sa monocouche externe avec celle de la membrane 

plasmique. Cette proposition est en accord avec nos résultats montrant qu’aucun mélange 

lipidique n’est mesuré lorsqu’un peptide transmembranaire n’interagit qu’avec une seule 

monocouche. Le changement de conformation des glycoprotéines de fusion de la 

conformation étirée à la conformation post-fusion interviendrait également dans la mise en 

contact des deux membranes et la fusion des monocouches externes.  
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Les peptides de fusion et les domaines transmembranaires interviendraient également 

dans la transition hémifusion-pore de fusion (Figures 13C et D). En effet, des mutations au 

sein d’une de ces deux régions peuvent bloquer la fusion au stade hémifusion (Qiao et 

al., 1999 ; Melikyan et al., 1999). Les peptides de fusion adopteraient une structure β étirée 

qui leur permettrait d’interagir et de déstabiliser les monocouches internes de la structure 

hémifusionnée, ce qu’ils ne pourraient pas réaliser sous structure hélicoïdale (Figure 13C). Il 

a d’ailleurs été mesuré que le peptide de fusion du HIV-1 induit une plus grande 

désorganisation des chaînes lipidiques sous conformation β que sous forme hélicoïdale 

(Castano et Desbat, 2005). Cette proposition est également en accord avec les résultats de 

l’équipe de Cladera qui montrent que la fusion de phase lipidique entre liposomes induite par 

 
Figure 13 : Modèle du mode d’action du peptide de fusion (en rouge) et du domaine 
transmembranaire (en bleu) des glycoprotéines de fusion virales de classe 1 lors de la 
fusion membranaire.  
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le peptide de fusion du HIV-1 est reliée au changement de ce peptide d’une structure 

hélicoïdale à une structure β (Buzon et al., 2005). L’adoption de la conformation β serait 

induite par une modification de l’environnement lipidique proche des peptides lors de la mise 

en contact des membranes et de la fusion de leurs monocouches externes. Cette transition 

serait également induite par un rapprochement des peptides de fusion. Il a d’ailleurs été 

montré que l’oligomérisation du peptide de fusion du HIV-1, que ce soit par augmentation du 

rapport peptide/lipide, par liaison entre peptides de fusion ou par liaison du peptide de fusion 

à des motifs d’oligomérisation, augmente sa proportion de structure β (Martin et al., 1996 ; 

Castano et Desbat, 2005 ; Sackett et Shai, 2005).  

Le domaine transmembranaire interviendrait également dans la déstabilisation de la 

structure d’hémifusion. Son passage de l’enveloppe virale vers la structure d’hémifusion 

déstabiliserait le cœur de l’intermédiaire de fusion et favoriserait la fusion des monocouches 

internes. Par contre, un domaine transmembranaire trop court localisé seulement dans la 

monocouche externe serait incapable de déstabiliser le cœur de cet intermédiaire. Cette 

proposition explique que le domaine transmembranaire de HA2 doit être suffisamment long 

pour que le passage hémifusion-fusion complète se réalise (Armstrong et al., 2000). Elle est 

également en accord avec le modèle « elastic coupling » suggéré par Melikyan et al. en 1995 

(cf. chapitre 4.6. p.30). 

Par la suite, le domaine transmembranaire et le peptide de fusion interagiraient 

ensemble, ce qui diminuerait leur fusogénicité et stabiliserait le pore de fusion. Il a d’ailleurs 

été suggéré dans de nombreux modèles précédents que ces deux régions sont proches l’une de 

l’autre à la fin de la fusion (Bentz et Mittal, 2000 ; Weissenhorn et al., 1999, 2007 ; Russel et 

al., 2001 ; Tamm et al., 2002 ; Jardetzky et Lamb, 2004).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

V. PERSPECTIVES 
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Lors de ce travail, nous avons développé une approche originale qui a permis de 

prédire les peptides de fusion minimaux du HIV-1 et du BLV. Cette méthode doit être 

appliquée à d’autres peptides de fusion et peptides obliques afin de la valider. La 

détermination des peptides de fusion minimaux et des « peptides obliques minimaux » 

permettrait de mieux cibler les régions protéiques impliquées dans la fusion membranaire ou 

dans la déstabilisation d’interfaces hydrophile/hydrophobe.  

La connaissance de ces régions permettra également de développer de nouvelles 

molécules inhibitrices de la fusion virale. A l’heure actuelle, peu de molécules sont capables 

d’interagir avec les peptides de fusion et de bloquer leur activité fusogène. Par exemple, pour 

HIV-1, seul trois types de peptides sont capables d’inhiber le caractère fusogène du peptide de 

fusion synthétique : le peptide T-20 (ou Enfurvirtide), des dérivés du peptide de fusion, et le 

peptide VIRIP et ses dérivés (Slepushkin et al., 1993 ; Mobley et al., 2001, 2007 ; Gerber et 

al., 2004 ; Münch et al., 2007). T-20, qui inhibe également la fusion virale en interagissant 

avec les hélices N-terminales et le domaine pré-transmembranaire de gp41, est le seul à 

l’heure actuelle a être utilisé en thérapie pour inhiber la fusion (Mobley et al., 2007). 

Toutefois, des virus HIV-1 résistants au T-20 sont apparus ces dernières années. La 

découverte de nouvelles molécules interagissant avec le peptide de fusion minimal et 

l’inhibant est donc nécessaire pour lutter contre l’entrée cellulaire du HIV-1. Ces nouvelles 

molécules, ainsi que celles dirigées contre le peptide de fusion minimal d’autres virus, 

pourraient être prédites par modélisation moléculaire, comme cela a précedemment été réalisé 

pour trouver des inhibiteurs du peptide oblique fusogène correspondant à la région 29- 42 du 

peptide Aβ (Lins et al., 1999 ; Decaffmeyer et al., 2006). 

Lors de la détermination des peptides de fusion minimaux et lors de l’étude de 

mutations, nous avons considéré que les peptides étaient stables d’un point de vue structural. 

De nombreuses prédictions ont d’ailleurs été réalisées en modélisant les peptides en hélice α 

standard rigide. Puisque la flexibilité structurale des peptides de fusion intervient dans leur 

fusogénicité, il serait intéressant d’étudier l’effet de la flexibilité structurale des peptides de 

fusion et de leurs mutants sur leur pouvoir fusogène. 

 

Notre étude sur le peptide transmembranaire modèle KALR a contribué à montrer 

l’importance de la longueur du domaine transmembranaire des glycoprotéines de fusion 

virales pour la fusion. D’autres études montrent que certains résidus des domaines 

transmembranaires sont importants pour que la fusion soit complète (Helseth et al., 1990 ; 

Owens et al., 1994 ; Bos et al., 1995 ; Caballero et al., 1998 ; Taylor et Sanders, 1999 ; 
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Melikyan et al., 1999, 2000 ; Pietschmann et al., 2000). L’importance de ces résidus 

mériterait également d’être étudiée par des approches in vitro et in silico.  

 Il est également suggéré que les domaines transmembranaires interagissent avec 

d’autres régions des glycoprotéines de fusion lors de la fusion, notamment la région « peptide 

de fusion » et le domaine cytoplasmique (Melikyan et al., 1999 ; Cohen et Melikyan, 2004). Il 

serait intéressant d’étudier l’interaction entre ces régions protéiques ainsi que l’effet de cette 

interaction sur la fusion membranaire. 

Nous proposons que le domaine transmembranaire des glycoprotéines de fusion 

intervienne directement lors de la fusion en déstabilisant l’enveloppe virale puis les 

intermédiaires d’hémifusion. Toutefois, pour l’intégrité du virus, ce domaine ne peut 

déstabiliser l’enveloppe virale que pendant le processus de fusion. La compréhension des 

mécanismes permettant de réguler la fusogénicité du domaine transmembranaire permettrait 

de développer de nouvelles voies de lutte contre la fusion virale. 
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Annexe I  
Lorin, A., Flore, C., Thomas, A. & Brasseur, R. (2004) Les liposomes : 

description, fabrication et applications. Biotechnologie, Agronomie, Société et 

Environnement 8, 163-176.  
 

Les liposomes sont des vésicules sphériques de quelques dizaines à quelques milliers 

de nm de diamètre. Ces vésicules sont composées d’une ou de plusieurs bicouches lipidiques 

qui permet(tent) de séparer un milieu intravésiculaire d’un milieu extérieur. Au sein de ces 

bicouches, tout comme dans les membranes biologiques, les mouvements des phospholipides 

sont observés. Les liposomes sont faciles à préparer. L’hydratation de film phospholipidique 

permet d’obtenir des liposomes multilamellaires. Pour obtenir des liposomes unilamellaires, 

des étapes supplémentaires sont nécessaires. Les liposomes sont employés dans l’industrie 

comme vecteurs de substances cosmétologiques. Ils sont aussi parfois utilisés comme vecteurs 

de thérapie génique, pour délivrer des médicaments ou encore comme supports de vaccins. 

Les liposomes constituent surtout un bon modèle membranaire et sont largement employés 

pour mieux comprendre les mécanismes intervenant au niveau de la membrane, comme la 

perméabilité, la fluidité, l’ancrage de protéines ou encore la fusion de deux membranes. Cette 

dernière est plus particulièrement expliquée dans cet article.  
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1. QU’EST-CE QU’UN LIPOSOME ?

La première personne à avoir volontairement fabriqué
des liposomes est Bangham en 1965 (Bangham et al.,
1965). Les liposomes sont des structures fermées
constituées d’une ou de plusieurs bicouches lipidiques
o rganisées entre deux compartiments aqueux
(Figure 1A) (Bangham et al., 1965 ; Johnson et al.,
1971). Leur taille varie de 20 nm à plusieurs dizaines
de µm. Lorsque des protéines sont insérées dans leur
matrice, on parle alors de protéoliposomes (Rigaud,
2002).

À l’exception des lysophospholipides et de
quelques phospholipides acides, les phospholipides
naturels forment spontanément des liposomes en
milieu aqueux (Poznansky, Weglicki, 1974 ; Lebed’
et al., 1989). Les phospholipides sont des molécules
amphiphiles qui possèdent une tête polaire et une
queue apolaire. En milieu aqueux, l’organisation la

plus stable est celle qui permet de minimiser les
interactions entre composantes hydrophobes et
molécules d’eau. Les lipides s’organisent le plus
souvent en bicouches avec les queues apolaires au
centre de la bicouche non accessible à l’eau et les têtes
polaires exposées au milieu aqueux (Figure 1B). Cette
structure est refermée sur elle-même en une vésicule,
qui isole un compartiment interne aqueux. Le libre
passage de macromolécules d’un compartiment à
l’autre est empêché, au contraire de celui de quelques
solutés hydrophobes ou de petits solutés hydrophiles
qui diffusent librement au travers de la bicouche
(Inoue, 1974 ; Naoi et al., 1977 ; Deamer, Bramhall,
1986). L’épaisseur d’une bicouche est plus ou moins
égale à deux fois la longueur des plus grands lipides
qui la composent. Le contenu de la bicouche, et
notamment la présence de protéines, peut en augmenter
l’épaisseur, qui reste toutefois inférieure à 10 nm
(Callow, McGrath, 1985 ; Tahara, Fujiyoshi, 1994).
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Les liposomes sont des vésicules sphériques de quelques dizaines à quelques milliers de nm de diamètre. Ces vésicules sont
composées d’une ou de plusieurs bicouches lipidiques qui permet(tent) de séparer un milieu intravésiculaire d’un milieu
extérieur. Au sein de ces bicouches, tout comme dans les membranes biologiques, les mouvements des phospholipides sont
observés. Les liposomes sont faciles à préparer. L’hydratation de film phospholipidique permet d’obtenir des liposomes
multilamellaires. Pour obtenir des liposomes unilamellaires, des étapes supplémentaires sont nécessaires. Les liposomes sont
employés dans l’industrie comme vecteurs de substances cosmétologiques. Ils sont aussi parfois utilisés comme vecteurs de
thérapie génique, pour délivrer des médicaments ou encore comme supports de vaccins. Les liposomes constituent surtout un
bon modèle membranaire et sont largement employés pour mieux comprendre les mécanismes intervenant au niveau de la
membrane, comme la perméabilité, la fluidité, l’ancrage de protéines ou encore la fusion de deux membranes. Cette dernière
est plus particulièrement expliquée dans cet article.
Mots-clés. Bicouche, phospholipide, mouvements, application, fusion, préparation.

Liposomes: description, preparation and applications. Liposomes are spherical vesicles with a diameter ranging from
20 nm to a few thousands nm. These vesicles consist of one or several bilayers which separate an intravesicular from an
external medium. Within these bilayers, like in the biological membrane, motion of phospholipids is observed. Liposomes
are easy to prepare. The hydration of a phospholipidic film leads to the formation of multilamellar liposomes. Additional steps
are required to form unilamellar liposomes. Liposomes are used for industrial purposes, such as the targeting of
cosmetological compounds. They may also be used as therapy vectors, for drug delivery or as vaccine supports. Liposomes
are good models for membranes and are widely used for improving the understanding of biological events that occur in cell
membranes, such as permeability, fluidity, protein anchoring and fusion of membranes. This paper mainly emphasizes
membrane fusion.
Keywords. Bilayer, phospholipid, motion, application, fusion, preparation.



On classe les liposomes selon leur taille et leur
nombre de bicouches. On distingue les liposomes
multilamellaires (MLV), les liposomes unilamellaires
de petite taille (SUV), les liposomes unilamellaires de
grande taille (LUV) et les liposomes géants (GUV)
(Figure 1C).

2. MOUVEMENTS DES LIPIDES DANS UN
LIPOSOME
2.1. Rotation des chaînes latérales et fluidité
membranaire

Une rotation est possible autour des liaisons C-C des
chaînes hydrocarbonées des queues apolaires des
phospholipides. La configuration trans est la plus
stable (Keweloh, Heipieper, 1996). Dans une situation
où toutes les configurations autour des liaisons C-C
sont de type trans, la chaîne est étirée au maximum
(Figure 2A). Deux autres configurations des liaisons
C-C sont possibles : les configurations gauche + et
gauche -. Des configurations gauches dans une chaîne
provoquent un changement de direction (Figure 2B).
Le passage d’une configuration t r a n s à une
configuration gauche autour d’une liaison C-C
nécessite de l’énergie (Berde et al., 1980). Il peut aussi
y avoir des doubles liaisons cis au niveau de la chaîne
(Cevc, 1991). La double liaison cis conduit également
à un changement de direction.

À une température suffisamment faible, la plupart
des chaînes carbonées des lipides sont t r a n s. Les chaînes
sont parallèles les unes aux autres et la conformation
de la bicouche est de type β (F i g u re 2 C). Une
élévation de température entraîne un accroissement de
la mobilité moléculaire (Schechter, 2002). La
probabilité d’une isomérisation t r a n s à g a u c h e
augmente. Dans une bicouche lipidique, les liaisons
cis et gauches rendent le parallélisme des chaînes plus
difficile (Berde et al., 1980 ; Cevc, 1991). Au-delà
d’une température donnée, appelée température de

transition, une transition coopérative est observée, qui
fait passer la conformation ordonnée à une
conformation désordonnée (F i g u re 2 D). Dans la
conformation désordonnée, appelée α, les chaînes
oscillent autour d’un axe moyen perpendiculaire au
plan de la membrane. Les chaînes ne sont plus étirées
au maximum et l’épaisseur de la bicouche diminue
(Cevc, 1991). Le contact entre chaînes est moins étroit
et les lipides sont plus séparés les uns des autres.
Ainsi, au cours de la transition, une expansion latérale
des lipides dans la bicouche est observée, aux dépens
de l’épaisseur. La surface occupée à l’interface est plus
importante.

