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Les Quadruplexes de Guanines
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Figure 1 : Nucléobases, appariements canoniques et non canoniques :

(A) Formule chimique des 4 bases constituant I’ADN. (B) Schéma de double hélice d’ADN [I] et
appariement de type Watson-Crick entre A <= T et G <> C. (C) En noir, exemple d’appariement de type
Hoogsteen entre A x T, G x C*, permettant la formation de triples hélices d’ADN (haut). Autres
appariements non canoniques entre AxA et G x G x G x G, représentant un quartet de guanines.

L’orientation des brins est symbolisée ainsi : 5’® — 3’ @,
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Chapitre I. Introduction

1 Les Quadruplexes de Guanines

1.1 Assemblages moleculaires autour des nucleobases de ’ADN

La structure de I’ADN proposée par James Watson et Francis Crick en 1953 [1-3] est une
hélice droite formée par 2 brins anti-paralleles, appariés par des liaisons Hydrogene entre les
bases A<>T et G==C (Figure 1A et B). Cette structure hélicoidale est stabilisée par d’importantes
interactions d’empilement de type m entre les bases. Nommée ADN de forme B, elle correspond a

la forme canonique retrouvée majoritairement dans la cellule.

Le type d’appariement entre les bases nucléotidiques dans la forme B (appariement dits
Watson-Crick), n’est pourtant pas la seule conformation pouvant étre adoptée géométriquement
par les bases nucléotidiques [4]. En effet, chaque nucléobase possede de multiples sites accepteurs
et donneurs de liaisons Hydrogeéne. Ainsi, quatre ans seulement apres la découverte de la structure
de la double hélice d’ADN, G. Felsenfeld, D. Davis et A. Rich décrivaient une structure a 3 brins
contenant 1 poly(rA) et 2 poly(rU) [5]. La formation d’une paire non canonique, entre la 1-
méthylthymine et la 9-méthyladenine pouvant expliquer la formation de ce triplexe, fut démontrée
par diffraction de rayons X en 1959 par Karst Hoogsteen [6, 7] (Figure 1C). Les appariements dits
“Hoogsteen” seront ensuite attribués, par analogie, aux liaisons s’effectuant sur le co6té non

“Watson-Crick” de la nucléobase (en noir Figure 1C).

Un certain nombre de structures particulieres d’acides nucléiques seront découvertes par la
suite. On peut citer par exemple I’association de polynucléotides d(A) mettant en jeu des
appariements A<>A [8] (Figure 1C), ou encore la formation de gels en présence de guanosines 5’-
monophosphates. Ces gels sont générés par des structures en hélice droite formées par
I’empilement de quatre guanines 5’-monophosphates associées entre elles [9](Figure 1C). Ce
motif particulier que I’on nomma ensuite tétrade, quartet de guanine, ou G-quartet, est a I’origine

de ce travail de thése.
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grand
sillon

Figure 2 : Comparaison ADN-B / G-quadruplexe :

(A-C) Formation du duplexe d’ADN-B par la séquence d(CCGCTAGCGG). (E-F) Formation d’un
quadruplexe de guanines par la séquence d(TGGGGT). (A et E) Quelques distances sur des paires
Watson-Crick et un G-quartet chélatant un cation central. (B-C et F-G)) Représentations des structures
cristallographiques du duplexe [d(CCGCTAGCGG)], et du G-quadruplexe [d(TGGGGT)],, en présence
d’ion Na* (cercle gris), vue du dessus (B et F) ou de coté (C et G)). Code couleur et orientation rouge (5°)
-> rose (3’). (G) on observe une dimérisation du G-quadruplexe avec une interaction téte-a-téte en 5’.
(PDB :1ZFM (duplexe) [10] et 204F (G4) [11]).
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1.2 Caracteristiques des G-quadruplexes

1.2.1 Les G-Quartets

Le G-quartet est formé par 1’auto-association de 4 guanines entre-elles. Un réseau de 8
liaisons Hydrogene relie les guanines voisines par leurs cotés Watson-Crick en N(1)H et N(2)H et
Hoogsteen en N(7) et O(6) (Figure 1C, Figure 2E). Dans des conditions de pH neutre ou
faiblement basique, les associations entre guanines induisent la formation d’agrégats ordonnés et
solubles de 5’-GMP. Pinnavaia et al. ont montré que la formation de ces agrégats est favorisée par
des cations alcalins comme Na', K" et Rb". Ceux-ci sont chélatés par les 4 oxygénes des fonctions
carbonyles des guanines lorsque les quartets sont empilés [12] (Figure 2). Cette coordination
limite les répulsions des fonctions carbonyles entre—elles pour favoriser I’empilement des
guanines. Au contraire, les cations Li’ et Cs™ ne présentent qu’une capacité limitée a induire la
formation de ces agrégats, suggérant que celle-ci est dépendante de la taille et du colit énergétique
de désolvatation de 1’ion central. Wong et Wu ont défini I’ordre des cations suivant, selon leur
capacité d’induction et de stabilisation de structures a partir de 5’-GMP [13]:

K'>NH; >Rb" >Na'>Cs" > Li"

I1 est intéressant de noter que, méme non reliées par un squelette phosphaté, les guanosines
sont capables de former des structures hélicoidales pouvant atteindre 30 nm de long [14]. Ceci
souligne la trés forte coopérativité entre la formation de liaisons Hydrogene, les interactions
dipéle - ion et les interactions d’empilement m-7t, inhérente a ces assemblements moléculaires en

G-quartets.

1.2.2 Structures intra- ou intermoléculaires en G-quadruplexes

Alors que les mises en ¢évidence de structures secondaires pour la guanosine
monophosphate [9] ou pour de courts oligonucléotides contenant 3 déoxyguanosines [15] datent
du début des années 1960, il faut attendre 1975, et le développement de la synthése chimique
d’oligonucléotides poly(dG) plus longs, pour que Davies et ses collaborateurs démontrent la
formation de structures correspondant a 4 brins associés par des G-quartets empilés pour former
une hélice droite (études de diffraction de rayons X sur une fibre de poly(dG) [16]). La structure
décrite est appelée quadruplexe ou tétraplexe de guanines ; elle est couramment abrégée sous les
termes de G-quadruplexe, G4-DNA ou G4. Le G-quadruplexe formé par la séquence d(TG4T)

comparée a celle d’un duplexe d’ADN-B est représentée Figure 2.
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G G G G
Latérale Diagonale en forme de “N” en forme de “V”

(“double chain reversal”) (“V-shaped”)

Figure 3 : Les boucles des G-quadruplexes
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Figure 4 : Polymorphisme des G-quadruplexes.

Polymorphisme engendré par (A) des molécularités, des orientations de brins, des arrangements de
boucles et des quartets variés. (B) Structure des quartets présentés en (A) : la conformation des liaisons
glycosidiques en anti (C, gauche) ou syn (C, droite) et leur succession au sein du quartet, induit la
formation de sillons de tailles différentes. Les sucres sont symbolisés par des ovales et I’orientation des
brins de 5’(x) — 3’(®). (C) Malgré I’encombrement stérique, la conformation syn peut exister dans le cas
des guanines, en raison de l’interaction stabilisante entre le phosphate et le N(2)H.
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Depuis la fin des années 80, ces structures font 1’objet d’un intérét tout particulier car elles

pourraient jouer des roles biologiques essentiels, que nous aborderons plus loin dans ce chapitre.

En théorie, la formation G-quadruplexes a partir d’un fragment d’ADN ou d’ARN est
possible a partir d’une séquence possédant un minimum de deux guanines consécutives. Les brins
d’acides nucléiques peuvent alors s’associer en différentes structures selon la longueur et / ou
I’enchainement de plusieurs blocs de guanines : il est ainsi possible de former des structures
intermoléculaires (tétra- ou bimoléculaires) ou intramoléculaires, pour des séquences présentant
un minimum de 4 blocs successifs de guanines (Figure 4A).

Les structures bi- ou intramoléculaires font apparaitre des boucles, constituées des
nucléotides présents entre les blocs de guanines. Elles peuvent adopter des conformations diverses
- latérale, diagonale, “en forme de N” (“double chain reversal”), ou en “forme de V” (“V-
shaped”)(Figure 3)- en fonction de 1’orientation des brins formant le quartet. Cette variabilité dans
la polarité des brins est liée a un changement dans I’enchainement base - sucre qui peut conduire a
la présence de guanines avec des conformations glycosidiques anti ou syn (Figure 4C).
L’enchainement des bases en syn et / ou anti au sein d’un quartet conduit a des tailles de sillons
variables (Figure 4B, Figure 2 pour comparaison d’un G4 composé de G-quartet tout anti et d’un
duplexe d’ADN B). La molécularité, I’orientation des brins et I’arrangement varié¢ des boucles
conduisent les structures en G-quadruplexe a présenter un important polymorphisme.

Si ce polymorphisme peut conduire une s€quence a présenter, en solution, un mélange des
diverses structures possibles, en réalité, la nature du (ou des) cation(s) présent(s) favorise certains
types de repliements. En effet, les G-quadruplexes interagissent avec les cations de deux manieres
différentes : (1) par coordination spécifique de I’ion central qui est spécifiquement inséré entre les
quartets et (ii) par interaction avec les ions externes qui contribuent a I’écrantage partiel des
charges négatives du squelette phosphaté du quadruplexe. Le premier type d’interaction est en
particulier démontré par les données cristallographiques [17, 18], qui mettent en évidence des
cations déshydratés octacoordinnés par les fonctions carbonyles des G-quartets supérieurs et
inférieurs selon I’axe central (Figure 2G). D’autre part, la stabilit¢ de la structure formée est
dépendante de la nature du cation. Venczel et Sen ont défini 1’ordre suivant : K* > Rb" > Na" >

Li" =Cs" pour les cations alcalins, et ont également établi ’ordre suivant pour les cations

2+ 2+

alcalinoterreux : Sr*" > Ba*" > Ca’" > Mg2+ [19]. L’ordre établi peut étre corrélé de fagon
relativement satisfaisante au rayon ionique des cations. Néanmoins, un autre critére important a
prendre en compte est le colit énergétique pour la déshydratation du cation. Sans cela, avec des
rayons ioniques de 0,95 A pour Na' et de 1,33A pour K’ [20], on devrait observer des potentiels

de stabilisation selon 1’ordre suivant : Na" > K.
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1.2.3 Méthodes d’étude des G-quadruplexes

De nombreuses techniques ont été utilisées pour identifier et caractériser ces structures
(pour revue voir [21]), la RMN et la cristallographie étant certainement les plus puissantes. La
cristallographie a permis d’accéder a des données précieuses sur les distances et I’emplacement
des 1ons au sein du quadruplexe. Ces données (et les cristaux !) sont malheureusement assez rares
(un peu plus d’une vingtaine de structures disponibles dont 3 séquences sur-représentées :
5’-dTG4T-3’, 5°-tUG4U-3" et 5°-G4T4Gs-3’) et I'utilisation d’agents d’encombrement, comme le
polyéthylene glycol (PEG) et le 2-méthyl-2,4-pentanediol (MPD), ou de ligands [22] pour aider a
la cristallisation, peut induire des repliements différents de ceux obtenus en solution. On peut
néanmoins s’interroger sur la pertinence d’une structure définie en solution diluée, plutét que dans
un milieu plus dense, étant donné le fort encombrement qui doit exister au sein du noyau
cellulaire [23].

Quoi qu’il en soit, la RMN constitue aujourd’hui la technique la plus adaptée pour
identifier formellement la structure d’une séquence donnée en solution. Cependant, en raison du
polymorphisme de ces structures et de 1’augmentation de complexité en fonction du nombre de
blocs de G consécutifs, il peut étre nécessaire de sélectionner des fragments de la séquence
d’intérét, ou de muter des bases “stratégiques” pour stabiliser une forme particuliére et obtenir un
spectre RMN exploitable. Ceci peut évidemment conduire a un biais sur I’identification de la
structure réelle de la s€quence native, puisque seules les formes exploitables sont caractérisées. La
présence de bases adjacentes au cceur du G-quadruplexe peut également avoir une influence
déterminante. En effet, celles-ci peuvent avoir des effets stabilisants importants par formation de
triplets ou paires de bases interagissant par empilement de part et d’autre des quartets terminaux
[24, 25].

En raison du débit limité et des contraintes de séquence inhérentes aux deux méthodes
précédentes, d’autres techniques complémentaires comme les spectroscopies d’absorption et de
fluorescence (dénaturations thermiques), le dichroisme circulaire, la spectrométrie de masse a
ionisation par “electrospray” (ESI-MS), la calorimétrie, la spectroscopie Raman, et la mobilité
électrophorétique permettent d’acquérir de précieuses informations sur la molécularité, la stabilité
(en fonction du cation notamment) et le type de conformation. Certaines de ces méthodes
permettent en outre d’accéder a des parametres thermodynamiques et cinétiques essentiels pour la
caractérisation de ces structures. Parallelement, les empreintes au diméthylsulfate (DMS)
(protection des guanines impliquées dans un quartet de la méthylation en N7 par le DMS), la
sensibilité¢ aux nucléases et les arréts d’ADN polymeérases en fonction du cation sur des substrats
pouvant former des G-quadruplexes ont également été utilisés intensivement. Elles permettent

d’acquérir des informations supplémentaires sur les guanines impliquées dans les quartets ou
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I’emplacement du G-quadruplexe sur une séquence longue. Si certains groupes s’y sont essay¢s, il
parait cependant difficile d’attribuer spécifiquement ces effets a des G-quadruplexes intra- ou

intermoléculaires ou de déterminer une structure en utilisant uniquement ces 3 méthodes.

1.3 Rodles biologiques : arguments en faveur de I'existence des G-quadruplexes
in vivo

Les concentrations ioniques typiquement présentes dans les cellules de vertébrés et
d’invertébrés sont de : 140 mM K, 5-15 mM Na', 0,5 mM Mg jipre, 0,1 pM Ca* jipre, 0,07 pM H”
(pH =7,2) pour les cations. Les anions sont représentés par 5-15 mM CI, et ~140 mM X
correspondant a HCOs/, PO, et 4 I’ensemble des protéines, acides nucléiques, métabolites
possédant des groupements (carboxyles, phosphates, etc.) chargés négativement a pH neutre [26].

Dans des conditions de sels et de pH proches de ces conditions physiologiques, 100 mM
K', 10 mM Na', pH 7,0, des températures de demi-dissociation (7},) de 50 et 63 °C sont observées
pour les G-quadruplexes intramoléculaires contenant 2 et 3 G-quartets, formés par les séquences

d(GGTTGGTGTGGTTGG) et A AGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG) respectivement [27]. Une

analyse de van’t Hoff des courbes de dénaturation thermique obtenues dans ces conditions permet
de déduire qu’a 37°C, les AG3;ok° pour la formation de ces deux structures sont de -1,5 et -4,6
kcal/mol, correspondant a des constantes de formation Kjjox de 12 et 1750 respectivement [27].
Dans des conditions physiologiques, et pour des séquences d’acides nucléiques riches en blocs
d’au moins 2-3 guanines, des structures en G-quadruplexes ont donc une forte probabilité de se
former spontanément. La formation de telles structures nécessite néanmoins la présence de
régions simple-brins ou 1’ouverture du duplexe Watson-Crick. En effet, il a ét¢ montré que, dans
des conditions proches de ces conditions physiologiques, le duplexe Watson-Crick sur la séquence

en tandem d(AGGG(TTAGGG);3)/ d((CCCTAA);CCCT) est la forme prédominante [28]. 11 est

toutefois envisageable que d’autres facteurs puissent déplacer cet équilibre, comme des protéines
ou des petites molécules liant les duplexes ou les simple-brins, ou encore 1’encombrement
moléculaire qui semble stabiliser les structures en G-quadruplexe et favoriser 1’ouverture du
duplexe de séquence correspondante [29, 30].

Si ’existence de ces structures dans le noyau de cellules humaines n’a pas encore été
formellement démontrée, de plus en plus de travaux montrent que de telles structures semblent
jouer des roles au niveau cellulaire tant au niveau de la régulation de 1’expression de genes que de
la réplication, de la recombinaison ou de la division des cellules. Nous avons répertorié un certain

nombre d’entre eux dans les paragraphes ci-dessous.
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1.3.1 Les séquences riches en blocs de G du génome

Nous n’aborderons pas ici la présence de structures en G-quadruplexes et leur implication
¢ventuelle au niveau des télomeres. Cet aspect ayant été plus particulierement étudié€ au cours de

cette these, il sera développé dans la deuxieme partie de ce chapitre introductif.

Analyses génomiques: Les récentes études bioinformatiques sur le génome humain ont permis de
mettre en évidence un grand nombre de séquences pouvant former des G-quadruplexes, et
d’étudier leur distribution au sein du génome.

L’algorithme  “Quadparser”  [31], recherchant les  séquences du type
d(G3:N;7G3:N17G3:N17G3+) a permis d’identifier prés de 380000 séquences non chevauchantes
pouvant former des G-quadruplexes intramoléculaires (PQS). En limitant le nombre de G
successifs a 5 nucléotides, Alan Todd et ses collaborateurs trouvent un résultat sensiblement
identique [32]. La limitation dans la longueur des boucles a 7 nucléotides, pour réduire la
complexité du traitement de données laisse supposer que de telles séquences sont encore
davantage répandues, dans la mesure ou des G-quadruplexes stables peuvent étre formés avec des
boucles longues [33]. La définition du potentiel de formation de G-quadruplexes (G4P), par
Nancy Maizels, repose sur une description plus qualitative [34] : il s’agit des séquences présentant
au moins 4 blocs de 3 guanines et plus dans une fenétre de 100 nucléotides, et un intervalle de
glissement de 20 nucléotides. Le G4P est défini comme le pourcentage de “touches” par rapport
au nombre total de fenétres analysées.

Julian Huppert a montré par ces analyses que la densité de PQS était plus importante dans
les promoteurs a proximité des sites d’initiation de la transcription (TSS). La densité de PQS et le
G4P sont assez logiquement corrélés au contenu en GC du génome. En revanche, il est important
de noter qu’ils ne sont pas corrélés a 1’enrichissement en sites CpG, celui-ci nécessitant une
alternance des bases G et C, plutot qu'une asymétrie des G sur un brin, et des C sur I’autre. Par
ailleurs, la densité de PQS est ¢galement corrélée a la présence de sites hypersensibles a la DNase
I (NHS). Ces sites sont caractéristiques des régions qui subissent une transition (ouverture de
I’ADN-B, changement conformationnel), requise dans les promoteurs pour I’activation de la
transcription. Les structures en G-quadruplexes pourraient avoir un rdéle d’¢lément de régulation
agissant en cis pour 40% des génes du génome humain [35].

