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Figure 1. Nucléobases et structures d’ADN

(A) Formule chimique des 4 bases canoniques constituant I’ADN et les sites de liaison H (site donneur
en bleu et site accepteur en rouge) impliquées dans des appariements de type“Watson-Crick” et
“Hoogsteen”. (B) Schéma de double-hélice d’ADN et appariement de type “Watson-Crick” entre A-T
et G-C. (C) Schéma de triple-hélice d’ADN et exemple d’appariement de type “Hoogsteen” (en noir)
entre Ax T et G x C. (D) Schéma de G-quadruplexe d’ADN et de G-quartet formé par l’association de
4 guanines. Les schémas d’ADN double-hélice, triple-hélice et G-quadruplexe sont tirées d’un site

web:http://www.icmub.fr/185-
personnel%3Fr%3D185&action%3Dview&id%3D15?r=185&action=view&id=239
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1) Structures des Quadruplexes de Guanines
1.1 Structure de ’ADN : de la double-hélice aux G-quadruplexes

La structure en double-hélice de I’ADN a été révélée par James Watson et Francis Crick
en 1953 [1, 2]. Elle correspond a I’appariement de 2 brins anti-parall¢les par des liaisons
hydrogeénes (H) entre les bases A-T et G-C (Figure 1B). Chaque nucléobase possede de
multiples sites accepteurs et de donneurs de liaisons hydrogenes (Figure 1A). La double-
hélice est basée sur la formation de liaisons H des sites dites “Watson-Crick” des bases
nucléotidiques. Cette structure hélicoidale est stabilisée par d’importantes interactions
d’empilement de type m-m entre les bases. L’ADN de forme B est la forme la plus
fréquemment rencontrée. Cette structure forme une hélice droite et posseéde 10,5 paires de
bases par tour (soit 21 nucléotides) soit une rotation moyenne d'environ 36° entre chaque
sucre. Les bases sont en position anti et les sucres C2’-endo (Figure 2C). L’espace vertical
(“rise”) entre chaque paire de base de la structure est de 0,34 nm (soit 3,4 Angstroms) (Table
1).

Quatre ans apres la découverte de la structure d’ADN en double-hélice, G. Felsenfeld et
A. Rich observaient pour la premiere fois la formation des triple-hélices d’acides nucléiques
[3]. Il s’agit d’une structure a 3 brins formée par 1’insertion d’un troisiéme brin dans le grand
sillon de I’ADN en duplexe (Figure 1C) [4]. Le troisiéme brin interagit avec le brin riche en
purines de la double-hélice via des appariements dits “Hoogsteen” (liaisons H sur le c6té non
“Watson-Crick” de la nucléobase) (Figure 1A).

En 1962, M. Gellert et ses collaborateurs ont ¢lucidé le phénomene d’agrégation
observé dans une solution d’acide guanylique [5]. La formation de gel est due a I’empilement
de quatre guanines 5’-monophosphates associées entre elle. Cette auto-association de quatre
guanines par des liaisons H de leurs sites “Watson-Crick” et “Hoogsteen” permet la formation
d’une unité structurale dite quartet de guanines (ou G-quartet) (Figure 1D). L’empilement de
ces G-quartets forme une structure non canonique en hélice droite appelée quadruplexe de
guanines (ou G-quadruplexe, G4-ADN ou G4). Les paramétres structuraux d’un G-
quadruplexe et d’un duplexe sont comparés dans la table 1. Ces structures en G4 sont 1’objet

de ce travail de thése et seront détaillées ci-dessous.
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Figure 2. Guanine et G-quartet

(A) G-quartet classique et la rotation dans le sens anti-horaire du donneur N'-H' vers ’accepteur
C°=0° (face “-”). (B) Cation métallique stabilisant 8 atomes O° de deux quartets consécutifs.

(C) Conformations du sucre (C2’- ou C3’-endo) et des liaisons glycosidiques (anti ou syn).

(D) Représentation de différentes tailles de sillons d’un G-quartet : grand, moyen et petit. La
succession de différentes conformations de guanines (anti ou syn) au sein d’'un G-quartet définit la

dimension des sillons.
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Type de structure ADN G4-ADN
forme B
Hélice Droite Droite
Sucre C2’-endo C2’-endo
Largeur (“Width”) (en nm) 1,8 2,3
Nombre de bases par tour d’hélice 10,5 12
Torsion par paire de base (“Twist”) (en °) ~36 30
Distance axiale entre paires de bases consécutives (“Rise”) (en nm) 0,34 0,34

Table 1. Comparaison des paramétres structuraux d’un ADN en double-hélice et ceux d’un G-
quadruplexe d’ADN

1.2 Caractéristiques des G-quadruplexes de guanines
1.2.1 Formation de Quartets

a) G-quartet classique

Un G-quartet résulte de 1’auto-association de quatre guanines coplanaires. Ces guanines
sont reliées par deux réseaux de liaisons H: un premier réseau “interne” établi entre
I’oxygéne du groupement carbonyle en position 6 (C®=0°) et I’hydrogéne de I’azote en 1 (N'-
H') de deux guanines voisines et un second réseau “externe” constitué de liaisons H via
1’azote en position 7 (N”) et I’hydrogéne de 1’amine en position 2 (N>-H?) (Figure 2A).

La polarité d’un G-quartet est déterminée par la direction de la liaison H du donneur N'-
H' a I’accepteur C°=0°. Les deux faces d’un G-quartet ne sont pas équivalentes: la face “+”
(ou “téte/face”) d’un G-quartet est définie par convention par une rotation dans le sens horaire
du N'-H' vers le carbonyle C®=0° et I’autre face du quartet devient par opposition la face “-”
(ou “queue/pile”) [6] (Figure 2A).

Le sucre de nucléoside (ribose ou désoxyribose) peut adopter une multitude de
conformations différentes dont deux les plus favorables : C2’-endo et C3’-endo (Figure 2C).
La conformation C2’-endo est observée en général dans une hélice de type B d’ADN tandis
que C3’-endo est trouvé dans I’ARN avec une hélice de type A. Dans une structure en G-
quadruplexe, les sucres des guanosines adoptent généralement une conformation C2’-endo.

L’azote N’ (pour une purine) porte la liaison glycosidique qui relie la base azotée au
carbone C1’ d’un sucre, ribose (pour ’ARN) ou désoxyribose (pour I’ADN). On peut
observer deux orientations différentes syn et anti de la base azotée par rapport au sucre selon
I’axe définit par la liaison glysosidique (Figure 2C). Dans une conformation syn, la base
azotée et le sucre pointent du méme co6té tandis que la conformation anti définit une

orientation opposée des deux composés. La conformation anti est privilégié¢e par des bases
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Figure 3. Schématisation des homo-quartets et des différentes possibilités d’appariements relevées
dans la littérature

(A) Quartets d’adénines; (B) Quartets de thymines; (C) Quartet de cytosines; (D) Quartets
d’uraciles.
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non modifiées quelque soit la conformation du sucre (C2’- ou C3’-endo) tandis que la
position syn est plus défavorable en particulier dans le cas d’une conformation C3’-endo du
sucre. Malgré cet encombrement stérique, la conformation syn peut exister dans le cas des
guanines, en raison de I’interaction stabilisante entre le phosphate et le N*-H?. L’orientation
syn ou anti d’une guanine dans un G-quartet détermine la dimension du sillon entre deux
guanines voisines (Figure 2D). Un G-quartet présente 4 sillons, ils peuvent €tre grands,
moyens ou petits [7]. La combinaison de ces différentes conformations constitue la diversité
structurale des G-quadruplexes.

L’empilement de G-quartets est stabilisé par la coordination de certains cations
métalliques aux oxygeénes des fonctions carbonyles des guanines (Figure 2B). Cette
coordination limite la répulsion électrostatique des fonctions carbonyles entre-elles. En effet,
il a été montré que la température de fusion de gels d’analogues de guanosine variait en
fonction de la nature et de la concentration des cations utilisés, plus précisément en fonction
de leurs rayons ioniques respectifs [8]. Cette dépendance en fonction de la nature et de la
concentration en sels est une des caractéristiques des G-quadruplexes. Des cations
monovalents (Li", Cs", Rb", NH4", K", Na") ou divalents (Sr2+, Ca2+, Pb2+) peuvent étre
incorporés entre les G-quartets consécutifs et stabilisent plus ou moins la formation de G4
selon leur rayon ionique et leur colt énergétique de déshydratation [9, 10]. Voici le
classement général des ions selon leur capacité d’induction et de stabilisation de structures de
G4 :Sr*">K">NH, > Ca’*>Na">Rb > Cs"> Li"[11-14].

Il est intéressant de remarquer que, sans &tre reliées par un squelette phosphaté, les
guanosines sont aussi capables de former une structure hélicoidale en G4 pouvant atteindre
jusqu’a 30 nm de long [15]. Ceci souligne une forte coopérativité entre la formation de
liaisons H, la coordination avec des cations et les interactions d’empilement nt-it, essentielles

aux assemblages moléculaires en G-quartets.

b) Quartets inhabituels

Des quartets peuvent étre formés par d’autres bases canoniques des acides nucléiques.
On trouve non seulement des homo-quartets (quartets de A, C, T ou U) mais également des
quartets “hybrides” (ou “mixtes”) (quartets G+C et quartets A+T). Les quartets
correspondants et les séquences permettant leur formation ont été reportés dans la table 2 et
les figures 3 (homo-quartets) et 4 (quartets “mixtes”). La formation de quartets inhabituels a
été observée par RMN ou cristallographie dans des séquences riches en guanines comprenant

plusieurs G-quartets classiques. La formation d’un quartet inhabituel peut entrainer une
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A. “G+C” quartet ”
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Figure 4. Schématisation des quartets “mixtes” et des différentes possibilités
d’appariements relevées dans la littérature
(A) Quartets “mixtes”“G+C”; (B) Quartets “mixtes” “A+T".
Quartets . x5 Condition de L x
inhabituels Séquences (de 5’a 3°) formation Références
d(AG;T) K’ [16]
A-quartet  d(®*'U)-r(GAG,U) Na’ [17]
1(U)-d(*'G)-r(AG,U) Na' [17]
i d(TG,T) Na’, K" et NH," [18]
HO“:"t' T-quartet 416 1G,0) K [19]
quartets — _quartet  d(TG,CGsT) Na* [20]
r(UG,U) K" et Sr* [21, 22]
U-quartet  d(UG4T) Na’ [18]
r(UG,UGU) K" [23]
d(GCG,X*G,Y*) Na® [24]
“G+C” d(GCG2T3GCG2) Na+ [25]
+ ot +
quartets quartet d(G3;CT4G;0) Na’, K" et NH, [26-28]
“mixtes” d(GGGATC) K [29]
“GHC” et §(GCG,TTG,AT) Na* [30]
GGA_"_T” . 31
quartets  d(GAGCAG,T) Na [31]

Table 2. Séquences formant des quartets inhabituels (homo-quartets ou quartets “mixtes”)
*X=T, U TT, UC, TCou A et Y=AT, AU Uou A
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modulation de la coordination des cations insérés entre les quartets, et notamment ralentir le

mouvement des ions [18].

1.2.2 Structures en G-quadruplexes

Nous avons présenté précédemment le premier niveau architectural envisagé pour les G-
quadruplexes, la formation d’un G-quartet. L’empilement de plusieurs G-quartets forme ce
qu’on appelle le G-quadruplexe. Les structures en G-quadruplexe présentent un important
polymorphisme. Leur diversité structurale peut étre due a plusieurs parameétres (la
molécularité, I’orientation des brins, la configuration des G-quartets et des boucles) qui seront

abordés ci-dessous.

a) Molécularité comprise entre 1 et 4

Les G-quadruplexes peuvent étre formé de quatre (tétramoléculaires), de deux
(bimoléculaires) ou d’un seul brin(s) (mono- ou intramoléculaire) d’ADN (Figure 5B). Le
repliement en G4 a partir de trois brins est €galement envisageable, mais a notre
connaissance, cette stoechiométrie n’a jamais été rapportée, si l'on excepte l'observation
d'especes trimériques intermédiaires par spectrométric de masse. Cette différence de

molécularité représente le niveau le plus simple du polymorphisme des G4.

b) Configuration des G-quartets et orientation des brins

Chaque brin du G-quadruplexe a une direction définie par I’orientation 5° vers 3’ du
squelette phosphaté. Il existe quatre possibilités : (i) 4 brins orientés dans la méme direction
(G4 paralléle), (ii) 3 brins orientés dans une direction et le 4°™ dans la direction opposée (G4
“hybride” ou (3+1)), (iii) 2 brins voisins orientés dans une direction et les 2 autres dans la
direction opposée (G4 antiparalléle) et (iv) 2 brins diamétralement opposés orientés dans une
direction et les 2 autres dans la direction opposée (G4 antiparalléle) (Figure 5B). Notons au
passage que le terme "G4 antiparallele" regroupe en réalit¢ deux types de structures de
géométrie bien différente. La variabilité¢ dans la polarité¢ des brins est liée a 1’enchainement
des conformations des liaisons glycosidiques anti ou syn des guanines au sein d’un quartet.
Ainsi les quatre possibilités d’orientations de brins décrites précédemment sont associées a
ces possibilités d’arrangement des 4 guanines d'un méme G-quartet : (i) anti-anti-anti-anti ou
syn-syn-syn-syn, (ii) syn-anti-anti-anti ou anti-syn-syn-syn, (iii) syn-syn-anti-anti et (iv)

syn-anti-syn-anti.
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Figure 5. Polymorphisme des G-quadruplexes

(A) Différentes configurations de boucles: latérale, diagonale, en forme de “N” ou de “V .
(B) Exemples de G-quadruplexes avec des molécularités (tétra-, bi- ou intramoléculaire), des
orientations de brins (paralléle, antiparalléle ou 3+1), des arrangements de boucles et des quartets
varies. (C) Structure des quartets présentés en (B) et leur taille de sillons.
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Par ailleurs, nous avons mentionné précédemment que la direction des liaisons H au
sein d’un quartet détermine sa polarité (cf. : §I.1.2.1 a). Elle peut étre dans le sens horaire

(134

(face “+”) ou anti-horaire (face “-”). Ceci est directement reli¢ a la conformation des liaisons
glycosidiques des guanines pour chaque type d’orientation de brins. L’empilement entre deux
quartets adjacents de méme polarité différe de I’empilement de deux quartets de polarité
opposée.

De plus, I’enchainement des guanines en syn ou anti au sein d’un quartet entraine la

formation de sillons de tailles variables (Figure 5C).

¢) Configuration des boucles

Les structures de G4 bi- ou intramoléculaires font apparaitre des boucles. Ces boucles
peuvent adopter quatre configurations différentes : (i) boucle diagonale reliant deux brins
antiparalléles diagonalement opposés, (ii) boucle latérale connectant deux brins adjacents
antiparalleles, (iii) boucle en forme de “N” (“propeller” ou “double chain reversal”) reliant
deux brins adjacents paralléles et (iv) boucle en forme de “V” (“V-shaped”) (Figure 5A). La
configuration des boucles est intimement liée aux contraintes d'orientation des brins d’un G4.

La configuration des boucles dépend énormément de leur taille et de leur séquence. En
effet, une boucle en forme de “N” ne comportant aucun nucléotide peut relier 2 G-quartets
successifs [32]. Une boucle en forme de “N” avec un ou plusieurs nucléotides peut relier 2 ou
3 quartets consécutifs. A partir de 3 nucléotides dans une boucle, on peut avoir différentes
configurations dépendant de leur séquence.

Plusieurs équipes, dont la ndtre, se sont intéressées aux variations structurales de G4
intramoléculaire en fonction des longueurs [33-35] et/ou des séquences [36-39] de boucles.

Concernant la taille des boucles, les résultats publiés jusqu’a présent semblent indiquer
que : (i) les boucles courtes (1 nucléotide) favorisent la formation de G4 paralléles stables ;
(i1) les boucles longues (= 3 nucléotides) favorisent une conformation antiparall¢le mais
diminuent la stabilité du G4. En général, ’augmentation de la taille d’une boucle diminue la
stabilit¢ de la structure, chaque nucléotide ajouté entraine une diminution d'environ 2°C du
T,, dans K'. La tendance est moins claire en présence de Na" ; (iii) une séquence contenant
une boucle trés longue (> 9 nucléotides) peut également former des G4 avec une stabilité
thermique acceptable en conditions physiologiques.

En général, les expériences sont réalisées en présence de K et/ou de Na". Les structures
obtenues en présence de K sont généralement plus stables que celles dans Na'. La nature des

cations influence également la conformation des G4, le potassium semble favoriser la
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formation de G4 paralléles. Méme s’il semble peu probable que la nature des cations puisse
influencer 1’orientation finale des brins, il est cependant raisonnable de penser que la force
ionique peut influencer les interactions secondaires trouvées éventuellement dans les boucles
ou entre les boucles et le G4.

Enfin, ’effet de la séquence de boucles sur la stabilité des G4 a été mis en évidence.
Rachwal et al. ont montré que dans une boucle d’une seule base, ’adénine donne un G4
moins stable qu’une pyrimidine (C ou T). Notre équipe a également observé des résultats
similaires sur des boucles plus longues (3 nucléotides) [38]. Dans ce cas, I’adénine a la
premiere position d’une boucle déstabilise considérablement la structure de G4 formée. La
cytosine déstabilise légérement le G4 quand elle est placée au centre d’une boucle.

Ces travaux ont permis également d’enrichir les données de I’algorithme développé par
J. Huppert et ses collegues [40]. L’algorithme permet de prédire la formation et la stabilité
d’un G4 in vitro a partir d’une séquence primaire. Mais, il n’y a, jusqu’a présent, aucune regle
fiable permettant de prédire la conformation de G4 obtenue a partir d’une séquence donnée.
Neéanmoins, I’insertion d’une guanine modifiée (notamment, 8-bromoG [41] ou ribo-G) a des
positions spécifiques permet de contrdler la topologie de la structure et donc du type de
boucles [42]. L’¢étude des guanines modifiées sera abordée dans le chapitre III du manuscrit.