Tout ce qui s’oppose à l’expansion latérale des lipides
s’oppose à la transition de l’état ordonné vers l’état
désordonné. Plus le nombre d’interactions inter- l i p i d i q u e s
est grand, moins l’expansion latérale est grande. Ainsi,
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Figure 1. A. Photographie d’un
liposome multilamellaire obtenu
par fracture par Gabriel Peranzi
(IBSERM U 410). Les flèches
blanches indiquent les diff é r e n t e s
bicouches lipidiques— P h o t o g r a p h
of a multilamellar liposome pre -
p a red by fracture by Gabriel
Peranzi (IBSERM U 410). The
white arrows indicate a phospho -
l ipidic bilayer; B . R e p r é s e n t a t i o n
d’une bicouche l i p i d i q u e —
Diagram of a lipidic bilayer

(a) tête polaire — polar head, (b) queue hydrophobe — hydrophobic tail; C. Classification des liposomes selon leur nombre
de bicouches et leur taille — Classification of the liposomes according to size and number of bilayers.

A B C

Eau

Eau

a

a

b

b

“small” “large” “giant”

SUV
LUV

MLV

MLV

GUV

1

2

3

200 1000
Taille (nm)

A B D

C

F i g u re 2. A. Phospholipide To u t -t r a n s — A l l -t r a n s
phospholipid; B. Phospholipide avec une liaison gauche —
Phospholipid with a “gauche” bond; C. Membrane en
conformation β — Bilayer in β c o n f o r m a t i o n; D. Membrane
en conformation α — Bilayer in α conformation.
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la température de transition augmente avec le nombre
d’interactions entre lipides, notamment les interactions
hydrophobes (Seydel et al., 1981). Le nombre d’inter-
actions hydrophobes augmentent avec la longueur des
chaînes acyles des lipides. La température de
transition augmente donc proportionnellement à la
longueur des chaînes acyles (Tableau 1). Par contre,
les insaturations cis défavorisent les interactions entre
chaînes. La température de transition diminue donc
fortement avec le nombre d’insaturations c i s
(Tableau 1). La température de transition dépend ainsi
de la longueur et du degré d’insaturation des chaînes
d’acides gras constituant les lipides de la membrane. Il
y a donc une relation linéaire entre la température de
fusion des acides gras d’un lipide et la température de
transition d’une membrane composée de ce lipide
(Tableau 1) (Chaudhury, Ohki, 1981).

Des mouvements autres que l’expansion latérale
interviennent aussi au niveau des phospholipides des
bicouches lipidiques. En effet, les lipides tournent
autour de leur axe perpendiculairement au plan de la
membrane (Figure 3A). Les chaînes hydrocarbonées
sont flexibles et animées d’un mouvement de
balancier plus ou moins prononcé ; ces mouvements
confèrent à la membrane une certaine fluidité et un
mouvement de diffusion latérale (Figure 3B) ; cette
d i ffusion est relativement lente (Kornberg ,
McConnell, 1971a ; Devaux, McConnell, 1972 ;
Gaede, Gawrisch, 2003).

La fluidité membranaire dépend de la température
mais aussi de la conformation des chaînes lipidiques

composant la vésicule (Figure 4) (Schechter, 2002).
Lorsque celles-ci sont ordonnées, leurs interactions
sont fortes et la fluidité est faible. Le passage d’un état
β de la bicouche du liposome à un état α
s’accompagne d’une brusque augmentation de la
fluidité (Figure 4). Pour les mêmes raisons que la
température de transition, à une même température, la
fluidité est plus importante pour une bicouche
composée de phospholipides à courtes chaînes acyles
que pour une bicouche composée de phospholipides à
longues chaînes acyles. Par contre, la présence de
liaisons gauches ou cis, qui contrarient le parallélisme
des chaînes acyles, accroît la fluidité.

Ta b l e a u 1 . Températures de transition de lipides et
températures de fusion des acides gras composant ces
lipides selon la longueur de leurs chaînes acyles et le
nombre d’insaturations en configuration cis (Schechter,
2002). 18 :1 correspond à une chaîne acyle de 18 carbones,
contenant une insaturation — Lipid transition temperatures
and melting temperatures of their constitutive fatty acids
according to length of acyl chains and the number of cis
unsaturations (Schechter, 2002). 18:1 stands for one acyl
chain of 18 carbons and one unsaturation.

Phospholipide Température (°C)
transition fusion des 

acides gras

Longueur de chaîne
12 :0, 12 :0 (DLPC) -2 44
14 :0, 14 :0 (DMPC) 25 54
16 :0, 16 :0 (DPPC) 41 63
18 :0, 18 :0 (DSPC) 55 70

Saturation des chaînes
18 :0, 18 :0 PE 108 70
18 :1, 18 :1 PE 10 13
18 :2, 18 :2 PE -20 -5
18 :3, 18 :3 PE -30 -11

A

B

Figure 3. Représentation du mouvement des lipides —
Schematic lipid motions.

conformation α

conformation β

Température (°C)

0,7

0,4

0,1
10 20 30

F i g u re 4 . Mesure de la fluidité de la DiméthylPhosphatidyl-
Choline (DMPC) en fonction de la température —
Temperature depending on the fluidity measurement for
DimethylPhosphatidylCholine (DMPC).
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2.2. Asymétrie et diffusion transversale des lipides
dans un liposome

Les lipides sont capables de passer d’une monocouche
à l’autre. Il s’agit d’une diffusion transversale
également appelée “flip-flop” (Figure 5). Un lipide
diffuse d’une monocouche à l’autre ; la diffusion
transversale d’un lipide implique le passage de sa
partie polaire à travers la membrane d’une interface à
l’autre (Kornberg, McConnell, 1971b ; Kirby, Green,
1977 ; Middelkoop et al., 1986). Le “flip-flop” est un
processus peu fréquent ; on estime qu’il faut plusieurs
jours pour qu’un flip-flop se produise (Rothman,
Dawidowicz, 1975). Dans les protéoliposomes, cette
d i ffusion peut être facilitée par des protéines
membranaires intégrales, la partie polaire du lipide
évitant le contact avec la partie hydrophobe de la
membrane (Barsukov et al., 1982). 

3. PRÉPARATION DE LIPOSOMES

La méthode la plus simple pour préparer des
liposomes consiste à évaporer le solvant organique
dans lequel sont dissous les lipides, puis à les remettre
en suspension dans un solvant aqueux (Bangham
et al., 1965). Cette opération doit se dérouler dans des
conditions de température dépendant de la nature du
(des) lipide(s) choisi(s). En effet, les liposomes ne se
forment qu’à une température supérieure à celle de
leur transition de phase. Une agitation est souvent
nécessaire pour améliorer les résultats. Dans un milieu
aqueux, le film lipidique s’hydrate et les phospho-
lipides s’associent de manière à ne pas exposer leurs
chaînes acyles au solvant : il en résulte la formation de
bicouches, qui se referment en emprisonnant du
solvant. Des bicouches peuvent enfermer d’autres
bicouches de plus petite taille. Ainsi, lors de cette
préparation, des liposomes multilamellaires se
constituent en bicouches lipidiques concentriques et
séparées, les unes des autres, par des couches d’eau
(MLV). Ces liposomes ont des tailles très hétérogènes
et possèdent un volume aqueux interne relativement
faible par rapport au poids du lipide (Figure 1C).

Un traitement physique doit être appliqué aux
M LV pour les transformer en vésicules de taille

homogène, formées d’une seule bicouche lipidique
entourant un milieu aqueux. Suivant le traitement
appliqué, les vésicules peuvent être de petite taille
(SUV) ou de grande taille (LUV). Les SUV
(F i g u re 1 C) s’obtiennent le plus fréquemment en
soumettant une suspension de MLV aux ultrasons
( 5 0 W pendant cinq minutes) (Lorin e t a l ., en
préparation). Lors de cette étape, la suspension de
liposomes doit être maintenue à une température
supérieure à celle de transition. Pendant la sonication,
les phospholipides risquent de s’oxyder (au niveau des
liaisons C=C) et même de s’hydrolyser (Klein, 1970 ;
Hauser, 1971 ; Huang, Charlton, 1972). Pour éviter la
dégradation, un certain nombre de précautions doivent
être prises en soniquant à basse fréquence, durant un
temps court et sous atmosphère d’azote ou d’argon
(Lorin et al., en préparation). La tête de sonication
produit des fragments de titane, qui sont éliminés en
même temps que les MLV résiduels, soit par
centrifugation (10.000 g pendant deux minutes), soit
par tamisage moléculaire sur Sépharose (Elorza et al.,
1993 ; Lorin et al., en préparation). Par définition, les
SUV ont un diamètre inférieur à 200 nm.

En vue de préparer des LUV (Figure 1C), la
solution de MLV est soumise à des cycles de
congélation/décongélation, ce qui fragilise la
membrane et permet de reconstruire des liposomes
unilamellaires (Pillot et al., 1996). Les MLV résiduels
et les LUV de trop grande taille sont éliminés par
filtration (pore de 100 nm). Du fait du grand diamètre
des LUV, l’organisation des phospholipides est
identique dans chacune des monocouches (Schieren
et al., 1978).

Des liposomes peuvent aussi être préparés par la
technique de l’inversion de phase (Papahadjopoulos,
Watkins, 1967) ou par dialyse de détergents contenant
les phospholipides (Luna, McConnell, 1977).

4. APPLICATIONS DES LIPOSOMES
4.1. Applications thérapeutiques

Les liposomes peuvent véhiculer des médicaments
dans l’organisme. Suivant la nature du médicament, sa
localisation au niveau du liposome est différente. Si le
médicament est soluble dans l’eau, il est encapsulé
dans le volume intraliposomal, alors que s’il est
hydrophobe, il est dissous dans la phase lipidique
(Bouffioux, 1995 ; Yu, Lin, 2000 ; Redziniak, 2003).
S’il est amphiphile, le composé est localisé au niveau
de l’interface tête polaire/queue hydrophobe des
phospholipides (Bouffioux, 1995 ; Espuelas e t a l .,
2003). Dans les trois cas, le principe actif peut être
véhiculé dans l’organisme par simple injection
(Gregoriadis, 1981). Dans la circulation, les liposomes
fusionnent avec des membranes cellulaires ou sont

Figure 5. Représentation du mouvement flip-flop — Flip-
flop motion.
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endocytés (Pagano, Weinstein, 1978). Le principe actif
est alors délivré dans la cellule. La firme Theralipids
Inc. a créé, en 1996, un liposome pouvant fusionner
avec les parois bactériennes (http://www.theralipids.
com/fr/strategy_fr.htm). Ces liposomes, qui peuvent
être administrés directement par inhalation, favorisent
de façon marquée la pénétration de l’agent anti-
microbien (comme la tobramycine) dans les
micro-organismes et améliorent l’efficacité de celui-ci
en prolongeant sa durée de vie. 

Le médicament peut être aussi délivré lentement et
de manière continue par le liposome vers les cellules
cibles sans qu’il y ait pénétration des liposomes dans
les cellules. Ainsi, la morphine, composé amphiphile,
peut être encapsulée dans des liposomes
multilamellaires (Bouffioux, 1995). Après injection de
ces liposomes à l’endroit où l’on désire l’anesthésie, la
morphine diffuse lentement au travers des nombreuses
bicouches des MLV avant d’être libérée de façon
passive et continue dans le milieu. L’emploi de
liposomes permet de prolonger l’action de la morphine
et de réduire sa concentration locale et donc sa toxicité
et ses effets secondaires (Bouffioux, 1995).

Les liposomes sont rapidement éliminés de la
circulation par les macrophages (Schwendener et al.,
1984). Ils s’accumulent dans le foie et la rate, ce qui
limite leur utilisation pour traiter des affections au
niveau d’autres organes (Hinkle et al., 1978 ; van
Rooijen, van Nieuwmegen, 1984). Par contre, le
traitement des affections spécifiques du foie et de la
rate est plus facile via les liposomes. Pour augmenter
le temps de vie des liposomes dans la circulation, une
composition lipidique spéciale doit être utilisée afin
d’éviter la phagocytose. L’addition de gangliosides ou
de polyéthylèneglycol augmente le temps de
circulation (Klibanov e t a l ., 1990 ; Correa e t a l .,
1993).

Les liposomes peuvent encapsuler un gène ou un
plasmide (Dimitriadis, 1979 ; Perrie, Gregoriadis,
2000). Dans ce cas, le liposome est utilisé comme
vecteur de thérapie génique. Après injection, le
liposome est endocyté au niveau de la membrane
cellulaire (Zhou, Huang, 1994 ; Li et al., 1996). Puis,
le liposome fusionne avec l’endosome, permettant la
libération de l’ADN. L’ADN peut alors s’exprimer
dans la cellule. Pour cette utilisation, le liposome doit
satisfaire à plusieurs conditions. Il doit tout d’abord
présenter à sa surface un promoteur de fusion, qui
permet une meilleure intégration dans les cellules
cibles. Ce promoteur est fréquemment une
glycoprotéine virale de surface (ex : protéine F du
virus de Sendaï) (Kunisawa, Mayumi, 2001 ; Kim,
Park, 2002). Le liposome est aussi composé de
certains phospholipides et/ou protéines qui diminuent
leur capture par les cellules macrophages et permettent
un ciblage tissulaire (Torchilin et al., 1980 ; Moghimi,

Szebeni, 2003). Enfin, les liposomes employés en
thérapie génique sont sensibles au pH (Leventis et al.,
1987). En effet, si le liposome est absorbé par la
cellule, il se retrouve dans le lysosome à un pH acide.
S’il est sensible au pH, il peut y avoir fusion avec le
lysosome et libération du matériel génétique dans le
cytoplasme de la cellule. Certains liposomes portent
des charges cationiques en surface, qui permettent de
déstabiliser la membrane des endosomes (Zhou,
Huang, 1994 ; Noguchi et al., 1998 ; Briane et al.,
2002). Malgré les avancées effectuées ces dernières
années, l’emploi de liposomes comme vecteurs de
matériel génétique reste limité. L’efficacité de trans-
fection est plus faible qu’avec les vecteurs viraux (http:
/ / w w w. m e d e s p a c e . c o m / c a n c e r o / d o c / t h e r a g e n i . h t m l ) ,
en particulier des problèmes de ciblage du noyau sont
observés et le temps d’expression du gène est souvent
trop court. Néanmoins, certaines firmes fournissent
des liposomes conçus pour transporter du matériel
génétique et transfecter des cellules. Ainsi, le
“Transfast Transfection Reagent” est un liposome
composé d’un lipide cationique synthétique en
association avec un lipide neutre, le DOPE, qui permet
de transfecter des cultures primaires neuronales
( h t t p : / / w w w. p r o m e g a . c o m / f r / p r o m e g a z e t t e / P r o m 2 6 / p r
om7.pdf). Selon la firme qui le commercialise, ce
liposome assure une transfection rapide (en 30 à
6 0 minutes), élevée (5 % des cellules neuronales
traitées), stable, moyennant une relative facilité
d’emploi.

Les liposomes sont aussi employés pour exposer
des protéines à leur surface. Dans le cas de
glycoprotéines virales, ces liposomes sont appelés
virosomes (Almeida e t a l ., 1975 ; Kapczynski,
Tumpey, 2003). Après injection, les virosomes sont en
grande partie captés par les cellules macrophages
(Wijburg et al., 1998). Ils exposent ainsi  directement
l’agent antigène et activent le système immunitaire
( h t t p : / / w w w. e x o p o l . c o m / f r / b a s e 3 . f r. h t m l ; Wi j b u rg
e t a l ., 1998). Ces virosomes sont donc employés
comme vaccins. Leur avantage est de ne pas contenir
de matériel génétique infectieux tout en présentant la
molécule antigénique.