D’autre part, I’étude menée par I’équipe de Nancy Maizels a permis de mettre en évidence
une corrélation entre le G4P et la fonction des geénes. Certaines fonctions comme les récepteurs
couplés a la protéine G, la perception sensorielle, I’assemblage des nucléosomes, la fixation sur
les acides nucléiques, le cycle de 1’ubiquitine, I’adhésion ou encore la division cellulaire, sont

caractérisées par de faibles G4P. Par ailleurs, un fort G4P est associé¢ a des fonctions comme le
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développement, la réponse immunitaire, 1’activité des facteurs de transcriptions, la signalisation
cellulaire, la contraction des muscles, les facteurs de croissance et les cytokines. Il est ¢galement
intéressant de constater que les génes suppresseurs de tumeurs sont caractérisé€s par un faible G4P,
par opposition aux proto-oncogenes possédant un fort G4P [34].

Ces ¢études suggerent que les G-quadruplexes pourraient jouer des réles dynamiques au
sein de la cellule. Il est néanmoins important de noter que ces algorithmes permettent uniquement
d’¢établir un “potentiel” de formation de ces conformations, puisque I’ADN génomique est
majoritairement sous la forme d’un duplexe Watson-Crick, dans lequel 1’appariement G-C, trés
stable, doit limiter le repliement en G-quadruplexes. La formation de ces structures nécessite donc
la dénaturation du duplexe, qui se produit au cours de la réplication, de la transcription ou de la
recombinaison. La particularité des télomeres dont 1’extrémité est un simple brin en fait une cible
pour la formation de ces structures d’autant plus pertinente puisqu’il n’est pas nécessaire de
dissocier un brin complémentaire. Nous développerons plus en détail la structure des télomeres et
des G-quadruplexes télomériques dans la deuxiéme partie de ce chapitre.

Depuis la fin des années 80, la formation de G-quadruplexes intra- ou intermoléculaires a
¢té démontrée ou proposée pour certaines de ces régions-clés du génome. Ce point sera développé

dans la suite de ce chapitre.

Régions de commutation de classe des immunoglobulines: Les génes codant pour la chaine
lourde de la région des immunoglobulines subissent des recombinaisons de commutation de classe
dites “class switch recombinations” ou CSR, qui permettent d’amener les différentes régions
constantes proches des régions variables réarrangées pendant la différentiation des lymphocytes
B. Ces régions sont constituées de répétitions dégénérées riches en G, dont la longueur totale varie
entre 1 et 10 kb. A la fin des années 80, Sen et Gilbert furent les premiers a montrer que des
oligonucléotides dérivés des séquences de ces régions CSR pouvaient former des G-quadruplexes
intermoléculaires in vitro [36]. Par cette découverte, ils renouvelerent I’ intérét pour ces structures,
leur attribuant une fonction possible in vivo. Certaines de ces séquences portent les motifs
suivant:  Sp d(GCTGAGCTGGGGTGAGCTGA); Sy3  d(CTGGGCAGCTCTGGGGG-
AGCTGGGG-TAGGTTGGGAGTGTGGGGACCAGG) ; Sy2B d(CCTAGCAGCTGTGGGGG-
AGCTGGGG-AAGGTGGGAGTGTGAGGGACCAGA). La transcription de ces régions a été
¢tudiée in vitro et in vivo (E.coli) par Maizels et ses collaborateurs. Ils ont montré que des
boucles-G (“G-loop”) étaient formées co-transcriptionnellement. Elles contiendraient des G-
quadruplexes sur le brin non transcrit et un hétéroduplexe ARN/ADN sur ’autre brin, possédant
des appariements rG / dC particuliecrement stables (Figure 5) [37]. Ces données suggerent

¢galement la formation de G-quadruplexes intramoléculaires a partir de ces séquences répétées.
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Figure 5 : Formation de boucles-G formées co-transcriptionnellement a partir de séquences
répétées des CSR (S ou Sy3) ou du motif télomérique humain (d’apres [37])

ADN ribosomique : Dans tous les organismes eucaryotes, I’ADN ribosomique ou ADNTr est trés
riche en blocs d’au moins 3 guanines consécutives. La formation d’un G-quadruplexe
intermoléculaire a partir d’un oligonucléotide issu de la région S’ETS (eSpaceur Transcrit Externe
en 5°) de I’ADNr humain, de séquence d(TCTCTCGGTGGCCGGGGCTCGTC-
GGGGTTTTGGGTCCGTCC) a été démontrée par empreinte apres méthylation au DMS et retard

de migration électrophorétique. La transcription et la maturation de I’ADNr a lieu dans un sous-
compartiment particulier, le nucléole. L’ADNr est transcrit par I’ARN polymérase I, et dans les
cellules se divisant rapidement, il est transcrit activement grace a un nombre important de Pol 1
par géne (jusqu’a 1 Pol I/41 nt) [38]. Il est intéressant de voir que comme pour les régions sujettes
au CSR, le brin riche en G n’est pas transcrit (Figure 5) [39]. Les auteurs suggérent que la
nucléoline, une des protéines les plus abondantes des nucléoles (cf.: § 1.1.3.2), permettrait la
stimulation de la transcription par reconnaissance des G-quadruplexes sur le brin d’ADN non
transcrit. Cette interaction G4-protéine empécherait la renaturation du duplexe et permettrait ainsi

au brin matrice d’étre transcrit de nombreuses fois.

Minisatellites : Les minisatellites sont des séquences de 5 a 100 nucléotides répétées a 1I’intérieur
du génome (sur 0,4 a 30 kb), connus comme étant des points d’hypermutabilité¢ et d’instabilité
génomique (pour revue voir [40]). Parmi eux, certains possedent des séquences répétées riches en
guanines susceptibles de former des G-quadruplexes intramoléculaires : le minisatellite de souris
Pc-1 (locus Ms6-hm) d’unité de répétition d(CAGGG)", le minisatellite au locus D4S43
(humain) d’unité de répétition d(GGGGAGGGGGAAGA), la région polymorphique associ¢e au
gene de I’'insuline, ILPR d’unité de répétition d(ACAGGGGTGTGGGG), dont le repliement en

G-quadruplexe induit ’arrét d’une ADN polymérase in vitro. Kennedy et ses collaborateurs ont
¢galement montré que la formation de quadruplexe pourrait affecter la transcription du gene de

I’insuline en modulant la fixation du facteur de transcription Purl [41, 42]. La formation de G-

) Notons que, pour des unités de répétitions inférieures a 5 nucléotides, on parle plutst de microsatellites.
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quadruplexes dans les minisatellites humains MS1 (locus D1S7), dont "unité de répétition est
d(AGGGTGGAG) et ou CEBI (locus D2S90) dont une des unités de répétition de 26 pb est
d(GGAGGGAGGGAGGGAGGGTGGCCTGCGGAGG-TCCCTGGGCTGA), n’a pas été

formellement démontrée in vivo. Elle est néanmoins envisageable et pourrait expliquer la forte
instabilit¢ génomique constatée sur ces régions [43] (résultats du laboratoire non publiés sur

CEBI obtenus en collaboration avec I’équipe de P. Nicolas a I’Institut Curie).

Promoteurs de genes : Les promoteurs de génes sont souvent caractérisés par une plus
grande richesse en guanines et une sensibilit¢ aux nucléases (S1 et DNase 1), suggérant une
ouverture possible de ’ADN B dans ces régions. Ils présentent fréquemment des blocs de
plusieurs polypurines / polypyrimidines qui sont adjacents ou se superposent a des sites de
fixation de facteurs de transcription comme Spl ou Egr-1. La formation de G-quadruplexes a été

caractérisée plus précisément dans les promoteurs des genes présentés Table 1.

Promoteur Séquences Méthodes Références
B-globine d(G:s,CGGGTGGTGG) - Arrét ADN polymérase [44, 45]
poulet -175 a2 -200pb du TSS - Empreinte DMS
HIF1-o d(GGGGAGGGGAGAGGGGGCGGGA) - Empreinte DMS [46]
-65 a -86pb du TSS - CD (+) 260 nm
- Arrét ADN polymérase
VEGF d(GGGGCGGGCCGGGGGCGGGGTCCCGGC- - Empreinte DNase | [47]
GGGGCGGAG) et nucléase S1
-53 a— 88 pb du TSS -CD (+) 260 nm
- Arrét ADN polymérase
KRAS d(GGGCGGTGTGGGAAGAGGGAAGAGGGGGAG) - CD (+) 260 nm [48]
humain et (humain) - 129 a - 159 pb du TSS - Arrét ADN polymérase
murin 9 (GGGAGGGAGGGAAGGAGGGAGGGAGGGAG) (séquence murine)
(murin) - 239 a-267 pb du TSS - Empreinte DMS
c-kit d (AGGGAGGGCGCTGGGAGGAGGG) - RMN (Figure 6A pour [49-51]
(c-kit87up) - 13 a — 34 pb du TSS c-kit87up)
d (CGGGCGGGCGCGAGGGAGGGG) -CD (+) 260 nm
(c-kit21) -64 a — 84 pb du TSS - Dénaturation thermique
bcl2  d(AGGGGCGGGCGCGGGAGGAAGGGGGC GGGAGCG - RMN (Figure 6B) [25, 52, 53]
GGGCTG) -737 a -775 pb du TSS - CD (+) 295 nm et
(séquence sauvage) (+) 260 nm
(voir légende Figure 6B pour les séquences utilisées- Empreinte DMS
en RMN) - Arrét ADN polymérase
c-myc d (TGGGGAGGGT GGGGAGGGT GGGGAAGG) - RMN (Figure 6C) [54, 55]
(séquence sauvage) -116 a -142 pb du TSS -CD (+) 260 nm [53,56]
(voir légende Figure 6C pour les séquences utilisées - Empreinte DMS
en RMN) - Arrét ADN polymérase

Table 1 : Quelques promoteurs de genes formant des G-quadruplexes :

En italique les blocs de guanines et soulignées, les guanines impliquées dans un quartet (d’aprés la RMN
ou les empreintes). La distance au TSS (“Transcription Start Site” ou site d’initiation de la transcription)
est déterminée par BLAST sur les bases de données des transcrits de ENSEMBL ; des différences peuvent
étre observées par rapport aux données publiées. Lorsque [’organisme n’est pas renseigné, il s’agit du
génome humain. Pour les caractéristiques des signaux CD voir chapitre Matériel et Méthodes.
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A c-kit B
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Phan et al, JACS, 2007

C c-myc
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Phan et al, Nat. CB, 2005  Ambrus et at, Biochemistry, 2005

Figure 6: Structures en G-quadruplexe intramoléculaire de promoteurs résolues par RMN:

(A-C) Séquences de promoteurs d’oncogénes en présence de K': (A) Promoteur de c-kit:
5’-AG;AG;CGCTG3AG,AG;-3°[49] ; (B) Promoteur de BCI2 : 5’-G3;CGCG3AGGA,T,G3;CG;-3°[25, 52] ;
(C)  Promoteur de c-myc: (a) 5-TGAG;TG,IGAG;TG;GA,GG-3’[54]; (b)5-TGAG;TGs;.
TAG;TG;TA,-3°[55] ; (¢c) 5°-TGAG;TG;GAG;TG;GA,-37 ; (d) 5'-TGG;AG;TAG;TG;GA,-3°[56]

Figure 7 : Formules chimiques des ligands du G-quadruplexe de c-myc :

(A) la porphyrine cationique TMPyP4 [57, 58], (B) la diselenasapphyrine Se2SAP [59], et (C) la
fluoroquinolone breveté par Cylene Pharmaceuticals nommée Quarfloxin (CX-3543) (brevet US
07141565)
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Le promoteur le plus étudi¢ dans le cadre de la formation de structures en G-quadruplexe
est celui du géne c-myc (Figure 6C). Celui-ci code pour une phosphoprotéine nucléaire régulatrice
de la prolifération et de la croissance cellulaire. Sa surexpression aberrante est fréquemment
corrélée a une progression tumorale. La séquence la plus étudiée formant des G-quadruplexes
intramoléculaires est présente dans I’élément hypersensible aux nucléases (NHE) III; du
promoteur, qui controle jusqu’a 90% de la transcription du gene [60]. L. Hurley et ses
collaborateurs ont beaucoup étudié ce promoteur en développant notamment des ligands pouvant
se lier avec une plus ou moins grande spécificité¢ aux G-quadruplexes intramoléculaires formés
par cette séquence. Les structures des ligands développés sont présentées Figure 7.

L’analyse des ARNm, de cellules HelLa ou MiaPaCa traitées avec TMPyP4, a la
concentration tres €élevée de 100 uM, pendant 12 a 48 h montre une répression de la transcription
de c-myc et une diminution de son expression de 40% dans les cellules MiaPaCa, des 12 h de
traitement [58]. Le méme traitement sur deux lignées différentes de lymphome de Burkitt
possédant ou non le NHE III; du promoteur montre une diminution du transcrit uniquement dans
les cellules possédant la région formant des G-quadruplexes [61]. Une répression de la
transcription du géne c-myc par la formation du G-quadruplexe dans le promoteur du gene est
proposée comme hypothése. Une nouvelle stratégie anticancéreuse basée sur le développement de
ligands ciblant spécifiquement la région promotrice de c-myc a donc été entreprise par L. Hurley
en collaboration avec Cylene Pharmaceuticals. La Quarfloxin (Figure 7C) a été développée en
raison de sa sélectivité pour lier le G-quadruplexe de c-myc. Cette molécule est entrée en juin
2007 en phase II de développement clinique avec des effets in vivo intéressants sur un grand
nombre de tumeurs, de bonnes propriétés pharmacocinétiques et une faible toxicité sur le cceur, la
moelle osseuse, les reins et le foie. Cependant, cette molécule n’est plus présentée comme un
ligand du quadruplexe du promoteur de c-myc, mais comme un inhibiteur de la biogenése de
I’ARN ribosomique. Cette molécule interagirait avec les régions G-riches de I’ADNr et inhiberait
leur fixation a la nucléoline (cf.: § 1.1.3.2). Cet exemple illustre la complexité¢ de 1’approche
’ligand de G-quadruplexe”. En effet, compte tenu du grand nombre de séquences potentielles, il

n’est pas simple de corréler un effet biologique avec une cible particuliere.

Séquences transcrites - quadruplexes d’ARN : Le repliement en G-quadruplexes de
séquences d’ARN (ARNm et ARN non traduits) contenant plusieurs blocs de guanines est
¢galement possible. Il a d’ailleurs été montré que certains G-quadruplexes d’ARN possedent une
stabilit¢ remarquable [62-64]. De plus, la formation de G-quadruplexes d’ARN parait d’autant

plus pertinente que I’ARN est simple-brin. De telles structures pourraient ainsi jouer des roles
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essentiels dans leur régulation et leur traduction. Nous détaillons ci-dessous quelques travaux
suggérant I’implication des G-quadruplexes d’ARN dans ce type de processus.

Le syndrome de I’X fragile est la premiere cause de retard mental héréditaire. Il est causé
par la perte de fonction (capacité a lier ’ARN) de la protéine FMRP et / ou la répression du géne
de FMR1 codant pour la protéine. La sélection in vitro d’ARN liés par FMRP a montré que la
protéine liait des séquences formant des G-quadruplexes [65]. Une analyse bioinformatique a
ensuite montré qu’un grand nombre des transcrits reconnus par la protéine possédait des
séquences capables de former des G-quadruplexes intramoléculaires [65]. Certains des ARNm
pouvant former des G-quadruplexes codent pour des protéines impliquées dans la biologie du
développement neuronal et synaptique [65, 66]. En particulier, la formation de guanines
impliquées dans des G-quartets a été montrée par 'H RMN (1D) pour PARNm de MaplB
1(GGUCGCGGCGCUGGGAGAGGGCGGAGGGGGAGGCGGCGCGCGG) et par 'H RMN

(1D), arrét de transcriptase inverse et par protection au DMS pour le propre transcrit de la
protéine, FMRI1 r(GAGACGGACGGCGGCGUGGAGGGGGAGGAAGAGGACAAGG-
AGGAAGAGGACGUGGAGGAGGCUUCAAAGGAAAC) [67, 68].

La présence d’un G-quadruplexe a également été démontrée dans la partie 3°-UTR des
ARNm de IGF-1I (humain et rat) r(GGAGGGGUGGGUGGGGGGCAGU-
GGGGGCUGGG(C/U)GGGGGGA), en constatant un arrét de transcriptase inverse dépendant de
la présence de K, et par des empreintes enzymatiques. Les auteurs suggérent que cette structure
serait impliquée dans le processus endonucléolytique permettant la maturation des ARNm de IGF-
1 [69].

Par ailleurs, de nombreuses ¢tudes montrent que des motifs riches en blocs de guanines
présents dans les introns jouent un role au niveau de I’épissage des ARNm [70-72]. Une récente
analyse génomique des séquences pouvant former des G-quadruplexes sur les régions transcrites a
permis la construction d’une base de données (GRSDB) contenant prés de 54000 (sur 380000)
PQS se situant a proximité (120 nt) des sites de “processing” des pré-ARNm [73]. Le role de la
formation de G-quadruplexes dans 1’épissage des transcrits reste encore a démontrer, néanmoins
la présence de plusieurs PQS dans I’intron 6 du géne de hTERT (cf. § 1.2.2.2.1 La télomérase), et
I’effet d’un ligand de G-quadruplexe sur I’augmentation de 1’épissage de cet intron suggere un
role potentiel de ces structures dans la maturation des ARN [74].

Les séquences pouvant former des G-quadruplexes semblent également pouvoir jouer un
role au niveau de la traduction des ARNm. L’IRES (site interne d’entrée du ribosome) du facteur
de croissance FGF-2 contient une séquence susceptible de se structurer en quadruplexe
intramoléculaire =~ r(GCAGGAGGGAGGAGAACUGGGGGCGCGGAGGGCUGGUGGGUG-
UCGGGGGUGGA) et qui contribuerait a I’activité traductionnelle [75]. Récemment, la formation
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d’un G-quadruplexe d’ARN intramoléculaire r(UGUGGGAGGGGCGGGUCUGGG) dans le

5’UTR du proto-oncogene NRAS (apres la coiffe en 5’ et en amont du site d’initiation de la
traduction) a ét¢ démontrée par 1’équipe de Shankar Balasubramanian. La présence de la séquence
pouvant former un G-quadruplexe réprime la traduction du gene rapporteur luciférase [63].
M. Wieland et J. Hartig ont également suggéré que la formation de G-quadruplexes d’ARN
pouvait moduler 1’expression d’un géne rapporteur dans E. coli. En particulier, I’effet répressif
d’un G-quadruplexe en amont du gene de la GFP serait 1ié a la stabilité de la structure ARN. Les
G-quadruplexes seraient ainsi capables d’agir comme des thermo-commutateurs artificiels,
modulant I’expression des genes en fonction de la température de croissance des bactéries. Il reste
néanmoins a démontrer que la répression de 1’expression n’est pas médiée par un effet sur la
transcription dans les cellules [76].