Par ailleurs, il est important de noter que toutes ces études utilisent le dichroisme
circulaire comme principale méthode d’analyse de I’orientation des brins au sein d’un G4.
Cette technique est adaptée pour révéler la formation de G4 par une séquence riche en
guanines, mais elle n’est pas fiable pour évaluer la polarité des brins au sein d’'un G4. En
effet, un spectre CD résulte de I’empilement de G-quartets successifs de différente polarité.
Ce point sera discuté dans les chapitres II et III de ce manuscrit. Nous verrons dans le chapitre
III quune méme conformation de G4 parallele a partir d’enchainement de configurations de
G-quartets différentes peut donner des spectres CD différents.

Nous pouvons également remarquer que dans certaines structures, des guanines peuvent
se retrouver dans les boucles, par exemple le G4 formé par la séquence télomérique de
Tetrahymena thermophila dans Na'[43] et la structure constituée de 2 quartets résolue pour la
séquence télomérique humaine dans K' [44]. A I’inverse, certains nucléotides autres que G
peuvent former des quartets inhabituels, notamment un variant du motif télomérique humain

d(GGGATC) [29].
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1.2.3 Conditions de formation de G-quadruplexes

Nous avons mentionné précédemment que I’empilement des G-quartets nécessitait la
présence de cations. La nature du cation présent dans la solution peut favoriser certains types
de repliements et influencer la stabilit¢ de la structure formée. En effet, les cations
interagissent avec les G-quadruplexes de deux manieres différentes : (i) par interaction avec
les 8 atomes O° de deux plateaux de G-quartets successifs (ions centraux) (Figure 2B) et (ii)
par interaction avec les charges négatives du squelette phosphaté du quadruplexe (ions
externes). Les ordres établis pour les cations monovalents (K* > NH; > Rb" > Na™ Cs" >
Li") [13] et pour les cations bivalents (Sr*" > Ba*"> Ca®"> Mg*") [14] peuvent étre corrélés au
rayon ionique et au colt énergétique de déshydratation des cations. Les cations positionés
entre les quartets effectuent des échanges avec les ions dans la solution. Il a ét¢ montré que la
demi-vie de ’interaction entre les cations et les quartets était généralement inférieure a la
seconde, donc beaucoup plus courte que la demi-vie d’un G4 [45, 46]. Cela suggere que le
mouvement des cations au sein du G4 ne nécessite pas son ouverture. Le G-quadruplexe
pourrait donc étre comparé a un canal ionique permettant le transport des ions. Cette
caractéristique du G-quadruplexe pourrait €tre utilisée en nanotechnologie, notamment pour la
fabrication de nanofils (“G-wires”) pour l’électronique moléculaire et de nanopores, qui
seront présentées un peu plus loin dans ce chapitre.

En absence de cations, les agents comme le polyéthyléne glycol (PEG), peuvent aussi
stabiliser la structure de G4 [47]. La présence de PEG influence la structure de G4 formée, et
favorise la formation de G4 paralléle [48]. On peut 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 dans le noyau cellulaire (acides nucléiques, protéines,
cofacteurs, ...). D'autres cosolutes peuvent stabiliser la structure en G4, notamment les
polyamines (par exemple la spermidine) [49] et le triéthyléne tétramine [50]. Il faut cependant
noter que certains agents mimant l'encombrement moléculaire ("crowding agents") ont
¢galement un effet sur l'activité¢ de I'eau, ce qui rend délicate la déconvolution de ces deux

effets.

1.2.4 Méthodes d’étude des G-quadruplexes
De nombreuses techniques ont été utilisées pour identifier et caractériser les structures
en G4. La cristallographie et la RMN sont des méthodes les plus puissantes pour cette étude

structurale.
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De nombreuses structures de G4 [51], incluant celles en présence de ligands ont été
résolues par cristallographie. Cette technique a permis d’accéder a des données précieuses sur
les distances et I’emplacement des ions au sein du G4. L’inconvénient de cette méthode est
que la structure résolue étant a 1’état solide (cristal) pourrait étre différent de la structure
adoptée en solution. En particulier pour les structures polymorphiques comme le G4, la
conformation observée pourrait étre la forme la plus facilement cristallisable et non celle
majoritaire en solution.

La RMN constitue aujourd’hui une technique de référence pour identifier la structure
d’une séquence donnée en solution. Cependant, en raison du polymorphisme des G4 et de
I’augmentation de complexité en fonction du nombre de blocs de G consécutifs, il peut étre
nécessaire d’ajouter des bases aux extrémités de la séquence d’intérét ou de modifier certaines
bases (G => 8-bromoG ou inosine; T => U) “stratégiques” afin de favoriser une forme
particuliere et d’obtenir un spectre RMN exploitable [52, 53]. Ceci peut évidemment conduire
a un biais sur I’identification de la structure réelle de la séquence native, puisque seules les
formes exploitables sont caractérisées. De plus, la RMN nécessite une concentration
relativement élevée des échantillons, ceci peut influencer la structure de G4 formée. En effet,
certaines séquences peuvent montrer un changement de conformation en fonction de la
concentration d’ADN utilisée [54].

En raison du débit limité et des contraints de séquence inhérentes aux deux méthodes
précédentes, d’autres techniques complémentaires comme les spectroscopies d’absorption et
de fluorescence (FRET), le dichroisme circulaire, la spectrométrie de masse a ionisation par
“électrospray” (ESI-MS), la calorimétrie, la spectroscopie Raman et la mobilité
¢lectrophorétique permettent d’acquérir des informations sur la molécularité, la stabilité et le
type de conformation adoptée. Certaines de ces méthodes (dénaturation thermique obtenue
par spectroscopies d’absorption et de fluorescence, par dichroisme circulaire ou par
calorimétrie) permettent en plus d’accéder a des parametres thermodynamiques et cinétiques
essentiels a la caractérisation des ces structures, mais reposant souvent sur des hypotheses pas
toujours validées.

D'autres techniques comme la sensibilité aux nucléases et les arréts d’ADN polymérases
permettent de déterminer la formation et I’emplacement de G4 sur une séquence longue. Les
guanines impliquées dans les G-quartets peuvent étre identifiées par des empreintes au
diméthylsulfate (DMS). Si I’azote N’ d’une guanine participe a la formation d’un quartet, il
est résistant a la méthylation par DMS et donc protégé du clivage. Les guanines non-clivées

sont, par définition, impliquées dans la formation de G-quartets.
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La propriété physique de ces structures peut étre étudié par des pinces optiques (“laser
tweezer”), méthode développée par 1’équipe de H. Mao et S. Basu en 2009 [55]. Cette
expérience de molécule unique permet de mesurer la force de dissociation de la structure.

Pour des applications en nanotechnologie, la formation de structures supramoléculaires
de G4 comme les “G-wires” peut étre observée au microscope a force atomique (AFM) ou au

microscope ¢lectronique en transmission (MET).

2) Fonctions biologiques : arguments en faveur de l’existence de G4 in vivo
Depuis la fin des années 80, les structures en G-quadruplexes sont 1’objet d’un intérét
tout particulier car elles pourraient avoir des rdles biologiques essentiels, que nous allons

aborder ci-dessous.

2.1 Analyses génomiques: localisation de G-quadruplexes potentiels

Des études bioinformatiques effectuées 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 “Quadsparser” en recherchant les séquences du type d(Gs3N;.7G>3N;7
G>3N17Gs3) (ou N = A, T, C ou G) a permis d’identifier environs 376000 séquences
susceptibles de former un G4 intramoléculaire (PQS pour “Putative Quadruplex Sequences”
dans le génome humain [56]. Il est intéressant de noter que la distribution de ces séquences
PQS n’est pas aléatoire dans le génome. Les PQS sont sous-représentés dans les régions
codantes des genes, mais sur-représentées dans des régions régulatrices comme les
promoteurs (régions situées en amont du site d’initiation de la transcription (TSS)) (Figure
6A-B). Plus de 40% des promoteurs de génes humains contiennent au moins un motif G4
[57]. Par ailleurs, la densit¢ de PQS est également corrélée a la présence de sites
hypersensibles a la nucléase (NHS). Ces sites sont des “fenétres ouvertes” requises dans les
promoteurs pour permettre a la machinerie de la transcription d’accéder aux séquences
d’ADN. Certains génes possédent un nombre plus important de PQS dans leurs promoteurs,
par exemple les proto-oncogénes [58]. A I’inverse, les génes suppresseurs de tumeurs
contiennent peu de PQS.

Néanmoins, I’ADN génomique est majoritairement sous forme d’une double-hélice,

dans laquelle 1’appariement Watson-Crick G-C, tres stable, doit limiter le repliement en G4.
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La formation de ces structures nécessite donc 1I’ouverture du duplexe, qui se produit au cours
de la réplication (Figure 6B), de la transcription ou de la recombinaison. Les régions du
génome sous forme simple-brin, telles que I’extrémité des télomeéres (Figure 6B) ou les ARN,
sont énergétiquement plus favorables a la formation de ces structures. La présence de
structures en G4 et leurs implications éventuelles au niveau des télomeres ne seront pas
abordées dans ce chapitre. Cet aspect sera trait¢ dans le chapitre V avec les études de
séquences télomériques. Les ARN, quant a eux, sont connus pour former des structures
comme les triplexes ou les G-quadruplexes. Il a été report¢ que plus de 3000 ARNm
possedent des motifs G4 dans leur région 5’ non traduite (5’UTR pour “UnTranslated
Region”) (Figure 6A-B) [59].

Des études bioinformatiques récentes [60] ont observé un enrichissement de motifs G4
dans plusieurs régions régulatrices des genes, y compris les sites de fixation de facteurs de
transcription, des sites hypersensibles a la nucléase, des ilots CpG (au niveau du promoteur)
et au niveau des insulateurs (régions permettant de limiter I’effet activateur ou répresseur de
la transcription du gene adjacent). D'autres régions montrant un potentiel de formation de G4
sont les régions de commutation de classe des immunoglobulines, I’ADN ribosomique et les
répétitions minisatellites.

La localisation de PQS dans des régions spécifiques du génome (ADN et ARN) suggere
que les G-quadruplexes pourraient jouer des rdles dynamiques dans plusieurs voies

cellulaires. Certaines de ces fonctions seront développées dans le paragraphe suivant.

2.2 Régulation génique

Comme nous l'avons mentionné précédemment, les G-quadruplexes sont susceptibles de
se former dans de nombreuses régions régulatrices de la transcription (ilots CpG, sites
hypersensibles a la nucléase, ...) et de la traduction (5’UTR, introns) du géne. Ceci implique
que la présence de ces structures pourrait jouer un réle dans la régulation génique.

En effet, il a été montré in vitro que la formation et la stabilisation de G4 au niveau du
promoteur d’un proto-oncogeéne, comme c-myc [61, 62] ou c-kit [63], pourrait inhiber leur
transcription. La surexpression de ces proto-oncogenes est souvent corrélée a la prolifération
des cellules cancéreuses. Par conséquent la répression de la transcription de ces genes par la
formation du G4 aurait un effet antitumoral. Le développement de ligands permettant la
stabilisation de ces structures constitue donc une nouvelle stratégie anticancéreuse. En 2009,
I’équipe de L.H. Hurley a montré que le promoteur de hTERT contient une séquence riche en

guanines susceptible de former une structure en G-quadruplexe. La formation de G4 a cet
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endroit pourrait masquer le site de fixation de Spl (pour “specific protein-17) et inhiberait
ainsi I’activité¢ du promoteur de hTERT [64]. D'autres exemples de génes ayant des motifs G4
dans leur promoteur sont : VEGF, HIFI-a, Bcl-2, Ret et KRAS. Bien que la fonction cellulaire
de la formation de G4 dans certains de ces promoteurs ne soit pas clairement caractérisée, leur
formation, leurs structures et leurs propriétés biophysiques in vitro sont bien connues (pour
revue : [65]).

Par ailleurs, la présence de motifs G4 dans les minisatellites, connus comme des sites
d’hypermutabilité et d’instabilité génomique, pourrait jouer un rdle dans la régulation
génique. En effet, la formation de G4 dans la région polymorphique associée au geéne de
I’insuline, ILPR (pour “Insulin-Linked Polymorphic Region) pourrait, via des interaction
avec la protéine insuline, moduler la transcription du geéne [66, 67]. De plus, la stabilisation de
ces structures dans les minisatellites humains (notamment, MS1 et CEB1) par certains ligands
de G4 pourrait expliquer la forte instabilité génomique observée dans ces régions [68-70].

La formation de G-quadruplexes semble également avoir un role dans la régulation de
la traduction des ARNm. La formation d’un G4 d’ARN intramoléculaire dans le 5’UTR du
proto-oncogene NRAS a été démontrée par 1’équipe de S. Balasubramanian [59]. Le motif G4
a ce niveau inhibe la traduction du géne en question. Par ailleurs, de nombreuses études
suggerent que des motifs G4 dans les introns pourraient jouer un rdle dans la régulation de
I’épissage des ARNm [71, 72]. La présence de plusieurs PQS dans I’intron 6 du gene de
hTERT, et I’effet d’un ligand de G4 sur I’augmentation de 1’épissage de cet intron suggerent
un role potentiel de ces structures dans la maturation des ARN [72]. Nous avons également
remarqué que la formation de G4 dans I’intron 3 de I’ARNm de TP53 (geéne suppresseur de
tumeurs) permettait la régulation de I’épissage de I’intron 2 du méme géne [71]. Récemment,
il a été montré que la formation de G4 dans la région 5’UTR de I’ARNm de TRF2 réprimait
la traduction de celui-ci [73]. Les G-quadruplexes d’ARN possedent une stabilité remarquable
: ils pourraient donc jouer des rdles essentiels au niveau cellulaire, notamment dans la
régulation de la maturation et/ou de la transcription des ARNm. Cependant, malgré leur
stabilité, il est possible que d’autres types d’appariements (G-C et G-U) puissent empécher
I’association des guanines entre elles. De plus, I’interaction avec des protéines reconnaissant
de régions consensus riches en G pourrait aussi entraver la formation de G4. L’¢tude de la
formation de G4 dans un contexte cellulaire semble donc essentielle pour valider I’implication
de ces structures dans de telles régulations.

Certaines de ces séquences PQS ont été étudiées et utilisées pour le criblage de ligands

de G4 sur plaque présenté dans le chapitre VI.
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Figure 6. Localisation de G4 potentiels et leurs fonctions biologiques

(A) Forte densité de PQOS (“Putative Quadruplex Sequences”) en amont du site d’initiation de la
transcription (TSS) de I’ADN (région promotrice) et au niveau du 5’UTR de I’ARNm [74].

(B) Implication possible de G4 in vivo, notamment au niveau du promoteur, du télomere, de I’ARNm
ou durant la réplication.
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2.3 Protéines reconnaissant les G4

L’existence de protéines naturelles interagissant spécifiquement avec les structures en
G-quadruplexes constitue un argument indirect de I’existence des G4 in vivo. On peut classer
ces protéines dans plusieurs groupes en se basant sur leurs fonctions distinctes.

Le premier groupe est constitu¢ de protéines permettant la stabilisation de ces
structures. On peut citer la protéine de nucléocapside (NCp) du VIH-1 (Virus de
I’Immunodéficience Humaine de type 1) qui est impliquée dans la stabilisation du génome
viral au cceur du virion et participe a la machinerie pré-intégrative du cycle viral [75]. On peut
mentionner également la protéine uqTBP25 (pour “unimolecular quadruplex Telomere-
Binding Protein 25”) qui est potentiellement impliquée dans les interactions avec I’ADN
téelomérique [76]. Un autre exemple intéressant dans ce groupe est la thrombine humaine.
L’aptamere de la thrombine (court acide nucléique sélectionné contre la thrombine humaine
par "approche SELEX) formant un G4 intramoléculaire est capable de lier spécifiquement la
thrombine humaine (en dehors de son site actif). L’interaction de I’aptameére avec sa cible
permet de diminuer I’agrégation des plaquettes et d’empécher I’interaction de la thrombine
avec le fibrinogeéne, en lui conférant des propriétés anticoagulantes et anti-thrombotiques [81,
82]. Récemment, il a été montré que l’interaction entre la protéine Huntingtin et une
séquence riche en G capable de former un G-quadruplexe inhibait I’agrégation de la protéine
qui serait responsable de la maladie neurodégénérative de Huntington [77].

Les protéines induisant la formation de structures intra- et intermoléculaires de G4 sont
classées dans le deuxieme groupe. On peut citer trois exemples: RAP1 (pour “Repressor
Activator Protein-17) [78], Hopl (“Human Osteogenic Protein-17) [79] et la topoisomérase
I humaine[80].