4.2. Applications cosmétologiques

De nombreuses substances utilisées en cosmétologie
(antioxydants, collagène, etc.) sont en général
appliquées localement sous forme d’émulsion
huileuse ou de solution alcoolique. L’huile et l’alcool
peuvent endommager la peau en cas d’application
prolongée. L’encapsulation dans des liposomes permet
de contourner ce problème (Lasic, 1998 ; Schechter,
2002 ; Redziniak, 2003). Aussi, en plus de la diffusion
passive et continue du produit au travers des bicouches
des liposomes, ceux-ci peuvent fusionner avec les
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cellules de la peau et libérer le principe actif dans la
cellule et augmenter son efficacité.

4.3. Applications biochimiques et biophysiques

Les liposomes sont largement utilisés pour l’étude des
propriétés membranaires. En effet, ils constituent un
modèle membranaire qui tente de reproduire la
structure et les propriétés des membranes biologiques.
L’avantage de leur utilisation réside dans la possibilité
de moduler les conditions expérimentales pour mettre
en évidence l’influence de certains facteurs sur les
propriétés membranaires. L’effet de paramètres tels
que la composition lipidique, la température, la force
ionique, l’asymétrie lipidique et le pH du milieu peut
être étudié (Szoka, Papahadjopoulos, 1980 ;Tonkonog
et al., 1982 ; Carrión et al., 1994 ; Nacka et al., 2001).
Un large éventail de techniques a été développé. La
plupart s’appliquent à l’étude de membranes
biologiques (Owen, 1980 ; Struck e t a l ., 1981 ;
Hoekstra et al., 1984 ; Ehrenberg, 1986 ; Hong et al.,
1 9 8 8 ; Hope e t a l ., 1989 ; Schanck e t a l ., 1992 ;
Fenske, 1993 ; Wi n t e r h a l t e r, Lasic, 1993). Elles
donnent accès à des informations diverses, telles que
la perméabilité, la fluidité ou encore l’organisation des
vésicules.

Il importe cependant de rester vigilant avant
d’extrapoler aux membranes biologiques les résultats
obtenus avec des liposomes. Ces derniers ne miment
pas parfaitement la complexité des structures
membranaires. Ils ne reproduisent que pauvrement
l’implication des facteurs extramembranaires dans la
régulation de leurs fonctions. La matrice lipidique des
liposomes peut assez bien correspondre à celle des
membranes biologiques. Par contre, il est difficile de
prendre en considération des éléments comme la
variabilité des chaînes d’acides gras ou la présence de
certains lipides et glycolipides dans les membranes
biologiques. De plus, les membranes biologiques sont
entourées par des milieux complexes et différents de
part et d’autre, alors que les liposomes sont
généralement dans un tampon de pH et de contenu
ionique déterminés mais homogènes.

Toutefois, les liposomes constituent de bons
modèles pour étudier ce qui se déroule au niveau
membranaire lors de différents processus tels que la
fusion (Martin, Ruysschaert, 2000).

4.4. Un exemple d’application biochimique :
mesure de la fusion de membranes

La fusion membranaire est un mécanisme biologique
important intervenant dans des processus aussi variés
que la fécondation (fusion de deux cellules), la fusion
virale, la division cellulaire, l’endocytose et
l’exocytose. Elle implique le rapprochement, la

coalescence de deux bicouches lipidiques et une
réorganisation structurale de ces bicouches. Lors de
cette fusion, il y a mélange des lipides et des milieux
aqueux de chaque vésicule.

Détection expérimentale de la fusion. Idéalement, la
fusion entre deux liposomes s’effectue sans qu’il y ait
contact entre le contenu des liposomes et le milieu
extérieur.

Mélange de lipides. La technique la plus utilisée pour
suivre le mélange de lipides consécutif à une fusion est
le transfert d’énergie par résonance entre deux sondes
de fluorescence (Hoekstra, 1982). En pratique, les
donneurs et accepteurs utilisés sont, le plus souvent,
des dérivés fluorescents de phospholipides. Le couple
NBD/Rh (N[7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol-4-yl]/
N[lissamine rhodamine B sulfonyle]) est un exemple
(formule fournie à la figure 7). Dans ce couple, le
NBD (λ = longueur d’onde ; λ excitation = 460 nm ;
λ émission = 535 nm) est le donneur d’énergie et le
Rh (λ excitation = 563 nm ; λ émission = 585 nm) est
l’accepteur (F i g u re 6). Le chromophore peut être
attaché à la partie polaire ou à une chaîne
hydrocarbonée du lipide, comme la phosphatidyl-
éthanolamine ; le couple est alors NBD-PE/Rh-PE.

Les deux sondes sont fluorescentes. Excité à
460 nm, le NBD retourne à l’état fondamental en
émettant à une longueur d’onde de 535 nm. Il faut
exciter le Rh à 563 nm pour mesurer sa fluorescence à
585 nm (Figure 6A). Lorsqu’ils sont éloignés de plus
de 2 nm, l’énergie libérée par l’excitation de NBD ne
permet pas d’exciter le Rh. À plus courte distance,
l’accepteur Rh est capable d’absorber l’énergie de
fluorescence du donneur NBD. L’excitation du
donneur suivie de son retour à l’état fondamental peut
donc s’accompagner d’une excitation du receveur. Il
s’agit d’un transfert d’énergie par résonance. On
observe alors, en n’excitant que le donneur,
l’apparition d’une fluorescence du receveur.
L’ e fficacité du transfert d’énergie dépend de la
distance entre le donneur et le receveur. Elle est nulle
pour une distance supérieure à 2 nm. Le transfert
d’énergie entre deux sondes fluorescentes nécessite,
au moins de manière partielle, le recouvrement entre le
spectre d’émission (fluorescence) du donneur et le
spectre d’excitation (absorption) de l’accepteur.

Les deux dérivés lipidiques sont insérés dans des
liposomes différents et aucun transfert d’énergie n’est
possible avant fusion. La fusion s’accompagne d’un
rapprochement des deux dérivés au sein d’une même
membrane. L’émission à 460 nm excite alors le NDB
qui transmet son énergie au Rh (F i g u re 6 B) .
L’excitation de celui-ci provoque une émission
mesurable à 585 nm. S’il y a fusion, la fluorescence du
Rh-PE augmente sous l’application d’une excitation à
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4 6 0 nm. Par contre, celle du NBD-PE diminue
(Figure 7).

Par cette méthode, il n’est toutefois pas facile de
distinguer la fusion de liposomes d’une simple
agrégation. Cette dernière s’accompagne également
d’un rapprochement des deux sondes.

Cette difficulté peut être contournée en insérant
initialement les deux sondes dans une même
population de vésicules et en suivant la fusion avec
des vésicules dénuées de sondes fluorescentes. La
simple agrégation avec des vésicules dénuées de sonde
ne conduit pas à une variation du transfert d’énergie.
Seule la fusion avec des liposomes dénués de dérivés
fluorescents s’accompagne d’une augmentation de la
distance moyenne des dérivés fluorescents, donc
d’une diminution du transfert d’énergie. Excité à
460 nm, la fluorescence du Rh-PE diminue, alors que
celle du NDB-PE augmente (Figure 8).

Dans d’autres essais, un dérivé d’acide gras
fluorescent, tel que l’octadecylrhodamine B, peut être

inséré dans la membrane de liposomes (Figure 9)
(Ellens et al., 1985). À fortes concentrations de la
sonde, une extinction de fluorescence est observée. La
fusion avec des liposomes ne contenant pas la sonde
conduit à sa dilution et donc à une augmentation de
fluorescence.

Mélange des contenus intravésiculaires. La fusion de
deux membranes peut également être suivie par le
mélange des compartiments aqueux (Ellens et al.,
1985). Pour cela, deux composés dont les propriétés
diffèrent selon qu’ils sont séparés ou mélangés, sont
encapsulés séparément dans le compartiment aqueux
de deux populations de liposomes. Le plus
fréquemment, on encapsule une sonde fluorescente
dans les compartiments d’une première population de
liposomes et un “quencher” de cette sonde dans une
seconde population. La fluorescence de la première
population est notée avant la fusion. Lorsque la fusion
a lieu, les deux compartiments aqueux se mélangent
(F i g u re 1 0). Le “q u e n c h e r” provoque alors
l’extinction de la fluorescence de la sonde. L’ANTS
est la sonde la plus fréquemment employée pour ce
test, alors que le “quencher” utilisé est le DPX.

Les liposomes : utiles pour la compréhension des
étapes de la fusion. Ces tests de fusion de liposomes
ont permis d’étudier de nombreux mécanismes
intervenant lors de la fusion.

L’analyse de la fusion des liposomes a tout d’abord
montré que les deux bicouches devaient entrer en
contact avant la fusion, impliquant au moins de
manière transitoire un réarrangement de la bicouche et
l’adoption par les lipides d’une structure d’énergie
plus élevée (Wilschut, Hoekstra, 1986 ; White, 1992 ;
Z i m m e r b e rg, Chernomordik, 1999). Cette
augmentation d’énergie a été observée lors de
l’analyse de la fusion de liposomes ou de bicouches
(Wilschut, Hoekstra, 1986 ; Chernomordik, Kozlov,
2003). Cet assemblage ne se réalise pas spontanément.
La présence de catalyseurs est nécessaire. Dans le cas
de la fusion virale, il a été clairement montré, par
analyse de fusion de liposomes, que le catalyseur
pouvait être un petit fragment d’une glycoprotéine de
surface virale, appelé peptide de fusion (White, 1992 ;
Epand, 2003). C’est l’addition du peptide de fusion à
des liposomes qui assure leur fusion (White, 1992 ;
Glushakova et al., 1992 ; Bailey et al, 1997). Ces
études ont permis de mieux caractériser la structure
des peptides de fusion et leur mode d’action sur les
bicouches. Ces segments protéiques agissent en
s’insérant obliquement, sous forme hélicoïdale, dans
la membrane (Tatulian et al., 1995 ; Pereira et al,
1995 ; Martin, Ruysschaert, 2000 ; Brasseur, 2000 ;
Han et al, 2001 ; Gordon et al, 2002). L’insertion
perturberait le parallélisme des chaînes acyles des
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NBD Rh

NBD Rh

λexc = 460nm λémis = 535 nm

λexc = 460 nm

λexc = 563 nm λémis = 585nm

λémis = 585nm

Figure 6. Principe du transfert d’énergie par résonance —
Principle of energy transfer by resonance.
A. Les deux molécules fluorescentes sont à une distance
qui ne permet pas le transfert d’énergie. Excitation à des
longueurs d’onde différentes du NBD et de Rh — The two
fluorescent molecules are not close enough to allow energy
transfer to occur. Excitation at different wavelengths of Rh
and NBD. B. Les deux molécules fluorescentes sont à une
distance qui permet le transfert d’énergie. Excitation du
NBD à 460 nm. Transfert d’énergie du NBD vers le Rh non
excité. Excitation du Rh suivie de sa fluorescence
mesurable à 585 nm — The two fluorescent molecules are
close enough for the energy transfer to occur. Excitation of
NBD at 460 nm. Transfer of energy from NBD to non
excited Rh. Excitation of Rh and emission measured at
585 nm.
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Figure 7. Analyse de la fusion
par la méthode de transfert
d ’ é n e rgie par résonance entre
deux sondes de fluorescence
préalablement insérées dans
deux populations de liposomes
différentes — Fusion analysis by
the energy transfer method, by
resonance between two fluo -
rescence probes incorporated
into two distinct populations of
liposomes.
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Figure 8. Analyse de la fusion
par la méthode de transfert
d ’ é n e rgie par résonance entre
deux sondes de fluorescence
préalablement insérées dans la
même population de liposomes
— Fusion analysis by the energy
transfer method, by re s o n a n c e
between two probes of
f l u o rescence incorporated into
the same liposome population.
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Figure 9. Analyse de la fusion
par la méthode d’inhibition de
fluorescence d’une sonde
préalablement insérée dans une
population de liposomes —
Fusion analysis by fluorescence
quenching of a pro b e
incorporated into a liposome
population.
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Figure 10. Analyse de la fusion
par la méthode de transfert
d ’ é n e rgie par résonance entre
deux sondes de fluorescence
préalablement insérées dans le
milieu aqueux de deux
populations de liposomes —
Fusion analysis by the energy
transfer method, by re s o n a n c e
between two probes of
f l u o rescence incorporated into
the aqueous medium of two
distinct liposome populations.
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phospholipides (Brasseur, 2000), qui se
réorganiseraient autour des peptides de fusion (Siegel,
Epand, 2000). Après rapprochement des deux
bicouches, la fusion entre les zones déstabilisées peut
s ’ o p é r e r. Les deux membranes mélangent leurs
composants et fusionnent (White, 1992). Les fusions
sont toujours contrôlées par des protéines (Hooft van
Huijsduijnen, 1998 ; Myles, Primakoff, 1997 ;
Stegmann, 2000). Ces protéines déstabilisent la
bicouche lipidique et jouent ainsi un rôle catalytique.

Ces études réalisées sur le liposome, moins
complexe que la membrane cellulaire, ont permis de
mieux comprendre les étapes de fusion, comme
schématisé à la figure 11 (Schechter, 2002).

Pour qu’une fusion puisse avoir lieu, il est
nécessaire qu’un contact s’établisse entre les
monocouches externes des deux liposomes. Dans la
région de contact, l’équivalent de deux lamelles
lipidiques séparées par une couche d’eau se formerait
(Figure 11A). L’enroulement des deux monocouches
externes conduirait à la formation d’une micelle
inversée (F i g u re 11 B) (Bentz, Ellens, 1987 ;
Chernomordik, 1996 ; Lee, Lentz, 1997). Cette
micelle est caractérisée par un contact étroit des têtes
polaires englobant un volume aqueux. La rupture
coordonnée des deux monocouches internes en contact
avec la micelle conduirait à un pore reliant les
liposomes initiaux : c’est le pore de fusion
(Figure 11C) (Bentz, Ellens, 1987). La dilatation de
ce pore conduirait à la fusion complète : les deux
liposomes n’en font plus qu’un (Figure 11D). Les
lipides sont de nouveau structurés en bicouches
(Chernomordik, 1996).

Un autre mécanisme de fusion a été proposé. Dans
celui-ci, le contact des monocouches externes
conduirait à l’amorçage de deux micelles inversées,

mais les micelles ne se formeraient pas entièrement
(Figure 11B’) (Chernomordik, 1996 ; Hed, Safran,
2003). Ce premier contact forcerait plutôt un contact
entre les monocouches internes. La rupture ultérieure
des deux monocouches internes pourrait conduire au
pore de fusion puis à la fusion des deux liposomes.
Plusieurs études sur les liposomes soutiennent ce
mécanisme (Bentz, Ellens, 1987 ; Chernomordik,
1996 ; Hed, Safran, 2003).

Les deux mécanismes postulent, entre le contact
initial et la fusion, une étape de micelle inverse,
appelée micelle de type HII. Le passage par cet
intermédiaire nécessite de franchir une barrière
énergétique.

L’efficacité de la fusion dépend de la nature des
lipides dans la zone de contact entre les deux
liposomes. La composition de cette zone ne correspond
pas nécessairement à la valeur moyenne attendue. En
effet, les lipides sont animés d’une diffusion latérale
importante, telle que la zone de contact est enrichie en
lipides, tels que le cholestérol et les sphingolipides,
qui ont tendance à adopter une org a n i s a t i o n
hexagonale favorable à la fusion (Wolf et al, 2001 ;
Shaikh et al, 2003 ; Byström, Lindblom, 2003).