Encore assez peu étudiés a ce jour, les G-quadruplexes d’ARN pourraient donc jouer des
roles essentiels au niveau cellulaire (maturation des ARN, reconnaissance ARN-protéines,
traduction). Cependant, malgré la stabilit¢ de ces G-quadruplexes, il est possible que d’autres
types d’appariements (G-C et G-U) puissent entraver 1’association des guanines entre elles.
L’¢tude de la formation de G-quadruplexes dans un contexte complet (totalité¢ de s€quence), ou en
présence d’autres séquences interagissant en compétition semble donc essentielle pour valider
I’implication de ces structures dans de telles régulations. L’interaction avec des protéines
reconnaissant de régions consensus riches en blocs de G pourrait également entrer en compétition

avec leur repliement en G-quadruplexe.

1.3.2 Protéines reconnaissant les G-quadruplexes

C’est I’identification de protéines interagissant de maniere privilégiée avec ce type de
structures qui constitue certainement [’une des preuves indirectes la plus probante de 1’existence
des G-quadruplexes in vivo (pour revue récente voir :[77]).

On remarquera que la formation de G-quadruplexes intramoléculaires, sans doute plus
pertinents biologiquement chez I’Homme, est difficile a mettre en évidence sans ambiguité par
mobilit¢ en gels d’¢lectrophorese, d’autant plus que les marqueurs “simple-brin”
oligothymidylates régulierement utilis€és ne sont pas appropriés [78]. Pour identifier des protéines
interagissant avec les G-quadruplexes par retard de migration €lectrophorétique, 1’utilisation de
structures bi- ou tétramoléculaires est donc généralement employée. La caractérisation structurale
de ces G-quadruplexes reste néanmoins assez sommaire la plupart du temps. Nous avons
répertorié¢ quelques-unes de ces protéines dans les Table 2 et Table 3, en précisant le substrat

utilisé pour I’étude d’interaction, et le type (le plus probable) de G-quadruplexe formé.
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Nom Organisme  Mw*

Kd® G4 reconnu

Références

LR1: H. sapiens
Nucléoline 76°

+ +

hn RNP D 45
FMRP H. sapiens 71

Topo I H. sapiens 90

MutSa H. sapiens 116

MyoD H. sapiens 34,5

Thrombine H. sapiens 70

QUAD O. cuniculus 58

(lapin)
TEBP O. nova
a+pf
(N-terminal)
S. lemnae nd

56 (o)
28 (B)

Sty3

Sty49 S. lemnae nd

G4p1 S. cerevisiae 42

G4p2 32

g5p bactériophage 9,7
filamenteux Ff

NCp VIH 69

0,25 région “switch” de Ig (Sy2B)
0,4 région “switch” de Ig (Sy2B)
~1 ADNTr (ETS-1) (cf. § .1.3.1)
nd d( ACTGTCGTACT,GATAT,G,T,G,)
(télomére Oxytricha nova)
0,5 G4 tétra- ou bimoléculaire
<50 ARN (cf. § I.1.3.1)
G4 intramoléculaire ?
nd d(TTTTCTTTTGGGGGGT )
(PPT du VIH)
G4 tétramoléculaire
d (GGG (TTAGGG),)
(télomere humain)
G4 intramoléculaire
~1 région “switch” de Ig (Sy2B)
(cf. §1.1.3.1)
G4 tétra- ou bimoléculaire
nd d (ACTGTCGTACT,GATAT,G,T,G,)
(télomére Oxytricha nova)
1,7 d (CATG,;CG,AGG,CG,GTGT)
(Intégrine 26)
nd d(CTGAG,AG,CTG,AG,ACCAC)
(sMtCK)
G4 bimoléculaire (d’apres les auteurs !)
25 d ( GGTTGGTGTGGTTGG) (aptamere)
G4 intramoléculaire
d (TACAGGGGAGCTGGGGTAGA)
(région “switch” Ig)
G4 bimoléculaire ?
nd d(TTTTGGGGTTTTGGGG)
(télomére Oxytricha nova)
G4 bimoléculaire
d(TTTTGGGGT)
G4 tétramoléculaire “paralléle”
171 d(GGGG(TTTTGGGG) ;)
G4 intramoleculaire “antiparalléle”
3 d(TTTTGGGGT)
G4 tétramoléculaire “paralléle”
5 d(GGGG(TTTTGGGG) ;)
G4 intramoleéculaire “antiparalléle”
2 d(TATG,AGCTG,AAGGTG;ATTT)
G4 tétramoléculaire

2,5-7

0,125

4.4
nd Aptameres ADN
G4 intramoléculaires ?
d(GTTTTTGGGGCTTTTC)
r (GUUUUUGGGGCUUUUC)
G4 téetramoléculaires
~8 d(TTGGGGGGTACAGTGCA)
(ADN flap central de HIV)
G4 tétramoléculaires

[39, 79]

Table 2 : Protéines fixant différents types de quadruplexes :

“ Mw : poids moléculaire en kDa." Kd : constante de dissociation exprimée nM. nd : non déterminé. < 106

kDa sur SDS-PAGE.
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L’action de certaines de ces protéines est détaillée ci-dessous :

La nucléoline : La nucléoline est une protéine trés abondante dans les nucléoles des cellules de
vertébrés, ou ont lieu la transcription, la réplication et la recombinaison de 1’ADNTr, ainsi que la
maturation de I’ARNr. La nucléoline a également été identifiée comme étant le deuxiéme
polypeptide composant le facteur LR1, spécifique aux cellules B et liant les duplexes des régions
de commutation de classe des Ig [95]. Nancy Maizels et ses collaborateurs ont montré que la
nucléoline reconnait des G-quadruplexes tétramoléculaires (issus des CSR des Ig, de I’ADNr ou
des télomeres d’Oxytricha nova) in vitro avec un Kd de 1’ordre ou inférieur au nanomolaire [39,
79]. Par ailleurs, Duquette et al. ont montré que la nucléoline se lie aux boucles-G formées co-
transcriptionnellement pour des ADN riches en blocs de guanines (CSR des Ig, ADNr, séquence
télomérique humaine), suggérant également une liaison a des G-quadruplexes intramoléculaires
(cf.: § .1.3.1) [37]. Ces résultats laissent penser que la nucléoline, en liant des séquences riches
en G formant des G-quadruplexes, pourrait faciliter la transcription de ’ADNr et des CSR et
permettrait ainsi la recombinaison dans ces régions.

Bien que cette protéine soit mieux connue pour son role dans la biogenese du ribosome, la

nucléoline peut aussi bien étre présente dans le noyau, dans le cytoplasme ou a la surface des
cellules et possede de multiples fonctions (pour revue : [96]). En particulier, son inactivation par
siRNA bloque la division cellulaire [97], et elle serait ¢galement surexprimée dans les cellules
proliférant rapidement comme les cellules cancéreuses [98].
Ainsi, I’équipe de Paula Bates a montré que ’effet antiprolifératif d’oligonucléotides riches en
guanines (GROs), formant des G-quadruplexes (cf.: § 1.1.3.3) était corrélé a leur interaction
spécifique avec la nucléoline [99]. D’autre part, le ligand du G-quadruplexe du NHE III; de c-
myc, CX-3543, développé par Cylene Pharmaceuticals, pourrait également avoir comme cible
indirecte la nucléoline.

Dans I’ensemble, ces résultats suggerent un role essentiel in vivo de la nucléoline au
niveau des régions riches en G du génome, médié par son interaction avec des structures en G-

quadruplexes.

Une fois formés, les G-quadruplexes sont des structures qui peuvent s’avérer d’une treés
grande stabilité. Il est donc raisonnable de penser que les cellules ont mis en place des
mécanismes permettant de s’affranchir de ces appariements pour répliquer sans encombre leur
ADN. Différentes €quipes ont mis en évidence la capacité de certaines protéines a couper ou a

défaire ces structures.
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Nom Organisme Mw" Activité sur les G-quadruplexes Références
Topo 1 H. sapiens 90 Induction G4 tétramoléculaire [80]
d(TTTCTTTGGGGGGT)
(PPT de HIV)
RAP1 S. cerevisiae 92,5 Induction G4 intermoléculaire [100, 101]
d (AATTCT (GGGTGTGT ) ; GGGTGTGG)
(téelomere levure)
TEBP 0. nova 41 Induction de G4 tétra- et bimoléculaires [102, 103]
d(24nt-TTTTGGGGTTTTGGGG)
d(24nt-TTGGGGTTGGGG)
TEBP B + o S.lemnae 56+41 Induction G4 “antiparalléle” in vivo [104]
(cf. : Anticorps Sty49)
Topo 11 H. sapiens 175 Clivage en 5’ G4 tétramoléculaire [105]
Dérive région “switch” de Ig (Sy2B)
GQN1 H. sapiens nd Nucléase en 5> G4 tétramoléculaire [106]
région “switch” des Ig (Sy2B)
KEM1 S. cerevisiae 175 Nucléase en 5° G4 tétramoléculaires [107-109]
(XRN1/SEP1) région “switch” des Ig (Sy2B)
UP1 H. sapiens 24 Déstabilisation de G4 intramoléculaires [110]
(N-term de d(GGCAG),
hnRNP Al) (Minisatellite Pcl (souris))
d(TTAGGE),
(télomere humain)
hPOT1 H. sapiens 71 Déstabilisation de G4 intramoléculaire [111]
d(GGG(TTAGGE) )
(télomere humain)
hRPA H. sapiens 70 Déstabilisation de G4 intramoléculaire [112]
+32 d(GGG(TTAGGE) )
+14 (télomere humain)
Résolvase H. sapiens 120 Résout un G4 intermoléculaire [113, 114]
(DHX36p) d (A;GTGATG,TG,TG,A,G,AT,CGA,C,T)
Famille RecQ: Activité RecQ hélicase
BLM H. sapiens 159 [115,116]
Sur G4 intermoléculaire
WRN H. sapiens 159 d(21nt-G;AGCTG,AAG,TG;-7nt) [117,118]
(région “switch” des Ig (Sy2B))
Sgsl S. cerevisiae 164 d(lént-T,G,T,G,~7nt) [119]
(télomere Oxytricha nova)
RecQ E.coli 68 [120]

Table 3: Protéines ayant une activité biologique sur les G-quadruplexes: nucléase,

“résolvase” ou ‘“chaperone” (induisant une structure G4) :

“ Mw : poids moléculaire en kDa." Kd : constante de dissociation exprimée en nM. nd : non déterminé.
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G4-nucléases : La topoisomérase II peut cliver un G-quadruplexe tétramoléculaire issu des
régions CSR des Ig (Sy2B), a la jonction entre le simple brin et le G-quadruplexe, alors qu’elle ne
coupe pas le simple-brin de séquence correspondante [105]. Plus récemment, une nucléase
spécifique d’ADN G-quadruplexe appelée GQN1 a été purifiée a partir d’extraits de cellules B
(Raji) et de cellules HeLa (plus faible activité). Cette nucléase coupe le G-quadruplexe
tétramoléculaire issu des CSR des Ig (Sy2B et Sp) en 5° du G4, mais aussi les G4 (tétra et
bimoléculaires) formés par une séquence dérivée du télomere d’Oxytricha nova, démontrant
davantage une spécificité¢ de structure qu’une spécificité de séquence. La GQNI ne clive pas les
simple-brins et duplexes correspondants (Sy2B oligonucléotide), ni le G4 ARN formé par cette
méme séquence, pas plus qu’'une structure en jonction de Holliday [106]. Comparé a une nucléase
de G-quadruplexes identifiée précédemment dans S. cerevisiae, Keml1p (aussi connue sous le nom
de Sepl/Xrnl/Dst2/Rar5) [108], qui est en réalit¢ une exonucléase active sur des ARNs (voir
revue [121]), la GQNI est bien distincte et se révele €tre spécifique de I’ADN G4. Son utilisation
a, par ailleurs, permis de mettre en évidence la présence de structure en G-quadruplexes dans les
boucles G formées au cours de la transcription des régions de commutation de classe des Ig,

suggérant ¢galement son activité sur des G-quadruplexes intramoléculaires [37].

G4-résolvases ou hélicases : Il a ét¢ montré que les hélicases ATP-dépendantes de type RecQ, en
particulier les hélicases humaines BLM et WRN, déficientes dans les syndromes de Bloom (BS)
et de Werner (WS), pouvaient résoudre des G-quadruplexes tétramoléculaires trés stables [117], et
faciliter la polymérisation de I’ADN Polymérase 8 au travers de régions contenant les répétitions
de trinucléotides d(CGG) [122]. L’interaction aux G-quadruplexes serait médi¢e par un domaine
conservé dans les hélicases de type RecQ, le domaine RQC [115] (Table 3). La présence de BLM
au niveau des boucles G suggere également que ces hélicases sont actives sur des G-quadruplexes
intramoléculaires [115].

La caractéristique partagée par ces deux syndromes (BS et WS), est une instabilit¢ génomique
menant a |’apparition prématurée de cancers. Ces protéines sont plus particulierement essentielles
a la stabilité et la fonction des régions riches en guanines, comme les télomeres [123, 124] (cf. :
§ .2.2.2.2) et ’ADNr [125], suggérant a nouveau I’existence d’un réle des G-quadruplexes dans
ces régions. Des ligands de G-quadruplexes ont été testés pour leur capacité a inhiber I’activité
hélicase des protéines de la famille RecQ [118, 120, 126]. Il a été montré qu’une acridine tri-
substituée (BRACO19, cf. : § 1.3.3.1.2) inhibe efficacement I’activit¢ de WRN et BLM sur un
substrat formant des G-quadruplexes tétramoléculaires. Malheureusement, une inhibition dans les
mémes gammes de concentrations est observée sur d’autres substrats (jonction de Holliday,

fourche, substrat double-brin). Celle-ci est probablement due a un manque de spécificité¢ de ce
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ligand pour la structure G4. En accord avec cette hypothese, la porphyrine NMM (cf.: §
[.3.3.1.4), plus sélective des structures G4, se révele €galement plus sélective vis-a-vis de
I’inhibition des hélicases RecQ, Sgs1 et BLM en fonction de leur substrat [120, 126].

Outres ces hélicases, d’autres protéines semblent interagir avec des G-quadruplexes
intramoléculaires afin de déstabiliser la structure. Il est probable que des protéines, se liant avec
une forte affinit¢ aux simple-brins d’ADN comme UP1 [110], POTI [111] ou RPA [112],
déplacent simplement 1’équilibre vers I’ouverture du G-quadruplexe. POT1 faciliterait ainsi
I’acces de la télomérase a ’extrémité 3’ de son substrat quand celui-ci peut se replier en G-

quadruplexe intramoléculaire [111].

Induction et régulation de la formation de G-quadruplexes: Inversement, certaines protéines
induisent la formation de structures en G-quadruplexe. C’est en particulier le cas de la
Topoisomérase I qui a 0,4 nM permet la formation de prés de 0,1 uM de G-quadruplexe
intermoléculaire en quelques heures, alors que la formation de la méme quantité de celui-ci sans la
protéine nécessiterait des concentrations d’oligonucléotide de 1I’ordre du millimolaire [80].

Un autre exemple en faveur de 1’existence de structures en G-quadruplexe in vivo, notamment au
niveau des télomeres, est I’induction de G-quadruplexes par les “Telomere Binding Proteins”
(TEBP), en particulier la sous-unité 3 des ciliés Oxytricha nova et Stylonichia lemnae. En effet,
les ciliés sont des organismes particulierement intéressants pour 1’¢tude des télomeres car ceux-ci
possédent dans leur macronoyau de trés nombreux minichromosomes (jusqu’a 10*) dont chaque
extrémité est un télomere. Chaque télomere d’O. nova et S. lemnae possede une extrémité 3’ de
16 nt de séquence d(TsG,T4Gy) (cf.: § 1.2.2.1). Les anticorps spécifiques Sty3 et Sty49 (cf.:
Table 2), dirigés contre les G-quadruplexes de forme “paralleles” et “antiparalléles” pouvant étre
formés par les séquences télomériques de Stylonichia lemnae, ont été générés par “ribosome
display”. Leur utilisation en microscopie de fluorescence a permis de montrer 1’existence de G-
quadruplexes “antiparalleles” dans les ciliés, ainsi que leur résolution au cours de la réplication ;
celle-ci étant caractérisée par une absence de marquage de la bande de réplication des ciliés par
I’anticorps Sty49 [89]. Récemment, Rhodes, Lipps et leurs collaborateurs ont utilis¢ des
expériences d’ARN interférence sur TEBPa et TEBPP dans S.lemnae, et les anticorps
précédemment développés. Ils ont montré que TEBPa se lie a I’extrémité simple brin et permet
I’ancrage des télomeres a la structure subnucléaire, recrutant ensuite TEBPP pour induire la
formation de G-quadruplexes “antiparalleles” [104]. Ceci est en accord avec des résultats obtenu
précédemment par 1’équipe de Thomas Cech dans Oxytricha nova, montrant un réle de TEBPf
dans I’induction de structures en G-quadruplexe [102, 103]. Par ailleurs, Rhodes ef coll., montrent

que cette activit¢ d’induction est régulée par la phosphorylation de TEBP en phase S.
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L’inhibition de cette phosphorylation empéche 1’association de TEBP avec le complexe entre le
simple-brin télomérique et TEBPa ainsi que la résolution des G-quadruplexes au niveau de la
bande de réplication.

Ces travaux constituent la preuve la plus directe de systémes protéiques interagissant in vivo avec
les G-quadruplexes pour réguler leur formation durant la réplication. Il est regrettable, mais
compréhensible au vu du nombre beaucoup plus réduit de cibles, qu’une telle démonstration n’ait

pu étre réalisée dans des cellules humaines.

1.3.3 Effets cellulaires de courtes séquences riches en blocs de G

Aptameres : Les aptameéres sont des acides nucléiques relativement courts qui se lient aux
protéines et a d’autres composants cellulaires. A partir d’un ensemble aléatoire des séquences, ils
sont s¢lectionnés par affinité pour la cible et amplifiés par PCR. Plusieurs cycles de sélection sont
nécessaires pour permettre 1’identification de quelques dizaines d’aptameres (approche SELEX).
Plusieurs aptameres forment des G-quadruplexes in vitro. L’exemple le plus connu est I’aptamere
se liant a la thrombine d(GGTTGGTGTGGTTGQG) [127]. En interagissant spécifiquement avec la
thrombine (en dehors de son site actif), il diminue I’agrégation des plaquettes et empéche
I’interaction de la thrombine avec le fibrinogeéne, lui conférant des propriétés anticoagulantes et
anti-thrombotiques [128].

Un autre aptamére possédant des blocs de G et des propriétés intéressantes contre 1’intégrase de
VIH a également été identifi¢ : d(GGGGTGGGAGGAGGGT). Sa structure a été récemment
résolue par RMN ; cet aptamere se structure en un dimere de G-quadruplexes, possédant en tout 6
G-quartets. Du “docking” moléculaire a été réalis¢ a partir de la structure de cet aptamere et a

permis de proposer un site de fixation de cet ADN dans I’intégrase du VIH [129].