Des protéines permettant de dérouler (hélicases), déstabiliser ou cliver les structures de
G4 constituent les deux autres groupes. Les hélicases ATP-dépendantes de type RecQ, en
particulier les hélicases humaines BLM et WRN, peuvent résoudre des structures en G-
quadruplexes tres stables [83] et faciliter I’activité de I’ADN polymérase au travers de régions
contenant des répétitions de trinucléotides d(CGG) liées au syndrome de 1I’X fragile [84, 85].
La protéine hélicase Pifl de levure est impliqué dans la maintenance de la stabilité de
minisatellites CEBI, insérés dans le génome de S. cerevisiae, en résolvant les G4 formés dans

ces régions [69, 86, 87].
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Figure 7. Existence de G-quadruplexes in vivo

(A) Preuve directe de [’existence de G-quadruplexes dans les macronoyaux des ciliés Stylonichia
[88]: (a) Image d’un macroyau de cilié observée au microscope confocal. L’image montre une
superposition du marquage immunohistochimique (utilisation d’anticorps : Sty3 et Sty49) de G4
telomérique antiparalléle (en jaune) et celui de I’ADN (en rouge). Le marquage de G4 n’est pas
observé au niveau de la bande de réplication. (b) Image observée au microscope électronique de
I’ADN extrait du macroyau. Le carré indiquerait la position de formation de G4 reliant les deux
chromosomes. (¢) Structure de G4 formée entre deux téloméres et confirmée par une analyse
biochimique. (B) Formule chimique de la cyanine ETC, marqueur fluorescent de G4 [89].
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Certaines protéines, en se fixant préférentiellement sur la forme simple-brin peuvent
déstabiliser les quadruplexes. Les protéines hnRNP (pour “heterogenous nuclear
RiboNucleoProtein) ont été identifiées comme des protéines déstabilisant ces structures.
Parmi ces protéines hnRNP, on peut citer UP1 [90] (correspondant a l'extrémité N-terminale
de hnRNP Al) qui est impliquée dans la maintenance télomérique. La protéine télomérique
hPOT1 (pour “human Protection Of Telomeres 1) [91] et la protéine hRPA (pour “human
Replication Protein A) [92] déstabilisent les G4 intramoléculaires formés par la séquence du
télomere humain.

Les nucléases clivant les structures en G4 constituent le dernier groupe de ce
classement. Nous pouvons citer deux nucléases, la topoisomérase I1 [93] et la GQN1 [94]
qui sont connues pour couper le G4 tétramoléculaire issu des régions de commutation de
classe des immunoglobulines. La GQNI1 clive spécifiquement I’ADN G4, elle n’a pas d’effet
sur ’ARN G4. La protéine Kemlp, une nucléase identifiée dans S. cerevisiae, peut cliver
I’ADN G4 [95, 96] et serait impliquée dans la sénescence cellulaire et le raccourcissement des

télomeres [97].

2.4 Preuve directe de I’existence de G-quadruplexes in vivo

Les études sur les ciliés ont fourni la preuve la plus directe de 1’existence de G-
quadruplexes bimoléculaires au niveau des télomeres. Les macronoyaux des ciliés, contenant
des millions de minichromosomes, offrent ainsi un mod¢le privilégié pour 1’étude des
téelomeres. La formation in vivo de G-quadruplexes antiparalleles par les séquences
télomériques de ciliés a été montrée par microscopie confocale, en utilisant des anticorps
spécifiques de G4 [98] (Figure 7A). 1l a également été démontré que ces structures €taient
résolues au cours de la réplication, ceci est caractérisé par une absence de marquage de la
bande de réplication des ciliés par un des anticorps.

Jusqu’a présent, I’existence in vivo de G4 au niveau des télomeres d’organismes, autres
que les ciliés, n’est pas démontrée ; le nombre moins important de télomeéres rend la
révélation d’éventuelles G4 in vivo plus difficile. Néanmoins, le développement de molécules
de G4 fluorescents, comme la cyanine ETC [89, 99] (Figure 7B) ou radioactifs (360A triti¢)
[378] pourrait permettre de détecter la formation de G4 dans les téloméres humains. Cela

constitue une nouvelle approche prometteuse pour 1’identification de motifs ADN spécifiques.
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Figure 8. Structures supramoléculaires formées par des oligonucléotides riches en G

(A) G-wires : (a) Représentation schématique “G-wire” formé par des séquences d(G,T1,G,) [100].
(b) Image au microscope électronique en transmission (MET) de “G-wires” formés par des poly-dG
non-modifiés [101]. (c) Schématisation de “G-wire” modifié (insertion d’un espace éthyléne glycol et
une bipyridine centrale). (B) Représentation schématique de “Frayed wire” formé par des séquences
d(4,5Gs) [102].
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3) Applications pour les nanotechnologies et biotechnologies

Outre les implications biologiques de ces structures, les propriétés d’auto-assemblage
des G-quadruplexes, leur stabilité et leur rigidité s’averent particuliérement intéressantes pour
les nanotechnologies et biotechnologies. Nous présenterons ci-dessous quelques exemples
d’applications potentielles concernant la fabrication de nanofils pour 1’¢lectronique

moléculaire, de machines moléculaires, de nanopores ou de nanoparticules.

3.1 Nanostructures d’ADN : “G-wires”, “Frayed wires” ou ADN synaptiques

L’id¢ée de former de longues structures interconnectées basées sur la formation de G-
quadruplexes a été¢ formulée dans les années 90 [103]. Les équipes de E. Henderson et R.D.
Sheardy ont montré par gel d’électrophorése qu’en présence de K™ et de Mg, la séquence
télomérique du cilié¢ d(G4T,Gy) était capable de former une structure supramoléculaire en fil,
appelées “G-wire” [100, 104-106]. Ces polymeres mesuraient entre 10 et 1000 nm de long et
2,5 nm de diamétre, en accord avec le diametre d’un G4. Une fois formés, ces polymeres sont
extrémement stables et peuvent résister a des conditions dénaturantes classiques (40%
formamide / 7 M urée, 100°C). Ces superstructures d’ADN parall¢les sont formées de G-
quadruplexes avec des appariements décalés : I'extrémité¢ 5° d’un duplexe G-G est reli¢ a
I’extrémité 3’ du duplexe G-G opposé (Figure 8A.a) [100]. Les G-wires peuvent également
étre obtenus par des séquences poly-d(G) comme montré sur la figure 8A.b [101].

N. Sugimoto et ses collaborateurs ont introduit un espaceur éthyléne glycol et une
bipyridine centrale entre les deux blocs de G, a la place des thymines [107, 108]. La
bipyridine permettant la chélation de cation divalent, notamment Ni**, induit une transition du
G4 antiparallele bimoléculaire et la formation de “G-wires” modifiés (Figure 8A.c). L’ajout
d’EDTA chélate Ni** et permet une réversibilité du systéme. La taille de ces structures peut
atteindre prés de 200 nm. Néanmoins ces fils ne sont pas tres rigides, ceci est dii @ un manque
de rigidité des espaceurs éthyleéne glycols introduits.

Les structures en G-quadruplexes, et en particulier les “G-wires” constituent des
approches séduisantes pour la construction de fils moléculaires pour des applications en
microélectronique. En effet, la bonne conductivité supposée de ces structures pourrait résulter
d'un transport €lectronique créé par la coordination de cations centraux avec les fonctions
carbonyles des G-quartets. Il a ét¢ montré par microscopie a force €lectrostatique que des

ADN G4 formés par des poly-dG en présence de K étaient polarisables, tandis que des ADN
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Figure 9. Biocapteurs et nanomachines basés sur la formation de G-quadruplexes

(A) Biocapteurs de séquence d’ADN: (a) détection de séquence d’ADN par [’activité catalytique du
complexe aptamere-thrombine [110] ; (b) balise moléculaire (MB) fluorescente basée sur l’ouverture
et la fermeture de G4 [111] ; (c) balise moléculaire catalytique (MCB) basée sur un désoxyribozyme
structuré en G4 [112]. En bleu, nous avons la partie permettant la formation de G4. En noir et en
rouge, ce sont la tige et la boucle de la balise. En absence de la séquence complémentaire (cADN),
[’hémine se lie a la structure en G4 et permet la réaction d’oxydation de TMB (pour “3,3°,5,5 -
TetraMethylbenzidine Sulfate”). La présence de cADN empéche la formation de G4. L’ hémine ne peut
plus fixer la structure et ne permet donc pas la réaction d’oxydation. (B) Schéma d’une machine
moléculaire basée sur la formation et la dissociation d’'un G4: (a) cycle d’ouverture et de fermeture
de la machine ; (b) mouvement d’extension généré par ['ouverture du G4 [113].
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en double-hélice ne le sont pas [109]. Ceci peut s’expliquer par une plus grande rigidité et une
plus grande résistance aux forces de surfaces des structures de G4. L’ADN G4 pourrait donc
étre un meilleur conducteur et candidat que ’ADN duplexe pour la fabrication de fils
moléculaires pour la microélectronique. Cependant les “G-wires” sont des structures dont la
longueur, ’orientation et la molécularité sont relativement difficiles a controler, leur
production et leur utilisation peuvent s’avérer plus complexes que celle d’un duplexe
classique d’ADN. Pour cela, A.B. Kotlyar et ses collaborateurs ont biotinyl¢ les séquences
poly-dG afin de réunir les 4 brins par interaction avidine-biotine, permettant ainsi
d’augmenter la chance de former des structures tétramoléculaires [114]. Cette nouvelle
approche permet donc de contréler la molécularité des structures formées.

MacGregor et ses collegues ont identifié des structures allongées formées par les
séquences d(A;sGis) et d(T;sG;s) en présence de K' [102]. IIs ont appelé ces structures
“Frayed wires” pour différencier des “G-wires” (Figure 8B). Bien qu’ils soient moins étudiés
que les “G-wires”, les “Frayed wires” sont tout aussi intéressants. Ces structures sont plus
stables en Na" qu’en K" ou en NH,;'[102]. Les queues poly-dT ou poly-dA permettent
d’attacher des objets, tels que des enzymes ou d’entrevoir un moyen de connecter ces
structures entre elles.

L’ADN synaptique n’est pas abordé dans ce paragraphe, puisque cette structure est

utilisée dans un des projets de cette these et est présentée dans I’introduction du chapitre I'V.

3.2 Formation de biocapteurs et de nanomachines avec ’ADN G-quadruplexe

Les aptameres d’ADN ont non seulement des potentiels thérapeutiques, mais peuvent
également étre utilisés pour la chimie bioanalytique. Notamment I’ADN G4 formé par la
séquence TBA d(G,T.G,TGTG,T,G;) (aptamere de la thrombine) est trés utilisé pour le
développement de biocapteurs. La détection de séquence d’ADN par les interactions TBA-
thrombine et 1’utilisation de “balise catalytique” a été exploitée par Willner et ses collegues
(Figure 9A.a) [110, 115]. La protéine thrombine est liée covalemment a I’oligonucléotide
contenant la séquence TBA. En absence de la séquence complémentaire, la séquence TBA
forme un G-quadruplexe qui va bloquer le site actif de I’enzyme et empécher ainsi la réaction
catalytique. La présence de la séquence complémentaire entraine la dissociation du complexe
thrombine-aptameére, ceci permet I’hydrolyse d’un peptide li¢ a la rhodamine 110. Cette
réaction libére un fluorophore, la rhodamine 110 qui est quantifiable par spectroscopie de

fluorescence.
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Figure 10. Canaux ioniques a base de G-quadruplexes

(A) Canal ionique formé par auto-assemblage de guanines lipophiles [116]. (B) Exemple de canal
ionique formé a partir de dérivés du folate [117]. Les longues chaines carbonées de I’acide folique
permet de rigidifier [’empilement des quartets. (C) Immobilisation de I’ADN G4 sur la surface interne
du nanopore [118]. Le diamétre du pore est contrélé par l'ajout de K* et de séquences d’ADN
complémentaires.
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Une balise moléculaire (MB) fluorescente basée sur la structure de G4 a ét€¢ mise en
place par notre équipe en 2006 [111]. Le systéme consiste en un G4 avec une boucle centrale
longue (12 a 21 nucléotides). En présence de la s€équence complémentaire, la boucle centrale
forme un duplexe avec la séquence, ce qui entraine 1’ouverture du G-quadruplexe. Cette
ouverture de G4 est détectée par une augmentation de I’émission de fluorescence qui est due a
I’¢loignement entre le fluorophore et le quencher (Figure 9A.b).

Récemment, I’équipe de E. Wang a construit des portes logiques en utilisant une balise
moléculaire catalytique (MCB) basée sur un désoxyribozyme structuré en G4 [112]. La
formation et la dissociation du G4 sont liées a une réaction chimique qui permet de changer la
couleur de la solution, visible a I’ceil nu et mesurable par spectroscopie d’absorption UV-vis
(Figure 9A.c).

L’ouverture et la fermeture d’un G4 intramoléculaire formé par la séquence télomérique
humaine ont également permis de créer une machine moléculaire [113, 119]. L’ajout d’un
brin complémentaire (“C-fuel”’) de la séquence télomérique induit un mouvement d’extension
causé par ’ouverture de la structure de G4. A I’inverse, ’ajout d’un oligonucléotide (“G-
fuel”) formant un duplexe plus stable avec “C-fuel” permet le repliement de la séquence
télomérique en G4, conduisant & un mouvement de contraction. Ce mouvement
d’extension/contraction est, en théorie, sur une distance de 5,5 nm : de 1,5 nm pour le G4 a 7

nm pour un duplexe (Figure 9B).

3.3 Canaux ioniques a base de G-quadruplexes

Nous avons mentionné précédemment que la dynamique des cations au sein d’un G4
faisait de lui un canal ionique potentiel. En effet, Jefferry Davies et ses collaborateurs ont
construit des canaux ioniques artificiels a partir d’empilement de G-quartets modifiés
lipophiles [116]. Les nucléosides modifiés en 5’ par un groupement (3,5-
bis(allyloxy)benzoyl)-2’,3’-isopropylidene) permettent de former des liaisons covalentes entre
les G-quartets (réaction de métathése oléfinique) et donc de rigidifier la structure formeée
(Figure 10A). Cette structure de G4 lipophile permet un transport efficace de cations, ici Na',
au travers d’une bicouche lipidique mimant une membrane. La rigidification de 1’empilement
peut également étre obtenu par association de longues chaines carbonées qui contraignent
I’ensemble (Figure 10B) [117, 120].

Par ailleurs, X. Hou et ses collégues ont construit un nanopore dont la surface interne
est recouverte de séquences d’ADN pouvant former des G4 [118]. Le diametre du pore est

influencé par la présence de K'. L’ajout de K permet un mouvement de contraction df a la
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formation de G4 et a I’inverse, ’ajout d’une séquence complémentaire induit la formation de

duplexe et donc un mouvement d’extension qui réduit le diametre du pore (Figure 10C).

3.4 Pontage de nanoparticules via la formation de G4

L’équipe de A. Kotlyar a montré que I’insertion de G-quadruplexes tétramoléculaires
paralleles contenant des résidus phosphorothioates a chaque extrémité permettait
I’assemblage de nanoparticules d’argent [121] ou d’or [122] et pouvait entrainer la formation
de structures en forme de fleur. Ces nanoparticules reliées par des structures en G4 permettent

un assemblage stable sans entrainer d’agrégation méme a haute concentration en sel (0,2 M)

(Figure 11).

G4 tétramoléculaire contenant
des résidus phosphorothioates

TEM image of nanoparticules
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Figure 11. Pontage de nanoparticules d’or via des G4 tétramoléculaires [122]

A droite: Schématisation de nanoparticules d’or (rond rouge) reliées par des structures de G4
tétramoléculaires paralléles (en noir) contenant des résidus phosphorothioates (en rouge). Les résidus
phosphorothioates permettent [’ancrage de la structure dans les nanoparticules. A gauche: image de
nanoparticules d’or en forme de fleurs observée au MET.

4) Objectifs de ce travail

Comme nous l'avons montré dans les paragraphes précédents, les structures en G-
quadruplexes sont susceptibles de se former dans le génome humain et d'avoir un role
essentiel au niveau cellulaire ainsi que des applications en nanotechnologies. Il est donc
important de bien comprendre la formation de ces structures. De nombreuses études
structurales ont été réalisées ces dernic¢res années ; cependant, compte tenu du polymorphisme
structural des G4, en particulier des G4 intramoléculaires, la tiche s’avére difficile et est donc

toujours d’actualité. En effet, il n’existe, jusqu’a présent, aucune reégle qui puisse prédire la
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conformation de G4 a partir d’une séquence primaire. De plus, pour des applications en
nanotechnologies, il est nécessaire de pouvoir contréler et anticiper la formation de ces
structures. Tout cela nous a amen¢ a réaliser ces travaux de these.

Dans la premiére partie des résultats (Chapitre III), nous avons étudié la structure, la
stabilit¢ et la cinétique d’association de G-quadruplexes tétramoléculaires modifiés, en
particulier la 8-méthyleguanine et la guanine en série L (“levogyre”). Ces résultats ont
contribué a la description des mécanismes d’association de ces especes qui est encore limitée.
Les connaissances acquises ont ¢été utilisées pour les applications en nanotechnologie,
notamment pour la formation de ’ADN synaptique sur un support d’ADN origami. Cet
aspect sera présenté dans le chapitre IV.

Nous nous sommes ensuite intéressés a 1’étude structurale des séquences biologiques.
Dans le chapitre V, nous avons fait une étude comparative de la structure et de la stabilité des
séquences télomériques de différents organismes allant des protozoaires aux vertébrés en
passant par les levures, les plantes et les invertébrés. Cette étude a permis de comparer les
structures et la stabilit¢ de ces différentes séquences télomériques et a participé a
I’enrichissement des données nécessaires au développement d’un algorithme prédisant la
stabilité des G4.

La diversité des conformations adoptées par une séquence riche en G et la présence de
ces séquences dans nombreuses régions du génome rendent difficile le développement de
ligands de G4 efficaces en thérapie. En effet, le grand défi d’aujourd’hui est de trouver des
molécules qui peuvent cibler une région spécifique du génome. Nous avons décrit dans le
dernier chapitre des résultats (chapitre VI), le développement d’'une méthode de criblage
rapide de I’interaction de ligands avec différentes conformations de G4. Le développement de
G4-FID sur plaque constitue une méthode simple, rapide et peu cotliteuse pour I’identification
de ligands spécifiques d’une conformation particuliére de G4. Nous discuterons également

dans ce chapitre les avantages et les limites de la technique.
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Chapitre II. Matériel et Méthodes

1) Produits

1.1 Les tampons

Pour les expériences de spectroscopie, nous utilisons généralement des tampons qui
n’absorbent pas ou peu dans le domaine de longueurs d’onde étudiées, entre 200 nm et 500
nm, et qui n’ont pas de propriétés de fluorescence notables. D’autre part, les expériences de
dénaturation thermique nécessitent des tampons dont le pH varie peu avec la température. Le
tampon composé par le couple acide faible/base faible, acide cacodylique/cacodylate (pKa =
6,27 a 25°C) possede ces trois propriétés, avec un pouvoir tamponnant suffisant entre pH 5,0
et 7,4. Il constitue donc le tampon de choix pour les études spectroscopiques a pH
physiologique en absorbance, dichroisme circulaire et fluorescence.

