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enjeu majeur pour le traitement futur
des maladies liées a un déséquilibre de
la flore intestinale. ¢

Impact of the evolution

of mammalian intestinal microbiotas
on human health
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NOUVELLE

Quadruplexes d’ADN :
structures, fonctions

et détection
David Monchaud

> U'acide désoxyribonucléique, ou ADN,
est le support de I’information géné-
tique ; il occupe, de fait, une place
centrale dans notre compréhension des
mécanismes sous-jacents aux proces-
sus vitaux comme le code génétique
ou encore 'hérédité. Cependant, notre
appréhension de PADN d’un point de vue
structural et fonctionnel connait actuel-
lement un changement radical. Depuis la
découverte de sa structure en double-
hélice (ou duplexe) en 1953 [1], notre
vision de I’ADN était celle d’une struc-
ture sophistiquée, sanctuarisée dans le
coffre-fort de la cellule (le noyau), ainsi
précieusement protégée des aléas de la
vie cellulaire. Or, il apparait aujourd’hui
que ’ADN n’est pas seulement un code
barre qui attend patiemment d’étre
scanné au gré de Iactivité cellulaire,
mais plutdt une structure hautement
dynamique qui serait capable de gérer
elle-méme une partie de son activité.

Notre patrimoine génétique se com-
pose de prés de 3 milliards de paires
de bases azotées dont seulement 1 a
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2 % constituerait de I’ADN codant, qui
chez ’lhomme se compose d’environ 20 a
25000 genes fonctionnels. La partie non-
codante de notre génome, improprement
nommée « ADN poubelle », se caracté-
rise par de nombreuses séquences dites
répétées (qui représenteraient environ
50 % de notre génome) dont on com-
mence a comprendre aujourd’hui I’éten-
due et la portée de leurs implications
fonctionnelles. Parmi ces répétitions, les
séquences riches en guanines sont au
cceur d’une attention scientifique sans
précédent : les guanines offrent en effet
des possibilités d’appariements entre
nucléobases bien au-dela de 'apparie-
ment dit de Watson-Crick (entre gua-
nine et cytosine), permettant de former
des triplets voire des quartets de bases
(ces derniers étant également nommés
G-quartet, ou tétrade de guanines) [2].
Connue depuis les années 1960, cette
capacité unique des guanines a s’auto-
assembler en tétrade a pris une dimen-
sion particuliere a la suite de la décou-
verte de séquences répétées riches en

guanines dans des régions clés de notre
génome, notamment au niveau des
extrémités terminales des chromosomes
(les télomeres), des régions promotrices
de genes et des origines de réplication
(3, 4] (=)

i (=») Voir la Synthese
La richesse en gua-

de J. Poulet-Benedetti

nines et la nature etal., page 1063

répétée de ces decenuméro
séquences leur offrent la possibilité
d’adopter des structures différentes du
duplexe (Figure 1) : la formation de
tétrades de guanines permet notamment
la stabilisation d’édifices non plus a
deux brins (comme dans le duplexe) mais
@ quatre brins appelés quadruplexes, qui
se caractérisent par une tres grande sta-
bilité thermodynamique et une cinétique
de formation trés favorable (I’assem-
blage se faisant de fagon intramolé-
culaire). Ces observations expliquent
pourquoi les premiéres recherches sur
les quadruplexes ont été conduites sur
les régions télomériques ; une partie
des télomeres existe, en effet, libérée
de la contrainte duplexe (c’est-a-dire
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Figure 1. Représentation schématique d’une cellule et de son ADN. Emphase particuliére sur ’ADN télomérique riche en guanines et sa partie ter-

minale monocaténaire, capable de se structurer en quadruplexe via la formation de G-quartets (ou quartets de guanines).

non associée @ un brin complémen-
taire), un fait unique dans la cellule.
Ces séquences monocaténaires, consti-
tuées du motif TTAGGG répété plusieurs
dizaines de fois, peuvent se replier sur
elles-mémes pour former une struc-
ture quadruplexe (Figure 1) qui a été et
reste certainement la plus étudiée a ce
jour, notamment dans la structuration
des télomeéres (impactant la stabilité
des chromosomes) et pour sa capa-
cité a inhiber 'action de la télomérase
(notamment dans le cadre de la lutte
contre le cancer) [5].