GROs : De nouveaux agents possédant des effets antiprolifératifs, indépendamment d’une activité
antisens, ont émergé récemment. Il s’agit des GROs, pour Oligonucléotides Riches en Guanines
(pour revue : [130]). La formation de G-quadruplexes par ces oligonucléotides a été montrée
comme ¢tant un caractére essentiel pour [’activité antitumorale. Néanmoins certains
oligonucléotides formant des G-quadruplexes ne possedent pas d’activité [131]. L’effet anti-
prolifératif est induit par un arrét des cellules en phase S [132], et comme mentionné
précédemment (cf. : § 1.1.3.2), il est médié par une interaction directe avec la nucléoline [99]. Une
étude plus récente montre qu’un autre partenaire, NEMO, est co-précipité par la nucléoline dans
les cellules traitées avec ce type d’oligonucléotide. Celui-ci contribuerait a 1’effet antiprolifératif

par inhibition des voies de signalisation de NF-kB [133]. Une propriété particulicrement
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intéressante de ces GROs est que leur modification chimique n’est pas nécessaire pour les
protéger de la dégradation par les nucléases, car la formation de G-quadruplexes les protegent de
ces processus enzymatiques. Ils semblent par ailleurs entrer “seuls” dans les cellules,
probablement par interaction avec la nucléoline (ou un fragment de celle-ci) présente a la surface
des cellules. Notons que la nucléoline serait exprimée spécifiquement a la surface des cellules
cancéreuses, ce qui permettrait d’expliquer la faible toxicité¢ de ces GROs vis-a-vis des cellules
normales [133, 134].

Le GRO ASI411 (connu aussi sous le mnom AGROI100), de séquence
d(GGTGGTGGTGGTTGTGGTGGTGGTGG), a été testé en phase 1 d’essais cliniques en 2005
par le “Brown Cancer Center” de Louisville (KY, USA) [135, 136] et s’est révélé tres efficace,
avec une tres bonne tolérance, sur des cancers rénaux et plus récemment sur les leucémies (AML).
L’entreprise Antisoma a initi¢ une phase II d’essais cliniques en juin 2007 pour le traitement de
leucémie (AML) avec cet agent en association avec la cytarabine (Ara-C), et la phase II devrait
prochainement commencer pour le traitement de cancers rénaux. Ceci souligne le potentiel
thérapeutique des structures en G-quadruplexe comme agent ciblant une protéine

multifonctionnelle comme la nucléoline [134].

Oligonucléotides mimant les télomeres : Des oligonucléotides courts (11 a 22 nt) appelé T-
oligos, mimant la séquence de ’extrémité 3° des télomeres (motif d(TTAGGG), cf.: § 1.2.2.1
ADN télomérique), peuvent induire I’apoptose, la sénescence, I’autophagie et/ou la différentiation
dans différents types de cellules cancéreuses, avec des toxicités faibles sur des cellules normales
(pour revue récente : [137]). Les auteurs suggerent que cette activité antiproliférative est liée a la
reconnaissance de Dextrémité 3’ exposée des télomeres, mimée dans leur cas, par ces
oligonucléotides, comme un dommage activant les voies de réparation. La relation existant entre
la formation de G-quadruplexes et 1’activité¢ anti-tumorale de ces séquences d’ADN n’est pas
démontrée formellement, d’autant plus que des résultats récents montrent que la formation de G-
quadruplexe sur un modele oligomérique d’extrémité 3’ sortante inhibe le recrutement de
protéines de signalisation des dommages de I’ADN dépendant de DNA-PK [138]. Il est par
ailleurs difficile de dissocier un effet de séquence di a la présence du motif télomérique, de la

formation de G-quadruplexe.
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1.4 Applications pour les nanotechnologies

Outre les implications biologiques de ces structures, les propriétés d’auto-assemblage des
G-quadruplexes, leur stabilité et leur rigidité s’aveérent particulierement intéressantes dans une
perspective de développement liée aux nanotechnologies. Quelques exemples d’applications
potentielles concernant la fabrication de nanofils pour I’électronique moléculaire (approche
“bottom up”), de machines moléculaires ou de nanopores.

Certaines séquences d’ADN contenant des blocs de guanines sont non seulement capables
de former des G-quadruplexes, mais par des appariements décalés, peuvent conduire a la
formation de structures supramoléculaires en fils, appelées “G-wires”. La séquence télomérique
du cilié¢ Tetrahymena thermophila d(G4T.G4) peut s’assembler en “G-wires” mesurant jusqu’a 1
um de long et 2,5 nm de diamétre, en accord avec le diametre d’'un G-quadruplexe. Une fois
formeés ces complexes sont extrémement stables et peuvent résister a des conditions dénaturantes
classiques (40-50% formamide / 7-8 M urée, 100°C) [139]. Récemment, Sugimoto et ses
collaborateurs ont concu une séquence d’ADN contenant 2 blocs de 4 guanines reliés par des
espaceurs ¢thyléne glycols et une bipyridine centrale. La bipyridine permet la chélation d’un
cation divalent, dans ce cas Ni’", et sa présence induit rapidement la transition entre une G-

99 ¢¢

quadruplexe bimoléculaire et la formation de “G-wires” “artificiels”. L ajout d’EDTA permet par
chélation du Ni*", une réversibilit¢ du systéme. La taille des structures ainsi obtenues peut
atteindre prés de 200 nm. Néanmoins la rigidit¢ de ces fils reste assez décevante ; ceci est
probablement dii 2 un manque de rigidité des espaceurs éthyleéne glycols introduits [140].

Les structures en G-quadruplexes, et plus particulierement les “G-wires” peuvent
constituer des approches séduisantes pour la construction de fils moléculaires, pour des
applications en microé¢lectronique. En effet, il est possible que la présence de cations centraux
coordinnés par les fonctions carbonyles des G-quartets, permette un transport électronique et donc
une bonne conductivité de ces structures. D. Porath et ses collaborateurs ont montré que des ADN
G-quadruplexes formés par des poly-dG en présence de potassium étaient polarisables par
microscopie de force ¢€lectrostatique, alors que des ADN double-brins adsorbés sur du mica ne le
sont pas. Ceci peut s’expliquer par une plus grande rigidité et une plus grande résistance aux
forces de surfaces des structures G-quadruplexes [141]. Ceci suggere effectivement que I’ADN
G4 pourrait €étre un meilleur conducteur et candidat que de I’ADN duplexe pour la fabrication de
fils moléculaires appliqués a la microélectronique. Néanmoins la production, la fonctionnalisation
et le controle de la création de nano-constructions a partir de G-quadruplexe pourraient s’avérer

plus complexes qu’avec un duplexe classique d’ADN.
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Figure 8 : Schéma d’une machine moléculaire basée sur I’ouverture et la fermeture d’un G-
quadruplexe (d’apres [142])

(A) Cycle d’ouverture et de fermeture de la machine (B) Extension générée pas [’ouverture du G-
quadruplexe.
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L’ouverture et fermeture d’un G-quadruplexe intramoléculaire formé par la séquence
télomérique humaine, a ¢également permis de créer une nanomachine moléculaire. En effet, un
mouvement d’extension peut étre induit par 1’ajout d’un brin complémentaire a la séquence (“C-
fuel”), et peut étre inversé par 1’ajout d’un oligonucléotide (“G-fuel”) formant un duplexe plus
stable avec le “C-fuel”. En théorie, ceci peut conduire & un mouvement d’extension/ contraction
sur une distance de 5,5 nm ; de 1,5 nm (G4) a 7 nm (duplexe) entre les extrémités 5° et 3° [142,
143] (Figure 8).

Enfin, Jeffery Davies et ses collaborateurs ont étudié [’association des guanosines
monophosphate et de leurs modifications chimiques en G-quartets (ou G-multiplets) pour former
des empilements en G-quadruplexes lipophiles. Ils ont montré qu’en utilisant des nucléosides
modifiés en 5’ par un groupement permettant de lier de fagcon covalente les guanosines empilées
(réaction de métathése oléfinique), ils formaient une structure lipophile permettant de transporter

des ions Na" au travers d’une bicouche lipidique mimant une membrane [144].
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Figure 9 : Hybridation in situ en fluorescence des télomeres (en rouge) a ’extrémité des
chromosomes de fibroblastes primaires : D’aprés [145].
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Figure 10 : Le probléme de réplication terminale :

Cette figure, d’aprés [146], illustre le probleme de la réplication terminale au niveau du brin retardé*
(“lagging strand” ), aussi appelé brin discontinu. L’élimination de la derniére amorce ARN en 5’ (qui n’est
pas remplacée) conduit ainsi a un raccourcissement progressif des télomeres au cours des divisions
cellulaires, en absence d’une machinerie spécifique. Ceci génére une extrémité 3’ sortante. Par ailleurs
une activité exonucléase 5°-3° pourrait expliquer la génération d’extrémités 3’ sortantes au niveau du brin

continu, ou avancé* (“leading strand”). *en québécois dans le texte.
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2 Les Télomeres : Role, Structure et Maintenance

2.1 Historique et fonction biologique

En 1938, H.J. Muller observa que des délétions ou des inversions induites par irradiation
aux rayons X de D’ensemble du génome étaient quasiment indétectables dans les régions
terminales des chromosomes de drosophile [147]. Il en conclut que les extrémités des
chromosomes, qu’il nomma téloméres, devaient posséder une structure particuliere capable de
stabiliser les chromosomes (Figure 9). A la méme époque, B. McClintock démontrait que des
chromosomes du mais ayant subi des cassures double-brins étaient capables de fusionner entre

eux, contrairement a leurs extrémités naturelles qui demeuraient stables [148].

Une vingtaine d’années plus tard, en 1961, Leonard Hayflick montrait que des cellules
humaines issues de tissus embryonaires avaient, en culture, un potentiel de réplication limité,
d’environ 50 divisions (limite de Hayflick) [149]. Au début des années 1970, suite a la découverte
du mécanisme de réplication de I’ADN, Alexander Olovnikov proposa un mécanisme expliquant
la réplication limitée des cellules par érosion des télomeres a chaque division cellulaire (Figure
10) [150]. En 1990, C. Harley montra effectivement que la taille moyenne des télomeres diminue
avec le nombre de divisions cellulaires dans de fibroblastes humains [151]. Il relia ainsi les
télomeres au vieillissement cellulaire et parla notamment d’horloge mitotique, méme si le terme

de compteur mitotique aurait été certainement plus adapté [152].

Les télomeres jouent donc des rdles essentiels dans la protection du matériel génétique
notamment vis-a-vis des cassures double-brins et de I’érosion due aux divisions cellulaires (en
jouant le réle de “zone tampon”), mais ils protegent également de la dégradation par les nucléases
et des phénomenes de recombinaison. Les premiers résultats de B. McClintock montrent que leur
structure doit permettre la reconnaissance des extrémités de chromosomes par la cellule, pour
¢viter les fusions chromosomiques dues a des réparations intempestives. Ainsi, le complexe
nucléoprotéique constitué par ’ADN télomérique et des nombreuses protéines associées est

souvent décrit comme €tant une structure “coiffante” (“capping structure”).

Outre ce role dans la protection du génome, les télomeres pourraient également avoir des
roles dans I’ancrage a la membrane nucléaire, et dans la ségrégation des chromosomes au moment
de la mitose et de la méiose (pour revue voir [153]). Un role dans la répression de 1’expression de

genes dans les régions subtélomériques a également été montré (pour revue voir [154]).
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2.2 Structure

2.2.1 ADN télomérique

2.2.1.1 Les séquences d’ADN télomériques

Le premier motif télomérique a été caractérisé chez le cilié Tetrahymena thermophila par
Elisabeth Blackburn [155]. Comme mentionné précédemment, les ciliés ont 1’avantage de
présenter un nombre trés important de chromosomes dans leur macronoyau. Blackburn a montré
que D’extrémité des chromosomes de ce cilié était constituée du motif hautement répété
d(GGGGTT/AACCCC). Ce type de répétitions présentant une asymétrie des guanines et des
cytosines sur les deux brins, est largement conservé au cours de 1’évolution (Figure 11). Chez tous
les vertébrés, et donc chez I’homme, le motif télomérique est constitu¢ par la séquence

d(GGGTTA/TAACCC).
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Figure 11 : Motifs télomériques chez les eucaryotes : Arbre phylogénique permettant de voir la
conservation des motifs télomériques chez les eucaryotes et leur richesse en blocs de G (d’apreés [156])

La taille moyenne des télomeres varie considérablement d’une espece a I’autre : de 50 a
150 kb chez la souris Mus musculus, de 5 a 15 kb chez I’homme, de 1 a 2 kb chez Plasmodium
falciparum, et inférieure a 50 bp sur les minichromosomes de ciliés. Mais le nombre de répétitions
des motifs télomériques varie également au sein d’une espéce et méme entre les différents
chromosomes d’une méme cellule. Chez I’homme, les télomeres sont plus long dans les cellules
germinales que dans les tissus somatiques, et reflétent certainement des différences dans leur

maintenance.
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En raison de la dégradation du fragment d’Okasaki lors de la réplication terminale des
chromosomes linéaires sur le brin retardé (Figure 10), le brin riche en guanines, correspondant a
I’extrémité 3°, doit étre plus long que le brin riche en cytosines. Une extrémité 3’ simple-brin
sortante ou “overhang” est donc générée. Celle-ci a ét¢ démontrée chez plusieurs organismes

présentés dans la table ci-dessous :

Organismes Taille (nt) Motif télomérique Référence
Ciliés :
Tetrahymena thermophila 14-15 ou 20-21 d(TTGGGG) [157]
Oxytricha nova 16
Stylonichia pustulata 16 d(TTTTGGGG) [158]
Euplotes aediculatus 14
Levure :
Saccharomyces cerevisiae >30 (en phase S) d(TG23(TG)16) [159]
Plantes :
Arabidopsis thaliana >20-30 d(TTTAGGG) [160]
Silene latifolia
Kinetoplastidés :
Trypanosoma brucei <30 ou d(TTAGGG) [161, 162]
~ 100
Mammiféres :
Mus musculus >20 d(TTAGGG) [163]
Homo sapiens 100-200 en moyenne [164, 165]

Table 4: Existence et longueur de D’extrémité télomérique 3’ sortante de quelques
organismes.

Les travaux de Markov et al ont suggéré que dans les cellules humaines, un mécanisme
supplémentaire de dégradation du brin C aux extrémités serait a I’origine de cette extrémité 3’
sortante [166]. En effet, sans ce mécanisme, seul le brin discontinu devrait étre raccourci a chaque
cycle de division cellulaire (Figure 10). Cette hypothése est supportée par les travaux de Wright et
Shay qui ont montré récemment que les extrémités 3’ sortantes issus du brin discontinu étaient
plus longues que celles générées sur le brin continu [167]. De plus, 1’é¢tude des séquences
terminant les chromosomes a montré que le brin C se termine principalement par le motif 5°-
CTAACC [168]. La prédominance de ce motif suggere ¢galement 1’existence d’un mécanisme
enzymatique permettant de cliver le brin C a un nucléotide précis. (Pour revue récente sur la

réplication des télomeres voir référence : [169] [170]).
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Wang et al, Structure, 1993 (RMN)

Dai et al, NAR, 2007 (RMN) Luu et al, JACS, 2006 (RMN)

Ambrus et al, NAR, 2006 (RMN)

External TTA loops

5' A1
Parkinson et al, Nature, 2002 (RX) Dai et al, NAR, 2007 (RMN) Phan et al, NAR, 2006 (RMN)

Figure 12: Topologie des G-quadruplexes télomériques humains intramoléculaires
déterminées par RMN ou cristallographie et diffraction de rayons X (RX):

(A) Structure dite de type “basket”, souvent appelée “forme antiparalléle” (cf. : spectres de dichroisme
circulaire) résolue par RMN en présence de Na*: 5-AGy(T,AG;);-3’ [171]; (B) Structure dite de type
“propeller”, souvent appelée “forme paralléle” (cf.: spectres de dichroisme circulaire) résolue par
cristallographie en présence de K* : 5’-AG3(T,AG;);-3’[172] (C) Structures résolues par RMN en présence
de K" : (a-b) Forme “Hybride 1”(a) 5’-A;G3(T,AG;);A,-3'[24, 173] ; (b) 5°- T,G3(T,AG;);A-3" [174]; (c-d)
Forme “Hybride 27 (c) 5’-T,AG3(T,AG;);T,-3°. [175]; (d) 5’-TAG;(T,AG;);T,-3° [176].
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Récemment la 5° exonucléase Apollo, qui est présente aux télomeres, a été proposée pour
remplir cette fonction et permettre de protéger le télomére en phase S du cycle cellulaire [177,
178]. Néanmoins la démonstration de son rdle au niveau du clivage du brin C n’a pas été établie.
Comme nous le verrons plus loin, la présence de cette extrémité 3’ sortante semble déterminante
pour permettre au télomére de remplir sa fonction de protection du chromosome. Elle joue

vraisemblablement un role essentiel dans la structure du télomére.

La suite de cette partie introductive sur les télomeres portera essentiellement sur les

téloméres humains. Nous aborderons plus particuliérement en introduction du 4™ chapitre de ce
manuscrit les télomeres du parasite P.falciparum et ce qui est actuellement connu de leur

maintenance.

2.2.1.2 Les G-quadruplexes télomériques

Lorsque Sen et Gilbert identifient en 1988 la formation de G-quadruplexes au sein des
CSR des immunoglobulines, ils leur attribuent également un role potentiel au niveau des
télomeres, et notamment lors de la méiose [36]. En effet, la présence de motifs répétés riches en
blocs de guanines et d’une extrémité 3’ sortante correspondant au brin riche en guanines, font, en
théorie, des télomeres des régions privilégi¢es pour la formation de quadruplexes de guanines.

La formation de G-quadruplexes bimoléculaires a partir des courtes extrémités 3’ sortantes
(16 nucléotides) des télomeres de ciliés O.nova ou S.lemnae a été montrée par cristallographie
[172] et RMN [179]. Leur structure présente des brins en orientation anti-parallele 2 a 2 avec des
boucles diagonales (Figure 4A, milieu). La formation de ces structures est en accord avec les
résultats in vivo obtenus graces aux anticorps développés contre ce type de G-quadruplexes (cf. :
§ .1.3.2) [89, 104]. Ceci suggere donc un role des G-quadruplexes dans I’appariement les
minichromosomes 2 a 2 avec les sous-unités a et 3 de TEBP, et dans la protection ou la structure
des télomeres de ciliés.

Chez ’Homme, la présence d’extrémités mesurant 100 a 200 nucléotides de long et leur
¢loignement en interphase rend moins probable la formation de G-quadruplexe intermoléculaires.
La formation de G-quadruplexes intramoléculaires a partir de la séquence télomérique humaine a
donc été davantage ¢tudiée. La premicre structure d’un G-quadruplexe intramoléculaire pour la
séquence télomérique humaine a été résolue par RMN par Wang et Patel en présence d’ions
sodium (Figure 12A). La structure G-quadruplexe de la méme séquence en potassium, plus
pertinent du point de vue de la composition du milieu intracellulaire, a été plus difficile a

identifier en raison de I’important polymorphisme des G-quadruplexes formés par cette s€quence.
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Figure 13 : Conformations hypothétiques de I’extrémité télomérique 3’ sortante humaine.