Le tampon que nous appelons dans ce manuscrit cacodylate de lithium, utilis¢ a 10 mM
et pH 7,2, est obtenu par basification d’une solution d’acide cacodylique ((CH3),AsO,H) avec
une solution d’hydroxyde de lithium (LiOH). La quantité d’ions Li" ajoutés au cours de cette
opération est sensiblement égale a la quantité de cacodylate, 8,9 mM pour une solution a 10
mM en cacodylate 3 pH 7,2. L’ion Li’ n’a pas ou peu d’effet stabilisant sur les G-
quadruplexes, certainement en raison de son plus faible rayon ionique par rapport a la cavité
formée par un quartet de guanines. L’utilisation de ce contre-ion nous permet donc de
négliger son effet sur la stabilisation de G-quadruplexes et d’étudier I’effet d’autre ions,
comme le sodium et le potassium, sur la stabilité et conformation de ces structures, sans
changer de tampon. Des expériences réalisées préalablement a mon arrivée dans 1’équipe
avaient montré que 1’addition de quantités croissantes de lithium ne modifiait pas ou trés peu
le Tm d’un G-quadruplexe dans une solution contenant du sodium ou du potassium.
L’utilisation de ce tampon a donc remplacé progressivement celle du sel commercial de
cacodylate de sodium qui introduisait systématiquement 10 mM d’ions Na', pouvant ainsi

jouer un role important dans la stabilité des structures.
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Nom Longueur € Séquence (5° = 3°)
(nucléotides) (L.mol.cm™)
TBA 15 143300 GGTTGGTGTGGTTGG
Bom17 17 174600 GGTTAGG TTAGGTTAGG
Spom20 20 195000 GGTTACGGTTACGGTTACGG
Asc20 20 190800 GGCTTAGGCTTAGGCTTAGG
Spom23 23 233400 GGTTACAGGTTACAGGTTACAGG
Cgi26 26 249600 GGTGTACTGGTGTACTGGTGTACTGG
VEGF 17 171400 GGGAGGGTTGGGGTGGG
Gial8 18 190700 GGGTAGGGTAGGGTAGGG
VAVI 19 194700 GGGCAGGGAGGGAACTGGG
C-Kit2 20 199100 GGGCGGGCGCGAGGGAGGGG
C-Kitl 21 213200 GGGAGGGCGCTGGGAGGAGGG
Hum?21 21 215000 GGGTTAGGGTTAGGGTTA GGG
21CTA 21 206900 GGGCTAGGGCTAGGGCTAGGG
Scer21 21 205100 GGGTGTGGGTGTGGGTGTGGG
Par21 21 197300 GGGTTTGGGTTTGGGTTTGGG
GTT 21 199300 GGGGTTGGGTTTGGGTTTGGG
TGT 21 199300 GGGTTTGGGGTTGGGTTTGGG
TTG 21 199300 GGGTTTGGGTTTGGGGTTGGG
GGT 21 201300 GGGGTTGGGGTTGGGTTTGGG
TGT 21 201300 GGGGTTGGGTTTGGGGTTGGG
TGG 21 201300 GGGTTTGGGGTTGGGGTTGGG
GGG 21 203300 GGGGTTGGGGTTGGGGTTGGG
AKTI1 23 208400 GGGCGGGCGGCTCCGGGCGCGGG
Tom24 24 251000 GGGTTAAGGGTTAAGGGTTAAGGG
TAA* 24 247100 GGGTTTAGGGTTAAGGGTTAAGGG
ATA* 24 247100 GGGTTAAGGGTTTAGGGTTAAGGG
AAT* 24 247100 GGGTTAAGGGTTAAGGGTTTAGGG
TTA* 24 243200 GGGTTTAGGGTTTAGGGTTAAGGG
TAT* 24 243200 GGGTTTAGGGTTAAGGGTTTAGGG
ATT* 24 243200 GGGTTAAGGGTTTAGGGTTTAGGG
Ara24 24 239300 GGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGG
PlasC24 24 234800 GGGTTCAGGGTTCAGGGTTCAGGG
Gla26 26 242500 GGGGTCTGGGTGCTGTGGGGTCTGGG
Chla27 27 263600 GGGTTTTAGGGTTTTAGGGTTTTAGGG
27K-Ras 27 284000 GGGCGGTGTGGGAAGAGGGAAGAGGGG
45Ag 45 459400 GGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG
22Ag 22 228500 AGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG
22AgR 22 227160 AGGGUUAGGGUUAGGGUUAGGG
Ceb25 25 253100 AGGGTGGGTGTAAGTGTGGGTGGGT
32B3 (K-Ras) 32 341000 AGGGCGGTGTGGGAAGAGGGAAGAGGGGGAGG
35B1 (K-Ras) 35 370500 AGGGCGGTGTGGGAAGAGGGAAGAGGGGGAGGCAG
C-Myc 22 228700 TGAGGGTGGGTAGGGTGGGTAA
Insuline a2 28 283900 ACAGGGGTGTGGGGACA GGGG TGTGGGG
Tet22 22 213400 GGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGG
Oxy3.5 28 262000 GGGGTTTTGGGGTTTTGGGGTTTTGGGG
Cyani33 33 343700 GGGGGGAATGGGGGGAATGGGGGGAATGGGGGG
TGGGT 5 47700 TGGGT
TG3T 5 47700 TMGGT
11 5 47700 TGMGT
TGAT 6 57800 TGGGGT
111 6 57800 TMGGGT
v 6 57800 TGMGGT
v 6 57800 TGGMGT
VI 6 57800 TGGGMT
L-TGAT 6 57800 L-TGGGGT
D-TGAT-F ou L-TG4T-F 6 78800 D-TGGGGT-FAM / L-TGGGGT -FAM
TGST 7 67900 TGGGGGT
UG5U (ARN) 7 67590 UGGGGGU
T4G4AT 9 106400 TTTTGGGGT
GGAS8 24 269100 GGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGA
CGGI12 36 322900 CGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGLCGGCGGLGGLCGGCGaG
dx9 9 (a) 90500 (b) 80000  (a)GCGATACGG (b)CCGTATCGC
dx12 12 (a) 115100 (b) 108300  (a)GCGTGAGTTCGG (b)CCGAACTCACGC
ds17 17 (a) 163960 (b) 171740  (a)CCAGTTCGTAGTAACCC (b) GGGTTACTACGAACTGG
ds26 26 253200 CAATCGGATCGAATTCGATCCGATTG
dT6 6 51300 TTTTTT
dT9 9 76860 TTTTTTTTT
dT18 18 153540 TTTTTTTTTTTTTTTTTIT
dT21 21 179100 TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
dT24 24 195000 TTTTTTTTTTTTTTTITTTTTITTITT
dA24 24 291400 AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
dc24 24 173000 CCCCceeeecceeeccececcceccececececce

Table 3. Liste des oligonucléotides utilisés dans ce manuscrit excepté ceux utilisés pour ’ADN
origami (Annexes 1 et 2)

M:8-méthyle-2’-déoxyguanosine; FAM: 6-carboxyfluorescéine; en rouge: les guanines pouvant étre
impliquées dans la formation des G-quartets.

* : les séquences dérivés de Tom24 (séquence télomérique de L. esculentum).

38



Chapitre II. Matériel et Méthodes

1.2 Les oligonucléotides

Les oligonucléotides utilisés sont synthétisés soit par la société Eurogentec (Liege,
Belgique), soit par nos collaborateurs (équipe d’Aldo Galeone, Université de Naples, Italie et
Bernard Rayner, INSERM U869, Université Bordeaux Segalen, France). Toutes les synthéses
sont réceptionnées apres déprotection sous forme lyophilisée, et sont resuspendues dans de
I'eau bidistillée sauf les ADN modifiés et les séquences d’agrafes utilisées pour I’ADN
origami qui sont directement livrés en solution.

Une fois resuspendus, leur concentration est déterminée par spectroscopie d’absorption
a 260 nm (cf. : §I1.2.1.3 a) en utilisant les coefficients d’extinction molaire fournis par le
fabriquant et en utilisant la loi de Beer-Lambert (voir page suivante).

Tous les stocks d’oligonucléotides sont ensuite conservés a -20°C dans de l’eau
bidistillée pour éviter I’introduction d’ions non désirés, pouvant ainsi influencer la stabilité et
la cinétique de formation de certaines structures. La qualité (pureté) des oligonucléotides est

estimée pour certaines syntheses par électrophorése en conditions dénaturantes.

1.3 Les ligands

Les molécules chimiques testées et caractérisées pour leur capacité a lier des structures
particulieres d’ADN ont des origines diverses. PIPER est commercialisé par Calbiochem et
BRACOI19 a été synthétis¢ dans le cadre de I’ACI « Médicaments et Cibles thérapeutiques »
par la société Sanofi-Aventis. Les autres molécules testées ont été synthétisées par les

chimistes du groupe de Marie-Paule Teulade-Fichou a I’Institut Curie.Toutes les molécules

sont stockées a -20°C dans 100% DMSO.

2) Spectroscopies
2.1 Absorbance
2.1.1 Matériel

Les expériences de spectroscopie d’absorption ont ¢été réalisées sur des
spectrophotomeétres Uvikon 940 (Kontron), Uvikon XL et XS (Secomam) présentant un
passeur de 2 x 6 positions permettant ’analyse de 9 échantillons, 2 références et une sonde
température qui peut étre thermostaté par cryostat externe. Pour les mesures d’absorbance
dans ’UV a l’aide de ces spectrophotometres, des cuves en quartz (Hellma, France) de

différents parcours optiques (/ =1 et 0,2 cm) et contenance (600 pul ou 300 pl respectivement)
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peuvent étre utilisées. L’utilisation d’un Nanodrop ND-1000 a également permis
ponctuellement la détermination rapide et économique de concentrations d’oligonucléotides

pour des applications en biologie moléculaire ou en nanotechnologie (ADN origami).

2.1.2 Principe

En fonction de sa longueur d’onde, une radiation UV-visible (200 - 700 nm) traversant
une solution est susceptible d’étre absorbée par celle-ci (Figure 12). L absorption d’une telle
radiation correspond a une transition de la molécule absorbante de son état électronique
fondamental & un état électronique excité. A une longueur d’onde A donnée, I’absorbance 4

est définie par la loi de Beer-Lambert:

(1) A =log(,/I)=¢A).l.C
175 BERPURES (09
> >
solution

Figure 12. Schéma représentatif d’un faisceau lumineux traversant un milieu d’épaisseur |

ou /, est I’intensité de la lumiére incidente, / est ’intensité de la lumiére sortante (/ <
1,), € est le coefficient d’extinction molaire de la molécule absorbante (en L.mol'l.cm'l), [ est
la longueur du trajet optique de la solution traversée (en cm) et C est la concentration molaire
de la molecule absorbante (en mol.L™).

L’absorbance des acides nucléiques entre 200 et 300 nm est exclusivement due aux
systemes insaturés conjugués et aux fonctions carbonyles présents dans les bases puriques et
pyrimidiques. En effet, la contribution du squelette phosphaté n’est mesurable qu’a des
longueurs d’onde inférieures a 190 nm. Le maximum d’absorption dépend donc de la
séquence, de la structure et de la composition en bases ; il est compris entre 254 nm pour des
séquences riches en purines (A et G) et 270 nm pour des séquences riches en pyrimidines (C,
T et U).

Les mesures de Spectres de Différence Thermique (TDS) ou Isotherme (IDS) (cf.:
§I1.2.1.3 a) et de dénaturation thermique (cf.: §II.2.1.3 b) ont été réalisées avec un
spectrophotométre a double faisceau, qui permet la soustraction, a 1’acquisition, de
I’absorbance éventuelle du solvant ou tampon de référence (Figure 13). Nous utilisons
généralement de 1’eau bidistillée en référence, 1’absorbance des tampons utilisés étant

négligeable.
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Figure 13. Spectrophotométre a double faisceau

2.1.3 Méthodes

a) Spectres d’absorption, détermination de concentrations et Spectres de Différence

Thermique ou Isothermique

Comme mentionné précédemment, I’absorption d’un acide nucléique dépend de sa
séquence, de sa structure et de sa composition en bases. Pour certaines structures d’ADN, une
importante variation d’absorbance peut en effet étre observée pour des formes structurées et
déstructurées. Les coefficients d’extinction molaire étant calculés a 260 nm pour des
oligonucléotides non structurés, les concentrations doivent en général étre déduites des
spectres enregistrés a haute température, lorsque les oligonucléotides sont dénaturés.
Néanmoins, pour certaines structures ou la variation d’absorbance a 260 nm est faible, c’est
généralement le cas des G-quadruplexes [123], I’approximation de concentration réalisée a
partir des spectres a basse température est acceptable.

Ces observations ont permis de montrer que la courbe, obtenue par soustraction du
spectre d’absorption de la forme structurée a celui de la forme non-structurée, nommeée TDS
ou IDS pour “Thermal ou Isothermal Difference Spectra”, pouvait révéler la présence de
certaines structures d’acides nucléiques (ADN B, ADN Z, duplexes parall¢les, triplexes, G-
quadruplexes ou motif 1) [124]. Le TDS est défini comme la différence entre le spectre a
haute température et celui a basse température, tandis que I’IDS résulte de la soustraction des
spectres enregistrés au début d’une cinétique d’association a ceux obtenus a la fin d’une
cinétique d’association.

Le TDS permet également de choisir les longueurs d’onde appropriées pour suivre les

changements conformationnels induits par une variation de température. L.’absorbance a une
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longueur d’onde adaptée en fonction de la température donne une courbe dite de

“dénaturation thermique” (paragraphe suivant).

b) Dénaturation thermique de structures d’ADN

Les expériences de dénaturation thermique suivies par spectroscopie d’absorption
permettent d’étudier la stabilité d’une structure en fonction de la température. En fonction de
sa structure, la dénaturation thermique d’un ADN structuré peut s’accompagner d’un
hyperchromisme (augmentation de 1’absorbance) ou d’un hypochromisme (diminution de
I’absorbance) a une longueur d’onde choisie. Les spectrophotométres sont reliés a des bains-
maries extérieurs qui permettent la régulation thermique des échantillons, a des gradients de
température bien définis, généralement compris entre 0,2 et 1°C.min"'. Les programmes
“MacroTm” sur Uvikon 940 et “ThermAlys”sur Uvikon XL et XS, permettent
I’enregistrement a intervalles réguliers de 1’absorbance des échantillons (9 au maximum) et a
1-5 longueurs d’ondes différentes (335, 295, 273, 260 et 240 nm en général). La température
est mesurée tout au long de I’expérience par une sonde immergée dans une cuve remplie
d’eau (Uvikon 940) ou par une sonde placée dans une cuve solide (Uvikon XL et XS). Les
absorbances a une longueur d’onde de référence ou les acides nucléiques n’absorbent pas
(405 ou 335 nm) sont soustraites ensuite aux absorbances mesurées aux autres longueurs
d’onde.

Les courbes de dénaturation thermiques obtenues présentent généralement une
transition qui se déroule sur une gamme de température plus ou moins large selon
I’échantillon considéré. Ce type de transition traduit le passage de la forme associée ou repli¢e
de la molécule (a basse température) vers sa forme dissociée ou dépli¢e (a haute température).
A partir de ces courbes sigmoidales, nous pouvons déterminer la température de demi-
transition 7,,, qui est définie comme la température a laquelle 50% des structures ont été
dénaturées.

Comment déterminons nous un T, (Figure 14)? Le T, correspond a 1’intersection
entre la courbe de dénaturation thermique et la médiane entre les deux lignes de bases a basse
(forme structurée) et a haute température (forme dénaturée). Le choix des lignes de bases est
parfois arbitraire, mais nous avons vérifié qu’il n’affecte que modérément la valeur du
T,(=1°C). On notera que les lignes de base a basse L; (7) et haute température L, (7)
correspondent a la variation d’absorbance des états structurés et non-structurés

respectivement. La fraction d’ADN structurée a une température 7 donnée 6 (7) peut alors
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s’exprimer en fonction de la courbe de dénaturation thermique obtenue, c’est a dire de
I’absorbance en fonction de la température (4 (7)) :
3) O(T) = [Lo(T) = A(T)] / [Lo(T) — Li(T)]
le 7,, étant définie comme la température pour laquelle 6= 0,5 (6= 1 quand 7<<T,, et

0= 0 quand 7>>T,,)

0,14
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0,12

0,11

0,14

Abs a 295nm

0,09

0,08

0,07 4

température (°C)

Figure 14. Courbe de dénaturation thermique de Hum21 (3 uM) dans NaCl 100 mM,

suivie a 295 nm

Li(T) est la ligne de base extrapolée de |’absorbance a basse température (séquence structurée); Ly(T)
est celle extrapolée a haute température (séquence denaturée).