Des études bioinformatiques puis de
séquencage haut-débit ont montré que
les séquences capables de former des
structures quadruplexes étaient nom-
breuses (plus de 700 000 au sein du
génome humain) [6]. Comme indiqué
ci-dessus, elles sont réparties de fagon
non-aléatoire, étant particulierement
présentes au niveau des télomeéres, des
régions promotrices de genes et des
origines de réplication. Elles sont en
revanche absentes au niveau des genes
suppresseurs de tumeur. Ces séquences
peuvent adopter une structure quadru-
plexe méme en conditions natives, c’est-
a-dire lorsqu’elles sont associées a leur
brin complémentaire et engagées dans
I’organisation nucléoprotéique d’ordre
supérieur qu’est la chromatine [7] : les
grandes manceuvres génomiques, que
sont la réplication et la transcription,
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offrent en effet une opportunité unique
a ces séquences de se libérer de ces
contraintes et de se structurer transitoi-
rement en quadruplexe.

Les rdles qui sont a ce jour attribués aux
structures quadruplexes sont divers et
dépendent de leur localisation. Il est
cependant difficile de comprendre toute
la portée de leurs implications, car ces
structures semblent jouer des roles tour
a tour activateurs ou inhibiteurs, en
fonction de leur localisation génomique,
de leur abondance, de leur stabilité, de
leur capacité a échapper aux systemes
protéiques de régulation (comme les
hélicases), etc. Par exemple, les qua-
druplexes peuvent aider a 'organisation
structurale des télomeres ou a linitia-
tion de la réplication de I’ADN (rdles
activateurs) [4], tout comme sous-
réguler 'expression de certains génes ou
générer de I'instabilité chromosomique
(réles inhibiteurs) [8].

Pour déchiffrer ces différents rdles,
des outils permettant de détecter les
quadruplexes au sein de notre génome
ont été développés. Cette détection
devait étre dynamique, de fagon a
comprendre ou, quand et comment
les quadruplexes se structurent (et se
déstructurent) au cours de la vie de
la cellule. Du fait de leur formation
transitoire et de leur faible abondance
au regard de ’ADN génomique dans
son entiéreté, il a été particuliere-

ment difficile de les localiser dans
les cellules vivantes et en conditions
fonctionnelles. Ce n’est que récemment
qu’un effort de recherche au long cours
a porté ses fruits, grdce a la concep-
tion d’outils moléculaires toujours
plus précis et efficaces. Les grandes
étapes qui ont conduit a la visualisa-
tion des quadruplexes in cellulo pour-
raient étre résumées ainsi (Figure 2) :
une premiere démonstration inter-
vient en 2001, via l'utilisation d’un
anticorps anti-quadruplexe (nommé
Sty49)! qui permet la visualisation des
quadruplexes télomériques présents
dans les macronoyaux (contenant des
millions de mini-chromosomes) du
cilié Stylonychia lemnae [9]. €n 2005,
une équipe de recherche frangaise
utilise une molécule a haute affinité
et sélectivité pour les quadruplexes
(également appelée ligand de qua-
druplexe) radiomarquée au tritium
(®H-360A) pour détecter par autora-
diographie ces structures sur des cel-
lules en culture et sur des étalements
chromosomiques [10]. Les auteurs de
cette étude notent une accumulation
importante de la molécule *H-360A au
niveau des régions télomériques. €n
2012, un autre ligand de quadruplexe