(haut) empilement de G-quadruplexes “paralléles” ou (bas) empilement de G-quadruplexes “mixtes” ou
“hybrides”.

Extrémité 3’ simple brin
100-200 nt

ADN 2-15 kb de duplexe télomérique

Télomérique — (scrma), 4,
Humain 3 EERNRERNRNANRANERNNERERNANRNINRANERANEDpS
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Figure 14 : Formation de la T-loop au télomeéres :

(A) Schéma de I’ADN télomérique humain (B) Image en microscopie électronique : large boucle formé par
de I’ADN télomérique extrait de cellules HeLa (noyaux traitées au psoraléne et irradiation UV) [180] . (C)
Modéle proposé pour la formation de ces boucles consistant en une invasion de ’extrémité 3’ riche en
guanines dans le duplexe télomérique (D-loop pour boucle de déplacement).
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En 2002, Gary Parkinson parvient pourtant a cristalliser et a résoudre la structure en G-
quadruplexe formée par cette séquence. Celle-ci présente une orientation parallele des brins, reliés
par des boucles en “forme de N”. Cette structure s’avere cependant assez controversée,
notamment en raison des conditions de cristallisation qui semblent influer sur le repliement du G-
quadruplexe (Figure 12B). En modifiant légerement les extrémités de la s€équence, A.T. Phan et
D. Yang identifient presque simultanément par RMN des nouvelles structures en G-quadruplexe a
partir de la séquence télomérique humaine. Celles-ci présentent des conformations “hybrides”
avec 3 brins paralléles et 1 brin anti-paralléle, li€s par 2 boucles latérales et une boucle en forme
de N (Figure 12C).

Les conformations “hybrides” et “paralleles” permettent notamment d’imaginer
I’empilement de plusieurs G-quadruplexes tout au long de ’extrémité 3° sortante comme le
propose la Figure 13. Néanmoins I’existence de ces structures hybrides ou de toute autre structure
G-quadruplexe au niveau des télomeéres reste encore a démontrer. En effet, bien que 1’existence de
G-quadruplexes soit bien argumentée chez les ciliés, leur existence au sein de cellules humaines
reste plus évasive. L’équipe de Francois Boussin, avec qui nous avons collaboré, a contribu¢ a
lever le voile sur cette question en utilisant un ligand spécifique des G-quadruplexes radiomarqué
au trittum (360A, cf. § 1.3.3.1.1). Les expériences cellulaires réalisées ont montré une
accumulation préférentielle du ligand au niveau des extrémités des chromosomes de cellules
normales et tumorales, suggérant la présence ou I’induction de G-quadruplexes au niveau des

télomeres dans des cellules humaines [181].

2.2.1.3 La “T-loop”

La T-loop, pour boucle télomérique (“telomeric-loop”) constitue depuis 1999 le modele de
référence pour décrire la structure du télomere humain. Ces boucles ont été mises en évidence in
vivo par pontage au psoralene de cellules humaines (normales et tumorales) et de souris, et
visualisation par microscopie ¢€lectronique de leur ADN télomérique [180] (Figure 14). De
manicre comparable aux premicres étapes de la recombinaison homologue, cette large boucle
résulterait de I’invasion de I’extrémité 3’ sortante riche en guanines dans le duplexe télomérique.
Une telle conformation a également été mise en évidence dans Trypanosoma brucei [162], le petit
pois [182], aux I’extrémités de chromosomes polyténes de ciliés [183] et dans un contexte
chromatinien dans des cellules de poulet et de souris [184]. La T-loop permettrait de masquer les
extrémités télomériques simple-brins par association avec les protéines télomeériques (cf.: §
[.2.2.2), et contribuerait ainsi a la fonction de protection du télomere. In vitro, sa formation est

médiée par la protéine TRF2 (cf. : § suivant) [185, 186].
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2.2.2 Protéines télomériques
2.2.2.1 Les protéines spécifiques des téloméres et de leur maintenance

2.2.2.1.1 LES PROTEINES DU “TELOSOME” OU COMPLEXE “SHELTERIN”

Les protéines qui protegent les extrémités des chromosomes ont ¢été identifiées
graduellement au cours des 10 derniéres années. Parmi elles, un large complexe d’environ 1 MDa
compos¢ de 6 protéines peut Etre isolé par tamisage moléculaire a partir d’extraits nucléaires. Ce
complexe a ét¢ nommé télosome [187] ou complexe “Shelterin” (protection) [188]. Trois des
protéines du complexe se lient directement a I’ADN télomérique : TRF1, TRF2 et POT1. (Figure
15). TRF1 et TRF2 possedent un domaine de liaison a ’ADN double brin de type Myb,
reconnaissant la séquence (5’-YTAGGGTTR-3°/5’-YAACCCTAR), tandis que POT1 possede 2
domaines de liaison de repliement oligonucléotide / oligosaccharide (OB), et montre une forte
préférence pour le simple brin télomérique et la séquence (5-TTAGGGTTAG-3’). Les trois autres
protéines sont TIN2 (qui lie TRF1, TRF2 et TPP1), TPP1 (appelée précédemment TINT1, PTOP
ou PIP1, et qui lie TIN2 et POT1), et RAP1 (qui lie TRF2). Ce complexe protéique spécifique des
télomeres semble faire la connexion entre le duplexe télomérique et ’extrémité 3’ simple brin. Il a
été montré que I’interférence fonctionnelle de chacune de ces protéines par ARNi ou expression
d’un dominant négatif affectait la taille ou la protection des télomeres, démontrant leur role dans

la maintenance des télomeéres [188].

5 (GEGTTA),
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n
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Figure 15 : Le télosome ou complexe “Shelterin” :

TRF1 et TRF2 sont liées directement a I’ADN double brin alors que POTI se lie au simple brin. TPPI et
TIN2 permettent de faire la jonction entre TRFI/TRF2 et POTI. RAPI est liée a TRF2. Deux modéles sont
représentés : (A) téloméres “ouvert”, avec une extrémité 3’ sortante liée par POTI, et (B) le télomere
“fermé” repli¢ en T-loop. POTI se lie au brin G déplacé par 'invasion de I’extrémité 3’.
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Titia de Lange a proposé un modéele de régulation de la longueur et la protection du
télomere en fonction de 1’état du complexe “shelterin” avec I’ADN télomérique. L’existence de ce

complexe dans deux ou trois €tats peut €tre envisagée [188] :

- un ¢état fermé ou “capuchonné” (Figure 15B) dans lequel I’extrémité 3’ sortante n’est pas
accessible aux réactions enzymatiques de dégradation, de réparation ou d’¢longation par
la télomérase (cf. : § suivant : La télomérase)

- un état “ouvert” (Figure 15A) dans lequel les protéines du télosome sont présentes et
protegent le télomere mais laissent I’extrémité 3’ accessible a la télomérase, durant les
¢tapes d’¢longation et de réplication du télomere notamment.

- un état “décapuchonné”, dans lequel certaines protéines du complexe sont altérées, ce qui
conduit a une dysfonction du télomere, entrainant une réponse aux dommages de I’ADN

liée a la reconnaissance de cassures double-brin et la formation de “dysfunctional

Telomere-Induced Foci” (TIFs).

A D’origine de ce modele de protection et de régulation de la longueur des télomeres, on
peut citer les premiers travaux sur la surexpression de TRF1 et TRF2 régulant négativement la
longueur des télomeres [189, 190], et I’inhibition de TRF2 par un effet dominant négatif induisant
des fusions chromosomiques et une perte de I’extrémité 3’ télomérique, sans perte majeure de
duplexe télomérique [191]. Ce dernier résultat a permis de mettre en évidence le fait que la
longueur du duplexe télomérique n’est pas seule responsable de la protection des chromosomes.
L’augmentation d’abondance des deux protéines avec la longueur des télomeéres laisse supposer
que TRF1 et TRF2 ne sont pas uniquement localisées a la jonction entre le simple-brin et le
duplexe télomérique [190].

TRF2 a été intensivement étudiée en particulier pour le rdle essentiel qu’elle semble jouer
au sein du complexe “shelterin”. En effet, il a été montré que sa présence était (i) suffisante pour
reconstituer in vitro la structure en T-loop [180, 185], et (ii) nécessaire dans des extraits nucléaires
pour permettre 1’invasion d’un brin télomérique riche en guanines dans un plasmide contenant des
répétitions télomériques [192]. En outre, des travaux récents montrent qu’elle agirait sur la
topologie de I’ADN pour permettre I’invasion de brin [186]. Son rdle pourrait également consister
a inhiber la recombinaison homologue au niveau de la T-loop (résolution de la D-loop). Cette
hypothese a notamment ¢té suggérée par I’expression d’un mutant du domaine basique de TRF2
dans des cellules télomérase positives, qui induit la formation de cercles télomériques et un

raccourcissement stochastique des télomeres [193]. Par ailleurs, le complexe qu’elle forme avec
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RAPI serait a I'origine de I’inhibition de la réparation par NHEJ (“Non-homologous End
Joining”) aux télomeres [194].

POT1 a également ¢ét¢ largement étudiée, en particulier car elle fixe le simple-brin
téelomérique et parce qu’il est légitime de penser que son rdle dans la protection de celui-ci est
important (d’ou son nom “Protection of Telomere 17). Identifiée par homologie avec la sous-unité
o de la protéine des cilies TEBP [195], I'inhibition de son expression par ARN interférant dans
des cellules humaines HT1080 a conduit a des dysfonctions télomériques caractérisées par des
fusions chromosomiques, des ponts entre anaphases, une augmentation de la taille des télomeres
et une entrée en sénescence des cellules [196]. D’autres travaux ont montré que 1’inhibition de
POT1 par ARNI avait également pour conséquences un recrutement transitoire en phase G1 des
facteurs de réponse aux dommages (YH2AX et 53BP1) aux télomeres, et une réduction de la
longueur de 1’overhang télomérique [197]. L’induction de fusions chromosomiques reste
néanmoins modérée (x2-4/cellules contrdles), surtout comparée aux conséquences de 1’inhibition
de TRF2 par un effet dominant négatif [196, 197] (x180/cellules contréles soit 3,2
fusions/métaphase). En revanche, la protéine aurait un effet sur la nature de la séquence terminant
I’extrémité 5’ des chromosomes (brin C), suggérant son rdéle dans le recrutement ou 1’activation
d’une nucléase pour générer une extrémité 3’ supplémentaire [197]. Dans des cellules télomérase-
positives, I’expression d’un mutant de POT1, dépourvu de son domaine de repliement OB conduit
a une augmentation de la taille des téloméres, suggérant un role de régulateur négatif de la
télomérase par son domaine de liaison au simple brin télomérique. Notons que cette délétion ne
I’empéche pas d’interagir avec les protéines du complexe “shelterin” (TIN2 / TRF1 / TPP1),
suggérant une localisation de POTI1 sur tout le télomere via son interaction avec les autres
protéines du télosome [198, 199]. Cette protéine semble donc intimement liée a la régulation de
I’activité télomérase. L’équipe de T. Cech a montré qu’en fonction de la localisation de POT1 sur
le simple brin télomérique, et de 1’accessibilité de I’extrémité 3’ résultante, elle permettrait soit
I’inhibition de la télomérase, soit son activation [200]. Elle résoudrait ¢galement des structures en
G-quadruplexe et faciliterait ainsi ’acceés de la télomérase a son substrat [111].

Récemment, les données cristallographiques de TPP1 ont montré 1’existence d’un domaine
de liaison de repliement OB possédant des similarités structurales a celui de la sous-unité § de
TEBP chez les ciliés. Il a également ét¢ montré in vitro que TPP1 et POT1 interagiraient de
manicre coopérative comme leurs homologues de ciliés. Par ailleurs, le domaine de liaison OB de
TPP1 co-immunoprécipite avec une activité télomérase [201], et des expériences d’extension
d’amorce par la télomérase ont montré que I’interaction entre POT1 et TPP1 augmente ’activité
et la processivité de celle-ci [202]. Ces résultats récents suggerent un role crucial de TPP1 dans le

recrutement de la télomérase aux télomeres, et dans la régulation de son activité avec POT1 [203].
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2.2.2.1.2 LATELOMERASE

Comme décrit précédemment, en 1’absence d’une machinerie prenant le relais de la
machinerie classique de réplication, les télomeres raccourcissent a chaque division cellulaire.
Quand les télomeres deviennent particulierement courts, les cellules cessent de se diviser et
entrent en sénescence réplicative.

Dans certaines cellules, un mécanisme de maintenance spécifique, permettant d’allonger
les télomeres au cours du cycle cellulaire, a ét¢ mis en place. Il utilise une transcriptase inverse
spécialisée appelée télomérase. Une telle machinerie a été identifiée pour la premiere fois en 1985
dans le cilié Tetrahymena thermophila par Elisabeth Blackburn et Carol Greider [204].

Cette enzyme permet d’ajouter les répétitions télomériques a I’extrémité 3’ sortante, par
I’intermédiaire d’un ARN matrice qui est rétro-transcrit. Depuis, I’existence d’un tel mécanisme a
¢té mise en évidence dans un certain nombre d’organismes allant des ciliés aux humains en

passant par les levures et les plantes (pour revue voir [205]).

Structure : Chez I’homme, le motif télomérique ajouté est 5’-GGTTAG-3’. La sous-unité
catalytique hTERT est une protéine de 1132 acides aminés (127 kDa) et I’ARN matrice hTR un
ARN non traduit de 451 nucléotides (Figure 16).

- hTERT : La sous-unit¢ catalytique de la télomérase posséde les 7 domaines
caractéristiques des transcriptases inverses (RT) situés au centre de la protéine (en orange
sur la Figure 16A). Un domaine de liaison a I’ARN de forte affinité (RID2) est situ¢ en N-
terminal a proximité des motifs de RT, et un deuxieme de plus faible affinité, proche de
I’extrémité N-terminale nommé RID1 (TEN ou DAT), a été impliqué dans la liaison au
substrat ADN [206]. Le domaine C-terminal est essentiel a la fonction de hTERT, et
semble jouer un role dans la polymérisation processive de la télomérase [207].

- hTR : Elle présente une homologie de séquence limitée entre les différentes especes, par
contre sa structure secondaire est relativement bien conservée. Chen et al. ont proposé un
modele de sa structure secondaire chez les vertébrés basé sur une analyse phylogénétique
comparative [208]. Un certain nombre de domaines conservés ont été identifiés :

1. La matrice ARN (CR1) servant de modele pour I’ajout des répétitions télomériques a
pour séquence (5’-CUAACCCU(AAC)-3’). Cette région est accessible a des agents
chimiques coupant dans les régions simple-brins [209]. La présence d’une région
conservée, 1’hélice P1, en 5° de cette région aurait pour fonction de limiter la taille
du motif rétro-transcrit.

il.  le pseudonceud (CR2-CR3) qui est essentiel a son assemblage avec hTERT et dont la

structure est déterminante pour 1’activité catalytique. Des résultats récents montrent
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Figure 16 : Structure de hTERT (A) et hTR (B) :

(A) D’apres [205] : Les sous-unités catalytiques TERTs de différents organismes (ciliés, levure, homme)
possédent les motifs de transcription inverse (1, 2, A, B’, C, D, et E) que l’on peut également retrouver
chez la RT du VIH-1. Elles possédent également des motifs spécifiques a la télomérase (T, GO, CP, QFP)
et des extensions N- et C-terminales (NTE, CTE). Les domaines RIDI et RID2 sont des domaines de liaison
a I’ARN, de faible (vert) et de forte affinité (bleu) respectivement. Certaines régions de hTERT impliquées
dans des interactions avec d’autres protéines sont représentées. (B) D’aprés [210] et [211] : Structure
secondaire de hTR avec en couleur les domaines conservés chez le cilié¢ Tetrahymena et/ou la levure
(gauche), et les structures en solutions résolues pour certains domaines (droite).
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1il.

1v.

que des triplets de bases pourraient étre impliqués dans sa structure tertiaire [212]
(Figure 16B, droite).

Le domaine CR4-CRS5 qui, ajouté¢ au domaine du pseudonceud et a hTERT, permet
de reconstituer une activité catalytique in vitro, suggérant que ces 2 domaines sont
les seuls réellement requis pour I’activité catalytique [213]. Les structures en
solution de 2 parties de ce domaine ont été résolues (Figure 16B, droite) [214, 215].
La boite H/ACA (CR6-CR8) formant une structure similaire a celle trouvée dans la
famille des petits ARN nucléolaires a boites H/ACA (snoRNAs) [216]. Elle aurait un
role dans la maturation de I’extrémité 3’ de hTR, et dans son accumulation cellulaire
(nucléoles et “Cajal Bodies” [217]).

Le domaine CR7 qui interagit avec Ku 70/86 [218]. Ce domaine est supprimé avec
une partie de la boite H/ACA dans une forme autosomique dominante de la
dyskératose congénitale. Ce domaine interagit avec la dyskérine (cf.: § suivant)
[219]. La boucle terminale contient une boite CAB (ugAG) nécessaire pour
I’accumulation de hTR dans les “Cajal Bodies” [211], qui faciliterait le recrutement
de la télomérase aux télomeres et leur ¢élongation, suggérant un rdéle de ces
compartiments subnucléaires dans 1’assemblage d’une télomérase catalytiquement

active in vivo [220].

L’assemblage de hTR et de hTERT est suffisant pour reconstituer in vifro une activité

télomérase. En plus de hTR et hTERT, plus de 30 protéines ont été identifiées comme

interagissant avec le complexe enzymatique télomérase (voir table S1 dans [221]). Dans une tres

belle ¢tude, Reddel et ses collaborateurs ont récemment démontré que le complexe actif dans des

cellules HeLa, est constitué par une troisiéme unité protéique : la dyskérine. Ils ont également

montré que ce complexe contenait chacune des 3 composantes, hTERT, hTR et la dyskérine, en 2

copies [221] (pour revue : [222])

La dyskérine : La dyskérine (NAP57 chez le rat) est une protéine de 514 acides
aminés qui est hautement conservée chez les mammiferes, les bactéries et les
levures. Elle interagit avec les petits ARN nucléolaires (snoRNAs) a domaine
H/ACA pour former des particules ribonucléoprotéiques (RNPs), et catalyse la
pseudouridylation des ARN et la biogeneése du ribosome [223]. Des mutations de
cette protéine ont ét¢ impliquées dans la forme liée au chromosome X de la
Dyskératose Congénitale (DC), un syndrome rare conduisant a une défaillance de

la moelle osseuse. La physiopathologie de DC est principalement liée a une
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Figure 17 : Modéele de I’élongation processive par la télomérase humaine :

D’apres [205] : (A) fixation au substrat ADN par ancrage de la ribonucléoprotéine et hybridation de la
matrice ARN, puis (B) élongation par ajout des nucléotides jusqu’a la limite de la matrice (arrét apres le
premier G du motif télomérique), (C) translocation de ’enzyme et du substrat ADN, réhybridation de la

matrice ARN sur 4 nucléotides puis (D) ajout des nucléotides...
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dysfonction de la maintenance télomérique (pour revue voir [224]). La récente
découverte de la présence de la dyskérine au sein du complexe actif de la

télomérase pourrait expliquer les symptomes de cette maladie.