Des courbes de dénaturation et de renaturation superposables indiquent que les valeurs
d’absorbance enregistrées a chaque température correspondent a des états d’équilibre
thermodynamique. Il est alors possible, moyennant quelques hypotheses, de déterminer des
parametres thermodynamiques des courbes de dénaturation thermique [125] en exprimant les
constantes d’association et de dissociation en fonction de 6. Dans le cas contraire, un
phénomene d’hystérésis est observé : les courbes de montée et de descente en température ne
sont pas superposables. Ce phénomene est 1ié a des cinétiques de dénaturation et/ou de
renaturation lentes par rapport au gradient de température. C’est le cas des G-quadruplexes
tétramoléculaires que nous avons étudiés avec des séquences modifiées (cf.: §III) et en
présence ou non de ligands des G4 (cf.: §VI). Dans ce cas précis, il est nécessaire de
préformer les structures a haute concentration (~300 xM) avant de pouvoir étudier leur
stabilité thermique. Aux concentrations utilisées (quelques xM), la réassociation des brins
d’ADN en G-quadruplexes tétramoléculaires est négligeable dans la gamme de température
ou ces structures se dissocient, par conséquent la transition observée ne reflete pas I’équilibre
thermodynamique. Il est donc préférable de parler de demi-dissociation (T,,) plutét que de

demi-transition (T, ) dans ce cas la.
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Inversement, si I’on se place a plus basse température et a une concentration suffisante,
nous pouvons suivre par spectroscopie d’absorption la cinétique d’association isotherme de

G-quadruplexes tétramoléculaires (cf. : §11.2.1.3 ¢).

¢) Association isotherme de quadruplexes tétramoléculaires

La mesure de la cinétique d’association d’un G4 tétramoléculaire est décrite ci-dessous.
La cuve, contenant I’ADN préalablement dénaturé, est ensuite placée dans le
spectrophotometre thermostaté a froid (4°C) et restera a cette température pendant toute
I’expérience. A basse température, 1’association des G4 tétramoléculaires est favorisée. En
utilisant les mémes programmes que pour les expériences de dénaturation thermique, il est
possible de mesurer 1’absorbance, aux longueurs d’onde caractéristiques de la structure
étudiée (240 et 295 nm pour les G-quadruplexes), en fonction du temps. La formation d’un G-
quadruplexe est accompagnée d’une variation d’absorbance caractérisée par une
augmentation de I’absorbance a 295 nm et une diminution de I’absorbance a 240 nm. Les
courbes expérimentales sont traitées ensuite par KaleidaGraph et ajustées avec une courbe
théorique qui dépend de I’ordre de la réaction, et permettent de déduire la constante de vitesse
d’association k,, des ADN simple-brins en G4 tétramoléculaire.

L’¢établissement de 1’équation permettant d’ajuster les points expérimentaux enregistrés
a 240 et 295 nm est possible en considérant qu’a basse température, I’association d’un G4
tétramoléculaire est un phénoméne quasi-irréversible (la demi-vie du complexe formé étant
suffisamment longue pour pouvoir négliger la réassociation). Cette réaction unidirectionnelle
peut étre écrite sous forme :

kOIl
4N —————> A

Ou A correspond a la forme simple-brin, 4, a la forme G4 et k,, a la constante
d’association. La vitesse de la réaction d’association est alors définie par 1’équation :

Von = kon [A]" = -d[A] / dt

Ou V,, est la vitesse d’association, n I’ordre de la réaction, /4] la concentration en
simple-brin et ¢ le temps. La variation de la fraction simple-brin est définie au cours du temps
par :

a(t) = [A](®) / Co
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Ou o représente cette fraction non-appariée, et Cy la concentration initiale en simple
brin. De ce fait, I’équation de vitesse peut Etre exprimée sous forme d’une équation
différentielle :

da(t) / dt = - ke Co™" dt

Dont la résolution donne comme solution 1’évolution de a au cours du temps :

a(t) =""V(1 + Co™ (n-1) kon t)

Dans toutes nos analyses, 7 est arbitrairement fixé a 4, et k,, est exprimé en [M™.s™].
L’ordre de la réaction dépend en réalité¢ des conditions expérimentales et serait plutot compris
entre 3 et 4. En pratique, les points expérimentaux obtenus a 240 et 295 nm lors d’une
expérience d’association isotherme d’un G4 tétramoléculaire sont ajustés par 1’équation

décrivant la variation de a au cours du temps, en considérant que n = 4 et que k,, est inconnu.

2.2 Dichroisme Circulaire
2.2.1 Matériel

Les expériences de dichroisme circulaire (CD) ont été réalisées sur des
spectropolarimetres monofaisceau J-810 ou J-815 (Jasco). Tous les deux sont équipés d’une
lampe Xénon, purgés par I’azote afin de limiter 1’oxydation des miroirs et thermostatés par
effet Peltier. Le Jasco J-810 possede un passeur de 6 échantillons tandis que le Jasco-815 ne
permet de mesurer qu’un échantillon a chaque fois. Les mesures sont réalisées en général

dans des cuvettes en quartz (Hellma, France) de 1 cm ou 0,2 cm de parcours optique.

2.2.2 Principe

Les molécules chirales présentent une activité optique, c’est-a-dire qu’elle peuvent
changer les propriétés de polarisation de la radiation qui les traverse. En particulier elle
peuvent absorber différemment de la radiation polarisée circulairement gauche et de la
radiation polarisée circulairement droite ; cette propriété est dite dichroisme circulaire (CD).
Pour une longueur d’onde donnée, le signal CD est défini comme la différence entre
I’absorbance de la lumiere polarisée circulairement a gauche (A;) et celle de la lumiere
polarisée circulairement a droite (A,) (Figure 15).

(4) CD = A;- A,

Nous pouvons mettre en relation le signal CD (en unité d’absorbance) avec la
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concentration C de 1’échantillon et le parcours optique / par une loi analogue a celle de Beer-
Lambert pour 1’absorbance.

5 CD = AA = A(elC) = (eg—¢p) L C

La conversion du signal CD en ellipticit¢ 6, selon la formule (6), autorise son
expression en millidegrés. Cette relation entre CD et ellipticité n’est valide que pour des 6
petits (de quelques dizaines de mdeg).

(6) 0 (mdeg) = 32980 x CD

La forme d’un spectre CD donne, entre autres, des informations concernant la structure

secondaire des macromolécules, comme des acides nucléiques ou des protéines.

radiation polarisée radiation polarisée
circulairement & gauche circulalrement & drolte
(PCG) (PCD)

Figure 15. Principe du dichroisme circulaire

Une radiation électromagnétique qui se propage le long de la direction z est dite polarisée
circulairement a gauche (PCG) quand son vecteur champ électrique tourne dans le plan (x, y) dans le
sens inverse des aiguilles d’une montre. Quand une radiation PCG d’intensité I est absorbée par une
solution, la radiation sortante sera encore PCG, mais son intensité I sera plus faible ; et idem pour
une radiation PCD (polarisée circulairement a droite). Le signal CD est definie comme CD=Ag-
Ap=log(ly/ls) - log(ly/Ip). La composition des deux radiations sortantes donne une radiation polarisée
elliptiquement ; [’ellipticité 0 est définie comme [’arc qui a comme tangente le rapport entre [’axe
mineur et [’axe majeur de [’ellipse.

2.2.3 Méthode

a) Dichroisme circulaire des acides nucléiques en particulier des G4

Les spectres CD des acides nucléiques résultent des transitions dues aux couplages entre
les bases, lorsqu’elles sont empilées dans une structure chirale, par exemple hélicoidale. Le
signal CD refléte ainsi I’orientation des bases entre elles. En cela le dichroisme circulaire
s’avere étre un outil précieux pour 1’étude conformationnelle de structures d’acides

nucléiques et en particulier des structures hautement polymorphiques comme les G4. Selon
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I’analyse publi¢ par Gray et al. en 2008 [126] et ’article publié par Masiero et al. en 2010
[127], la polarité¢ des G-quartets successifs empilés dans une structure G4 influence le signal
CD. Nous allons détailler I’interprétation des spectres CD des G4 et en particulier des G4
tétramoléculaires dans les chapitres III et VII de ce manuscrit.

Le polymorphisme des G4 qui conduit au mélange de diverses conformations G4 en
solution pour certaines séquences, explique en partie la difficulté d’interprétation des spectres
CD.

Comme pour les mesures d’absorbance, 1’acquisition du signal CD en fonction de la
température permet de tracer des courbes de dénaturation thermique. La forme structurée, a
basse température (4°C ou 25°C) posseéde des bandes CD, positives ou négatives, relativement
importantes di a ’empilement et a ’appariement des bases entre-elles, alors qu’a haute
température, le couplage entre bases (et donc le signal CD) de la forme déstructurée est
fortement réduit. Nous observons donc en général une transition d’un signal positif ou négatif,
selon la longueur d’onde observée, vers un signal proche de 0. Le traitement des courbes de
dénaturation thermique obtenues par dichroisme circulaire est effectué¢ de la méme manicre

que décrite précédemment (cf. : §I1.2.1.3 b).

b) Mesures et traitement des données

L’acquisition des spectres de CD est réalisée a 1’aide du logiciel “Spectra Manager”
développé par Jasco. Le balayage est généralement effectué de 335 a 220 nm a une vitesse de
200 4 500 nm.s™', avec un pas et une largeur de bande & 1 nm et un temps de réponse de 1 s.
Le signal CD est généralement faible et les spectres obtenus sont plus bruités que des spectres
d’absorbance ; il est donc préférable d’accumuler plusieurs spectres (2 a 3 accumulations en
moyenne) pour améliorer le rapport signal/bruit.

Pour toute mesure réalisée, nous avons enregistré une ligne de base correspondant a la
cuve remplie de tampon. Etant donné que la qualité des cuves peut influencer la qualité des
spectres, il est donc préférable d’utiliser des cuves neuves pour les mesures de CD.

La soustraction de la ligne de base est effectuée manuellement aprés exportation des
données brutes sous KaleidaGraph. Les mesures enregistrées en “.txt” sont regroupées sous
un méme tableau grace au logiciel “DataHelper”.

Pour les expériences de dénaturation thermique, 1’échantillon est thermostaté par un
effet Peltier piloté directement par le logiciel “Spectra Manager”. Pour les expériences de

dénaturation avec les G4 tétramoléculaires modifiés présentées dans D’article 1 de ce
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. ege o, . y - -1 . &
manuscrit, nous avons utilisé un gradient de température de 0,2°C.min" et enregistré¢ a des

longueurs d’onde de 335, 240, 260 et 295 nm.

2.3 Fluorescence
2.3.1 Matériel
Les spectres de fluorescence ont été effectués sur un spectrofluorimétre FluoroMax-3
(Jobin Yvon), a lampe de Xénon (150 W), équipé d’un passeur de 4 échantillons et reli¢ a un
cryostat permettant de controler la température. Les expériences sont réalisées dans des
cuvettes possédant 4 faces polies, de parcours optiques de 10 mm, et de contenance 3 mL.
Pour augmenter le débit, les expériences de FID (“Fluorescence Intercalator
Displacement”) sont réalisées dans des plaques de 96 puits, la fluorescence est détectée avec
une machine Mx3005P (Stratagéne) (congue pour la PCR quantitative et ici utilisée
simplement comme lecteur de fluorescence de plaques). Elle est munie d’un systeme de filtres
permettant la détection de la fluorescence du Thiazole Orange utilisé dans ce test (filtre
d’excitation a 492 nm =5 nm, filtre d’émission a 516 nm +5 nm avec un gain de 8X). Les

expériences sont enregistrées a 25°C.

2.3.2 Principe de G4-FID (“Fluorescent Intercalator Displacement”)

Le principe de FID est basé sur le déplacement du thiazole orange (une molécule
fluorescence) de la structure étudiée (quadruplexes ou duplexes), par des ligands de G4. La
fluorescence du Thiazole Orange (TO) est exaltée (maximum d’émission a 525 nm) lorsqu’il
est li¢ a I’ADN (quadruplexes ou duplexes). De ce fait le déplacement de la sonde par fixation
du ligand sur I’ADN entraine une diminution de la fluorescence du TO (Figure 16). Ce test
permet de classer les ligands potentiels en fonction de leur affinité pour les G-quadruplexes et
leur sélectivité pour ces derniers par rapport aux duplexes. Cette expérience est simple et peu
couteuse puisqu’elle ne demande pas ’apport d’oligonucléotides modifiés ou d’équipement
spécifique. Elle est également rapide en termes de temps de lecture et d’interprétation et
permet d’analyser une quantité importante de molécules. Cependant, cette méthode représente

certaines limites qui sont détaillées dans le chapitre VI.
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Thiazole Orange G4 ligand

G4 (or ds) DNA DNA labelling TO displacement

Figure 16. Représentation schématique de deux principales étapes du test G4-FID

(a) marquage de la matrice d’ADN (quadruplexes ou duplexes) par le Thiazole Orange (TO) et (b)
déplacement de la sonde fluorescente de la matrice d’ADN par des ligands. (Ces deux étapes ne sont
pas forcément découplées ; il est possible d’ajouter le ligand et le TO simultanément)

2.3.3 Mesures et traitements des données

Les expériences sont réalisées sur des plaques 96 puits, dans un tampon 10 mM
cacodylate de lithium (pH 7,2) et 100 mM KCI. Le thiazole orange (1 uM) est incubé avec les
différentes structures d’oligonucléotides préformées (0,5 puM en brin pour les G4
intramoléculaires, 2 uM en brins pour les G4 tétramoléculaires, 1 pM pour les duplexes) en
présence ou non de ligands (2,5 uM). Le déplacement du TO est évalué¢ en mesurant sa
fluorescence sur la machine Mx3005P (Stratagene).

Les intensités de fluorescence sont ensuite traitées par Excel. Le bruit de fond (F}) est

soustrait de I’intensité de fluorescence initiale (F1 et F1) :

(7) FA = FI - Fyou FAy = Fl,- Fp

Ou F} (bruit de fond) est la moyenne de fluorescences du tampon, du TO non lié¢ a
I’ADN et/ou du ligand, FIj est ’intensité de fluorescence du TO lorsqu’il est li¢ a ’ADN, FI
est 'intensité de fluorescence apres ’ajout du ligand, FA et FA4, sont les intensités de
fluorescence du TO apreés soustraction du bruit de fond.

Nous pouvons ensuite calculer le pourcentage de déplacement du TO en utilisant la

formule ci-dessous :

(8) Déplacement du TO (%) = 100 - ((FA/FAy) x 100)
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3) Analyse et purification des acides nucléiques
3.1 Radiomarquage des acides nucléiques
3.1.1 Marquage en position 5’

Les oligonucléotides possédant une extrémité 5°-OH libre sont marqués par
incorporation d’un phosphate radioactif. La réaction s’effectue a 37°C pendant 30 a 40
minutes : 20 pmoles d’oligonucléotides sont incubées en présence de 10 unités de T4
polynucléotide kinase (T4 PNK, New England Biolabs (NEB)) et de 10 pCi de [y32P-ATP]
(3000 Ci.mmol™, PerkinElmer) dans 70 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 5 mM Dithiothréitol
(DTT), pH 7,6 (tampon T4 PNK, NEB).

Dans le cas d’oligonucléotides suffisamment longs (>10 nucléotides), le [y*>P-ATP] non
incorporé et ’enzyme sont ¢éliminés aprés passage sur colonne d’exclusion (Biospin SP6,
Biorad) pendant 4 minutes a 1000g. Dans le cas d’oligonucléotides courts (<10 nucléotides),
la purification s’effectue sur un gel de polyacrylamide 20% en conditions dénaturantes (TBE

1X, Urée 7M) (cf. : §11.3.2.1).

3.1.2 Marquage en position 3’

Les oligonucléotides (20 pmol) avec une extrémité 3’-OH sont marqués par 20 unités de
Terminal Transférase (TdT, New England Biolabs) dans le tampon suivant: 20 mM Tris-
acétate, 50 mM acétate de potassium, 10 mM acétate de magnésium, 1 mM Dithiothréitol
(DTT), pH 7,9 (tampon NEB 4), en présence de 250 pM de CoCl, et de 10 pCi de [o**P-
dATP] ou [a**P-dNTP] (3000 Ci.mmol™") selon I’application. L’incubation a lieu a 37°C
pendant 30 a 40 minutes. Les nucléotides radiomarqués non incorporés ainsi que 1’enzyme
sont éliminés apres passage sur une colonne d’exclusion 4 minutes a 1000 g (Biospin SP6

Biorad).

3.2 Electrophorése sur gel de polyacrylamide
3.2.1 Conditions dénaturantes

Les oligonucléotides peuvent étre analysés par radiomarquage en 3’ ou 5° au >*P (cf. :
§I1.3.1) ou par « UV-shadow » sur gel de polyacrylamide 15 ou 20 % (acrylamide :
bisacrylamide (19 :1)) en condition dénaturantes (urée 7M, TBE 1X) dans un tampon de
migration TBE 1X. Le gel d’acrylamide est polymérisé¢ par 0,1% d’ammonium persulfate
(APS) et 0,1% de TEMED (N,N,N’,N’-Tetraméthylénediamine). Une migration du gel (7

Watts.cm™) est effectuée avant le dépot des échantillons afin d’atteindre une température de
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50 a 60°C. Les échantillons sont dilués dans un tampon de charge dénaturant contenant 95%
de formamide déionisée (25% de formamide final) et pouvant contenir éventuellement des
marqueurs colorés (xyléne-cyanol et bleu de bromophénol). Cependant, I’ajout des bleus
directement dans les échantillons n’est pas recommandé dans le cas d’une détection par “UV-
shadow” (cf.: §I1.3.2.3 b), ceux-ci pouvant masquer la bande d’ADN a analyser. Les
¢chantillons sont dénaturés 2 a 3 minutes a 90°C dans un bain a sec. Ils sont ensuite
centrifugés rapidement avant d’étre déposés sur gel : environ 30 a 60 uM d’ADN (selon la
taille des oligonucléotides) par puits pour une visualisation par “UV-shadow” et 0,5 a 1 pmol

pour une détection apres radiomarquage classique (0,5 pCi/pmol d’ADN).