LI s'agit d’un fragment d’anticorps simple chaine (scFv)
identifié dans une banque combinatoire d’anticorps qui a de
I’affinité pour les répétitions télomériques.
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Figure 2. Evolution de I’imagerie des quadruplexes au cours du temps. Différentes approches d’imagerie cellulaire suivies depuis 2001 pour la

visualisation des G-quadruplexes par Putilisation d’anticorps (nommés Sty49 visualisé en vert [le contrdle interne négatif pointé par la fléche

représente la bande de réplication] et BG4 en rouge [noyaux contre-colorés en bleu]) ou de sondes moléculaires, soit radioactives (utilisées sur un

étalement de chromosome, telles que SH-360A [les quadruplexes télomériques sont pointés en noir et intragénomiques en rougel), soit fluores-

centes (utilisées en imagerie cellulaire, comme Alexa 594-PDS-a. [les quadruplexes apparaissent en rouge, le co-marquage a I"aide d’une protéine

sélective des quadruplexes, I’hélicase Pifl conjuguée a la fluorescéine, en vert] et N-TASQ [les quadruplexes sont indiqués par les fléches]). Les

images sont extraites des références [9-13].

affin et sélectif (la pyridostatine, ou
PDS) est utilisé dans une approche com-
plémentaire, non plus fondée sur de la
radiodétection mais sur une analyse par
fluorescence, qui présente des avan-
tages notables en termes de sensibilité
et de précision de détection. Par une
approche multi-étape élégante, cette
étude apporte une démonstration écla-
tante de I'existence des quadruplexes
dans les cellules humaines [11]. Les
images obtenues, alliées a une analyse
pangénomique, conduisent a I'identi-
fication de quadruplexes télomériques,
mais également intragénomiques,
apportant ainsi des informations pré-
cieuses quant a leurs implications
possibles dans la vie de la cellule. Ces
études seront par la suite complétées
par 1) le développement de I’anticorps
anti-quadruplexe BG4, identifié dans
une banque de phages (en 2013), qui a
permis une visualisation par des tech-
niques d’immunodétection classiques
[12], puis 2) par celui de sondes fluo-
rescentes dites intelligentes (ou smart

m/s n® 12, vol. 33, décembre 2017

probes,? comme le NaphtoTASQ en 2015)
pour la visualisation directe des qua-
druplexes dans les cellules humaines
vivantes. [13]

La conception, la production et les
études d’outils moléculaires visant a la
détection — voire la quantification — des
structures quadruplexes sont donc en
plein essor, notamment via I’élaboration
de nouveaux anticorps (comme 1H6 ou
D1) et de ligands fluorescents (tels le
composé triangulenium DAOTA-M23 ou
encore un composé dérivé du naphtaléne
diimide, le c-exNDI*) toujours plus per-
formants. Ces outils permettront in fine
d’obtenir des informations précieuses
quant a la spatio-temporalité de la
formation des quadruplexes au sein de

2 Son interaction avec un G-quadruplexe provoque un chan-
gement conformationnel qui induit une augmentation de sa
fluorescence.

% DAOTA-M2 est un composé dont la fluorescence augmente
en présence d’acides nucléiques et dont la durée de vie de
la fluorescence dépend de la topologie des quadruplexes.

* Ce composé s’agrége en solution, ce qui le rend non-fluo-
rescent ; son interaction avec les G-quadruplexes provoque
sa désagrégation et restaure sa fluorescence.

notre génome et ainsi, de mieux appré-
hender les différents processus cellu-
laires dans lesquels ces structures sont
impliquées. La compréhension des roles
que ces structures non-usuelles de I’ADN
jouent dans nos cellules nous permettra
de percer encore un peu plus le mystere
du fonctionnement de notre génome ;
cependant, au regard de nos connais-
sances actuelles et de la diversité tant
structurale que fonctionnelle des acides
nucléiques, nul doute que I’ADN n’a pas
encore livré tous ses secrets. ¢
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Séquencage d’exome

et de transcriptome :

des approches
complémentaires pour
identifier des genes impliqués
dans la survenue de maladies

Agnes Rotig

> Les techniques de séquencage haut
débit ont révolutionné I'identification
des geénes impliqués dans la survenue
de maladies géné-
tiques [1] (=¥).