Bien que le mécanisme de la fusion soit de mieux
en mieux compris, des questions persistent. Par quel
mécanisme les bicouches se rapprochent-elles ? La
déstabilisation d’une seule monocouche est-elle
s u ffisante pour induire la fusion ? Comment le
système permet-il une augmentation de l’énerg i e ,
même temporaire ? Comment le pore s’élargit-il ? Nul
doute qu’un nouvel effort de recherche apportera des
réponses à ces questions.

Liste des abréviations — Abbreviation list

ANTS : acide 8-aminonaphtalene-1,3,6-trisulfonique
DOPE : dioléolphosphatidyl-éthanolamine
DLPC : dilauroylphosphatidylcholine
DMPC : diméthylphosphatidylcholine
DPPC : dipalmitoylphosphatidylcholine
DPX : bromure dip-xylène-bis-pyridinium
DSPC : distéaroylphosphatidylcholine
GUV : Liposome unilamellaire géant — G i a n t

Unilamellar Vesicle
LUV : Liposome unilamellaire de grande taille —

Large Unilamellar Vesicle
MLV : Liposome multilamellaire — M u l t i l a m e l l a r

Vesicle
NBD : N[7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol-4-yl]
PE : phosphatidyléthanolamine
Rh : N[lissamine rhodamine B sulfonyle]
R18 : octadécylrhodamine B
SUV : Liposome unilamellaire de petite taille —

Small Unilamellar Vesicle.

Liposome 1

Liposome 2
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Hémifusion
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Figure 11. Structures adoptées par les lipides lors de la
fusion — Lipid structures during the fusion process.
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Annexe II  
Lorin, A., Charloteaux, B., Lins, L. & Brasseur, R. Implication des peptides de 

fusion des glycoprotéines de fusion virales de classe I dans la fusion 

membranaire. Biotechnologie, Agronomie, Société et Environnement accepté 

pour publication 

 

L’infection virale, impliquant la fusion entre l’enveloppe virale et la membrane 

plasmique de la cellule cible, est induite par une glycoprotéine ancrée dans l’enveloppe virale. 

Après activation, la glycoprotéine subit un changement de conformation lui permettant 

d’exposer une région appelée « peptide de fusion » indispensable à l’induction de la fusion. 

L’étude des glycoprotéines ainsi que des peptides de fusion en l’absence du reste de la 

glycoprotéine a permis de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans la fusion 

membranaire. Il a ainsi été montré que les peptides de fusion induisent la fusion et la 

perméabilisation de membranes. Ces peptides sont capables de s’insérer de manière oblique 

dans la membrane sous forme hélicoïdale. Cette orientation induirait la déstabilisation 

lipidique, favorisant la fusion membranaire. Toutefois, jusqu’à présent, aucune étude in vivo, 

in vitro ou in silico ne s’était intéressée à déterminer la séquence minimale impliquée dans la 

fusion membranaire. En utilisant la relation obliquité-fusogénicité, cette séquence a été 

déterminée par modélisation moléculaire pour deux virus, le Virus de l’Immunodéficience 

Humaine et le Virus de la Leucémie Bovine. Ces nouveaux résultats sont particulièrement 

intéressants pour le développement de vaccins et de molécules antivirales. 
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Résumé 
L’infection virale, impliquant la fusion entre l’enveloppe virale et la membrane plasmique de 
la cellule cible, est induite par une glycoprotéine ancrée dans l’enveloppe virale. Après 
activation, la glycoprotéine subit un changement de conformation lui permettant d’exposer 
une région appelée « peptide de fusion » indispensable à l’induction de la fusion. L’étude des 
glycoprotéines ainsi que des peptides de fusion en l’absence du reste de la glycoprotéine a 
permis de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans la fusion membranaire. Il a ainsi 
été montré que les peptides de fusion induisent la fusion et la perméabilisation de membranes. 
Ces peptides sont capables de s’insérer de manière oblique dans la membrane sous forme 
hélicoïdale. Cette orientation induirait la déstabilisation lipidique, favorisant la fusion 
membranaire. Toutefois, jusqu’à présent, aucune étude in vivo, in vitro ou in silico ne s’était 
intéressée à déterminer la séquence minimale impliquée dans la fusion membranaire. En 
utilisant la relation oblicité-fusogénicité, cette séquence a été déterminée par modélisation 
moléculaire pour deux virus, le Virus de l’Immunodéficience Humaine et le Virus de la 
Leucémie Bovine. Ces nouveaux résultats sont particulièrement intéressants pour le 
développement de vaccins et de molécules antivirales. 
Mots-clés. VIH, BLV, Influenza A, infection virale, modélisation moléculaire, peptide 
oblique, bicouche lipidique, membrane, structure secondaire. 
  
Abstract. The implication of fusion peptides of class I viral fusion glycoproteins in the 
membrane fusion 
 
Viral infection involves fusion between the viral envelope and the target cell plasmic 
membrane. The fusion is induced by a glycoprotein anchored in the viral envelope. After 
activation, the glycoprotein undergoes a conformational change inducing the exposure of a 
region named “fusion peptide” essential for the fusion process. Studies on glycoproteins and 
on isolated fusion peptides have allowed to better understand the mechanisms involved in 
membrane fusion. It was notably shown that fusion peptides induce fusion and leakage of 
membranes. These peptides are able to insert obliquely in a membrane when helical. This 
orientation induces lipid destabilisation, favouring membrane fusion. However, to date, none 
of these in vitro, in vivo or in silico studies has determined the minimal sequence required for 
membrane fusion. Using the obliquity – fusogenicity relationship, the latter was determined 
by molecular modelling for two viruses, the Human Immunodeficiency Virus and the Bovine 
Leukaemia Virus. These new results are of particular interest in the development of vaccines 
and antiviral drugs.  
Keywords: HIV, BLV, Influenza A, viral infection, molecular modelling, tilted peptide, 
membrane, lipid bilayer, secondary structure 
 
 



 

Liste des abréviations.  
VIH-1 : Virus de l’Immunodéficience Humaine de type 1 (HIV-1 : Human Immunodeficiency 
Virus type 1) 
VIH-2 : Virus de l’Immunodéficience Humaine de type 2 (HIV-2 : Human Immunodeficiency 
Virus type 2) 
Influenza A : virus de l’Influenza (grippe) de type A 
Influenza B : virus de l’Influenza (grippe) de type B 
BLV : Virus de la Leucémie Bovine (Bovine Leukemia  Virus) 
HA2 : Sous-unité membranaire de l’hémagglutinine 
SIV : Virus de l’Immunodéficience Simienne (Simian Immunodeficiency Virus) 
FLV : Virus de la Leucémie Féline (Feline Leukemia  Virus) 
ESR : Résonance de Spin Electronique(Electron Spin Resonance) 
FTIR : Spectroscopie Infrarouge par Transformée de Fourier (Fourier Transform InfraRed) 
ATR-FTIR : Spectroscopie Infrarouge par Transformée de Fourier – Réflexion Totale 
Atténuée (Attenuated Total Reflectance - Fourier Transform InfraRed) 
RMN : Résonance Magnétique Nucléaire 
EPR : Résonance Paramagnétique Electronique(Electron Paramagnetic Resonance) 
HCA : Analyse d’Amas Hydrophobes (Hydrophobic Cluster Analysis) 
MHP : Potentiel Hydrophobicité Moléculaire (Molecular Hydrophobicity Potential) 
Å : Angström 
PrP : protéine prion 
Aβ : peptide β-amyloïde 
Apo : Apolipoprotéine 
DMSO : Diméthylsulfoxyde 
CD : Dichroïsme Circulaire (Circular Dichroism) 
IMPALA : Integral Membrane Protein and Lipid Association 
SDS : Sodium DodécylSulfate 
SRAS : Syndrome Respiratoire Aigu Sévère 
HRSV : Human Respiratory Syncitial Virus 
SV5 : Virus para-influenza Simien 5 
PDB : Banque de Données de Protéines (Protein Data Bank) 
 
 



 

La fusion virale 
 
La fusion membranaire intervient dans de nombreux processus biologiques, comme le 

transport intracellulaire (Rothman, 1994), le développement musculaire (Towler et al., 2004), 
la neurotransmission (Gianinazzi et al., 2005 ; Jena, 2005), la fécondation (Longo and 
Yanagimachi, 1993) et l’infection virale (Hughson, 1995 ; Chizmadzhev, 2004).  

 
Etapes de la fusion membranaire 

 
Qu’elle soit intracellulaire ou extracellulaire, la fusion est un processus qui implique le 

rapprochement de deux membranes, leur fusion et la formation d’un pore de fusion aqueux 
(Jahn et al., 2002) (Figure 1).  

Malgré le développement de techniques permettant de contrôler la fusion, les 
mécanismes moléculaires impliqués dans le processus de fusion ne sont toujours pas connus 
avec exactitude. Deux modèles contradictoires de la fusion membranaire ont été proposés : 
l’hypothèse du pore protéique (« proteinaceous » en anglais) et l’hypothèse du pore lipidique. 
Selon la première hypothèse, le pore de fusion initial consiste en un canal aqueux constitué de 
protéines connectées aux deux membranes (Almers, Tse, 1990 ; Lindau, Almers, 1995). Suite 
à son expansion, ce pore incorpore des lipides des membranes pour atteindre sa taille optimale 
(Jahn, Grubmüller, 2002). Cette hypothèse n’est cependant pas en accord avec les nombreuses 
études suggérant que la fusion membranaire implique une étape intermédiaire exclusivement 
lipidique (Chernomordik et al., 1993, 1995 ; Kemble et al., 1994 ; Chernomordik, 
Zimmerberg, 1995 ; Lee, Lentz, 1998 ; Melikyan et al., 2000 ; Gaudin et al., 2000 ; Russell et 
al., 2001 ; Xu et al., 2005 ; Reese et al., 2005 ; Giraudo et al. 2005 ; Dennison et al., 2006). 
Cette étape est prise en compte dans la deuxième hypothèse. La figure 1 détaille les 
différentes étapes du modèle du pore lipidique. Tout d’abord, pour que la fusion se réalise, il 
faut un rapprochement et une mise en contact des deux membranes à fusionner. Un apport 
énergétique est nécessaire pour contrecarrer la barrière énergétique constituée par la barrière 
d’eau existant entre les membranes. Dans le cas de la fusion induite par des virus enveloppés, 
cet apport est fournit par les glycoprotéines de fusion virales ancrées dans l’enveloppe virale. 
Le mode d’action de ces glycoprotéines sera expliqué plus en détail dans la suite de l’article. 
Lorsque les deux membranes sont en contact, la fusion des monocouches externes se réalise. 
Un intermédiaire lipidique, appelé « stalk » est alors formé. Le « raft » est constitué des 
monocouches externes des deux membranes qui ont fusionné et des monocouches internes des 
deux membranes non fusionnées (Figure 1). Les monocouches externes fusionnées adoptent 
une courbure négative (Siegel, 1993 ; Chernomordik et al., 1995). Cet état « stalk » n’est que 
transitoire et évolue, par expansion radiale, en « diaphragme d’hémifusion » où les deux 
monocouches internes se mettent en contact (Figure 1) (Melikyan et al., 1995 ; 
Chernomordik et al., 1998 ; Gaudin, 2000). Que ce soit au niveau du stalk ou du diaphragme 
d’hémifusion, aucun transfert aqueux n’est possible puisque les monocouches internes n’ont 
pas fusionné. Tout comme le stalk, le diaphragme d’hémifusion n’est que transitoire et évolue 
en pore de fusion exclusivement lipidique suite à la fusion des monocouches internes (Jahn, 
Grubmuller, 2002). En plus d’être supporté par de nombreux résultats expérimentaux, le 
modèle du pore lipidique est également supporté par de nombreuses études théoriques et de 
modélisation moléculaire (Kuzmin et al., 2001 ; Noguchi, Tasaku, 2002 ; Kozlovsky et al., 
2002, 2004 ; Koslovsky, Kozlov, 2002 ; Katsov et al., 2004 ; Marrink, Mark, 2004 ; Smeijers 
et al., 2006). Récemment, la structure stalk, a été observée après déshydratation de bicouches 
lipidiques, ce qui renforce également la deuxième hypothèse (Yang, Huang, 2002). Toutefois, 
à l’heure actuelle, ni la structure « stalk », ni un canal de protéines n’ont été observés lors de 
la fusion in vivo (Lentz, 2006).  



 

Les glycoprotéines de fusion virales : des protéines indispensables à la fusion virale 
 

La fusion membranaire ne se réalise pas spontanément et nécessite la présence de 
catalyseurs (Basanez, 2002). Dans le cas de l’infection virale, ces catalyseurs sont des 
glycoprotéines localisées à la surface de l’enveloppe des virus. Lorsque ces protéines sont 
inhibées par des anticorps (Cleveland et al., 2000 ; Zhang, Chen, 2003 ; Heap et al., 2005) ou 
mutées (Gething et al., 1986 ; Kowalski et al., 1987 ; Bosch et al., 1989 ; Freed et al., 1990 ; 
Vonèche et al., 1992 ; Buchschacher et al., 1995 ; Schaal et al., 1995 ; Fredericksen, Whitt, 
1995 ; Steinhauer et al., 1995 ; Delahunty et al., 1996 ; Durell et al., 1997 ; Pritsker et al., 
1999 ; Rothenberg et al., 2001 ; Russell et al., 2004 ; Zhu et al., 1998), la fusion virale est 
diminuée ou n’est plus observée.  

L’analyse par rayons X de cristaux constitués de parties solubles de glycoprotéines 
virales montre deux classes structurales différentes (Figure 2). Les glycoprotéines de classe II 
sont constituées de 3 domaines principalement repliés en feuillets bêta, « couchés » sur 
l’enveloppe virale (Figure 2A) (Kielian, 2006). Cette classe contient les protéines de fusion 
de deux membres des familles Togaviridae et Flaviviridae : les alphavirus et les flavivirus 
(Rey et al., 1995 ; Gibbons et al., 2004 ; Kielian, 2006). Des études récentes suggèrent que 
d’autres membres des Togaviridae et Flaviviridae ainsi que certains membres des 
Bunyaviridae expriment également des protéines de fusion de classe II (Yagnik et al., 2000 ; 
Garry, Dash, 2003 ; Gary, Garry, 2004 ; Plassmeyer et al., 2005). Malgré des similitudes avec 
les protéines de classe II concernant leurs mécanismes d’action (Söllner, 2004 ; Schibli, 
Weissenhorn, 2004 ; Zaitseva et al., 2005), les protéines virales de classe I adoptent une 
structure complètement différente. Elles sont majoritairement hélicoïdales et forment une 
projection d’une hauteur de 135 Å (contre 30 Å pour les glycoprotéines de classe II ; Figure 
2B) (Skehel, Wiley, 2000 ; Harrison, 2005). Ces glycoprotéines sont exprimées par les 
familles virales Orthomyxoviridae, Paramyxoviridae, Filoviridae, Coronaviridae et 
Retroviridae, dont font partie les virus de l’Immunodéficience Humaine de type 1 (VIH-1) et 
de la Leucémie Bovine (BLV) (Caffrey et al., 1998 ; Weissenhorn et al., 1998 ; Malashkevich 
et al., 1999 ; Kobe et al., 1999 ; Bosch et al., 2003 ; Schibli and Weissenhorn, 2004). 
L’analyse cristallographique indique également que ces protéines sont assemblées sous forme 
d’homotrimères formant un triple faisceau d’hélices (« coiled-coil » en anglais) (Figure 2B). 
Récemment, il a été suggéré que d’autres classes de glycoprotéines virales existent (Da Poian 
et al., 2005 ; Roche et al., 2007). 