3.2.2 Conditions natives

L’¢lectrophorese de gels de polyacrylamide en conditions natives permet d’observer
d’éventuelles structures d’acide nucléiques, et les éventuelles interactions entre elles ou avec
d’autres agents du milieu. Des conditions de température et de sels contrélées permettent de
conserver certaines structures intra- ou intermoléculaires ou certaines interactions avec des
ligands ou des protéines. Ces especes migrent dans le gel en fonction de leur taille et de leur
charge apparentes.

Pour la visualisation de G-quadruplexes tétramoléculaires, nous avons utilis¢ des gels
de polyacrylamide (acrylamide : bisacrylamide (19 : 1)) a 20% contenant 10 a 20 mM de
NaCl ou de KCl et du TBE 1X. Les oligonucléotides sont préformés a 4°C pendant 48h dans
un tampon 10 mM cacodylate de lithium pH 7,2 et 110 mM de NaCl ou de KCIl. Nous
ajoutons ensuite 10% de sucrose pour permettre de charger les échantillons sur gel. Les gels
sont migrés dans du TBE 1X supplémenté par 10 a 20 mM en NaCl ou KCI, en chambre
froide ou thermostaté par cryostat. La migration est effectuée a 3-4W/gel, soit environ 120V,
pour une température des gels de 15°C en fin de migration. Ces conditions permettent de
préserver les structures formées a basse température et de minimiser la dénaturation au cours
de la migration. Ceci est particulierement important dans le cas des G4 intramoléculaires ou la
stabilité thermique est souvent plus faible que des G4 tétramoléculaires.

Pour I’observation de G-quadruplexes intramoléculaires, nous avons utilisé de 12 a 20%
de polyacrylamide (acrylamide : bisacrylamide (19 : 1)) selon la taille des oligonucléotides
testés. Le gel contient 10 a 20 mM de NaCl ou de KCI et du TBE 1X. Les oligonucléotides
sont préalablement chauffés a 90°C puis refroidi lentement a la température ambiante (=

25°C) ou a 4°C & une vitesse d’environ 1°C.min"". La migration s’effectue dans un tampon
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TBE 1X supplémenté par 10 & 20 mM NaCl ou KCl, en chambre froide ou thermostaté par
cryostat. La migration est effectuée a 3-4W/gel.

3.2.3 Modes de détection

a) Détection radioactive

Pour une détection radioactive, les gels doivent étre fins (0,4 mm d’épaisseur) pour étre
ensuite séchés sur du papier Whatman 3MM. Une fois sec, le gel est posé sur un écran
radiosensible 4 base de cristaux de BaFBr: Eu®" dans une matrice organique (Molecular
Dynamics ou Amersham Biosciences). Ces écrans permettent la conversion des électrons
émis par le rayonnement 8~ du **P en photons : la radiation induit 1’oxydation de Eu*" en Eu’*
ainsi que la réduction de BaFBr en BaFBr ~; les complexes BaFBr ~ absorbent autour de 600
nm ; I’absorption d’une telle radiation libére des électrons qui réduisent I’Eu’" & un état excité
de I’Eu”" ; le retour & I’état fondamental de ce dernier se fait pas I’émission d’un photon a 390
nm. Apres I’exposition au gel, 1’écran est ensuite numéris¢ a 1’aide d’un Phosphorlmager
(Molecular Dynamics) ou d’un Typhoon (Amersham Biosciences). L’instrument détecte
I’émission des photons a 390 nm apres une excitation a 633 nm par un laser. L’image obtenue

est analysée a 1’aide du logiciel ImageQuant 5.2 (Molecular Dynamics).

b) Détection par ombrage de fluorescence (“‘UV-Shadow”)

Dans le cas d’une visualisation de I’ADN par “UV-Shadow”, le gel est transféré sur un
film plastique puis placé sur une plaque de silice fluorescente (pour chromatographie en
couche mince). La plaque de silice en-dessous du gel devient fluorescente quand elle est
excitée aux UV (254 nm). Les acides nucléiques présents dans le gel absorbant eux-aussi les
UV, ils sont révélés par ’ombre qu’ils produisent sur la plaque de silice lorsque nous les
¢éclairons aux UV en épifluorescence (Figure 17). Les images sont générées et analysées
directement avec une GBox (Syngene, Synoptics) ou du systétme “Bio-imaging” (MF-
ChemiBIS 3.2 — ETNA). Cette technique est simple, elle ne nécessite aucun pré- ou post-
marquage des matériels, mais est beaucoup moins sensible que le radiomarquage (cf.:
§I1.3.2.3 a). Par ailleurs, une analyse quantitative des bandes reste délicate, du fait d’un

¢éclairage peu homogene et d’un “bruit de fond” important.
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Figure 17. Principe de la détection par “UV-Shadow”

¢) Détection par fluorescence

Dans le cas d’acides nucléiques conjugués a des molécules fluorescentes, il est possible
de les révéler en utilisant les propriétés d’excitation et d’émission des fluorophores. Pour des
oligonucléotides non marqués, il est également possible de “colorer” le gel apreés migration,
avec un bain de tampon contenant une molécule qui fluoresce davantage lorsqu’elle est liée a
I’ADN (par exemple le bromure d’éthidium ou le SyBR green, gold ou safe). La visualisation
peut alors se faire par transillumination dans ’'UV (cas du bromure d’éthidium) et capture par
caméra numérique (MF-ChemiBIS 3.2 — ETNA) ou a l’aide d’un Typhoon (Amersham

Biosciences).

e QGels révélés par “post-marquage”

Apres migration, le gel peut étre coloré par un bain contenant des différents colorants de
I’ADN tels que le bromure d’éthidium (BEt), le SyBR (green, gold ou safe), le “Stains-All”
ou encore le thiazole orange.

La détection par fluorescence de colorants de I’ADN a I’avantage d’étre plus simple et
plus rapide que celle par radioactivité. Les inconvénients de cette méthode de révélation est
qu’elle nécessite plus de matériel que la radioactivité et qu’il est treés difficile de s’assurer que
I’intensité¢ des bandes reflete bien 1’abondance relative des especes. En effet, ces colorants
interagissent différemment avec les structures d’acides nucléiques, ce qui revient a dire que
les différentes structures ne sont pas colorées de maniere similaire. En particulier, nous
n’avons pas trouvé, pour I’instant, de colorant permettant de révéler de facon identique de
courtes séquences d’ADN du type d(TG,T) (n = 3-5), sous leur forme simple-brin ou G-
quadruplexe tétramoléculaire. Le signal obtenu pour le simple-brin était souvent inexistant, ce

qui rend délicate I'utilisation de cette méthode pour la quantification.
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e Réaction d’échange de brins observée en électrophorése

Cette réaction d’échange de brins est facilitée par un copolymere cationique [128-131]
(CCC, pour “cationic comb-type copolymer”) synthétisé et mise en place par I’équipe du Pr.
Atsushi Maruyama a Fukuoka (Japon). Le copolymere possede des propriétés de chaperone
d’acides nucléiques. Il réduit la barriére énergétique nécessaire a la dissociation et a
I’association des brins impliqués dans une structure et permet donc de promouvoir 1’échange
de brins entre I’ADN fluorescent et la structure préformée (Figure 18).

Dans le cas de cette ¢tude, le brin TG4T couplé a la fluorescéine en position 3° (0,5 uM
en brin) est incubé en présence d’exces de G4 tétramoléculaires préformés (20 uM) et avec ou
sans 1 mM de CCC. La réaction est effectuée a température ambiante dans un tampon
compos¢ de 10 mM cacodylate de lithium (pH 7,2) et de 100 mM NaCl. Avant le dépot des
¢chantillons, nous ajoutons 12% de glycérol ou sucrose et 5% de sulfate de polyvinyle (PVS)
qui permet de dissocier le CCC de I’ADN [132]. Pour la visualisation de cette réaction, nous
avons utilis¢ des gels de polyacrylamide (acrylamide : bisacrylamide (19: 1)) a 20%
contenant 10 2 20 mM de NaCl et du TBE 1X. La migration des échantillons est effectuée
dans un tampon de migration (TBE 1X supplémenté de 10 a 20 mM en NaCl), a température
ambiante et a 3-4 W par gel. Le gel est ensuite révélé par fluorescence a 520 nm (Aexe = 480

nm) en utilisant une caméra numérique (ETNA — MF-ChemiBIS 3.2).

5C§>S5§ 5 5 A wm 2 S5 5
- + CCC =
s * - g = u
s . s
3 3 3 3 ) 3 . 3 @3 .
[TG,TL, TG,T-F [TG,T),.TG,T-F TG,T

Figure 18. Principe de I’expérience d’échange de brins
Le CCC (“cationic comb-type copolymer”) permet au brin fluorescence (TG,T-F) de s’incorporer
dans le G4 tétramoléculaire préformé. Cette réaction peut étre observée par électrophoreése.

3.3 Purification d’oligonucléotides sur gel de polyacrylamide

Les oligonucléotides peuvent étre purifiés par migration sur gel de polyacrylamide, en
les détectant par “UV-shadow” ou radiomarquage. Les oligonucléotides radiomarqués ou non
sont déposés, selon leur taille, sur un gel de polyacrylamide de 12 a 20 % (acrylamide :
bisacrylamide (19 : 1)) en conditions dénaturantes (urée 7M, TBE 1X). Aprés migration, une

bande majoritaire d’ADN est révélée, par “UV-shadow” dans le cas d’oligonucléotides non
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radiomarqués ou par exposition courte contre un écran radiosensible, numérisation et
impression en taille réelle de I’image générée dans le cas d’un radiomarquage.

La bande correspondant a I’ADN désiré est ensuite découpée, broyée et ¢luée dans 500
uL d’eau bidistillée. Pour les oligonucléotides résistants comme 1’ADN, le broyat est chauffé
a trois reprises pendant 5 min a 50°C. Pour les oligonucléotides plus fragiles comme I’ARN,
I’¢luat est mis sous agitation a 4°C sur la nuit. L’échantillon est ensuite déposé sur une
colonne de purification Spin-X 0,22 um (Costar) et centrifugé pendant 1 minute. Le
surnageant récupéré apres centrifugation est mis en présence de 0,3 M d’acétate de sodium ou
2,5 M d’acétate d’ammonium. Les oligonucléotides sont ensuite précipités par au moins 3-4
volumes d’éthanol, incubés 30 minutes a -80°C et centrifugés 30 minutes a 12000 rpm a 4°C.
Le culot récupéré est mis en présence de 200 uLL d’éthanol 85% et est centrifugé 15 minutes a
12000 rpm a 4°C. Une fois 1’é¢thanol ¢éliminé, le précipité est resuspendu dans de 1’eau
bidistillée et la concentration est déterminée par spectroscopie comme décrit précédemment
(cf.: §I1.2.1.3 a). Les oligonucléotides resuspendus sont conservés a -20°C. L’utilisation
d’acétate d’ammonium pour la précipitation d’acides nucléiques est particulierement
intéressante pour 1’étude des G4, car ces ions sont volatiles, ils peuvent €tre €liminés par une
ou deux étapes de lyophilisation supplémentaires, apres reprise dans 1’eau bidistillée. La
précipitation a 1’acétate d’ammonium reste cependant généralement moins efficace que la

précipitation a ’acétate de sodium.

4) ADN origami
4.1 Construction de I’ADN origami

Il est possible de concevoir des édifices supramoléculaires auto-organisés complexes a
partir d’ADN. La nanotechnologie des acides nucléiques consiste a utiliser I’ADN non plus
comme le code génétique de la cellule vivante, mais comme un matériau de construction
permettant d’¢laborer des objets de quelques nanomeétres. En utilisant les propriétés d’auto-
assemblage de ’ADN, I’ADN origami développé par Paul W.K. Rothermund [133], en 2006,
permet de créer arbitrairement des formes bi- [133, 134] ou tridimensionnelle [135].

Comment construisons-nous une structure d’ADN origami ? 1’ADN origami est
compos¢ de 2 ¢éléments: un long brin d'échafaudage (“scafold strand” en anglais) et d’une
multiplicité de brins courts et généralement synthétiques, appelés “agrafes” (“staple strands”

en anglais). Le brin d'échafaudage utilisé provient généralement de la séquence circulaire du
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génome viral du phage M13 (M13mp18, New England Biolabs (NEB)) dont la séquence est
connue (7,249 nucléotides) (annexe 1). Les petites séquences d’“‘agrafes” permettent de plier
le brin d’échafaudage et de lui donner une forme désirée. Ainsi, en changeant juste les
“agrafes”, nous pouvons obtenir toutes les formes bi-dimensionnelles désirées, comme par
exemple un carré, un rectangle, un triangle, une étoile a cinq branche, un “smiley” [133], un
dauphin [134], ou une carte de I’Amérique. Il est également possible de réaliser des structures
tridimensionnelles comme une boite a ADN [135]. Il est désormais possible de créer des
ADN origamis en utilisant des logiciels destinés a cela. Le logiciel utilisé dans cette étude se
nomme “caDNAno”, il peut étre téléchargé gratuitement sur Internet (http://cadnano.org/).

Comment fonctionne un tel programme ? Nous commencons par définir le schéma de
la forme que nous souhaitons obtenir. Nous décrivons ensuite les liens possibles entre les
différents points de 1’échafaudage, posons les “agrafes” sur le brin principal, et si nous ne
nous trompons pas le programme va alors générer la liste des séquences des “agrafes”
nécessaires pour la construction de ’ADN origami. Les séquences générées sont ensuite
synthétisées par la société Eurogentec (Licge, Belgique) et sont délivrées directement en
solution.

Pour obtenir la structure de I’ADN origami en solution, nous mélangeons tout
simplement ’ADN circulaire (10 nM) avec les séquences d’“‘agrafes” (50 nM) dans un
tampon contenant 20 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl,, ImM EDTA (Acide Ethyléene Diamine
Tétracétique) a pH 7,6. A ’aide d’un thermocycleur (Mastercycler Pro, Eppendorf), nous
chauffons le mélange (25 pL) a 85°C pendant 2 minutes, puis le refroidissons a 15°C avec un
gradient de température de 1°C.min"'. Les “agrafes” non liées aux brins d’échafaudage sont

1™ S-300 (éliminant les séquences de taille

¢liminées apres passage sur colonne de Sephacry
inférieure a 118 nucléotides) pendant 2 minutes a 750 g (MicroSpin'™ S-300, GE Healthcare).
La solution obtenue est ensuite visualisée en AFM (Microscope a Force Atomique) sur une

surface de mica.

4.2 Observation de I’ADN origami en AFM (Microscope a Force Atomique)
4.2.1 Matériel

Les images AFM sont obtenues en utilisant un systéme ‘“fast-scanning AFM” (Nano
Live Vision, RIBM Co. Ltd., Tsukuba, Japon). L’AFM contient un levier en nitrure de
silicium (fréquence de résonance = 1-2 MHz, “spring constant” = 0,1-0,3 N/m, “EBDTip
radius” < 15 nm, Olympus BL-ACI10EGS-A2). L’échantillon (2 pL) est déposé sur une
plaque de mica fraichement clivée (¢ 1.5 mm, RIBM Co. Ltd., Tsukuba, Japan), laissé¢ 5
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minutes a température ambiante, et lavé ensuite plusieurs fois avec le méme tampon (20 mM
Tris-HCI, 10 mM MgCl,, ImM EDTA et pH 7,6). Nous utilisons ici, le mode “tapping” pour

balayer la surface de I’échantillon.

4.2.2 Principe

Le microscope a force atomique (AFM) est un microscope a sonde locale qui permet
d'observer la topographie de la surface d’un échantillon. Le principe se base sur les
interactions (attraction-répulsion, selon la distance) entre les atomes de surface de
I’échantillon et une pointe montée sur un levier flexible et réfléchissant (Figure 19). La pointe
balaye la surface a étudier, la flexion du levier donne une mesure de la force d’interaction
entre la surface et la pointe. La flexion du levier est mesurée par ’utilisation d’un rayon laser,
qui se réfléchit sur le levier : la position du rayon réfléchi, qui dépend de la flexion du levier,
est détectée par un quadrant de photodiodes. Un ordinateur élabore les données pour

déterminer la hauteur de I’échantillon et reconstituer I’image de la surface.

Sonde laser

Photodétecteur

Figure 19. Principe de la microscopie a force atomique (AFM)

Il existe plusieurs modes d’utilisation de I’AFM :

Le mode contact : Ce mode consiste a utiliser les forces de répulsion. La pointe appuie
sur la surface, elle est donc repoussée, et le levier est dévié. La rétroaction s’effectue sur la
mesure de la direction de la déviation.

Le mode dynamique : Le mode modulation d’amplitude (mode “tapping”) est le plus
utilisé et consiste a faire vibrer le levier a sa fréquence propre de résonance, avec une certaine
amplitude. Quand la pointe interagit avec la surface, I’amplitude décroit parce que la

fréquence de résonance change. La rétroaction se fait sur ’amplitude d’oscillation du levier.
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La résolution des images correspond essentiellement a la dimension du sommet de la
pointe. Nous utilisons pour cette étude le mode “tapping”, appelé aussi contact intermittent.
Cela permet 1’utilisation de pointes trés fines (de I’ordre d’une dizaine de nm) et les pointes

s’usent moins vite.

Les images d’AFM obtenues sont ensuite traitées par le logiciel “AFM scan system” et

enregistrées sous BitMap (“.bmp”).
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Chapitre III. Structures, stabilité et cinétique de G-
quadruplexes téetramoléculaires modifiés

1) Introduction

Cette derniere décennie, plusieurs équipes ont étudi€ les cinétiques d’association et de
dissociation de G-quadruplexes. Les séquences formant des G4 tétramoléculaires sont
utilisées principalement pour ces études.