Activité : Une activité télomérase a été détectée pour la premiére fois dans des cellules humaines,
en 1989 par Gregg Morin [225]. 11 a utilisé pour cela un test d’extension d’une amorce contenant
2-4 répétitions télomériques et des extraits nucléaires de cellules cancéreuses HeLa. La télomérase
humaine ajoute les répétitions télomériques 5’-GGTTAG-3" de fagon processive, par des étapes
de translocations et d’¢longations successives, selon le modele présenté Figure 17.

Le développement d’un nouveau test plus sensible utilisant une étape d’amplification par
PCR, le TRAP (“Telomere Repeat Amplification Protocol”) (cf.: Chapitre: Matériel et
Meéthodes), a permis de tester ’activité télomérase dans divers tissus humains, cancéreux et
normaux. Les cellules germinales, les cellules immortalisées et la majorité des cellules de tumeurs
primaires testées (90/101) ont montré une activité télomeérase significative alors que les tissus
adjacents aux tumeurs ou les cellules normales somatiques €taient négatives [226]. Une activité
télomérase a ensuite également été détectée dans les étapes précoces de 1I’embryogencse des
cellules somatiques [227] et dans des cellules souches dont la prolifération est stimulée (pour
revue [228]). Ces résultats corroborent 1’existence d’une relation entre le pouvoir réplicatif des
cellules et I’activité télomérase.

Pourtant, plus récemment, la présence d’une activité t€lomérase a tout de méme été mise
en ¢évidence dans des cellules humaines normales par immunoprécipitation de hTERT. L’activité
y est néanmoins faible, suggérant que dans ces cellules, son rdle n’est pas d’allonger
significativement les télomeres a chaque division cellulaire comme dans les cellules cancéreuses
ou germinales. L’inhibition par ARN interférant de hTERT a montré que son rdle dans les cellules
normales semblerait davantage li¢ a la maintenance de 1’extrémité 3’ sortante et donc a 1’intégrité
des télomeres [229].

Dans les cellules ou la télomérase possede une activité importante, la taille des télomeres
est maintenue globalement constante. On parle d’homéostasie de la longueur des télomeres. On
remarquera que pour les cellules cancéreuses, la taille moyenne maintenue est relativement courte,
de 2-10 kb. Pour parvenir a ce maintien de longueur, la structure du télomere et I’acces de la
télomérase a son substrat doivent étre finement régulés. Le modele de complexe “shelterin” et de
T-loop ouverte ou fermée permet d’expliquer en partie cette régulation. Néanmoins celle-ci reste
encore assez mal connue. L’identification d’une interaction entre TPP1 et la télomérase devrait

ouvrir de nouvelles voies de recherche dans ce sens [201-203].
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Récemment, Gaél Cristofari du laboratoire de Joachim Lingner a montré que cette
homéostasie nécessitait des niveaux d’expression de la télomérase (hTR et hTERT) limitants. En
effet, en surexprimant stablement hTR et hTERT dans des cellules HelLa, il a montré par
immunoprécipitation de chromatine (ChIP) que davantage de télomérase était associée aux
télomeres, et observé une augmentation constante de la taille des télomeres au cours des divisions
cellulaires de 0,8 kb par doublement de population. Ainsi, les télomeres de cellules HelLa étaient
amenés a mesurer prés de 50 kb, apres 56 doublements de populations [230]. On notera que la
surexpression transitoire de hTR et hTERT permet d’enrichir tres largement les extraits cellulaires
en activité télomérase. Ceci permet notamment de réaliser un essai d’extension d’amorce sans
amplification par PCR (voir chapitre Matériel et Méthodes) [231]. Nous avons utilisé la propriété

de ces extraits dans le chapitre IV de ce manuscrit.

2.2.2.1.3 LESPROTEINES DU MECANISME ALT (“ALTERNATIVE LENGTHENING OF TELOMERES”)

D’autres mécanismes de maintenance de la longueur des téloméres non basés sur la
télomérase ont été mis en place par les cellules ayant besoin de se répliquer indéfiniment, et dans
certaines cellules eucaryotes (moustique, levures survivant a la suppression de la télomérase). 11
s’agit du mécanisme ALT (pour “Alternative Lengthening of Telomeres”). Ce type de
maintenance est présent dans les 10 a 15 % des cellules cancéreuses et dans certaines cellules
immortalisées ou la télomérase est absente [232]. La longueur de certains télomeres dans ces
cellules est plus importante (elle peut atteindre 50 kb !) et la distribution de tailles plus hétérogene
que dans les cellules télomérase-positives. Le maintien de la longueur des téloméres serait permis
par des évenements de recombinaison entre ou au sein des télomeres, mais le mécanisme exact est
encore mal connu [233]. Cesare et Griffith ont montré par microscopie €lectronique que des
cercles télomériques extra-chromosomiques (de 0,7 a 57 kb) étaient fréquemment générés dans
ces cellules, ainsi que des T-loops des tailles variées (0.5 a 70 kb) [234]. La formation de ces
cercles télomériques de la taille des T-loops a également été observée dans des cellules
télomérase-positives exprimant un mutant de TRF2 (dé¢létion du domaine basique, TRF2AB)
[193]. Dans les cellules ALT et télomérase-positives (TRF2AB), la formation de ces cercles est
dépendante de 2 protéines impliquées dans la recombinaison homologue NBS1 et XRCC3
(résolution de jonctions de Holliday). Ceci suggere que ces cercles télomériques seraient générés
par recombinaison de la T-loop. La formation de la T-loop ou l’utilisation de ces cercles
télomériques pourraient également constituer un mécanisme d’allongement des télomeres (Figure
18). Néanmoins, I’inhibition de la formation de ces cercles télomériques n’est pas létale pour les

cellules ALT, suggérant qu’ils ne sont pas essentiels a leur survie [235].
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Figure 18 : Modéles alternatifs d’allongement des télomeres :

Dans les cellules ALT, les séquences télomériques et les protéines télomériques (comme
TRF1, TRF2, TIN2 et RAPI) co-localisent avec les protéines PML (protéine de la Leucémie
ProMy¢locytaire) dans des corps nucléaires caractéristiques connus sous le nom de APBs (“ALT-
associatied PML bodies™) [237]. La suppression de ces protéines par ARN interférant empéche la
formation des APBs. La formation de ces corps nucléaires semble également étre dépendante des
facteurs de réparation et de recombinaison comme le complexe MRN (contenant MRE11, RADS50
et NBS1), RADS51 et RADS2 [238]. Un autre complexe co-localisant et permettant la formation
des APBs a ét¢ récemment identifié, il s’agit de SMC5/6. Une composante de ce complexe
MMS21 (activité SUMO ligase) permettrait de recruter les protéines télomériques (TRF1, TRF2,
RAPI et TIN2) au niveau des APBs, par SUMOylation. L’activité de ce complexe est par ailleurs
nécessaire a la maintenance et a la régulation de la longueur des téloméres dans les cellules ALT

[239].

2.2.2.2 Autres protéines interagissant avec les télomeres

En plus du complexe “Shelterin” et de la télomérase, les télomeres interagissent avec un
certain nombre d’autres facteurs pouvant influencer I’intégrité des extrémités des chromosomes et

leur dynamique. Quelques-unes de ces protéines sont briévement présentées ci-dessous.

2.2.2.2.1 PROTEINES REGULANT TRF1 ET TRF2

Des protéines a domaine catalytique PARP (Poly(ADP-Ribose) polymérase) permettant la
modification post-traductionnelle des protéines du complexe “shelterin”, TRF1 et TRF2, ont été
identifiées. Il s’agit des tankyrases TANK-1 et TANK-2 pour TRF1, et des PARP-1 et PARP-2
pour TRF2. Ces protéines interagissent avec TRF1 ou TRF2, et ADP-ribosylent leur protéines
respectives ce qui induit I’inhibition de la fixation des protéines a I’ADN télomérique [240-242].

Il a ét¢ montré en particulier que la surexpression de TANKI régule positivement

I’¢longation des télomeres par son interaction avec TRF1 et par un mécanisme dépendant de la

58



Chapitre I : Introduction
Les Télomeéres : Réle, Structure et Maintenance

télomérase [240]. D’autre part, son inhibition par ARN interférant dans des cellules HeLa conduit
a un arrét en phase G2/M et une défaillance de la ségrégation des chromosomes lors de 1’anaphase

au niveau de la résolution de I’association des chromatides sceur aux téloméres [243].

2.2.2.2.2 PROTEINES PRESENTES AU COURS DE LA REPLICATION

La réplication des téloméres est encore assez mal décrite, mais elle a fait ’objet de
nombreuses études récentes (pour revue récente voir référence [169]). En particulier, Ramiro
Verdun, de 1’équipe de Jan Karlseder, a montré récemment par des cinétiques suivies par ChIP
dans des fibroblastes primaires IMR90 synchronisés, que des facteurs de la réplication (PCNA,
polymérase o, FEN1) étaient spécifiquement recrutés aux télomeres en fin de phase S et en phase
G2 du cycle cellulaire, 8-10h apres la synchronisation. En outre, le passage d’une polymérase de
haute fidélité¢ (polymérase o) a une polymérase de basse fidélité (polymérase 3, stimulée par le
recrutement du complexe 9-1-1 (Rad9-Hus1-Rad-1)) indiquerait ’existence d’un blocage de la
fourche de réplication, qui pourrait correspondre a 1’ouverture de la T-loop [192].

La protéine WRN (cf. : § 1.1.3.2) semble également jouer un role clé dans la réplication
des télomeres. Comme nous 1’avons déja mentionné, le syndrome de Werner est caractérisé en
partie par un vieillissement prématuré et des dysfonctions télomériques au niveau cellulaire. Par
exemple, les chromosomes des cellules exprimant une protéine WRN déficiente en activité
hélicase montrent des pertes de télomeres sur une des chromatides sceurs. WRN est localisée aux
télomeres en phase S du cycle cellulaire dans les cellules ALT (co-localisation avec les APBs et
ChIP) [244] ou dans des cellules primaires fibroblastiques (ChIP) [124]. Cette localisation semble
moins évidente aux télomeres de cellules HelLa télomérase-positives [244]. En outre, 1l a été
montré que des cellules HeLa exprimant un dominant négatif de WRN présentaient une déficience
de la synthése du brin discontinu aux télomeres, lorsque la télomérase est inhibée. Ces résultats
indiquent un role essentiel de¢ WRN dans la maintenance des régions riches en G au court de la
réplication du télomere, impliquant probablement la résolution de G-quadruplexes (cf. : § 1.1.3.2),
et suggerent également que la télomérase permet de secourir les chromosomes possédant les tres
courts télomeres induits par la dysfonction de WRN [124]. Par ailleurs, WRN interagit avec des
protéines du complexe “shelterin” comme TRF2 et POT1 [245, 246]. Des résultats in vitro sur un
modele de D-loop (seulement en partie télomérique), suggerent que les activités hélicase et
exonucléase de WRN pourraient étre impliquées avec TRF1 et TRF2 dans la résolution de telles

structures aux télomeres [244].
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Eric Gilson et Vincent Geli ont proposé le modéle suivant (Figure 19) de progression de la

fourche de réplication a I’extrémité des chromosomes de cellules de mammiferes :
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Figure 19 : Modele de progression de fourche de réplication au travers des extrémités des
chromosomes de mammiferes [169] :

Ce modeéle décrit le réle des différentes activités permettant de se débarrasser des structures secondaires
pouvant se former durant la réplication du télomére, particuliéerement au niveau du brin discontinu riche
en guanines. On y observe les roles de WRN et BLM pour dissocier activement de telles structures (G-
quadruplexe (fleche 1) / T-loop (fleche 2)), et leur stimulation par TRF2 et POTI (fleches 3 et 4). POTI et
RPA (“Replication Protein A”) sont également susceptibles d’inhiber la formation de ces structures par
leur liaison a I’ADN simple-brin (fleche 5). Enfin, d’aprés des données obtenues sur les levures, les
hélicases RRM3 et PIF1 permettraient de faciliter la progression de la fourche de réplication au travers de
complexes nucléoprotéiques inhabituels [247]. Ces hélicases pourraient étre associée a la fourche de
réplication.

HPI : hétérochromatine protéine-1 ; PCNA : “Proliferating cell nuclear antigen” ; POLYe; ADN
polymérases -0/ ; FENI : “5’ flap endonuclease-1" (dégradation des fragments d’Okasaki).
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2.2.2.2.3 LES PROTEINES DE SIGNALISATION DES DOMMAGES ET DE LA REPARATION

Des télomeres dysfonctionnels et déprotégés sont reconnus comme des cassures double-
brins (DSB) et évoluent assez logiquement en fusions chromosomiques. Ainsi, des protéines de
signalisation des dommages comme I’histone phosphorylé YH2AX, 53BP1, MRE11, RAD17 et
ATM sont recrutées a des télomeres dysfonctionnels induits par 1’expression du dominant négatif
de TRF2. Ceux-ci co-localisent partiellement avec TRF1 et forment ce que I’on nomme des foyers
induits par une dysfonction du télomeére ou TIF. L’inhibition des kinases ATM et ATR réduit la
formation des TIFs et indique que les télomeres dysfonctionnels sont détectés par ces 2 voies
[248]. Des cellules sénescentes possédant des télomeres courts induisent une réponse cellulaire
tout a fait similaire, également caractéristique des cassures double-brins [249].

Il a également été montré que les fusions chromosomiques induites par 1’expression du
dominant négatif de TRF2 dans des cellules de souris MEF sont dépendantes de la présence de la
ligase IV/XRCC4 [250], suggérant une réparation des télomeres exposés par la voie NHEJ (“Non-

homologous End Joining”).

Si les facteurs de réponses aux dommages et les effecteurs de la réparation sont recrutés a
des télomeres dysfonctionnels, certains sont également recrutés a des télomeres fonctionnels, ce
qui peut paraitre assez paradoxal. Ainsi, dans la suite de son travail par ChIP sur cellules
synchronisées, Ramiro Verdun et Jan Karlseder ont montré que des facteurs comme ATR, RAD17
phosphorylé, ATM et MRE11 étaient également recrutés aux télomeres a la fin de la phase S et en
phase G2 du cycle cellulaire. Le recrutement de ces facteurs serait une premiere étape permettant
la reprotection du télomere apres 1’ouverture de la T-loop et sa réplication [192, 251]. En outre,
I’inhibition d’un certain nombre d’entre eux induit une dysfonction télomérique, suggérant bien
que ces facteurs sont ¢galement essentiels a la fonction télomérique. De la méme facgon, des
protéines impliquées dans le NHEJ, comme DNA-PK et Ku70/86, sont présentes a des télomeres
fonctionnels de cellules humaines et semblent jouer un role dans la maintenance de ceux-ci. Par
exemple, I’inactivation de Ku dans des cellules de souris induit des fusions chromosomiques et
une réduction de la longueur des télomeres [252].

Verdun et Karlseder ont également localisé aux télomeres des protéines de la réparation
par recombinaison homologue (RH) en fin de phase G2, comme RADS51/52 (invasion de brin) et
XRCC3 (résolution de jonctions de Holliday). Ces protéines seraient nécessaires a la
reconstitution de la T-loop apres la réplication [192]. Des résultats récents suggérent qu’en
association avec TRF2, la présence de facteurs du NHEJ comme Ku70 aux télomeres empécherait

la recombinaison homologue entre télomeres [253].
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Enfin, on peut également citer un role potentiel de la protéine WRN dans la répression des
recombinaisons inter-télomériques. En effet, la déficience en t¢lomérase et WRN dans un modele
murin induit de nombreux échanges par recombinaisons entre chromatides sceurs, conduisant a
I’immortalisation des cellules et I’engagement dans un mécanisme de maintenance ALT. Ces
recombinaisons sont abolies par le rétablissement d’une protéine WRN pourvue de son activité

hélicase, suggérant son réle dans la répression des échanges télomeériques entre chromatides sceurs

[254].
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Figure 20 : Raccourcissement des télomeres, sénescence, télomérase et cancer : (d’aprés
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Autosuffisance en
signaux de croissance

Echapper a
I'apoptose

Angiogénése
entretenue

illimite

Potentiel replicatif

Insensibilité aux

inhibiteurs de croissance

Invasion des tissus
et Métastase

Figure 21 : Les six altérations essentielles dictant la croissance tumorale : (d’aprés [255])
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3 Ligands de G-quadruplexes, télomeres, telomérase et prolifération

cellulaire

3.1 L’hypothese telomérique du cancer

En absence de maintenance de la longueur des téloméres, ceux-ci raccourcissent au fil des
divisions cellulaires. Il a ét¢ suggéré que lorsque les télomeres (ou un des télomeres) atteignent une
longueur minimale, un programme déclenchant la sénescence réplicative est activé [151] (en bleu
sur la Figure 20). La surexpression de hTERT dans des cellules sénescentes est suffisante pour
leur permettre de proliférer a nouveau. Cela constitue d’ailleurs un moyen d’immortaliser les
cellules normales (en rose clair Figure 20). Les cellules peuvent contourner le phénomene de
sénescence et cette premiere barriére de prolifération en inactivant p53 et RB (en orange sur la
Figure 20). Les télomeres continuent alors de raccourcir ce qui entraine 1’atteinte d’une seconde
barriere appelée “crise”. Celle-ci est notamment caractérisée par une apoptose massive due a des
fusions chromosomiques (en rose foncé sur la Figure 20). Cependant un faible pourcentage de ces
cellules parvient a survivre en mettant en place un mécanisme de maintenance de la longueur de
leurs télomeres. Dans 85 a 90 % des cas €émergeants, cette maintenance est permise par une
surexpression de la télomérase, dans les cas restants il s’agit d’un mécanisme ALT (en brun sur la

Figure 20).

Hanahan et Weinberg ont décrit six altérations essentielles de la physiologie cellulaire qui
dictent collectivement la croissance tumorale : I’autosuffisance vis-a-vis des signaux de croissance,
I’insensibilité aux inhibiteurs de croissance, le contournement de la mort cellulaire programmée
(apoptose), I’invasion des tissus, I’angiogenese entretenue et enfin un potentiel réplicatif illimité
[255] (Figure 21). La télomérase et la tumorigenese sont, en effet, intimement liées, celle-ci étant
tres active dans 85-90% des cellules cancéreuses. Il a ét€¢ montré, des 1999, que I’expression stable
du dominant négatif de hTERT (DN-hTERT) dans plusieurs lignées cancéreuses télomérase-
positives annihile toute activité télomérase, causant la suppression de toute tumorigénicité apres
injection dans la souris nude, I’induction d’un arrét de prolifération et une mort cellulaire liée a un
déclin télomérique progressif [256]. Cette étude démontre que la télomérase peut constituer une

cible d’intérét en thérapie anti-cancéreuse.