 
Mécanismes d’action des glycoprotéines virales de classe I 
 

Alors que peu de choses sont connues concernant le mode d’action des glycoprotéines 
de classe II, la compréhension du mode d’action des glycoprotéines de classe I lors de la 
fusion a progressé suite à l’analyse des glycoprotéines du virus Influenza A, du virus du 
syndrome respiratoire aigu sévère (SRAS) et du virus para-influenza simien 5 (SV5) (Wilson 
et al., 1981 ; Carr, Kim, 1993 ; Bullough et al., 1994 ; Baker et al., 1999 ; Supekar et al., 
2004 ; Yin et al., 2006 ; Hakansson-McReynolds et al., 2006). Pour ces trois glycoprotéines, 
deux structures différentes ont été mesurées par analyse R-X ou RMN (Figure 2B). Ces deux 
structures correspondent à la conformation pré-fusion (avant fusion) et post-fusion (après 
fusion) des glycoprotéines (Wilson et al., 1981 ; Carr, Kim, 1993 ; Bullough et al., 1994 ; 
Baker et al., 1999 ; Supekar et al., 2004 ; Yin et al., 2006 ; Hakansson-McReynolds et al., 
2006). Sous conformation pré-fusion, les hélices C-terminales des trois monomères (en gris 
dans la Figure 2B) interagissent ensemble pour former un trimère d’hélices. Ce trimère 
d’hélices C-terminales peut être entouré par les hélices N-terminales (en noir dans la Figure 
2B), comme dans le cas de la sous-unité membranaire de l’hémagglutinine (HA2) du virus 



 

Influenza A. Par contre, sous conformation post-fusion, ce sont les hélices N-terminales qui 
interagissent ensemble et sont entourées par les hélices C-terminales (Figure 2B). Cette 
différence structurale frappante entre les deux états révèle que les glycoprotéines de classe I 
subissent un changement de conformation lors de la fusion virale (Carr, Kim, 1993 ; Schibli, 
Weissenhorn, 2004). Pour HA2, il a été déterminé que la structure post-fusion est plus stable 
d’un point de vue thermodynamique que la structure pré-fusion (Carr et al., 1997). L’énergie 
libre libérée lors du changement de conformation induirait la fusion membranaire.  

Les glycoprotéines de fusion de nombreux autres virus, dont le VIH-1, ont également 
été analysées par R-X ou RMN (Weissenhorn et al., 1997, 1998 ; Fass et al., 1996 ; Caffrey et 
al., 1998 ; Kobe et al., 1999 ; Zhao et al., 2000 ; Malashkevich et al., 2001 ; Xu et al., 2004a, 
2004b ; Yin et al., 2005 ; Lou et al., 2006 ; Zheng et al., 2006). Pour ces glycoprotéines, seule 
la structure correspondant à la conformation post-fusion a put être mis en évidence (à droite 
dans la Figure 2B). Comme pour les glycoprotéines des virus Influenza A, du SRAS et SV5, 
les hélices N-terminales interagissent ensemble et sont entourées par les hélices C-terminales. 
Cette grande similarité entre les structures post-fusion suggère que toutes les glycoprotéines 
de classe I adoptent une conformation pré-fusion similaire à celle des glycoprotéines des virus 
Influenza A, du SRAS et SV5 et subissent un changement de conformation lors de la fusion 
virale. 

Des résultats obtenus sur les glycoprotéines du virus du SRAS, HIV-1 et SV5 ont 
fourni de nouvelles informations sur le changement de conformation s’opérant entre les 
conformations pré- et post-fusion : les glycoprotéines adoptent une structure intermédiaire 
étirée (Figures 1B et 2C). En effet, l’ajout de peptides correspondant aux hélices C de ces 
protéines (appelés peptides C) bloque la fusion (Wild et al., 1992, 1994 ; Lu et al., 1995 ; 
Chen et al., 1995 ; Kilby et al., 1998, 2002 ; Furuta et al., 1998 ; Bosch et al., 2003, 2004 ; 
Eckert, Kim, 2001 ; Russell et al., 2001). Ces peptides agiraient sur la fusion en se liant aux 
hélices N du coiled-coil de gp41 (Wild et al., 1994 ; Chen et al., 1995). Pour gp41, il a été 
montré que l’effet de ces peptides n’est perceptible que lorsque la glycoprotéine est exposée à 
une membrane cible, indiquant que ces peptides ne sont pas capables d’interagir avec les 
hélices N lorsque la glycoprotéine adopte une conformation pré-fusion mais en sont capables 
lorsque la glycoprotéine adopte une conformation différente (Furuta et al., 1998). Des 
peptides correspondant aux hélices N (peptides N) des glycoprotéines de VIH-1 et du virus du 
SRAS bloquent également la fusion induite par ces glycoprotéines (Jiang et al., 1993 ; Russell 
et al., 2001). Il a été suggéré que ces peptides se lient aux hélices C de gp41 (Lu et al., 1995). 
Toutes ces études d’inhibition suggèrent que lors du changement de conformation intervenant 
entre les structures pré et post-fusion, la gp41 adopte une conformation intermédiaire étirée 
qui expose ses hélices N et C, cibles des peptides C et N respectivement (Figures 1B et 2C).  

La détermination des structures pré- et post-fusion ainsi que les études d’inhibition  
ont permis l’élaboration de plusieurs modèles expliquant l’action sur les membranes des 
glycoprotéines de classe I lors de la fusion virale (Stegmann et al., 1989 ; Lindau, Almers, 
1995 ; Hughson, 1997 ; Kozlov, Chernomordik, 1998 ; Stegmann, 2000 ; Bentz, 2000 ; Jahn, 
Grubmüller, 2002 ; Jahn et al., 2003). Le modèle le plus proposé dans la littérature et le mieux 
accepté est le modèle « jackknife » (Figure 1) (Hughson, 1997 ; Weissenhorn et al., 1997 ; 
Skehel, Wiley, 2000 ; Chernomordik et al., 1999 ; Eckert, Kim, 2001 ; Russel et al., 2001 ; 
Jahn et al., 2003, Colman, Lawrence, 2003 ; Jardetzky, Lamb, 2004 ; Korazim et al., 2006). 
Selon ce modèle, les glycoprotéines sont sécrétées sous une forme latente métastable, 
correspondant à la conformation pré-fusion (Figures 1A et 2C). Lorsque le virus s’approche 
d’une cellule cible, ses glycoprotéines de fusion sont activées et adoptent alors une structure 
intermédiaire étirée (Figures 1B et 2C). La partie N-terminale est alors repositionnée vers la 
membrane cible, permettant son interaction avec elle (Carr, Kim, 1993 ; Bullough et al., 
1994). Des mesures de photolabeling ont d’ailleurs montré que l’extrémité N-terminale de 



 

HA2 s’insère dans la membrane, comme indiqué dans la Figure 1B (Harter et al., 1989 ; 
Stegmann et al., 1991 ; Tsurudome et al., 1992 ; Durrer et al., 1996). La structure étirée de la 
glycoprotéine lui permet ainsi d’être connectée aux deux membranes à fusionner : le domaine 
transmembranaire est ancré dans l’enveloppe virale alors que la partie N-terminale est insérée 
dans la membrane de la cellule cible (Baker et al., 1999 ; Doms, Moore, 2000 ; Skehel, Wiley, 
2000 ; Eckert, Kim, 2001 ; Russel et al., 2001 ; Gruenke et al., 2002). Par la suite, les 
glycoprotéines subissent de nouveau un changement de conformation leur permettant 
d’adopter la conformation post-fusion. Les glycoprotéines passent donc d’un état étiré à un 
état replié. Les glycoprotéines virales étant ancrées à la membrane plasmique et l’enveloppe 
virale, leur passage d’une conformation étirée à une conformation repliée induit le 
rapprochement des deux membranes et leur contact (Figure 1C) (Eckert, Kim, 2001). Par la 
suite, les monocouches externes fusionnent, induisant la formation du stalk (Figure 1D) puis 
du diaphragme d’hémifusion (Figure 1E). La fusion des monocouches internes permet enfin 
de finir le processus de fusion, en créant un pore de fusion permettant l’entrée de la capside 
virale à l’intérieur de la cellule cible.  

Le premier changement de conformation permet de « connecter » la membrane 
plasmique à la l’enveloppe virale. Le second changement de conformation permet le 
rapprochement de ces deux membranes et leur fusion (Russel et al., 2001 ; Gruenke et al., 
2002). Toutefois, il a été montré que ces changements de conformation ne sont pas à eux seuls 
responsables de la fusion. En effet, gp41 n’est  pas capable d’induire la fusion cellulaire ni la 
déstabilisation membranaire lorsque son extrémité N-terminale est mutée, alors qu’elle subit 
toujours des changements de conformation (Dimitrov et al., 2003). Cette étude indique un rôle 
important de l’extrémité N-terminale dans le processus de fusion, confirmé par l’observation 
d’une diminution ou d’une perte de fusion de HA2 (Gething et al., 1986 ; Steinhauer et al., 
1995 ; Durell et al., 1997), gp41 (Freed et al., 1990 ; Schaal et al., 1995 ; Buchschacher et al., 
1995 ; Delahunty et al., 1996 ; Pritsker et al., 1999), gp30 (Vonèche et al., 1992) et d’autres 
protéines virales (Bosch et al., 1989 ; Russel et al., 2004 ; Rothenberg et al., 2001 ; Zhu et al., 
1998) lorsque leur extrémité N-terminale est modifiée.  

Il a été suggéré que l’extrémité N-terminale intervient directement dans la fusion 
virale. De par ses propriétés hydrophobes, l’exposition de l’extrémité N-terminale dans 
l’espace aqueux intermembranaire pourrait induire une déshydratation de cet espace et 
favoriser la fusion (Bentz et al., 1990). De nombreuses publications suggèrent plutôt une 
déstabilisation de la membrane suite à son insertion dans la membrane plasmique (Figure 
1B), favorisant la fusion virale (Weissenhorn et al., 1997 ; Dimitrov et al., 2003; Nieva, 
Agirre, 2003). Il a d’ailleurs été proposé que la capacité des glycoprotéines virales à induire la 
fusion dépend exclusivement de la capacité intrinsèque de leur extrémité N-terminale à 
désorganiser la membrane après insertion (Nieva, Agirre, 2003). Toutefois, il a été montré 
que des glycoprotéines mutées pouvaient s’insérer dans les membranes cibles sans toutefois 
induire leur déstabilisation (Gething et al., 1986 ; Qiao et al., 1999 ; Shome and Kielian, 
2001), suggérant que le mode d’insertion de l’extrémité N-terminale dans les membranes est 
également important. 
 
Les peptides correspondant à l’extrémité des glycoprotéines de fusion virales : des 
peptides de fusion 
 

Afin de mieux comprendre l’implication de l’extrémité N-terminale des 
glycoprotéines virales dans la fusion, des études sur l’interaction membranaire de peptides 
correspondant à ces extrémités ont été menées. Ces dernières montrent que ces peptides 
induisent la fusion de bicouches lipidiques (Gallaher, 1987 ; Wharton et al., 1988 ; Rafalski et 
al., 1990, 1991 ; Yeagle et al., 1991 ; Martin et al., 1994, 1996), confortant l’hypothèse que 



 

l’extrémité N-terminale des glycoprotéines joue un rôle direct dans la fusion virale. De par 
leur capacité à induire la fusion, ces peptides et les segments des glycoprotéines 
correspondant ont été appelés « peptides de fusion ». Afin de simplifier la compréhension, le 
terme « peptide de fusion » se référera dans la suite de cet article au peptide alors que la 
région protéique correspondante sera appelée « région peptide de fusion », comme 
précédemment proposé (Epand, 2003). 

L’analyse de mutations a montré une relation entre la capacité des peptides de fusion à 
déstabiliser les membranes et la capacité des protéines apparentées à favoriser la fusion (HA 
de Influenza A : Gething et al., 1986 ; Wharton et al., 1988 ; Rafalski et al., 1991, gp32 de 
SIV : Horth et al., 1991 ; Martin et al., 1994, gp41 de VIH-1 : Martin et al., 1996 ; Schaal et 
al., 1995 ; Sendai : Rapaport, Shai, 1994). Par exemple, la mutation V2E abolit le pouvoir 
fusogène du peptide de fusion de la g41 et de la gp41 entière (Freed et al., 1990 ; Kliger et al., 
1997). De plus, des conditions favorables à la fusogénicité du peptide de fusion de HA2 
augmentent également la fusogénicité de HA2 (Skehel et al., 2001). La bonne corrélation 
entre les expériences réalisées sur les peptides de fusion et celles réalisées sur les 
glycoprotéines entières indique que les peptides de fusion sont de bons modèles pour étudier 
la fusion virale, comme indiqué par Nieva et Agirre (2003).  
 
Peptide de fusion et séquence 
 

Les peptides de fusion présentent une séquence conservée au sein d’une même famille 
virale (White, 1992). L’identité de séquence entre les peptides de fusion de virus de mêmes 
familles peut être supérieure à 90% (Gallaher, 1987) (Table 1). Par contre, entre des virus 
appartenant à des familles différentes, l’identité de séquence des peptides de fusion est 
relativement faible (inférieure à 20%). Malgré cette faible identité, les peptides de fusion 
présentent des similarités. Ils sont tous majoritairement hydrophobes et contiennent également 
des résidus de petite taille (Alanine, Glycine, Thréonine, Sérine) (Hernandez et al., 1996 ; 
Durell et al., 1997 ; Del Angel et al., 2000) (Table 1). Cette haute proportion en petits résidus 
n’est pas retrouvée dans les autres segments interagissant avec les membranes (Phoenix et al., 
2002). De plus, les glycines de nombreux peptides de fusion (VIH-1, SIV, Influenza A, 
Influenza B) sont répartis de manière bien définie. Lorsque les peptides de fusion sont repliés 
en hélice α, une face de leur hélice est alors plus riche en glycines (Delahunty et al., 1996 ; 
Del Angel et al., 2002). Ces données suggèrent un rôle de cette succession de glycines 
localisée sur une face hélicoïdale dans les propriétés des peptides de fusion. D’ailleurs, le 
remplacement des résidus glycines des peptides de fusion de gp41 ou HA2 résulte en une 
diminution de leur fusogénicité (Wharton et al., 1988 ; Delahunty et al., 1996). Il a été 
suggéré que cette succession de glycines intervient dans l’oligomérisation des peptides de 
fusion, dans la balance d’amphipathicité nécessaire pour la fusion des membranes et/ou dans 
l’orientation des peptides de fusion dans la membrane (Delahunty et al. 1996).  

En plus du ratio important en petits résidus, des motifs communs entre peptides de 
fusion sont également retrouvés. Par exemple, le motif GFLG est retrouvé chez les peptides 
de fusion des rétrovirus VIH-1, VIH-2, SIV et chez le peptide de fusion du virus de l’hépatite 
B humain (Durell et al., 1997 ; Allison et al., 2001). Une mutation au sein du motif GFLG du 
peptide de fusion de gp41 diminue fortement ou abolit la fusogénicité de ce peptide, indiquant 
un rôle de ce motif dans les propriétés des peptides de fusion (Pritsker et al., 1999). 
 
Effet des peptides de fusion sur la membrane. 
 

L’utilisation de marqueurs fluorescents lipidiques et solubles a permis de montrer que 
les peptides de fusion des virus de la rougeole (Wharton et al., 1988 ; Rafalski et al., 1991), 



 

Influenza A (Gething et al., 1986 ; Haque et al., 2001), VIH-1 (Rafalski et al., 1990 ; Martin 
et al., 1996 ; Charloteaux et al., 2006), BLV (Lorin et al., 2007), Ebola (Adam et al., 2004) et 
SIV (Martin et al., 1994) induisent la fusion et la perméabilité de vésicules lipidiques 
(liposomes). Les peptides de fusion des virus Influenza A, VIH-1 et hépatite B induisent 
également l’hémolyse de cellules (Wharton et al., 1988 ; Rodriguez-Crespo et al., 1995 ; 
Mobley et al., 1992, 1995, 1999 ; Han et al., 1999).  