En effet, les cinétiques d’association et de dissociation des G4 intramoléculaires sont
trop rapides pour étre déterminées en cinétique classique (cf. : §I1.2.1.3 ¢). Les cinétiques de
ces structures peuvent étre estimées indirectement par 1’ajout du brin complémentaire [111,
119, 136]. Dans ce cas, nous devons supposer que le brin complémentaire ne participe pas lui-
méme au processus de dissociation du G4, mais piege la forme simple-brin en s’y associant.
La formation d'un quadruplex peut €tre suivie en cinétique rapide apres addition d'un cation
comme le potassium. Néanmoins, le polymorphisme des G4 intra- et bi-moléculaires rend les
¢tudes plus compliquées [137].

Nous avons donc choisi d’utiliser un modéle plus facilement exploitable pour 1’étude
présentée dans ce chapitre, les G4 tétramoléculaires. Deux avantages majeurs expliquent ce
choix: 1) la quasi absence de polymorphisme (méme si des formes octamériques ont pu étre
observées [138], et si les tétrades de T coiffant les quartets de guanines pourraient adopter
plusieurs géométries [18]) ; ii) la relative lenteur du phénoméne d'association, qui en plus est

modulable par la concentration en brin, autorise le suivi par des techniques classiques.

1.1 Stabilité et cinétiques de G-quadruplexes tétramoléculaires

Les G-quadruplexes tétramoléculaires que nous étudions sont formés par de courtes
séquences d’ADN, du type d(TG,T). Tous les brins de ces G4 sont parall¢les, toutes les
guanines sont orientées en anti, tous les sucres sont configurés en C2’-endo et tous les sillons
sont identiques [139]. La présence de T aux extrémités permet d’éviter la formation de
structures ou les brins sont décalés 'un par rapport a D’autre. Ces structures sont
particuliérement inertes du point de vue cinétique. Leur formation est lente (Figures 20.A et
B), mais une fois formées, elles peuvent étre extrémement stables. L’utilisation d’hydroxyde

de lithium est parfois nécessaire pour la dissociation du complexe.
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Figure 20. Stabilité et cinétique d’association des G4 tétramoléculaires [140, 141]

(A) Courbes de dénaturation et de renaturation de 20 uM d(TG,T) dans un tampon de 10 mM
cacodylate de sodium (a pH 7,0) et de 0,1 M Na'. L’absorbance est enregistrée a 295 nm a un
gradient de température de ~0,18°C.min™". Une fois dissocié le G4 tétramoléculaire n’est pas reformé
dans le temps de [’expérience.(B) Cinétique d’association de d(TGsT) (100 uM en brins) suivie par
gel d’électrophorése en conditions natives. Les échantillons sont incubés dans 0,11 M NH,", a 4°C
pendant une durée variable, de 5 minutes a 72 heures. M = Marqueurs simple-brins ; (-) = condition
défavorable a la formation de G4 (sans ion et traitement a I’hydroxyde de lithium) ; (+) = condition
favorable a la formation de G4 (présence de ion NH,"). (C) Dissociation du G4 d(TG,T) préformé en
cacodylate de lithium 10mM, NH," 110mM suivie a 240 nm (bleu) et 295 nm (rouge) selon un
gradient de température de 0.5°C.min”. (D) Températures de demi-dissociation (T;) obtenues pour
les G4 d(TGsT) et d(TG,I) en K (noir), Na (bleu) et NH4 (rouge). (E) Association d basse
température (3,8°C) de la séquence d(TG,T) en cacodylate de lithium 10mM, NH,  110mM, suivie a
240nm (bleu) et 295nm (rouge) en fonction du temps. (F) Les constantes de vitesse d’association (k,,)
ont éte calculées a partir de I’ajustement des points expérimentaux (lignes noires sur la courbe (E)) en
utilisant 1’équation développée dans le Matériel et Méthodes (cf- §I1.2.1.3 ¢) de ce manuscrit | k,,
mesurés pour d(TGsT) et d(TG,T) en K (noir), Na'(bleu) et NH4" (rouge).

60



Chapitre III. Structures, stabilité et cinétique de G-quadruplexes tétramoléculaires modifiés

Comme nous l'avons mentionné dans le chapitre précédent, le repliement ou la
dénaturation des G4 tétramoléculaires s’accompagne de variations d’absorbance a des
longueurs d’ondes caractéristiques qui peuvent €tre suivies en fonction de la température ou
du temps. Nous pouvons ainsi déterminer la stabilité thermique (T, = température de demi-
dissociation - qui dépend du gradient de température puisque la dénaturation de ces structures
n'est généralement pas réversible cinétiquement) et la cinétique d’association (k, = constante
d’association) des structures par spectroscopie d’absorption (cf: §IL.2.1). Plusieurs
parametres peuvent influencer la stabilité et la cinétique des G4 tétramoléculaires; ils sont

regroupés dans la table 4.

Paramétres Association Stabilité (Ty,)
Na'™2 K’ + +
Augmenter la concentration en cations monovalents + ~0
Augmenter la concentration en oligonucléotide + ~0*
Augmenter le nombre de Guanines consécutives + +
Ajouter des nucléotides non-G aux extrémités 5’ ou 3’ - +/-°
Diminuer la température + nd

Présence de copolymere cationique + -

Table 4. Résumé des effets de différents parameétres sur la stabilité et la vitesse d’association des G4
tétramoléculaires [140].

(-) = diminution ; (+) = augmentation ; (0) = pas d’effet ; (nd) = non-déterminé ; (“) T,, ne varie pas
en fonction de la concentration en oligonucléotides (pour concentration < 200 uM) ; (*) En général,
l’ajout de nucléotides aux extrémités stabilise la structure mais les effets observés dépend beaucoup
de la longueur de ['insertion, des bases (dT, dC ou dA) et de !’extrémité auquel les nucléotides sont
ajoutés (5" ou 3°).

La stabilité et la cinétique d’association de ces structures dépendent fortement de la
nature des cations monovalents utilisés: K™>Na" (Figures 20C-F). La vitesse d’association
varie en fonction des concentrations en oligonucléotides et en cation monovalent :
I’augmentation des concentrations (oligonucléotides ou cation) induit une augmentation de la
vitesse de formation (Table 4). La séquence peut également influencer les valeurs de T/, et
de kon. Ces derniers varient en fonction du nombre de guanines consécutives (Figures 20D-F
et Table 4) : augmentation du nombre de guanines entraine une augmentation de la stabilité
et de la cinétique d’association de la structure. Les bases flanquantes aux extrémités 5° et 3’
du bloc de guanine influencent a la fois I’association et la dissociation, mais pas
nécessairement dans le méme sens : 1’ajout de bases aux extrémités (par exemple d(TTG4TT))

ralentit la formation de G4 tétramoléculaire mais augmente la stabilit¢ de la structure.
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L’équipe de Janez Plavec a montré par RMN, que la thymine (pour I’ADN) ou ’uracile (pour
I’ARN) de I’extrémité 5° des séquences d(TG4T) et d(UG4T) (cf. : § 1.1.2.1 b) est capable de
former des T- ou U-quartets qui ralentissentle mouvement des cations [18]. La formation de
ces quartets inhabituels (T- et U-quartets) pourrait participer a la stabilisation de la structure.
Par ailleurs, la constante k., dépend également de la température ; en effet la cinétique
d’association est accélérée a basse température.

Enfin, la formation de G4 peut étre modulée par la présence d’un cosolute, tels que des
ligands [142], le polyéthyléne glycol (PEG) [47, 48], les polyamines (spermine, spermidine
ou triéthyléne tétramine) [140] ou, comme montré plus récemment un copolymere cationique
[132]. Ce copolymére (en anglais “cationic comb-type copolymer”) augmente la cinétique
d’association mais aussi de dissociation du G4 tétramoléculaire étudi¢ d(TG,T), sans pour
autant altérer I’effet des cations sur sa formation. Il présente donc des propriétés de chaperone
d’acides nucléiques qui favorise la réaction d’échange de brins ; nous ’avons utilisé¢ dans

I’article 2 de ce manuscrit (cf. : §11.2.2).

1.2 L’effet des modifications chimiques sur la formation de G4 tétramoléculaires

Nous avons évoqué en introduction générale (cf. : §1.1.2.1 b) la possibilité de formation
de quartets autres que les G-quartets (A-, T-, C-, U- quartets et quartets mixtes “G+C” ou
“A+T”) par des bases dites “naturelles”. Nous allons introduire ci-dessous les impacts des
différents modifications chimiques sur la stabilité thermique et les cinétiques de formation des
G4 tétramoléculaires : en particulier, les effets de la 8-methylguanine et du L-ADN qui font

I’objet de 2 articles présentés dans ce chapitre.

1.2.1 Modification du squelette (sucre - phosphate)

a) Modification de I’ orientation des brins

En 2009, Veronica Esposito et ses collégues ont montré par RMN et dichroisme
circulaire (CD), I’influence de I’inversion de polarité 3°-3’ ou 5°-5° sur la structure et la
stabilit¢ de G4 tétramoléculaires notamment la séquence d(TG;T) [143] (Table 5). Nous
avons ¢tudié I’effet de ces modifications sur la cinétique d’association de ces complexes
(résultats non publiés) (Table 5).

Cette inversion de polarité n’empéche pas la formation de G4, mais elle peut introduire
des quartets composés de G en conformation syn, ce qui se traduit en général par un
changement du spectre de CD. Dans I’ensemble, ces modifications n’améliorent ni la stabilité

ni la cinétique de formation du G4 tétramoléculaire, sauf pour la séquence avec I’inversion de
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polarité 5°-5° entre la 2°™ et la 3™ G (VI =>TG’ - > GGT?). Cette modification introduit des
G en syn sur le deuxieme quartet et présente un spectre CD de type II (ou “antiparallele”)
(cf. : §VII.1.3.2). La structure formée est tres stable : Ty, = 70°C au lieu de 47,5°C pour le G4
non modifié. La modification en question augmente la cinétique d’association par 2 par

rapport a la structure canonique.

Séquences T2 (°C) Kon (M’3 .s'l) Empilement quartets Spectre CD
*TGGGT’ (ODN) 475 8.3x 10’ a-a-a I
>dS - GGGT® (I) 42 2.7x 10’ a-a-a I

TV YGGGT® (1) 47 9.1x 10’ a-a-a I
TG - GGT? (1) 51 t.l. a-a-a 11
YdS¥-"GGGTY (IV) 41 t.l. a-a-a I

YT I GGGTY (V) 475 9.3x 10’ s-a-a

TG - GGT? (VI) 70 1.9x 10 a-s-a 1

Table 5. Les effets de inversion de polarité sur la structure, stabilité et cinétique de formation des
G4 tétramoléculaires

(t.1) = trop lent ; (a) = anti ; (s) = syn ; (I) = spectre CD de type I (1 pic < 0 vers 240 nm et I pic > 0
vers 260 nm) ; (1) = spectre CD de type Il (1 pic < 0 vers 260 nm et 2 pics > 0 vers 245 et 295 nm) ;
(h) = spectre CD de type hybride (2 pics > 0 vers 260 et 295 nm) ; (dS) = “dSpacer” (nucléoside ne
possédant pas de nucléobase).

b) LNA-quadruplexes

L’acide nucléique bloqué (LNA pour “Locked Nucleic Acid’) est un analogue contenant
un pont méthyléne entre 1’hydroxyle en position 2 et 1’atome de carbone 4 du sucre (Figure
21). Ce pont bloque le ribose en C3’-endo (observé dans I’ARN) et défavorise la formation de
guanine en conformation syn. Ceci est probablement dii a la géne stérique entre le H3’ du
sucre et le N? de la nucléobase [144]. La premicre structure de LNA en G4 tétramoléculaire a
¢té obtenue par RMN en 2004 [145]. Tous les sucres de la séquence d(TG;T) ont été
modifiés. Cependant la modification ne change pas énormément la structure formée : la
séquence de LNA forme bien un G4 tétramoléculaire paralléle avec une hélicité droite, et
toutes les guanines des quartets sont en position anti. Les G4 formés par les séquences de
LNA ont une stabilité comparable a celle de I’ARN (r(UG3U)), ils sont donc nettement plus
stables que les G4 formés par les brins d’ADN. L’étude des cinétiques d’association et de
dissociation de TG;T modifié est réalisée, en 2006 [146]. Il a ét€ montré que cette
modification des sucres du G4 accélére son association et ralentit sa dissociation en
comparant au G4 canonique. De plus, ils ont trouvé que 1’association du G4-LNA n’est pas

d’ordre = 4 comme celui du G4-ADN, mais est seulement d’ordre 2.
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¢) PNA-quadruplexe

L’acide nucléique peptide (PNA pour “Peptide Nucleic Acid”) est un analogue d’acide
nucléique ou la liaison phosphodiester est remplacée par une liaison peptidique (Figure 21).
Le squelette du PNA ne contient pas de groupement phosphate, et n'est donc pas chargé. La
formation de G4 compos¢ entiérement de PNA est possible, d’aprés 1’article publi¢ par
I’équipe de Shankar Balasubramanian en 2004 [147]. Cependant, le G4-PNA formé (pTGs)
est beaucoup moins stable que le G4-ADN et, contrairement au G4 canonique, il est peu
stabilisé, voire déstabilisé, par les cations (Na" ou K"). Du fait de I’absence de charge dans le
squelette PNA, 1’augmentation de la force ionique ne stabilise pas les structures PNA en
solution basées sur des interactions non covalentes. Malgré 1’achiralité du squelette PNA, il
semblerait possible de comparer les spectres de dichroisme circulaire obtenus par des
séquences PNA et ADN. Le G4-PNA présente un spectre de CD de type Il (“antiparallele”)
au lieu de type I (“parallele”) pour le G4-ADN. Comme nous I’avons évoqué dans le chapitre
VII (cf. : §VIL1.3.2), ’interprétation des spectres CD est plutdt délicate. Nous ne pouvons
pas affirmer que le spectre CD de type Il est dii a la formation d’un G4 antiparallele. Cela dit,
I’arrangement antiparall¢le du G4-PNA alignerait les extrémités N- et C-terminales (chargées
positives et négatives respectivement) des brins de PNA, ce qui serait plus favorable qu’un
arrangement paralléle.

Nous devons signaler qu’au départ, les séquences PNA ont été utilisées pour I’invasion
de G4 en ADN [148, 149] ou en ARN [150]. Cette invasion de la séquence PNA pourrait
participer a la formation et a la stabilisation du G4 [151]. En effet, le “G4 hybride” composé
d’ADN et de PNA est plus stable que le G4-ADN. Récemment, il a été montré que la vitesse
de formation de cet hybride ADN-PNA pourrait varier selon la conformation du G4 [152] :
les structures G4-ADN parall¢les seront plus accessibles pour le PNA ce qui permettrait une

hybridation du PNA plus rapide pour ces cibles.

d) L - acides nucléiques

Les acides nucléiques sont des molécules chirales. Ils possédent deux formes
énantiomeres : la forme "naturelle" D (pour “dextrogyre”) qui compose I’ADN ou ’ARN
canonique et la forme L (pour “levogyre”) qui est I’image de I’ADN ou I’ARN naturel dans
un miroir (Figure 21). Les premiers nucléotides en séries L- sont synthétisés par Holy et ses
collegues, en 1969 [153]. Les L - acides nucléiques sont connus pour leur résistance a

certaines nucléases, permettant a un “spiegelmer” (“Spiegel” signifie miroir en allemand)
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d’entrer en essai clinique [154] et a de nombreuses applications en nanotechnologie et en
biotechnologie qui seront détaillées dans le chapitre VII (cf. : §VII.1.3.4 et §VII. 1.3.5).

L’ADN “levogyre” (L-ADN) forme des duplexes avec les mémes propriétés physiques
(solubilité et stabilité¢) que I’ADN “dextrogyre” (D-ADN) sauf pour la chiralité, entrainant la
formation d'hélices gauches [155]. Cependant, le duplexe hétérochiral résultant de
l'association de deux brins L et D n’est pas stable [156].

A ce jour, trés peu de recherches s’intéressent a la formation de G4 par les L-ADN.
Seule H. Urata et ses collégues ont affirmé en 2002 que la séquence L-d(GTG,TG3;TG3TG3T)
est capable de former des G-quadruplexes avec une chiralité inversée par rapport a I’ADN
non modifié [157]. Cette s€quence est I’énantiomeére de 1’analogue de Zintevir et présente une
structure et une stabilité thermique équivalentes a son homologue. Le Zintevir est un ADN 17
mer capable de former un G4 et présente une forte activité anti-VIH-1. Il a ét¢ montré, en
2004, que le L-ADN montrait aussi une activité anti-VIH-1 comparable [158]. Cela nous a
emmené a étudier la formation de G4 par L-ADN en utilisant la séquence d(TG4T) comme
modele d’étude et des méthodes telles que la spectroscopie d’absorption (détermination des
Ty et des kop), le dichroisme circulaire (CD) et la mobilité électrophorétique. Ce travail est
présenté dans I’article 2. Récemment, 1’équipe d’Aldo Galeone a étudié 1’effet de I’insertion
de L-nuclétides sur la structure et la stabilité du G4, en utilisant également le modeéle d(TG4T)
[159]. Les G4 chimériques (mixant D- et L- nucléotides) forment également des G4
tétramoléculaires stables, ce qui a été montré par spectres CD et RMN. Néanmoins la position
de I’insertion peut influencer la chiralité et la stabilit¢ du G4. L’extrémité 3’ et le centre du
bloc de guanines sembleraient plus importants que I’extrémité 5’ pour la détermination de son

hélicité.