64



Chapitre I : Introduction
Ligands de G-quadruplexes, télomeres, télomérase et prolifération cellulaire

Durant les 10 dernieres années, de nombreuses stratégies ont été¢ développées dans ce but,
ciblant les principales composantes de I’enzyme, hTR et/ou hTERT ou leur assemblage, en
utilisant par exemple des antisens, des ribozymes, des ARN interférant, ou des inhibiteurs
catalytiques (pour revue [257] et [258]).

Il est néanmoins nécessaire de souligner les limites de ces stratégies. D’une part, celles-ci
reposent sur la surexpression de la télomérase dans 85-90% des cellules cancéreuses. Elles ne
s’appliquent donc pas a toutes les tumeurs, 10 a 15% d’entre-elles maintenant leurs télomeres via
un mécanisme ALT. D’autres part, concernant la sélectivité, les cellules germinales et les cellules
souches expriment également des niveaux significatifs de télomérase. Toutefois, la longueur initiale
des télomeres de ces cellules étant plus importante, une fenétre thérapeutique peut étre envisagée.
Par contre, elle suppose que I’atteinte aux cellules normales est faible puisque la télomérase y est
faiblement exprimée. Or la découverte récente (mais controversée) de la localisation de hTERT aux
télomeres dans les cellules normales et son role dans la protection du télomere pourrait remettre en
cause cette hypothése de départ. On peut penser que des inhibiteurs visant hTERT pourraient

¢galement avoir des effets immédiats de déprotection du télomere sur les cellules normales. Enfin le

but est de limiter la croissance des cellules cancéreuses par érosion progressive des télomeres au
cours des divisions cellulaires. Les effets antiprolifératifs de tels agents sont donc dépendants de la
taille initiale des télomeres et les bienfaits thérapeutiques peuvent ainsi €tre particulierement
retardés par rapport au début du traitement. Ceci constitue actuellement un frein au
développement de ces inhibiteurs, et 1’utilisation de ceux-ci en combinaison avec d’autres

chimiothérapies permettant de limiter la taille des tumeurs est davantage envisagée.

La stratégie sur laquelle est initialement basée ce travail de thése et que nous allons
développer dans le paragraphe suivant consiste en une inhibition indirecte de la télomérase par
limitation de I’accessibilité a son substrat. Elle s’avere assez différente de la stratégie basée sur
I’inhibition directe de la télomérase et comporte certains avantages par rapport a celle-ci, et

d’autres inconvénients.

3.2 Télomérase et G-quadruplexes

En 1991, quelques années apres I’identification des séquences télomériques et des
télomérases humaines et de ciliés, Alan Zahler montre que la télomérase d’Oxytricha nova est

inhibée par la formation de structures secondaires stables en accord avec la formation de G-
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quadruplexes intramoléculaires. En effet une importante inhibition de 1’activité télomérase en test
d’¢longation d’amorce est obtenu en présence de potassium et a partir d’un substrat de séquence
d(TTTTGGGG)n=45 ou 8- Ces résultats suggerent fortement que la télomérase a besoin d’une
extrémité 3’ non structurée et accessible pour que son ARN matrice puisse s hybrider
convenablement [259].

Une stratégie visant a stabiliser les structures en G-quadruplexe au niveau des télomeéres a
donc émergé dans le but premier d’inhiber 1’activité d’¢élongation de la télomérase et de limiter
ainsi le pouvoir réplicatif des cellules cancéreuses. Dés 1997, des ligands agissant sur la
télomérase par stabilisation des G-quadruplexes sont identifiés par des groupes ameéricains
(Laurence Hurley) et anglais (Stephen Neidle) [260]. Notre équipe, sous la direction de Jean-
Louis Mergny, a également contribué a I’identification de nouvelles molécules se liant a ces
structures avec une plus ou moins bonne sélectivité vis-a-vis des duplexes d’ADN. Les premiers
résultats d’effets cellulaires de ces composés émergent a partir de 2001 et posent un certain
nombre d’interrogations sur leur réel mode d’action, et sur la conséquence d’une inhibition
indirecte de la télomérase par ciblage de I’ADN télomérique.

Dans les paragraphes suivants, nous présenterons certaines familles de composés ayant été
développées pour leur capacité a lier et a stabiliser les G-quadruplexes d’ADN. Nous discuterons
¢galement leur sélectivité¢ vis-a-vis des ADN duplexes, leurs effets cellulaires et leurs possibles
interactions avec les télomeres dans le cadre d’une structure dynamique impliquant la T-loop et

les protéines associées.

3.3 Des ligands de G-quadruplexes : affinité et sélectivite

3.3.1 Ligands basés sur des interactions d’empilement 5 :

La large surface hydrophobe constituée par un quartet de guanines, en fait un site
privilégié pour la fixation de molécules polyaromatiques planes, et par conséquent de nombreux
ligands ont été développés en ce sens. Une difficulté de taille réside dans la conciliation d’une
importante aromaticité avec une bonne solubilité. Ceci est souvent permis par I’ajout de charges a
la molécule. L’ADN, en particulier sous sa forme G-quadruplexe, étant une macromolécule
chargée négativement, le choix d’une protonation des ligands parait raisonnable. A ce jour, ceci a
¢été réalis¢ de différentes fagons : (1) par N-méthylation, (i1) par ajout de chaines latérales qui sont
protonnées in situ, (iil) par chélation de cations métalliques tels que le nickel, le manganése ou le
cuivre.

De facon assez prévisible, la premiere molécule identifiée comme pouvant se lier aux G-

quadruplexes, fut le bromure d’éthidium (BET), un intercalant de I’ADN [261]. Ce résultat illustre
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immédiatement le deuxieme défi a relever pour la conception de ligands des G-quadruplexes : une
sélectivité¢ accrue pour le G-quadruplexes par rapport aux formes majoritaires d’ADN dans les
cellules, les duplexes d’ADN-B et dans une moindre mesure les simple-brins d’ADN. Un
équilibre entre I’aromaticité, la forme de la molécule et le nombre de charges positives doit étre
trouveé pour conférer a la molécule une bonne affinité pour les G-quadruplexes tout en limitant les
interactions non spécifiques avec I’ADN simple-brin ou avec des duplexes, en particulier

I’intercalation entre les paires de bases.

3.3.1.1 Ligands N-méthylés

\NZ

g My ™ N ) )
NH N= .
(1T LW
ol / &
OH 0
I NH,
N+
N
BSU1051 TMPyP4 317050 / RP9944

Figure 22 : Exemples de ligands de G-quadruplexes protonnés par N-méthylation.

Les groupes de Laurence Hurley et Stephen Neidle montrent dés 1997 par RMN'H 1D,
que la 2,6 diamido dianthraquinone BSU1051 (Figure 22), stabilise le G-quadruplexe
tétramoléculaire formé par la séquence télomérique humaine d(TTAGGGT), le signal des protons
iminos étant maintenu jusqu’a 65°C, alors qu’il disparait a 45°C sur le quadruplexe seul. Cet
article montre aussi pour la premiere fois qu’un ligand stabilisant un G-quadruplexe est capable
d’inhiber I’activité télomérase dans un test d’extension a partir de ’amorce télomérique
d(TTAGGG);. Néanmoins, avec une Clso de 23 uM, les auteurs suggerent tout de méme un effet
non spécifique a fortes concentrations. Ces premiers travaux ouvrent néanmoins la voie au

développement de ces ligands [260].
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La porphyrine tétra-cationique TMPyP4 (Figure 22), est également parmi les premiers
composé€s ayant €té identifiés comme ligands de G-quadruplexe pouvant inhiber la télomérase. 11
est vrai que la forme de symétrie C4 et la taille de la molécule semblent s’adapter particulierement
bien a I’empilement sur un G-quartet. Hurley et ses collaborateurs montrent que ce composé
interagit avec des G-quadruplexes tétramoléculaires par titrations en spectroscopie UV ou RMN,
induit un arrét d’ADN polymérase par formation d’un G-quadruplexe intramoléculaire et inhibe la
télomérase avec une Clso d’environ 7 uM [262]. Ces premiers travaux ne discutent pas la
spécificité d’action du ligand. Pourtant celui-ci a précédemment été décrit comme un intercalant
de I’ADN duplexe [263], et sera également exploit¢ comme ligand du motif-i (quadruplexe formé
par des séquences riches en cytosines et faisant intervenir des paires de cytosines hémi-
protonnées) [264]. Malgré sa faible sélectivité [265], ce ligand reste régulierement utilisé comme
ligand de G-quadruplexe (en particulier celui du promoteur de c-myc), certainement en raison de
sa disponibilit¢é commerciale en tant qu’“inhibiteur de la télomérase” (Calbiochem). La récente
structure cristalline du composé avec un G-quadruplexe bimoléculaire formé par la séquence
télomérique humaine montre pourtant que le ligand n’interagit pas directement avec les tétrades,
mais s’empile sur les base TTA au niveau des boucles, confirmant le manque de spécificité de ce

ligand [266].

Le dérivé d’éthidium 317050 (brevet WO 0212194), également appelé RP9944 (Figure
22) a également ¢été décrit comme ligand de G-quadruplexe avec une bien meilleure affinité que le
BET et un facteur de sélectivité¢ duplexe / G4 appréciable, jusqu’a x5 en dialyse a I’équilibre (voir
Matériel et Méthodes). En particulier, cette molécule stabilise le G-quadruplexe intramoléculaire
formé par la séquence télomérique humaine en test de dénaturation thermique suivi par FRET
(voir chapitre Matériel et Méthodes) de 14°C, pour 1 uM en ligand. Il présente, en outre,
I’avantage d’avoir un rendement quantique intéressant lorsqu’il est 1i¢ a ’ADN-G4 (1/5 de celui
du BET li¢ a un duplexe d’ADN), ce qui est un fait plutdt rare parmi les différents ligands
développés [267, 268].

L’acridine pentacyclique RHPS4 (Figure 22) a ¢été identifiée par le groupe de Malcom
Stevens comme ligand de G-quadruplexe, et fait parti des rares composés dont une structure en
complexe avec un G-quadruplexe a ¢té résolue par RMN. Le ligand s’empile sur les quartets
terminaux du quadruplexe parallele télomérique [d(TTAGGGT)]s avec une stoechiométrie 2 :1
[269]. 11 inhibe également la production de produits télomérique en test TRAP avec une Clsy de

330 nM [270].
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La bisquinolinium triazine 12459 (Figure 22) a ¢ét¢ développée dans le cadre d’une
collaboration entre notre laboratoire, Jean-Francois Riou et Sanofi-Aventis. Cette molécule
stabilise le G-quadruplexe intramoléculaire formé par la séquence télomérique humaine en test de
dénaturation thermique suivi par FRET de 8°C (1uM en ligand), ce qui en fait un ligand d’affinité
modérée, €quivalente a celle du dérivé d’éthidium 317050. En revanche, au niveau de la
sélectivité, des expériences de dialyse a 1’équilibre ont montré qu’il se fixe préférentiellement sur

les G-quadruplexes, par rapport aux duplexes d’ADN (sélectivité¢ x 5) [271].

Toujours développé au sein du laboratoire, en collaboration avec le groupe
pharmaceutique Sanofi-Aventis, les bisquinolinium pyridodicarboxamides 360A et 307A (Figure
22) montrent un trés fort effet stabilisateur sur le G-quadruplexe intramoléculaire télomérique
humain en test FRET, avec une ATy, 1ym de 23°C [272]. Les molécules présentent d’autre part
une forte affinit¢ (Ky de quelque nM) pour le G-quadruplexe d(AGGG(TTAGGG);3) lors
d’expériences de titration en fluorescence (B. Sacca et JL. Mergny, résultats non publiés). Ce sont
¢galement des ligands tres sélectif, comme le montrent les expériences de dialyse a 1’équilibre que
nous avons réalisées avec le composé 360A (radiomarqué au tritium ou non) (sélectivité x 10-20)
[181, 271] et la conservation de la stabilisation en test FRET en présence d’un large exces de
compétiteur double-brin [271, 273] (voir chapitre Matériel et Méthodes). Ces composé€s inhibent
I’activité TRAP avec une Clsy d’environ 0,3 uM sur les produits télomériques. Ils n’inhibent pas
le controle interne de PCR du test a des concentrations de I’ordre de 10 puM, ce qui révele a

nouveau leur trés intéressante spécificité vis-a-vis des séquences télomériques [271].

3.3.1.2 Ligands a chaines latérales protonnées in situ

N
: : Q
N NH
&F\_N 8 N_LN? 0 0 HN
o 0 <]\I/\)I\N N” H)k/\r\D § MMQ1 R=H
R

H
PIPER BRACO-19 MMQ3 R=-N(CHa); R

Figure 23 : Exemples de ligands de G-quadruplexes protonnés in sifu.

Identifi¢ peu aprés BSU1051 et TMPyP4 par L.Hurley et ses collaborateurs, le péryléne
diimide PIPER (Figure 23) est une molécule trés aromatique et condensée. Cette molécule a
d’ailleurs tendance a s’agréger a pH 7. Des modeles basés sur une analyse RMN de G-

quadruplexes tétramoléculaires suggerent que PIPER est empilé sur un des quartets terminaux en
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3’, et peut étre pris en “sandwich” entre les quartets de 2 quadruplexes différents induisant des
dimérisations dans le cas du G-quadruplexe [d(TTAGGG)]4. Ce ligand inhibe la télomérase dans
un test d’extension d’amorce avec une Clsyp d’environ 20 uM et induit un arrét de la Taq
polymérase au niveau d’un G-quadruplexe intramoléculaire [274]. Ce ligand favorise également la

multimérisation de séquences contenant 2 blocs de 3 guanines [275].

Dés 1999, le groupe de Stephen Neidle décrit la synthése d’acridines 3,6-disubstituées en
tant que ligands de G-quadruplexes. Il propose une approche de “drug-design” et modélisation
moléculaire a partir de la structure résolue par Wang et Patel notamment, pour optimiser 1’activité
du ligand [276, 277]. Celle-ci est basée sur des tests d’inhibition de TRAP, et de la Taq
polymérase, ainsi que des effets cytotoxiques sur cellules cancéreuses. Nous remarquerons qu’il
est le premier a avoir utilisé un test d’activité télomérase basé sur une amplification par PCR pour
tester la capacité des ligands de G-quadruplexe a inhiber la télomérase. Nous discuterons cette
utilisation dans le 3°™ partie de résultats (Chapitre IV) de ce manuscrit. Read et ses collaborateurs
ont montré par modélisation moléculaire et mesure des constantes de dissociation par résonance
plasmonique de surface (SPR), que I’ajout d’une troisiéme substitution en position 9 de I’acridine
augmentait la sélectivité du ligand au niveau de ’empilement sur le quartet, par une interaction
dans le sillon du G-quadruplexe. En téte de file, le ligand BRACO19 (Figure 23) présente un Kq4
de 62,5 nM pour le G-quadruplexe télomérique humain avec un site de fixation de forte affinité au
G-quadruplexe (et un autre plus faible), a comparer avec un K4 de 2,5 uM seulement pour un
duplexe [278]. BRACO19 présente également une Clsp de 115 £ 18 nM en test d’inhibition
TRAP [279]. Plus récemment, il a été montré en dénaturation thermique suivie par FRET, que ce
ligand stabilisait le G-quadruplexe télomérique humain de +27,5°C, a comparer avec la
stabilisation d’un duplexe de +14,5 °C, suggérant un facteur de sélectivité pouvant étre encore
optimisé (test FRET en présence d’ions K'). En 2002, ce composé sert a la cristallisation de la
forme parallele du G-quadruplexe télomérique humaine en conditions potassium [22]. Le ligand
n’apparait néanmoins pas sur la structure. Toutefois, une acridine disubstituée de structure
similaire a été co-cristallisée avec le G-quadruplexe bimoléculaire formé par la séquence

télomérique de O. nova. Le ligand se fixe sur un G-quartet terminal avec une stoechiométrie 1 :1

[280].

Une série de dérivés pentacycliques d’acridine en forme de croissants, appelés mono-méta-
quinacridines, ont été synthétisés par le laboratoire de M-P. Teulade-Fichou et caractérisés en
collaboration avec notre laboratoire comme ligands des G-quadruplexes. Pour tous les composés

de cette série, une étroite corrélation entre la stabilisation des G-quadruplexes en test FRET et
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I’inhibition de I’activit¢ TRAP peut tre constatée. Le composé le plus stabilisant en test FRET,
MMQ3 (Figure 23) (AT;,=119,5°C) montre une Clsy en test TRAP de 28 nM. Néanmoins, son
affinité¢ vis-a-vis du G-quadruplexe est contrebalancée par une moindre sélectivité vis-a-vis des
duplexes d’ADN, pouvant s’expliquer par 1’augmentation du nombre de charges positives sur les
chaines latérales [271, 273]. Récemment, une structure RMN sur un G-quadruplexe
tétramoléculaire formé par d(TTAGGGT) a été déterminée avec le compos¢ MMQI1. Celle-ci
montre la fixation des ligands sur les quartets terminaux du G-quadruplexe avec une
steechiométrie 2 :1, ainsi que I’interaction des chaines latérales du ligand avec les sillons du G-
quadruplexe, en accord avec la structure du complexe obtenu en présence de 1’acridine

disubstituée [281].

3.3.1.3 Ligands métallo-organiques

F
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Figure 24 : Exemples de ligands de G-quadruplexes métallo-organiques.

Le développement de composés métallo-organiques pour lier les structures en G-
quadruplexes est beaucoup plus récent. L’efficacité de cette approche est basée sur I’hypothese
selon laquelle le métal central peut étre idéalement situé au-dessus du canal ionique formé par le
G-quadruplexe, devant ainsi permettre une optimisation des interactions m-m d’empilement des
ligands chélatant le métal avec les guanines des quartets terminaux. Leur caractére cationique et
hautement polarisable est également a prendre en considération étant donnée la charge négative
de la macromolécule d’ADN structurée en G-quadruplexe.

Parmi les exemples les plus probants de ce type de composés, le Ni(Il)-salphéne,
développé par I’équipe de S. Neidle présente une tres forte affinité pour le G-quadruplexe
télomérique avec une stabilisation en test FRET de + 33°C. De plus sa sélectivité est remarquable

puisqu’il ne stabilise pas un duplexe, alors que dans ces mémes conditions BRACO19 montre une
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stabilisation de 17,5°C. Le test TRAP montre une Clsy de 0,12 uM, et une sélectivité de 50 fois
par rapport a I’inhibition de la Taq polymérase (Clsp ~ SuM) [282].