Même si toutes les études réalisées sur les peptides de fusion n’ont pas permis 
d’expliquer leur mode d’action de manière précise, elles ont permis de proposer des 
mécanismes induits par ces peptides, qui favorisent la fusion. 

De nombreuses techniques expérimentales (fluorescence du tryptophane, 
spectroscopie infrarouge, sensibilité à une acidification,…) montrent que les peptide de fusion 
de gp41, de HA2 et de gp32 pénètrent dans les membranes (Duzgunes, Gambale, 1988 ; 
Rafalski et al., 1990, 1991 ; Clague et al., 1991 ; Martin et al., 1994, 1996). Leur tendance à 
s’insérer dans la membrane est due à leur hydrophobicité élevée (Nir, Nieva, 2000). Le 
mutant G1E du peptide de fusion de HA2, incapable de s’insérer dans la membrane, n’induit 
pas de fusion membranaire alors que le peptide sauvage ainsi que le mutant G4E s’insèrent 
dans la membrane et induisent la fusion (Rafalski et al., 1991). Les mesures expérimentales 
effectuées sur le peptide de fusion de gp41 et des mutants suggéraient également une relation 
fusogénicité et insertion (Mobley et al., 1999). Par modélisation moléculaire, cette relation a 
été confirmée : le peptide sauvage fusogène s’insère dans une membrane modélisée au 
contraire de peptides mutants non fusogènes (Kamath, Wong, 2002 ; Maddox, Longo, 2002). 
Une relation entre la fusion membranaire et la profondeur de pénétration des peptides de 
fusion des virus Influenza A, VIH-1 et Sendai a été observée (Rapaport, Shai, 1994 ; Pereira 
et al., 1997 ; Morris et al., 2004). L’insertion des peptides de fusion induit un stress latéral au 
niveau des monocouches externes de bicouches lipidiques (Agirre et al., 2000), expliquant 
que les peptides ne s’insérant pas dans la membrane n’induisent pas la fusion. Toutefois, de 
nombreuses études indiquent que l’insertion membranaire des peptides de fusion n’est pas 
transmembranaire (Ishiguro et al., 1993, 1996 ; Martin et al., 1993, 1994, 1996, Lüneberg et 
al., 1995, Kliger et al., 1997 ; Durell et al., 1997). De plus, des résultats de changement de 
conductance induit par le peptide de fusion de HA2 dans des bicouches lipidiques sont plus 
caractéristiques de perturbations lipidiques que de canaux (Duzgunes, Gambale, 1988). Au 
vue de ces résultats, les peptides de fusion ne s’inséreraient que dans une monocouche des 
membranes. 

Les peptides de fusion de Influenza A, de SIV et du virus de la Leucémie Féline 
(FLV) favorisent la courbure négative des bicouches lipidiques (Epand and Epand, 1994 ; 
Epand et al., 1994 ; Colotto et al., 1996 ; Epand, 1998 ; Davies et al., 1998). Or, de 
nombreuses études indiquent que la fusion est initiée par une augmentation de la courbure 
négative des deux monocouches externes (Chernomordik, 1996 ; Epand, 2000). En effet, 
l’addition dans les monocouches membranaires externes de lipides favorisant la courbure 
négative des membranes augmente la fusion alors que les molécules favorisant la courbure 
positive inhibent la fusion (Martin et al., 1993 ; Chernomordik et al., 1993, 1995 ; Epand et 
al., 1997, 1998 ; Chizmadzhev et al., 2004). De plus, une étude récente révèle une corrélation 
entre la capacité du peptide de fusion de HA2 à induire une courbure négative et sa capacité à 
induire la fusion (Epand et al., 2001). Les peptides de fusion induiraient donc la fusion des 
monocouches externes de membranes (stalk), en augmentant la courbure négative des 
membranes au niveau de leur site d’insertion.  

Longo et al. (1997) ont montré que le peptide de fusion de HA2 induit également la 
rupture des membranes. Par contre, un mutant non fusogène n’induit pas de rupture. Ces 
données permettent d’expliquer la capacité des peptides de fusion à perméabiliser les 
membranes. Durant la fusion, les membranes doivent se rompre puis se reformer afin de 



 

générer le pore de fusion. Il a donc été suggéré que les peptides de fusion induisent la rupture 
des monocouches externes, favorisant ainsi la formation de l’intermédiaire de fusion « stalk » 
(Epand, 2000) ou la déstabilisation de cet intermédiaire (Siegel, Epand, 2000). Cette 
hypothèse est confortée par le fait que le peptide de fusion de HA2 (Epand et al., 1994 ; 
Colotto, Epand, 1997), de gp41 (Pereira et al., 1999) et gp32 (Epand et al., 1994 ; El-Kirat et 
al., 2006) favorise la formation de phases non lamellaires cubiques ou hexagonales au niveau 
de bicouches (Epand, 2000). Pour se former, ces structures nécessitent une rupture 
membranaire.  

Il a également été montré que les peptides de fusion de gp41 et de HA2 forment des 
pores au sein de la membrane (Slepushkin et al., 1992 ; Schoch, Blumenthal, 1993). Cette 
propriété serait due à la capacité des peptides de fusion à s’auto-associer dans la membrane 
(Nieva et al., 1994 ; Schwarz, Taylor, 1999 ; Pritsker et al., 1999 ; Nir, Nieva, 2000 ; Pereira 
et al., 1997 ; Yang et al., 2001 ; Sackett, Shai, 2005). Ainsi, le mutant V2E du peptide de 
fusion de gp41, incapable de former de gros complexes, est non fusogène alors que le peptide 
sauvage en est capable (Kliger et al., 1997). La formation de pores pourrait induire la fusion 
de monocouches externes, comme suggéré par Monck et Fernandez (1996). Toutefois, il a 
également été suggéré que la formation de pores peut n’avoir aucune répercussion sur la 
fusion (Nieva, Agirre, 2003).  

Ces études suggèrent donc que le stress induit par l’insertion des peptides de fusion 
dans les membranes a deux répercussions: la formation de courbure négative et la rupture des 
membranes. Ces deux mécanismes réduiraient l’énergie nécessaire à la formation de 
l’intermédiaire de fusion stalk, et/ou du pore de fusion (Siegel, Epand, 1997 ; Siegel, 1999). 
Toutefois, des mutants des peptides de fusion de HA2 et gp41 capables de s’insérer dans la 
membrane mais incapables de déstabiliser la membrane indiquent que d’autres paramètres que 
l’insertion interviennent dans le processus (Wharton et al., 1988 ; Rafalski et al., 1991 ; Gray 
et al., 1996 ; Kliger et al., 1997).  
 
Peptide de fusion et structure 
 

Les peptides de fusion sont sujets à des changements de conformation selon leur 
environnement (Davies et al., 1998 ; Chang et al., 2000 ; Pécheur et al., 2000). Par exemple, 
le peptide de fusion du VIH-1 adopte une structure non ordonnée dans le DMSO (Buzon et 
al., 2005), une structure β dans un milieu aqueux (Slepushkin et al., 1992 ; Gordon et al., 
2002) alors qu’en présence de lipides, il adopte un mélange α/β dont la proportion dépend de 
la composition lipidique, de l’environnement, de la pression latérale membranaire et du degré 
d’hydratation (Nieva et al., 1994 ; Schwartz, Taylor, 1999 ; Charloteaux et al., 2006). 

Comme déjà indiqué ci-dessus, les peptides de fusion sont riches en résidus de petite 
taille (Del Angel et al., 2002). Par exemple, celui de la gp41 contient 20 % de glycines et 23 
% d’alanines et celui de HA2 contient 29 % de glycines et 8 % d’alanines (Tamm et al., 
2002). Cette composition inhabituelle en acides aminés permet d’expliquer la flexibilité 
structurale des peptides de fusion. 

De nombreuses études mutagenèse suggèrent que la plasticité structurelle des peptides 
de fusion est cruciale pour le processus de fusion. Il a ainsi été montré que des changements 
de structure du peptide de fusion de HA2 diminuent l’insertion et la déstabilisation 
membranaire (Longo et al., 1998). Lorsqu’il est inséré dans les membranes, ce peptide adopte 
une hélice α N-terminale et une hélice 3-10 C-terminale séparées par un coude. Lorsque ce 
coude est remplacé par une structure plus ordonnée (hélice), le peptide devient non fusogène 
(Tamm et al., 2002). L’importance de la plasticité structurale pour la fusion est également 
confortée par des études de mutation montrant que lorsque les glycines des peptides de fusion 
de HA2 ou de p15E du virus de la Leucémie Murine de Monoley sont remplacées par des 



 

résidus plus volumineux, l’activité fusogène de ces peptides diminue (Rafalski et al., 1991 ; 
Duzgunes, Gambale, 1988 ; Zhu et al., 1998 ; Han et al. 1999). 

Une des principales interrogations est de connaître la structure qu’adopte les peptides 
lors de la fusion membranaire. Si les études effectuées à l’heure actuelle n’ont pas permis d’y 
répondre entièrement, elles ont tout de même permis de livrer la structure des peptides de 
fusion dans les membranes. De manière générale, la proportion en hélice α des peptides de 
fusion augmente en présence de lipides (Martin et al., 1994, 1996, 1999). Une relation entre le 
taux d’hélicité du peptide de fusion de HA2 dans la membrane et sa fusogénicité a été 
montrée : sous forme hélicoïdale, il induit la fusion alors que sous conformation β, il en est 
incapable (Takahashi, 1990). De nombreuses autres études expérimentales, utilisant les 
techniques EPR, CD, ATR-FTIR, ont confirmé que le peptide de fusion de HA2 adopte une 
structure majoritairement hélicoïdale dans les membranes (Luneberg et al., 1995 ; Macosko et 
al. 1997 ; Han et al., 1999 ; Tamm et al., 2002). L’utilisation de ces techniques a également 
montré que les peptides de fusion de gp30 (Lorin et al., 2007), gp32 (Martin et al., 1994) et de 
la protéine F1 du Canine Distemper Virus (Aranda et al., 2003) sont majoritairement 
hélicoïdaux dans les membranes.  

Alors que pour ces peptides de fusion, les études expérimentales indiquent une 
structure hélicoïdale membranaire, pour le peptide de fusion de gp41, les résultats divergent. 
En effet, suivant sa longueur, son environnement, sa concentration et la technique d’analyse 
utilisée, le peptide de fusion de gp41 adopte une structure majoritairement hélicoïdale 
(Rafalski et al., 1990 ; Martin et al., 1996 ; Gordon et al., 1992, 2002, 2004), majoritairement 
β (Rafalski et al., 1990 ; Pereira et al., 1997 ; Yang et al., 2001 ; Sackett, Shai, 2003, 2005) ou 
un mélange des deux (Martin et al., 1993 ; Castano, Desbats, 2006 ; Saez-Cirion, Nieva, 
2002 ; Buzon et al., 2005) dans les membranes. Des études suggèrent que la fusion est induite 
par le peptide de fusion lorsqu’il adopte une structure β (Sackett, Shai, 2003, 2005 ;Buzon et 
al., 2005). Toutefois, il a été montré que le peptide de fusion de gp41 adopte une 
conformation β en présence de membranes dont il n’induit pas la fusion alors que la structure 
α est observée en présence de membranes dont il induit la fusion, suggérant que la structure β 
ne permettrait que l’agrégation des membranes alors que la structure α interviendrait dans la 
déstabilisation et la fusion membranaire (Rafalski et al., 1990). D’autres études suggèrent 
également que le peptide de fusion de gp41 induit la fusion lorsqu’il adopte une structure 
hélicoïdale (Martin et al., 1996 ; Gordon et al., 1992, 2002, 2004). Ces différences de résultats 
suggèrent finalement que ces deux structures sont essentielles au bon déroulement de la 
fusion membranaire, confirmant l’importance de la labilité structurale de ces peptides. 

Toutes ces données indiquent un rôle de la structure hélicoïdale dans la fusion 
membranaire. Toutefois, il a été montré que des peptides mutants non fusogènes de VIH-1 et 
SIV adoptent la même proportion en hélice α que le peptide sauvage fusogène (Martin et al., 
1994, 1996) et ont des affinités membranaires identiques (Morris et al., 2004). Ces résultats 
montrent qu’un autre paramètre est important dans la fusogénicité des peptides de fusion. De 
nombreuses études indiquent que ce paramètre est l’orientation adoptée par les peptides de 
fusion dans la membrane (Martin et al., 1994, 1996 ; Maddox, Longo, 2002 ;  Charloteaux et 
al., 2006 ; Lorin et al., 2007).  
 
Les peptides obliques 
 

En 1988, Brasseur et al. ont montré par modélisation moléculaire que, lorsqu’il est 
replié en hélice α, le peptide de fusion de la glycoprotéine virale du virus de la maladie de 
Newcastle adopte un angle de 55° dans une monocouche de DPPC, suggérant une insertion 
oblique dans la membrane (Brasseur et al., 1988). Ce fût la première fois qu’une telle 
orientation fût prédite.  



 

Hélices insérées obliquement dans les membranes 
 

Quelques années plus tard, l’équipe du professeur Brasseur a également prédit une 
insertion membranaire oblique des peptides de fusion des virus de la rougeole, VIH-1, SIV, 
Influenza A, BLV, Ebola et Sendai lorsqu’ils sont hélicoïdaux (Brasseur et al., 1988 ; 
Brasseur, 1991 ; Peuvot et al., 1999 ; Lins et al., 2001 ; Adam et al., 2004), (Figure 3). Une 
insertion membranaire oblique du peptide de fusion de HA2 et de gp41 a également été 
prédite par des études de modélisation entreprises par d’autres laboratoires (Efremov et al., 
1999; Kamath, Wong, 2002 ; Maddox, Longo, 2003).  

L’orientation oblique des peptides de fusion sous forme hélicoïdale a été confirmée 
par des analyses expérimentales. L’utilisation de la spectroscopie infrarouge (ATR-FTIR) a 
permis de mesurer un angle de 50°, 45° et 50° respectivement entre le peptide de fusion de 
gp41 (Martin et al., 1996), de HA2 (Luneberg et al., 1995) et de gp32 (Martin et al., 1994) et 
la surface membranaire. D’autres techniques expérimentales ont été utilisées pour connaître 
plus précisément l’interaction de peptides avec la membrane. L’analyse EPR du peptide de 
fusion de HA2 indique que la partie hélicoïdale s’insère à environ 15 Å des groupes 
phosphates avec un angle de 25° (Macosko et al., 1997). Les analyses ESR et FTIR ont  
montré un remaniement de ce peptide lorsqu’il se rapproche de la membrane, suivi d’une 
insertion oblique et d’une diminution de la mobilité (Luneberg et al., 1995). Enfin, 
l’utilisation de l’EPR et de la RMN a fourni la structure complète et l’orientation de ce 
peptide dans une membrane, confirmant une structure hélicoïdale orientée obliquement (Han 
et al., 2001). Par diffraction de neutrons, l’équipe de Bradshaw a, quant à elle, confirmé que le 
peptide de fusion de gp32 pouvait s’insérer dans la membrane avec un angle de 55° sous 
forme hélicoïdale (Bradshaw et al., 2000).  

Une comparaison des résultats expérimentaux avec ceux de modélisation moléculaire 
montre que cette dernière approche prédit l’orientation membranaire des peptides de fusion. 
Par exemple, l’algorithme IMPALA développé au Centre de Biophysique Moléculaire 
Numérique (Ducarme et al., 1998) prédit une insertion membranaire de 50° par rapport à la 
surface membranaire du peptide de fusion de gp32 (Lins et al., 2002), comme  la 
spectroscopie ATR-FTIR (Martin et al., 1994). 