L’approche la
plus utilisée est

(=) Voir la Nouvelle
de D. Stoppa-Lyonnet
et C. Houdayer, m/s

n° 2, février 2012,

le séquencage Pogel2s

d’exome, c’est-a-dire des exons, les
séquences codantes du génome [2].
L’exome ne représente que 3 % du
génome humain, mais son étude est
particulierement appropriée dans les
maladies mendéliennes [3] (=P).

La tres grande
majorité des muta-
tions touche, en
effet, les régions
codantes, que ce soit des mutations

(=) Voir la Nouvelle
de A. Criqui et

S. Baulande, m/s n° 5,
mai 2010, page 452

faux-sens, non-sens ou des modifica-
tions d’épissage conduisant a un trans-
crit anormal ou absent. La puissance
de cette technique est telle que des
centaines de genes ont pu étre identifiés
par séquencage de I’exome d’un seul
patient, ou mieux du trio pére-mere-
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enfant atteint d’une pathologie. Dans
la moitié des cas environ, le séquen-
cage d’exome ne permet cependant pas
d’identifier la mutation responsable de
la maladie pour différentes raisons : (1)
certains exons sont mal couverts car ils
sont riches en GC (guanine/cytosine) et
difficiles a amplifier ; (2) les mutations
modifient I’épissage, mais sont loca-
lisées loin dans I’intron ; ou (3) parce
qu’il est souvent impossible d’identifier
la mutation parmi tous les variants de
signification inconnue (VUS : variants
of unknown significance), mutation qui
pourrait jouer sur la nature ou I"abon-
dance de I’ARN messager (ARNm).

Récemment, le groupe d’Holger Prokisch,
a Munich, a montré Iintérét du séquen-
cage du transcriptome (séquencage de
’ARN, ou RNA-seq) dans identification
de genes impliqués dans des maladies
mendéliennes [4]. Le RNA-seq permet,
en effet, de compléter IPinformation
génétique brute donnée par le séquen-
cage d’exome, par une donnée fonc-
tionnelle qui révéle les conséquences de

11. Rodriguez R, Miller KM, Forment JV, et al. Small-
molecule-induced DNA damage identifies
alternative DNA structures in human genes.

Nat Chem Biol 2012 ; 8 : 301-10.

12. Biffi G, Tannahill D, McCafferty J et al.
Quantitative visualization of DNA
G-quadruplex structures in human cells. Nat Chem
2013 ;5:182-6.

13. Laguerre A, Wong JMY, Monchaud D.

Direct visualization of both DNA and

RNA quadruplexes in human cells via an

uncommon spectroscopic mechanism. Sci Rep 2016 ;
6:32141.

UMR1163, université Paris Descartes,
Sorbonne Paris Cité, Institut Imagine,

24, boulevard du Montparnasse, 75015 Paris,
France.

agnes.rotig@inserm.fr

VUS, ou met en évidence des transcrits
quantitativement ou qualitativement
anormaux du fait d’une mutation dans
des régions non-codantes. Cette étude
a été menée sur une série de patients
suspectés, sur des critéres cliniques,
d’avoir une maladie mitochondriale et
pour lesquels le séquengage d’exome
avait été infructueux.

Les maladies mitochondriales repré-
sentent collectivement les maladies
métaboliques les plus fréquentes, mais
leur extréme hétérogénéité clinique et
génétique rend leur diagnostic géné-
tique de plus en plus compliqué. Ces
maladies résultent, en effet, de muta-
tions touchant soit PADN mitochondrial
(ou ADNmt), soit des génes nucléaires
responsables d’un trés grand nombre
de fonctions mitochondriales [5]. On
connaft actuellement plus de 250 genes
nucléaires impliqués dans des mala-
dies mitochondriales et des centaines
de mutations de ’ADNmt. Les corré-
lations entre génotype et phénotype
se révelent parfois difficiles puisqu’un
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