La Mn(III)-porphyrine évaluée par SPR par I’équipe de Genevieve Pratviel semble
¢galement posséder une importante affinit¢ pour le G-quadruplexe de la séquence télomérique
humaine : il se fixe a deux sites de liaisons d’affinités différentes possédant des Ky de 5,3 nM et
220 nM respectivement. Malgré ses nombreuses charges positives, les auteurs annoncent une
sélectivit¢ de 10000 pour le G-quadruplexe par rapport aux duplexes riches en GC ou AT
présentant des K4 de 40 et 83 puM respectivement. L’encombrement dii aux chaines latérales
pourrait expliquer cette sélectivité, en empéchant I’intercalation du compos¢ dans un duplexe
d’ADN. Son activit¢ en TRAP reste néanmoins un peu décevante étant donné 1’affinité

nanomolaire de la molécule, avec une Clsy de 580 nM [283].

3.3.1.4 Ligands neutres ou anioniques
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Figure 25 : Exemples de ligands de G-quadruplexes neutres ou anioniques

Etonnamment, certains des ligands identifiés possédent une bonne affinité pour les G-
quadruplexes sans étre chargés positivement. Ce type d’interaction est donc principalement guidé
par recouvrement du quartet de guanine par le ligand et des interactions de type =.

Ainsi, la porphyrine NMM (Figure 25) se lie a différents G-quadruplexes malgré ses 2
charges négatives a pH physiologique. Sa fluorescence est d’ailleurs exaltée lorsqu’elle est liée
aux G-quadruplexes [284]. Son affinité est plus faible qu’une porphyrine cationique comme
TMPyP4, mais sa sélectivité s’en trouve particulierement augmentée avec une tres faible voire
inexistante fixation sur d’autres structures, comme I’indiquent des expériences de dialyse a
I’équilibre [265]. L’effet de NMM sur I’activit¢ TRAP ou sur la télomérase n’a pas été¢ étudice a
ma connaissance. Néanmoins, il a ét€ montré que ce compos¢ permet d’inhiber les hélicases RecQ

de E.coli, Sgslp et BLM sur des substrats G-quadruplexes tétramoléculaires, alors que son action
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sur des substrats double-brin, et jonction de Holliday est faible, avec des Ki.g4 de 1,7 uM (RecQ),
1 uM (Sgslp) et 0,8 uM (BLM) [120, 126].

Enfin, la télomestatine est un des ligands de G-quadruplexes les plus étudiés a ce jour. 1l
s’agit d’un produit naturel isolé de la bactérie Streptomyces annulatus, caractérisé en 2001 par le
groupe de Kazuo Shin-ya comme inhibiteur de la télomérase, avec une Clso de 5 nM en test TRAP
[285]. L’équipe de Hurley a montré par la suite que ce ligand induisait la formation et / ou
stabilisait le G-quadruplexe intramoléculaire formé par la séquence télomérique humaine
(accélération de migration sur gel natif). Des calculs de modélisation moléculaires ont également
suggéré que la télomestatine se fixe avec une steechiométrie 2 :1 sur ce G-quadruplexe [286]. A
ce jour, aucune structure en présence de télomestatine n’a été résolue. Etant donné ses propriétés
spectroscopiques limitées, peu de données d’affinité, vis-a-vis du G-quadruplexe ou du duplexe,
sont disponibles pour ce compos¢. Les données sont par ailleurs assez peu reproductibles,
certainement en raison de la faible solubilit¢ du composé. Néanmoins, la télomestatine stabilise
le G-quadruplexe télomérique humain, et 1’ajout d’un exces de duplexe d’ADN n’a pas d’effet
déstabilisant, démontrant la haute spécificité de ce ligand pour les structures G-quadruplexes
[287]. Elle limite également 1’hybridation du brin télomérique complémentaire [287] et induit un
arrét de polymérase par formation de G-quadruplexe in vitro [288]. Enfin, elle induit un
repliement de la séquence télomérique humaine de type “antiparallele” en dichroisme circulaire
(voir chapitre Matériel et Méthodes), que ce soit en 1’absence ion, en présence de Na' ou de K,

suggérant une affinité particuliere pour cette forme de G-quadruplexes [289].

3.3.1.5 Mode d’interaction de ces ligands

Quelques ¢tudes structurales de G-quadruplexes en présence de ligands ont été réalisées

par cristallographie ou RMN (Table 5).

Chaque structure, a part peut-étre celle de TMPyP4 sur un G-quadruplexe bimoléculaire
formé par la séquence télomérique humaine, est caractérisée par un empilement des ligands par
des interactions de type m sur les quartets terminaux du G-quadruplexe, semblant exclure une
intercalation des ligands entre les quartets. Ce mode d’interaction d’empilement terminal est donc

généralement supposé pour des ligands présentant un ceeur aromatique plan.
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Ligand Séquence Méthode d’inll/:::cf:tion Stoe(ihio(l}n 4e)tr1e Référence
[d(TTAGGGT)]4 RMN Empilement 2:1 [269, 290]
RHPS4 et modélisation
(PDB : INZM)
Acridine [d(GT:GY))2 RX Empilement 1:1 [280]
disubstituée (PDB : 1L1H)
(BSU6039)
PIPER [d(TAGGGTTA)], RMN Empilement 1:1 [274]
[A(TTAGGG)]4 et modélisation 1:2
Distamycine [d(TAGGGTTA)], RMN . Empilement 4:1°? [291]
et modélisation
Daunomycine [A(TGGGGT)]4 (PDBIT)I(OOK) Empilement 3:1 [292]
Fluoroquino- [A(TTAGGGT)]4 RMN REDOR Empilement 1:1 [293]
benzoxazine et modélisation
MMO1 [A(TTAGGGT)]4 RMN . Empilement 2:1 [281]
et modélisation
[A(TAGGGTTAGGG)], RX Interaction 2:1 [266]
(PDB :2HRI) T1-A8 +
TMPyP4 T6-T7
d(TGAG;TGIGAG;TGLA,G)) RMN Empilement 1:1 [54]
(PDB : 2A5R)

Table 5 : Etudes structurales menées sur des G-quadruplexes en présence de ligands

3.3.2 Ligands des sillons de G-quadruplexe

Les quatre sillons des G-quadruplexes présentent ¢galement des caractéristiques attractives
pour le développement de ligands. Leur géométrie est non seulement différente de ceux présents
dans les duplexes d’ADN, mais elle varie ¢galement en fonction de 1’enchainement des guanines
en syn ou anti au sein du quartet (Figure 4). Il semble alors possible de cibler spécifiquement les
G-quadruplexes par rapport aux duplexes, mais également un G-quadruplexe en particulier, en
fonction de la géométrie de ses sillons respectifs. Ceci présente un intérét particulier puisqu’il est
alors éventuellement possible de discriminer certains types de G-quadruplexe, ce qui parait peu
envisageable avec des composés interagissant uniquement par empilement sur les quartets. Bien
que ce mode d’interaction n’ait pas été caractérisé précisément par RMN ou cristallographie, des
études en dichroisme circulaire suggerent la fixation de certains composés dans les sillons (cf.

paragraphe suivant).
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Figure 26 : Exemples de ligands interagissant potentiellement avec les sillons des G-
quadruplexes

Ainsi, la carbocyanine DODC (Figure 26) a été identifi¢ comme ligand du G-quadruplexe
bimoléculaire [d(G4T4Gs)]2, avec un Ky de 110 nM et une steechiométrie 1 :1. Ce ligand posséde
la particularité d’exalter un signal de fluorescence lorsqu’il est 1i¢ au G-quadruplexe, et d’induire
un signal de dichroisme circulaire, positif et négatif (“splitting” d’excitons), autour de sa longueur
d’onde d’absorption. Un tel signal n’est pas induit en présence d’un duplexe d’ADN [294]. D.
Wilson et coll., ont récemment confirmé ce signal CD induit par DODC sur le quadruplexe
intramoléculaire formé par la séquence télomérique humaine [295]. Ce type de signal semble
caractéristique d’une dimérisation / agrégation du ligand dans les sillons du G-quadruplexe.
Notons cependant que DODC serait plut6t un ligand spécifique des triplexes [296].

De fagon similaire a DODC, le bifuryl DB 832 (Figure 26) montre un signal induit au
voisinage de sa longueur d’onde d’absorption, lorsqu’il est titré¢ par un quadruplexe formé par la
séquence télomérique humaine. En revanche un tel signal n’est pas induit en présence de duplexes
ou du G-quadruplexe formé par le promoteur de c-myc. Ces observations suggerent que ce ligand
interagirait dans les sillons du G-quadruplexe et qu’une sélectivité vis-a-vis du duplexe et une
discrimination entre G-quadruplexes serait possible par ce type d’interaction. Ces résultats

prometteurs restent cependant a confirmer par d’autres méthodes [295].

3.4 Effets cellulaires, conséquences du ciblage de la télomérase et/ou des

télomeres

Parmi les ligands dont les effets cellulaires télomériques ont été étudiés plus précisément,
on trouve : RHPS4, BRACO19, 12549, 360A/307A, et la télomestatine.

En accord avec une inhibition indirecte de la télomérase, certaines de ces molécules
induisent un arrét de prolifération accompagné de sénescence et un raccourcissement progressif
des télomeres dans divers cellules cancéreuses traitées a des doses subcytotoxiques : c’est le cas

de BRACO19 [297], de 12459 [298], de la télomestatine dans diverses études sur cellules
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humaines [299-302] et sur des cellules d’Arabidopsis thaliana ou de riz [303], et récemment de
RHPS4 dans des xénogreffes de cellules UXF1138L [304]. Dans certains cas, le raccourcissement
des télomeres observé est rapide (moins de 14 jours). On peut alors penser que I’inhibition de
I’activité d’¢longation de la télomérase n’est pas seule responsable des effets cellulaires observés.
Un raccourcissement en rapport avec une réplication incompléte des télomeres en présence des
ligands pourrait également €tre envisagée.

D’autre part, d’autres conséquences cellulaires a plus court terme ont également ¢été
constatées, pour ces mémes ligands [305], et pour les ligands 307A/360A [272]. Ces effets sont
caractérisés par une instabilité télomérique avec des fusions chromosomiques et des ponts entre
chromosomes anaphasiques, et par le déclenchement des programmes d’apoptose et/ou de
sénescence, en fonction notamment de la concentration de composés [306, 307]. 1ls ne sont pas
toujours accompagnés d’un raccourcissement significatif de la longueur des télomeéres. Les effets
de certains ligands sur la taille de D'extrémité 3’ sortante et la délocalisation éventuelle de
protéines télomériques ont également été étudiés. Il a été montré que les ligands 12459 [307] et la
télomestatine [287, 308] induisent une diminution de I’hybridation de I’extrémité 3 sortante par
une sonde complémentaire dans des cellules tumorales ou immortalisé€es traitées, suggérant un
raccourcissement de celle-ci. Il a également été observé que le traitement de cellules tumorales
par la télomestatine et BRACO19 induit la délocalisation partielle ou totale de la protéine hPOT
(étiquetée par la GFP) aux télomeres [309, 310] ainsi que celle de TRF2 [308, 311] dans le cas de
la télomestatine. Ces données suggerent fortement que la présence des ligands joue aussi un role
au niveau de la structure du télomere, en induisant des dysfonctions et une déprotection
télomériques qui menent a la mort ou I’arrét de prolifération cellulaire.

Etonnamment, dans certaines des cellules traitées, une inhibition de I’expression de
hTERT ou de ’activité t¢lomérase cellulaire est également observée. Celle-ci peut s’accompagner
[297-299] ou non [270, 279, 306] d’un raccourcissement des téloméres. Cette conséquence du
traitement ne peut étre facilement expliquée par un mécanisme uniquement bas€¢ sur une
interaction des ligands avec I’ADN télomérique. L’¢équipe de Jean-Francgois Riou a montré dans le
cas du ligand 12459 que cette répression était liée a un épissage alternatif de I’ARNm de hTERT,
qui pourrait, en outre, étre induit par la présence d’une séquence formant un G-quadruplexe dans
I’intron 6 du transcrit [74]. D’autre part, dans le cas de RHPS4, une inhibition dose dépendante de
c-myc est également observée parallelement a I’inhibition de 1’activité télomérase dans les cellules
traitées. La présence d’un G-quadruplexe dans son promoteur et le réle de c-myc dans la
régulation de hTERT pourraient donc également expliquer ce phénomene.

Des effets d’inhibition de croissance sur des xénogreffes ont ét€ mesurés pour les ligands

RHPS4 [312], BRACO19 [279] [297] et la télomestatine [313]. Les traitements par BRACO19
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sur les xénogreffes de cellules A431 et RHPS4 sur xénogreffes de cellules UXF1138L montrent
une légere diminution de la croissance des tumeurs xénogreffées. Néanmoins les effets
antiprolifératifs sont nettement potentialisés par un poison de la polymérisation des microtubules
comme le taxol ou le paclitaxel. L effet de BRACO19 seul sur des stades précoces de xénogreffes
de cellules UXF1138L est plus intéressant, avec une inhibition de croissance de 96% par rapport
aux contrdles et une régression partielle des tumeurs [297]. L administration de télomestatine sur
des xénogreffes de cellules U937 dans un modele murin conduit a de I’apoptose et une baisse de
I’expression de la télomérase dans les tumeurs, conduisant a une réduction significative du
volume des tumeurs par rapport aux tumeurs non traitées. De plus, aucune toxicité importante
n’est observée sur des souris traitées [313].

Ces résultats concernant la faible toxicité de certains de ces ligands sur des cellules
normales peuvent paraitre étonnants. En effet, le principal défaut d’une stratégie ciblant les
téelomeres plutdt que la télomérase, est que celle-ci ne permet pas a priori de différencier les
cellules cancéreuses, des cellules normales, puisque toutes possédent des télomeres. En
contrepartie, le fait de cibler les télomeres doit permettre de toucher également des cellules
cancéreuses qui ne sont pas télomérase-positives (ALT). Qu’en est-il réellement ? On observe
généralement des cytotoxicités a court terme (<7j) de ces ligands bien plus faibles sur les cellules
normales que sur les cellules cancéreuses [272, 310]. L’effet a plus long terme de ces ligands est
plus difficile a mettre en évidence, en raison du plus faible potentiel de prolifération de ces
cellules. Il semble néanmoins que la télomestatine n’ai pas d’effet antiprolifératif pendant 50
jours de traitement a 2 et 5 uM sur des cellules fibroblastique normales BJ et IMR90 [313]. Dans
le cas de la télomestatine, la toxicité sur des cellules de moelle osseuse CD34+ sur 14 jours est
¢galement bien plus faible que sur les cellules cancéreuses [299].

Concernant I’inhibition de croissance de cellules ALT, si aucun effet antiprolifératif du
traitement par la télomestatine [313] ou par 12459 [271] n’a été constaté sur des cellules ALT
GM&847 pendant 40 a 50 jours, une importante inhibition de la croissance a €t€ observée sur ces
méme cellules apres 15 jours de traitement avec le composé RHPS4 [270]. Les travaux de these
de Thibaut Lemarteleur (Université de Reims, France) montrent également un arrét de
prolifération de cellules ALT MRC5V1 et WI38-VA13 induit par la télomestatine. D’autre part,
un effet anti-prolifératif conséquent dans des cellules ALT de glioblastomes a également été
montré pour le composé 307A ; cet effet serait médié par de ’apoptose [272]. Ces composés sont
donc susceptibles d’avoir des effets antiprolifératifs importants indépendamment de la présence
d’une activité télomérase dans les cellules.

Les divers résultats obtenus sur cellules normales, ALT et télomérase-positives suggerent

donc que la structure du télomere pourrait étre différente dans les cellules cancéreuses télomérase-
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positives, ALT et dans des cellules normales ou germinales. Il est envisageable que les télomeres
soient moins protégés dans les cellules cancéreuses et que la nécessité d’une ouverture du
télomere pour I’extension par la télomérase augmente 1’accessibilit¢ du télomere et donc
I’accessibilité du simple-brin télomérique a des ligands stabilisant les G-quadruplexes. On peut
¢galement proposer que les réponses cellulaires a une fixation sur les télomeres soient différentes
entre cellules normales et cancéreuses. Néanmoins les études sur cellules normales et ALT restent
sommaires et doivent étre approfondies.

On peut proposer le modele simplifié suivant pour le mécanisme d’action des ligands de

G-quadruplexes aux télomeres :
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Figure 27 : Modele d’action des ligands de G-quadruplexes au télomeres
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4 Objectifs de ce travail

Comme nous I’avons présenté dans I’introduction, les structures en G-quadruplexe sont
susceptibles d’avoir des roles essentiels au niveau cellulaire. L’opportunité de 1’existence d’une
extrémité simple-brin au niveau des télomeres, fait de I’ADN télomérique une région privilégiée
pour la formation de ces structures. De nombreux ligands de G-quadruplexes ont déja été
développés dans le but d’inhiber I’acces de la télomérase a son substrat. Les activités
antiprolifératives de certaines de ces molécules sur des cellules cancéreuses sont particulierement
prometteuses puisque contrairement a des inhibiteurs classiques de la télomérase, elles induisent
¢galement des effets antiprolifératifs a plus court terme tout en conservant une toxicité qui semble
limitée pour des cellules normales. Néanmoins, les mécanismes d’action de ces composés au
niveau moléculaire ne sont pas encore complétement ¢€lucidés. D’autre part, la sélectivité de
certains de ces ligands vis-a-vis d’autres structures d’ADN, notamment des duplexes d’ADN, est

quelquefois discutable. Le développement de nouvelles molécules plus affines et plus sélectives

est donc toujours d’actualité.

Dans la premiere partie des résultats de ce manuscrit, intitulée “Identification et
caractérisation de nouveaux ligands de G-quadruplexes”, nous avons développé une méthode
permettant le test a moyen-haut débit de molécules stabilisant les structures en G-quadruplexe. Ce
test a permis, en collaboration avec des chimistes du College de France et de I’Institut Curie,
d’identifier rapidement de nouveaux ligands affins et sélectifs de ces structures, par rapport
notamment a de I’ADN duplexe. Nous exposerons la caractérisation de certains d’entre eux plus
en détail. Nous avons tent¢ de répondre en particulier a la question suivante : est-il possible
d’identifier des ligands qui permettent de différencier des G-quadruplexes en fonction de leurs

boucles ?

Nous nous sommes ensuite attachés a mieux comprendre les mécanismes par lesquels ces
ligands stabilisent les structures en G-quadruplexe. Sont-ils capables d’accélérer la formation
d’une structure en G-quadruplexe a partir d’'un ADN non structuré, ou agissent-ils en déplacant
1I’équilibre par stabilisation de structures préformée ? L’utilisation d’un modéle de G-quadruplexe

tétramoléculaire pour cette étude présente certains avantages que nous introduirons.
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Ces ligands ont été développés afin d’inhiber la télomérase. Cependant les résultats
cellulaires obtenus pour un bon nombre de ces ligands ne semblent pas étre en accord avec leur
unique effet sur la t€lomérase. Dans la troisieme partie des résultats, nous avons souhaité étudier
plus en profondeur les effets de ces ligands sur la télomérase ; sur son activité mais 