En plus des peptides de fusion, d’autres peptides ont également été prédits comme 
obliques dans les membranes lorsqu’ils sont hélicoïdaux (Lins et al., 2001 ; Ravault et al., 
2005 ; Nguyen et al., 2006). Ces peptides correspondent à des fragments de protéines 
impliquées dans des processus variés, comme les apolipoprotéines (Apo), les enzymes 
lypolitiques, les séquences signaux, les protéines membranaires, les protéines anti-
angiogénèses et les protéines neurotoxiques (Lins et al., 2001 ; Nguyen et al., 2006) (Figure 
3). L’orientation oblique de certains de ces peptides a été confirmée expérimentalement 
(Lambert et al., 1998 ; Decout et al. 1999). Récemment, une orientation membranaire oblique 
a également été mesurée pour des peptides de novo (Lorin et al., 2006 ; Hsu et al., 2002) ainsi 
que pour un peptide composé d’acides aminés non naturels (Lins et al., 2006), indiquant que 
cette orientation n’est pas spécifique à des fragments de protéines biologiques (Figure 3).  
De par leur capacité à adopter une orientation oblique dans la membrane, tous ces peptides, 
dont font partie les peptides de fusion, ont été appelés « peptides obliques ».  
 
Peptide oblique et structure 
 

La structure des peptides de fusion dépend fortement de son environnement (cf. 
section ci-dessus peptide de fusion et structure). Il en est de même pour les autres peptides 
obliques. Par exemple, le peptide oblique de la protéine prion adopte une structure 
majoritairement hélicoïdale dans des micelles de SDS qui disparaît dans un milieu aqueux 



 

(Figure 3). Tout comme les peptides de fusion, les autres peptides obliques contiennent une 
proportion importante de petits résidus (alanine, glycine), expliquant leur polymorphisme 
structural. Lorsque les peptides obliques sont repliés sous forme hélicoïdale, une face est 
généralement plus riche en glycines (Bosch et al., 1989 ; White, 1990, 1992 ; Delahunty et al., 
1996 ; Martin et al., 1999 ; Harris et al., 2000 ; Phoenix et al., 2002). Cette distribution 
asymétrique en résidus glycines a été utilisée récemment pour détecter de nouveaux peptides 
obliques (Daman et al., 2001). 

La relation peptide oblique – labilité structurale a récemment été renforcée par 
l’analyse d’un peptide de novo, le peptide caméléon. Ce peptide a été conçu pour adopter une 
conformation α ou β selon sa position dans une protéine (Minor, Kim, 1996). De plus, le 
peptide caméléon, sous forme isolée, adopte un mélange d’hélice et de structure β dont les 
proportions varient suivant l’hydrophobicité du milieu (Figure 3). L’analyse de ce peptide, 
par des approches expérimentales et de modélisation, a montré que ce peptide adopte une 
orientation membranaire oblique (Lorin et al., 2006). Cette étude indique donc qu’un peptide 
connu pour ses propriétés de labilité structurale est un peptide oblique, renforçant le lien 
peptide oblique – labilité structurale. 

La labilité structurale des peptides obliques semble importante pour leurs propriétés 
ainsi que pour celles des protéines contenant un peptide oblique. Il a ainsi été proposé que 
durant les processus pathologiques induits par la protéine prion (PrP), le polymorphisme 
structural de la zone protéique 119-137, contenant le peptide oblique, joue un rôle dans la 
déstabilisation membranaire et induit l’agrégation protéine-protéine à la surface membranaire 
(Saez-Cirion et al., 2003). 
 
Une asymétrie hydrophobe à l’origine de l’orientation oblique 
 

Malgré la faible homologie de séquence entre peptides obliques, ils possèdent des 
caractères communs, étant notamment majoritairement hydrophobes. Toutefois, la répartition 
de l’hydrophobicité diffère de celle des hélices amphipathiques (adoptant une orientation 
parallèle par rapport à la surface membranaire) ou transmembranaires (orientation 
perpendiculaire par rapport à la surface membranaire) (Brasseur, 1991 ; Brasseur et al., 1997 ; 
Rahman et al., 1997 ; Decout et al., 1999 ; Brasseur, 2000 ; Phoenix et al., 2002 ; Thomas et 
al., 2006). En effet, les peptides obliques présentent un gradient d’hydrophobicité le long de 
l’axe de leur hélice (Brasseur, 1991, 2000 ; Lins et al., 2001) (Figure 3). Par contre, sous 
forme β, les peptides obliques ne présentent pas ce gradient (Brasseur, 2000 ; Lorin et al., 
2006). 

Le gradient hydrophobe est responsable de l’orientation oblique des peptides. 
L’extrémité la plus hydrophobe de l’hélice s’insère profondément dans le cœur apolaire 
membranaire alors que l’autre extrémité, plus hydrophile se localise préférentiellement au 
niveau des têtes polaires ou du milieu aqueux (Perez-Mendez et al., 1998). L’importance du 
gradient hydrophobe pour l’orientation des peptides obliques a été confirmée par des études 
de mutation. Des mutations modifiant le gradient d’hydrophobicité modifient l’orientation des 
peptides (Decout et al., 1999 ; Lins et al., 2001, 2002).  

Les peptides de fusion faisant partie des peptides obliques, leur orientation 
membranaire est également reliée à leur profil hydrophobe. La perte du gradient hydrophobe 
des peptides de fusion d’Ebola (Adam et al., 2004), SIV (Horth et al., 1991) et BLV (Vonèche 
et al. 1992) correspond à la perte de l’orientation oblique pour une orientation parallèle ou 
perpendiculaire. Par contre, l’orientation oblique de ces peptides est récupérée suite à la 
restauration du gradient hydrophobe. 

La présence d’un gradient hydrophobe au sein d’un peptide oblique est utilisée à 
l’heure actuelle pour rechercher la présence de tels motifs dans les protéines. De nombreuses 



 

méthodes permettent d’identifier le profil hydrophobe d’une protéine et ainsi d’identifier la 
présence d’un peptide oblique. La méthode Jähnig et Hydrophobic Cluster Analysis (HCA) 
repose sur l’analyse de l’hydrophobicité de la séquence des protéines (Gaboriaud et al., 1987 ; 
Jähnig, 1990). La méthode Molecular Hydrophobicity Potential (MHP) permet de visualiser 
la répartition de l’hydrophobicité le long d’un peptide modélisé (Brasseur, 1991). Ces 
méthodes sont généralement associées pour prédire l’existence d’un peptide oblique dans une 
protéine (Lorin et al., 2006).  
 
Relation oblicité-fusogénicité 
 

Tout comme les peptides de fusion, les autres peptides obliques induisent la 
déstabilisation de liposomes. Celle-ci est mesurée par fusion des phases lipidiques et la 
perméabilisation des liposomes (Lins et al., 2002 ; Pillot et al., 1996, 1997 ; Perez-Mendez et 
al., 1998 ; Lambert et al., 1998 ; Decout et al., 1999 ; Lorin et al., 2004 ; Nguyen et al., 2006 ; 
Crowet et al., accepted) (Figure 3). Les peptides obliques de la PrP, de α-synucléine, de la 
protéine prolactine et du peptide β-amyloïde (Aβ), qui induisent de la fusion de liposomes, 
provoquent également la mort cellulaire, confirmant le pouvoir déstabilisateur de ces peptides 
(Pillot et al., 1999, 2000 ; Nguyen et al., 2006 ; Crowet et al., accepted).  

Cette propriété n’est pas liée au simple caractère hydrophobe des peptides obliques, 
leur permettant de s’insérer dans les membranes. En effet, des mutants des peptides obliques 
des protéines ApoC-III (Lins et al., 2002), Apo A-II (Lambert et al., 1998), lécithine 
cholestérol acyltransférase (Perez-Mendez et al., 1998 ; Decout et al., 1999), Aβ (Pillot et al., 
1996) et PrP (Pillot et al., 1997) induisent  moins de déstabilisation membranaire que les 
peptides sauvages alors que l’hydrophobicité générale est conservée. Par contre, ces études 
indiquent que la perte de l’orientation oblique coïncide avec la perte du pouvoir fusogène des 
peptides obliques (Pillot et al., 1996, 1997 ; Lambert et al., 1998 ; Perez-Mendez et al., 1998 ; 
Decout et al., 1999 ; Lins et al., 2002). Par contre, lorsque le caractère oblique des peptides 
est restauré par de nouvelles mutations, sa fusogénicité est également retrouvée (Lins et al., 
2002 ; Pillot et al., 1996, 1997 ; Perez-Mendez et al., 1998 ; Lambert et al., 1998). Puisque 
l’orientation oblique des peptides est gouvernée par la présence d’un gradient hydrophobe 
asymétrique le long de l’axe de l’hélice (cf. section ci-dessus), la perte de ce gradient induit 
une perte de fusogénicité des peptides (Perez-Mendez et al., 1998 ; Decout et al., 1999 ; Lins 
et al., 2002).  

La même relation entre oblicité et fusogénicité a également été mesurée pour les 
peptides de fusion par modélisation moléculaire et analyses FTIR. Des peptides de fusion 
perdant leur orientation oblique dans la membrane suite à des mutations perdent également 
leur capacité à déstabiliser les liposomes (Martin et al., 1994, 1996 ; Maddox, Longo, 2002 ; 
Adam et al., 2004 ; Charloteaux et al., 2006 ; Lorin et al., 2007). Une relation entre l’oblicité 
du peptide de fusion et l’activité fusogène de la glycoprotéine entière a également été mesurée 
pour gp30 de BLV et gp32 de SIV (Horth et al., 1991 ; Vonèche et al., 1992). 

L’orientation oblique qu’adoptent les hélices semble donc être le mécanisme 
responsable de la fusion membranaire. Il a été suggéré que l’insertion oblique désorganise le 
parallélisme des chaînes acylées lipidiques et par conséquent induit l’apparition d’une 
courbure négative au niveau des membranes (Brasseur, 2000 ; Bradshaw et al., 2000 ; Epand, 
2000). De nombreux résultats vont dans le sens de cette hypothèse. Tout d’abord, il a été 
montré par modélisation moléculaire, via Hypermatrice, que les peptides obliques induisent 
une perturbation de l’organisation de monocouches de lipides (Brasseur et al., 1990) (Figure 
3). Les lipides, qui en l’absence de peptide s’organisent en structure lamellaire avec une 
courbure positive, adoptent une courbure négative lorsque des peptides obliques y sont 
insérés. D’autres programmes informatiques montrent également que le peptide de fusion 



 

de gp41 induit une déstabilisation membranaire lorsqu’il s’insère obliquement dans celle-ci 
(Kamath, Wong, 2002). De même, le peptide oblique de la protéine Aβ induit la formation de 
structures lipidiques non-lamellaire ainsi qu’une courbure négative à l’interface 
membrane/eau (Mingeot-Leclercq et al. 2002, 2003). Par contre, il perd son caractère 
déstabilisateur lorsque du piracétam, une molécule qui induirait une courbure positive au 
niveau membranaire, est ajouté (Mingeot-Leclercq et al., 2003). Il a également été montré que 
les peptides de fusion de gp32 et de HA2 diminuent la température de transition phase 
lamellaire-phase hexagonale de bicouches lipidiques, alors que des mutants adoptant une 
orientation perpendiculaire n’ont aucun effet sur la température de transition (Epand et al., 
1994 ; Epand et al., 2001). 

Toutefois, l’effet précis des peptides obliques au niveau de l’organisation 
membranaire n’en reste qu’à l’état de suggestion et est toujours sous débat. Des calculs 
théoriques proposent ainsi un autre mécanisme : une insertion cylindrique oblique au niveau 
d’une monocouche résulte en un fléchissement anisotropique de la surface de la monocouche 
autour de l’insertion, sans inclinaison des chaînes carbonées des lipides (Kozlovsky et al., 
2004). Toutefois, selon les auteurs, ce fléchissement ne serait pas à lui seul suffisant pour 
permettre la fusion. 
 
Utilisation de la théorie des peptides obliques pour déterminer la région des peptides de 
fusion indispensable pour la fusion 
 

Comme indiqué par Epand (2003), bien que le terme « peptide de fusion » soit 
largement employé dans la littérature, il n’y a pas de définition précise de ce que ce terme 
signifie. Bien entendu, un peptide de fusion induit la fusion membranaire. Cependant, suivant 
les publications, le peptide de fusion a une longueur différente et donc une séquence 
différente. Par exemple, le peptide de fusion de VIH-1 correspond soit aux 16 (Martin et al., 
1993 ; Kamath et Wong, 2002 ; Wong et al., 2003), 23 (Pereira et al., 1995, 1999 ; Delahunty 
et al., 1996 ; Yang et al., 2001 ; Gordon et al., 2002) ou 33 (Pritsker et al., 1999) premiers 
résidus de gp41.  

L’équipe du professeur Brasseur s’est donc récemment intéressée à mieux définir les 
peptides de fusion. Une nouvelle définition fût employée, celle du « peptide de fusion 
minimal ». Le peptide de fusion minimal correspond à la plus courte séquence du peptide de 
fusion induisant une déstabilisation membranaire optimale (Charloteaux et al., 2006 ; Lorin et 
al., 2007).  

Comme indiqué ci-dessus (« peptide oblique et fusogénicité »), un peptide hélicoïdal 
adoptant une orientation oblique dans la membrane déstabilise cette dernière, ce qui n’est pas 
le cas des peptides hélicoïdaux adoptant une orientation parallèle ou perpendiculaire 
(Brasseur, 2000). De plus, il a été montré que plus l’angle de l’hélice est proche de 45°, plus 
la membrane est déstabilisée (Brasseur, 2000). Cette relation pouvoir fusogène – angle 
d’insertion membranaire a été utilisée pour déterminer le peptide de fusion minimal de gp41 
et gp30. Pour chacune de ces glycoprotéines virales, le peptide de fusion minimal correspond 
donc au plus court peptide hélicoïdal adoptant un angle d’insertion oblique optimal (le plus 
proche de 45° par rapport à la surface membranaire) dans la membrane. L’algorithme 
IMPALA a été utilisé pour prédire l’orientation membranaire de ces peptides.  

Les résultats in silico indiquent que les peptides hélicoïdaux adoptant un angle 
d’insertion oblique optimal sont respectivement les 12 et 15 premiers résidus de gp41 et gp30 
(Charloteaux et al., 2006 ; Lorin et al., 2007). Afin de confirmer ces prédictions, la 
fusogénicité de ces deux peptides a été analysée expérimentalement (Lorin et al., 2004). Les 
mesures de fusion et de perméabilité de liposomes montrent que ces deux peptides induisent 
autant de déstabilisation membranaire que des peptides plus longs mais sont plus fusogènes 



 

que des peptides plus courts (Charloteaux et al., 2006 ; Lorin et al., 2007). Ces résultats 
confirment la prédiction in silico. Les peptides N-terminaux de 12 et 15 résidus sont donc les 
peptides de fusion minimaux respectivement de gp41 et gp30. Cette étude a également permis 
de mesurer pour la première fois la capacité fusogène du peptide de fusion de gp30.  

L’algorithme IMPALA a également été utilisé pour analyser des mutations connues 
pour avoir un effet sur la fusogénicité des gp30 et gp41 entières. Les résultats montrent que 
les glycoprotéines fusogènes sont corrélées avec un peptide de fusion inséré obliquement dans 
la membrane alors que les glycoprotéines peu fusogènes contiennent un peptide de fusion non 
oblique. De plus, plus l’angle adopté par le peptide de fusion est proche de 45°, plus la 
glycoprotéine correspondante induit de la fusion membranaire. Dans le cas de gp30, des 
analyses complémentaires sur le peptide de fusion ont été effectuées. Un peptide de fusion 
mutant adoptant une orientation perpendiculaire dans la membrane n’induit pas de 
déstabilisation significative de liposomes alors qu’un peptide de fusion mutant adoptant une 
orientation oblique induit de la déstabilisation membranaire. Ces différences ne sont pas dues 
à une différence de structure secondaire dans la membrane, puisque les deux peptides, ainsi 
que le peptide de fusion sauvage, adoptent une structure majoritairement hélicoïdale. Cette 
étude complémentaire confirme la relation entre la capacité des peptides de fusion à s’insérer 
obliquement dans la membrane et sa capacité à déstabiliser les membranes.  

Ces résultats obtenus sur gp30 et gp41 indiquent donc que la relation oblicité – 
fusogénicité de peptides hélicoïdaux permet de déterminer le peptide de fusion nécessaire et 
suffisant pour induire une déstabilisation membranaire. Ils montrent également que l’étude 
des propriétés membranaires des peptides de fusion permet d’expliquer les propriétés 
fusogènes des glycoprotéines entières.  
 
Conclusion :  
 

Les nombreuses études réalisées sur les peptides de fusion ont permis de proposer des 
mécanismes d’action par lesquels ils induisent la déstabilisation et la fusion membranaire. La 
structure, le niveau d’insertion ainsi que l’orientation de ces peptides dans la membrane 
semblent cruciaux. Toutefois, de nombreux résultats divergent entre différentes études, 
suivant la méthode, l’environnement, la concentration et la séquence du peptide de fusion 
utilisés lors de ces études. La détermination de la région du peptide de fusion de gp41 et gp30 
nécessaire et suffisante pour l’induction de la fusion permettra d’éviter les problèmes liés à la 
longueur du peptide. De plus, de nombreuses études suggèrent des propriétés communes entre 
les peptides de fusion de ces virus et ceux des autres virus (voir Lorin et al., 2007), suggérant 
que la détermination de cette région pour d’autres virus est possible. 

Puisque de nombreuses relations existent entre les résultats obtenus avec les peptides 
de fusion et ceux obtenus avec la glycoprotéine entière, il a été suggéré que les peptides de 
fusion étaient de bons modèles pour étudier la fusion virale (Nieva, Agirre, 2003). Toutefois, 
dans le cas de la fusion in vivo, les nombreuses autres régions de la glycoprotéine doivent être 
prises en compte. La région cytoplasmique, le domaine transmembranaire, la région pré-
transmembranaire ainsi que la région post-« peptide de fusion » de certaines glycoprotéines 
ont, comme le peptide de fusion, un effet de déstabilisation membranaire, indiquant un rôle de 
ces domaines protéiques dans la fusion virale (Ghosh, Shai, 1999 ; Epand, 2000 ; Kozerski et 
al., 2000 ; Shai, 2000 ; Schroth-Diez et al., 2000 ; Sackett, Shai, 2002 ; Peisajovich et al., 
2002 ; Peisajovich, Shai, 2003).    
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Légende du tableau :  
 
Tableau 1 : Séquences de peptides de fusion de différentes glycoprotéines de classe 1. 
Adapté de Del Angel et al. (2002). La souche du virus, lorsqu’elle est connue, est notée entre 
parenthèse. Pour les virus de la famille Hepadnaviridae, l’hôte naturel des virus est notée 
entre parenthèse. La séquence des peptides de fusion a été limitée à 24 résidus. La troisième 
colonne (Entrée Swissprot) correspond au code fournit à la glycoprotéine dans SwissProt 
(http://us.expasy.org/sprot). La quatrième colonne (loc.) indique la localisation du premier 
résidu du peptide de fusion dans la séquence protéique. Les résidus hydrophobes (L, F, I, W, 
M, Y, V, P, C) sont notés en blanc sur fond noir, les résidus glycines (G) sont notés en blanc 
sur fond gris foncé, les petits résidus à l’exception des glycines (A, T, S) sont notés en noir 
sur fond gris clair, les résidus hydrophiles (E, N, D, Q, H, R, K) sont notés en noir sur fond 
blanc. La séquence GFLG des peptides de fusion des virus VIH-1, VIH-2, SIV et de 
l’Hépatite B humain est soulignée. 
* Les peptides de fusion des familles virales Filoviridae et Coronaviridae n’ont pas été 
détectés  en extrémité N-terminale mais à proximité de cette extrémité. Les peptides de fusion 
des virus Ebola, Marburg, SRAS et Human Coronavirus débutent respectivement à partir du 
résidu 22, 26, 102, 121 de leur glycoprotéine associée. 
** Aucune structure n’est connue à l’heure actuelle concernant les glycoprotéines de cette 
famille virale. Toutefois, les prédictions de structure secondaire (via NPS@  http://npsa-
pbil.ibcp.fr/) et la localisation des peptides de fusion en N-terminal suggèrent que ses 
glycoprotéines sont de classe I. 
Sequences of fusion peptides of different class I viral glycoproteins. Adapted from Del Angel 
et al. (2002). The stain of viruses is noted between brackets. For Hepadnaviridae viruses, the 
natural host is noted between brackets. The sequence of fusion peptides is limited to 24 
residues. The third column (entrée Swissprot) corresponds to the SwissProt code 
(http://us.expasy.org/sprot). The fourth column (loc.) indicates the location of the fusion 
peptide first residue in the protein sequence. Hydrophobic residues (L, F, I, W, M, Y, V, P, C) 
are white on black shade, glycine residues (G) are white on gray shade, small residues except 
glycine (A, T, S) are black on gray shade and hydrophilic residues (E, N, D, Q, H, R, K) are 
black on white shade. The GFLG sequence of fusion peptides of HIV-1, HIV-2, SIV and  
Human Hepatitis B virus is underlined. 
* Fusion peptides of Filoviridae and Coronaviridae families are not in the N-terminal 
extremity but at proximity. Fusion peptide of Ebola, Marburg, SARS and Human Coronavirus 
begin respectively from residues 22, 26, 102, 121 of their glycoprotein. 
** For the moment, no structure is known for glycoprotein of this viral family. However, 
secondary structure predictions (with NPS@  http://npsa-pbil.ibcp.fr/) and fusion peptide 
location at the N-terminal extremity suggest that these glycoproteins are of class I. . 
 



 

Légende des figures :  
 
Figure 1 : Description de la fusion membranaire selon l’hypothèse du pore lipidique. 
L’implication des glycoprotéines de fusion virales de classe I lors de la fusion tient compte du 
modèle « jackknife ». Pour simplifier, un seul trimère de glycoprotéines est représenté. Les 
hélices N des glycoprotéines sont représentées en noir alors que les hélices C sont 
représentées en blanc. La membrane plasmique est située en haut, l’enveloppe virale est située 
en bas. Les têtes polaires des lipides des monocouches externes de la membrane plasmique et 
de l’enveloppe virale sont noires. Les têtes polaires des lipides des monocouches internes de 
la membrane plasmique et de l’enveloppe virale sont blanches. Au niveau de l’intermédiaire 
« stalk », la courbure négative des monocouches internes fusionnées est indiquée. Au niveau 
du pore de fusion, la courbure positive des monocouches internes fusionnées est indiquée. 
1 : glycoprotéines de fusion virales sous conformation pré-fusion ; 2 : glycoprotéines de 
fusion virales sous conformation étirée ; 3 : glycoprotéines de fusion virales sous 
conformation post-fusion. 
Membrane fusion description according to the  lipidic pore hypothesis. The implication of 
class I viral fusion glycoproteins during the fusion takes into account the « jackknife » model. 
To simplify, only one glycoprotein trimer is shown. N helices of glycoproteins are in black, C 
helices are in white. The plasmic membrane is at the top, the viral envelope is at the bottom. 
Lipids headgroups of external monolayers are in black, lipids headgroups of internal 
monolayers are in white. The negative curvature of external monolayers of stalk and the 
positive curvature of internal monolayers of the fusion pore are indicated. 
1 : pre-fusion conformation of fusion glycoproteins; 2 : elongated conformation of fusion 
glycoproteins; 3 : post-fusion conformation of fusion glycoproteins. 
 
 
Figure 2 : A. structures de l’ectodomaine des glycoprotéines de fusion de classe II des virus 
Semliki Forest (membre des alphavirus) et Tick-Borne Encephalitis (membre des flavivirus). 
Ces structures sont reprises dans la banque de données de protéines (Protein Data Bank : 
http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) sous le code d’accès 2ALA (Virus Semliki Forest) 
et 1URZ (Virus Tick-Borne Encephalitis) ; B : structures de l’ectodomaine des glycoprotéines 
de fusion de classe I des virus. Les hélices N-terminales sont noircies, les hélices C-terminales 
sont grisées. A gauche : conformation pré-fusion des ectodomaines des glycoprotéines de 
fusion des virus Influenza A (code PDB : 2HMG), SV5 (code PDB : 2B9B) et du SRAS (code 
PDB : 2FXP). A droite : conformation post-fusion des ectodomaines de ces mêmes 
glycoprotéines (code d’accès PDB : 1HTM, 1SVF et 1WNC respectivement pour les 
structures des virus Influenza A, SV5 et du SRAS) ainsi que des glycoprotéines de fusion des 
virus VIH-1 (code PDB : 1ENV), HRSV (code PDB :  1G2C) et Ebola (code PDB : 1EBO). 
C : Conformation pré-fusion, étirée et post-fusion de l’ectodomaine d’un monomère de HA2 
du virus Influenza A. Les conformations pré- et post-fusion ont été déterminées par analyses 
cristallographiques (cf. figure 2B). La conformation étirée est un modèle. Chaque région 
sujette à un changement de conformation est différenciée et annotée d’un chiffre. Les 
positions probables de l’extrémité N-terminale (« région peptide de fusion » : PF) et du 
domaine transmembranaire (TM), non présents au niveau des ectodomaines analysés, sont 
indiquées. Dans la conformation pré-fusion, la flèche indique le repositionnement de 
l’extrémité N-terminale. Dans la conformation post-fusion, la ligne en pointillée suggère la 
localisation de la région C-terminale manquante reliant la région 6 au domaine 
transmembranaire. 
A. structures of the ectodomain of class II fusion glycoproteins of Semliki Forest virus 
(alphavirus member) and Tick-Borne Encephalitis virus (flavivirus member). These structures 



 

are in the  Protein Data Bank (PDB : http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) under the 
access code 2ALA (Semliki Forest Virus) and 1URZ (Tick-Borne Encephalitis Virus) ; B : 
structures of the ectodomain of class I fusion glycoproteins. N-terminal helices are black, C-
terminal helices are gray. On the left : pre-fusion conformation of the glycoprotein 
ectodomain of Influenza A (PDB code : 2HMG), SV5 (PDB code : 2B9B) and SRAS 
(PDB code : 2FXP) viruses. On the right : post-fusion conformation of the same glycoprotein 
ectodomain (PDB codes : 1HTM, 1SVF and 1WNC respectively for Influenza A, SV5 and 
SRAS viruses) and of the glycoprotein ectodomain of HIV-1 (PDB code : 1ENV), HRSV 
(PDB code:  1G2C) and Ebola (PDB code: 1EBO) viruses. C : Pre-fusion, elongated and 
post-fusion conformations of the ectodomaine of one monomer of the Influenza A HA2. Pre-
fusion and post-fusion conformations were determined by crystallographic analyses (cf. 
figure 2B). The elongated conformation is a model. Each region undergoing a conformation 
change are differentiated and noted by a number. Probable positions of the N-terminal 
extremity (PF) and of the transmembranaire domain (TM), not present in the analyzed 
ectodomain, are indicated. In the pre-fusion conformation, the arrow  shows the repositioning 
of the  N-terminal extremity. In the post-fusion conformation, the dotted line suggests the 
location of  the C-terminal region missing between region 6 and the transmembranaire 
domain. 
 
Figure 3 : Séquences et propriétés membranaires et structurales de trois peptides obliques. 1 : 
Données provenant de Gordon et al., 2002 ; 2 : Données provenant de Pillot et al., 1997 ; 3 : 
Données provenant de Lorin et al., 2006 ; 4 : Données provenant de Gordon et al., 1992 ; 5 : 
Données provenant de Yang et al., 2001. 
* Les résidus glycines (G), alanines (A), sérines (S) et thréonines (T) sont soulignés au niveau 
de la séquence. Hydrophobicité moyenne calculée selon Brasseur, 2000 ; ** En haut de 
chaque cellule : peptide replié sous forme hélicoïdale. Les extrémités N- et C-terminales sont 
indiquées au niveau de l’hélice. En bas de chaque cellule : les surfaces MHP associées à 
l’hélice avec les enveloppes hydrophiles en blanc et les enveloppes hydrophobes en noir. Le 
gradient asymétrique hydrophobe observé est indiqué par un trait blanc sur les surfaces MHP ; 
*** En haut à gauche de chaque cellule : organisation lipidique sans peptide. En bas à 
droite de chaque cellule : organisation lipidique avec peptide. Les courbures de la 
monocouche sont indiquées par des traits noirs. **** : En haut de chaque cellule : figure 
provenant de l’analyse par modélisation moléculaire par IMPALA. Une seule monocouche est 
représentée. Le plan du haut correspond à l’interface membrane/eau, le plan du milieu 
correspond à l’interface tête polaires des lipides/chaînes acylées des lipides, le plan du bas 
correspond au centre de la membrane. Les extrémités N- et C-terminales des hélices sont 
indiquées. En bas de chaque cellule : angle (par rapport à la surface membranaire) prédit par 
modélisation moléculaire via l’algorithme IMPALA (mod mol) ou mesuré expérimentalement 
par spectroscopie infrarouge (ATR-FTIR). n.d. : non déterminé ***** : l-m : pourcentage de 
mélange lipidique de liposomes mesuré après ajout du peptide ; perm. : pourcentage de 
perméabilité membranaire de liposomes mesuré après ajout du peptide. 
Sequences and membrane/structural properties of three tilted peptides. 1 : comes from  
Gordon et al., 2002 ; 2 : comes from  Pillot et al., 1997 ; 3 : comes from  Lorin et al., 2006 ; 
4 : comes from  Gordon et al., 1992 ; 5 : comes from  Yang et al., 2001. 
* Glycine (G), alanine (A), serine (S) and threonine (T) residues are underlined. Mean 
hydrophobicity calculated according to Brasseur, 2000 ; ** At the top of each cell : peptide 
under helical conformation. N- and C-terminal extremities are indicated. At the bottom of 
each cell : MHP surface of the helix with hydrophilic envelopes in white and hydrophobic 
envelopes in black. The hydrophobic asymmetric gradient is indicated by a white line on 
MHP surfaces ; *** At the top of each cell : lipid organization without peptide. At the bottom 



 

of each cell : lipid organization with peptide. The monolayer curvature is indicated with black 
lines. **** : At the top of each cell : figure coming from the molecular modeling analysis by 
IMPALA. Only one monolayer is shown. Top plane : lipid/water interface; middle plane : 
lipid acyl chain/polar headgroups interface ; bottom plane : bilayer center. The helix 
structure and the N and C ends of the peptides are indicated. At the bottom of each cell : 
angle (with respect to the membrane surface) predicted by molecular modeling via IMPALA 
(mod mol) or experimentally measured by infrared spectroscopy (ATR-FTIR). n.d. : not 
determined ***** : l-m : percentage of lipid-mixing of liposomes measured after addition of 
the peptide ; perm. : percentage of leakage of liposomes measured after addition of the 
peptide. 
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