1.2.2 Modification des bases

L’incorporation des bases modifiées dans les oligonucléotides peut entrainer un
changement de structure et/ou un changement des propriétés physiques et biologiques des
structures d’ADN résultantes. Ces derni¢res années, des équipes se sont attachées a la
synthése d’analogues de guanines. Ces modifications peuvent étre classées en fonction de
leurs impacts sur la reconnaissance entre guanines voisines dans un G-quartet, via des liaisons
H (Figure 21) [141, 160]. Les modifications dont le nom est marqué en rouge (6-thioguanine,
O°-méthyleguanine) perturbent le réseau interne de liaisons H, celles dont le nom est écrit en
orange (inosine, 7-déazaguanine) perturbent le réseau externe de liaisons H, tandis que les

modifications présentées en bleu-vert (8-oxoguanine, 8-bromoguanine, 8-aminoguanine [141,
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160] et 8-méthyleguanine [161]) remplacent le H en position 8 de la guanine par d’autres
substituants plus encombrants et polarisés.

Notre équipe s’intéresse également au sujet. En 2007, Julien Gros a réalisé une analyse
des propriétés physiques de séquences modifiées (12 types de modifications différents) par
rapport a leurs homologues, d(TG4T) et d(TGsT) [141]. Il démontre que les effets de
I’incorporation de la base modifiée dépendent fortement du type et de la position de la
modification. La formation d’un G4 tétramoléculaire comportant un quartet modifié est
possible bien que la présence d’une base modifiée entraine le plus souvent une double
pénalité, pour 1’association et la dissociation du complexe. Néanmoins, certaines
modifications échappent a la régle : notamment la 8-bromoguanine et la 8-aminoguanine,
insérées aux extrémités 5’ des séquences d(TG4T) et d(TGsT), permettent d’augmenter la
vitesse d’association et le temps de demi-vie des G4 modifiés. En 2005, Virgilio et ses
collegues ont également montré que l’insertion de la 8-méthyleguanine peut stabiliser la
structure [161].

Certains analogues de guanines, comme la 8-bromoguanine [162] et la 8-
méthyleguanine [161] favorisent la conformation syn. Cependant, la modification 8-
bromoguanine n’est certainement pas la plus appropriée pour une étude détaillée des
structures. En effet, le signal du proton H® n’est plus observable en RMN dans ce cas. Pour
¢tudier la conformation syn ou anti d’une guanine, il serait préférable d’utiliser la 8-
méthyleguanine. Nous reportons, dans 1’article 1, I’effet de cette modification sur la structure,
la stabilité et la cinétique de formation des G4 tétramoléculaires, en utilisant la RMN, la

spectroscopie d’absorption, le dichroisme circulaire et la mobilité électrophorétique.
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2) Propriétés structurales et cinétiques des G-quadruplexes tétramoléculaires

modifiés, 8-méthyleguanine et L-ADN en particulier

2.1 Article 1: “Effects of 8-methylguanine on structure, stability and Kkinetics of
formation of tetramolecular quadruplexes”. Biochimie - 2011; 93(3): 399-408
Tran, P.L.T., Virgilio, A. & Esposito, V., Citarella, G., Mergny, J.L. and Galeone, A.

Résumé en francais :

Les G-quadruplexes tétramoléculaires résultent de 1’association de quatre brins riches
en guanines. La modification du squelette ou des bases guanines de I’oligonucléotide pourrait
améliorer la stabilité. Dans cet objectif, la position 8 de la guanosine est particuliérement
approprié¢e pour I’introduction des modifications puisqu’elle est située dans les sillons de la
structure G4. Les modifications a cette position ne devraient pas perturber I’assemblage
structural qui modifierait les sites de Watson-Crick et de Hoogsteen. Dans cette étude, nous
analysons ’effet d’un résidu 8-méthyle-2’-déoxyguanosine (M) sur la structure et la stabilité
de G-quadruplexes tétramoléculaires paralléles. Dans certains cas, la présence de cette
modification entraine la formation d’un quadruplexe tétramoléculaire inhabituel contenant des
quartets appelés tout-syn (4 guanines du quartet sont en conformations syn). De plus, le
nucléoside modifi¢ (M) a I’extrémité 5° de la séquence accélére 15 fois ou plus la formation
du quadruplex comparé a 1’oligonucléotide non modifié. Cela rend cet analogue de guanine

attrayant dans le contexte des G4 tétramoléculaires paralleles.
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1. Introduction

G-quadruplexes are a polymorphic class of higher-order nucleic
acid structures in which the structural unit is formed by a planar
arrangement of four guanines, known as G-quartets or G-tetrads. A
vertical stacking of several G-quartets and the presence of mono-
valent cations provide these structures with remarkable stabilities.
G-quadruplexes may find application in fields of molecular biology,
genetics, pharmaceutics and nanotechnology [1].

Modifications to the bases or the backbone of oligonucleotides
that form quadruplexes are performed with the aims of improving
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stability or providing G-quadruplexes with unique properties.
Chemical modification of strands can also reveal clues to features of
these higher-order structures. A number of modifications to the
base moiety and/or the sugar-phosphate backbone are known [2,3].
One of the simplest ways to prepare a modified quadruplex is to
introduce a guanine base analogue into the sequence. The effects of
incorporation of a number of base analogues on tetramolecular
parallel quadruplex (G4) formation have been reported. This
research suggests that most quartets formed by oligonucleotides
with modified bases do not improve the structural stability and
exist only thanks to the docking platform provided by the neigh-
bouring G-quartets: As stated before, “guanines are a quartet’s best
friend” [3].

Noteworthy exceptions are guanine analogues modified at the 8
position. This position is positioned in the groove of the quadruplex
structure, and modifications at this site do not hamper Watson—Crick
and Hoogsteen pairing. 8-Bromo-guanine and 8-amino-guanine are
particularly interesting since these modifications have been shown
to accelerate quadruplex formation [3,4]. Incorporation of 8-amino-
guanines can lead to a significant quadruplex polymorphism [4].
However, for these analogues, the absence of non-exchangeable
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protons at position 8 represents a major drawback in view of
a detailed structural investigation. For example, the direct proof of
a syn or anti glycosidic conformation can be easily afforded by using
NMR and, particularly, by comparing the NOEs involving the 8 proton
and the H1’ or the H2' sugar protons. A methyl group, by virtue of its
protons, is more useful for structural investigations, particularly
taking into account its steric size comparable to that of the bromine
atom, that makes it similarly able to promote the syn glycosidic
conformation (Fig. 1). Furthermore, the presence of non-exchange-
able protons at position 8 may provide structural information in
addition to glycosidic angle due to NOE contacts.

The 8-methyl-2’-deoxyguanosine residue favours the syn
glycosidic conformation as already proven both in Z-DNA [5—7] and
in antiparallel quadruplex structures. For example, the substitution
of one or more syn 2’-deoxyguanosines by 8-methyl-2’-deoxy-
guanosine residues improves the thrombin inhibitory activity of
the quadruplex forming aptamer TBA [8,9]. Similarly, the 8-methyl-
2'-deoxyguanosine stabilizes the quadruplex structure proposed
for the 5’-end of the retinoblastoma susceptibility gene, when it
replaces a residue that adopts the syn conformation [10]. On the
other hand, the same substitution for G-residues that adopt the anti
conformation usually produces a lower biological activity or
stability [8,9]. However, the effects of this substitution on the
parallel quadruplex structure [d(TGsT)]4, in which all G-residues
are known to adopt an anti conformation, are sequence-dependent
[11]. The substitution of the first G-residue, quite unexpectedly,
results in a parallel quadruplex containing an unusual all-syn
G-tetrad characterized by an apparent melting temperature higher
than its natural counterpart. In contrast, the substitution of the
second G-residue did not change the glycosidic preference
compared to the natural quadruplex [d(TG3T)]4, notwithstanding
the presence of the methyl group usually prone to induce a syn
conformation.

In order to investigate the relationship among the glycosidic
angle preference, the thermal stability, the kinetic properties and
the modified position in the sequence, six oligodeoxynucleotides
(ODNSs) (I-VI, Table 1) containing an 8-methyl-2’-deoxyguanosine
(M) have been investigated by several techniques. In a previous
report [11], we investigated the quadruplex structures formed by
the mono-substituted TG3T analogues (ODNs I-II) by NMR, CD and
molecular mechanics techniques. In this work we have synthesized
and analyzed the quadruplex structures adopted by the mono-
substituted TG4T analogues (ODNs III-VI) by the same techniques.
Furthermore, a kinetic analysis has been performed for all modified
ODNSs.

2. Materials and methods
2.1. Oligonucleotides synthesis and purification
Unmodified oligonucleotides TG3sT and TG4T were purchased

by Eurogentec (Seraing, Belgium). Their concentrations were
estimated using molar extinction coefficients provided by the
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Fig. 1. The syn/anti equilibrium of a 8-methyl-2’-deoxyguanosine residue.

Table 1

Sequence of the oligonucleotides investigated, apparent melting temperatures (T12)
and association kinetic constants (ko). M = 8-methyl-2’-deoxyguanosine. See text
for details.

Name Sequence Typ (°C) at Amax (CD)  Tyj2 (°C) at Amax (CD)  Kkop (4 °C)
(70 mM K™, (70 mM Na™, M3s!
100 M s.s. ODN) 100 puM s.s. ODN)
TGsT TGGGT 452 B 1.26 x 108
I TMGGT  66° ¢ 1.88 x 10°
Il TGMGT 522 ¢ 249 x 108
TG,T TGGGGT P 65 2.15 x 10°
1 TMGGGT 75 3.15 x 10'°
v TGMGGT P 65 5.41 x 10°
v TGGMGT P 47 1.46 x 10°
VI TGGGMT 79 32 213 x 108
2 See ref. [11].

b Not determined (too stable).
¢ Not determined.

manufacturer (47,700 and 57,800 M~!' cm~!, respectively). The
modified oligonucleotides I-VI were synthesized on a Millipore
Cyclone Plus DNA synthesizer using solid phase B-cyanoethyl
phosphoramidite chemistry at 15-pmol scale. The synthesis of the
suitably protected 8-methyl-2’-deoxyguanosine-3’-phosphor-
amidite was performed following the synthetic strategy described
by Khoda et al. [12]. The contribution of the methyl group to the
molar extinction coefficient was considered negligible. Oligomers
were detached from the support and deprotected by treatment
with concentrated aqueous ammonia at 55 °C for 12 h. The
combined filtrates and washings were concentrated under reduced
pressure, redissolved in H,O and analysed and purified by high-
performance liquid chromatography (HPLC) on a Nucleogel SAX
column (Macherey—Nagel, 1000-8/46). Buffer A was 20 mM
KH,PO4/K;HPO4 aqueous solution (pH 7.0), containing 20% (v/v)
CH3CN, and buffer B was 1 M KCl, 20 mM KH,PO4/K>HPO4 aqueous
solution (pH 7.0), containing 20% (v/v) CH3CN. A linear gradient
from O to 100% B for 30 min and flow rate 1 ml/min were used.
Oligomers were desalted using Sep-pak cartridges (C-18). The iso-
lated oligomers proved to be >98% pure by NMR.

2.2. Non-denaturing gel electrophoresis

Non-denaturing gel electrophoresis allows separation of single-
stranded oligonucleotides from tetramolecular G-quadruplex
structures. Samples were loaded on a 20% polyacrylamide (acryl-
amide/bis-acrylamide 19:1) gel containing TBE and KCl at 10 mM.
Electrophoresis was performed at 4 W/gel to reach a temperature
close to 19 °C (migration in the cold room) or 35 °C (electrophoresis
performed at room temperature). To achieve complete quadruplex
formation, samples (indicated by +) were incubated during 48 h, at
4 °C and at high strand concentration (300 pM), in 100 mM KCI. In
parallel, samples (indicated by —) were incubated in 40 mM LiOH at
37 °C during 15 min and were neutralized by 40 mM HCL. Lithium
cacodylate buffer was prepared by mixing cacodylic acid with LiOH.
Bands were revealed by UV shadowing (90 uM of oligonucleotide)
using a UV light source (254 nm) and a digital camera. This method
does not require any labeling of any kind and relies solely on the
absorbance of the nucleic acid in the far UV region (254 nm). We
compared migrations of both unmodified and modified sequences
with or without cations.

2.3. Circular dichroism (CD) and absorbance differential spectra
(TDS and IDS)

Our reference conditions for this study were 10 mM Lithium
cacodylate pH 7.2 supplemented with 100 mM KCl. CD spectra were
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recorded on a JASCO-810 spectropolarimeter using a 0.2- to 1 cm
path length quartz cuvettes as previously described [4]. Thermal
difference spectra (TDS) were obtained by calculating the differ-
ence between the absorbance spectra recorded above and below
the observed transition [13]. Isothermal difference spectra (IDS)
were obtained by calculating the difference between the absor-
bance spectra of the folded and unfolded forms of a sample (after
and before an isothermal kinetics experiment).

2.4. Isothermal kinetics

These experiments were performed by starting from isolated
strands and comparing association of both modified and unmodi-
fied sequences by UV-isothermal experiments at 6.6 °C in K*
conditions as previously described [3]. To study the impact of M at
a given position, data was fit using a model previously published
[3,4] and association rate constants (ko) were calculated. The
corresponding order of the association reaction was assumed to be
n =4, as in previous studies. Strand concentrations between 10 and
100 uM were tested.

2.5. Melting experiments

CD samples of the quadruplexes II-VI and their natural
counterpart [d(TGGGGT)]4 were prepared at a concentration of
1 x 1074 M, by using the buffer solution used for NMR experiments
(10 mM KH2POg4, 70 mM KCl, 0.2 mM EDTA, pH 7.0), and the cor-
responding Na*t buffer (10 mM NaH,PO4, 70 mM NadCl, 0.2 mM
EDTA, pH 7.0). CD melting curves were registered on a Jasco 715 CD
spectrophotometer in a 0.1 cm pathlength cuvette using a ther-
moelectrically-controlled cell holder (Jasco PTC-348). CD melting
curves were determined as a function of temperature from 20 to
90 °C at the maximum effect Cotton wavelengths for all quad-
ruplexes with a scan rate of 10 °C h™".

2.6. Nuclear magnetic resonance

NMR samples were prepared at a concentration of ~5 mM in
0.6 mL (H,0/D,0 9:1 v/v) buffer solution containing 10 mM
KH,PO4/K;HPO4, 70 mM KCI and 0.2 mM EDTA (pH 7.0). All the
samples were heated for 5—10 min at 80 °C and slowly cooled
(10—12 h) to room temperature. The solutions were equilibrated for
several weeks at 4 °C and 'H NMR spectra were recorded using
pulsed-field gradient WATERGATE [15] for H,O suppression. The
annealing process was assumed to be complete when 'H NMR
spectra were superimposeable on changing time. For D,0 experi-
ments, the H,O was replaced with D,0 by drying down the sample,
lyophilization and redissolution in D,0 alone. NMR spectra were
recorded with a Varian Unity INOVA 700 MHz spectrometer. 'H
chemical shifts were referenced relative to external sodium 2,2-
dimethyl-2-silapentane-5-sulfonate (DSS). Phase sensitive NOESY
spectra [16] were recorded with mixing times of 180 ms (T = 25 °C).
Pulsed-field gradient WATERGATE was used for NOESY spectra in
H,0 with 200 ms mixing times. TOCSY spectra [17] with mixing
times of 120 ms were recorded with D,O solutions. NOESY and
TOCSY were recorded using a TPPI [18] procedure for quadrature
detection. In all 2D experiments, the time domain data consisted of
2048 complex points in t2 and 400—512 fids in t1 dimension. The
relaxation delay was kept at 1.2 s for all experiments.

2.7. Molecular modelling
The main conformational features of the quadruplexes III, IV

and VI were explored by means of a molecular modelling study. The
AMBER force field using AMBER 99 parameter set was used [19].

The initial coordinates for the starting model of the quadruplex
[d(TGGGGT)]4 were taken from the NMR solution structure of the
quadruplex [d(TTGGGGT)]4 (Protein Data Bank entry number
139D), with one of the four available structures chosen randomly.
The initial [d(TGGGGT)]4 G-quadruplex model was built by deleting
the first thymidine residue in each of the four d(TTGGGGT) strands.
The complete structures of quadruplexes were then built using the
Biopolymer building tool of Discover by deleting, one at a time,
2’'-deoxyguanosines G2 (III), G3 (IV) and G5 (VI) and replacing
them with an 8-methyl-2’-deoxyguanosine residue for each strand.
As for NMR results, the modified residues were arranged in the syn
conformations for G2 of IIl and G5 of VI and in the anti confor-
mation for G3 of IV. The calculations were performed using
a distance-dependent macroscopic dielectric constant of 4r, and an
infinite cut-off for non-bonded interactions to partially compensate
for the lack of solvent used [20]. Using the steepest descent fol-
lowed by quasi-Newton—Raphson method (VA09A), the confor-
mational energy of each complex was minimized until convergence
to an RMS gradient of 0.1 kcal/mol A was reached. Illustrations of
structures were generated using the INSIGHT Il program, version
2005 (Accelrys, San Diego, CA, USA). All the calculations were
performed on a PC running Linux ES 2.6.9.

3. Results and discussion
3.1. Biophysical analysis

In order to demonstrate the formation of tetramolecular quad-
ruplex structures, we first used classical biochemical and
biophysical methods. A simple assay usually used for this aim is the
migration analysis on a non-denaturing polyacrylamide gel (PAGE).
As shown in Fig. 2, incubation of oligonucleotides I-VI, as well as
their unmodified counterparts TGsT and TGg4T, in the presence of
potassium ions, led to the appearance of a retarded band in all
samples, as compared to a single band in the single-stranded
controls. This retarded band was preferentially stained with
different dyes, such as SYBR Gold, suggesting G4 formation (data
not shown). However, it should be noted that this difference in
mobility depended on the gel conditions: at lower acrylamide
content (12% rather than 15%) an abrogation or a reversion of the
migration behaviour was observed (i.e., in 12% acrylamide, the G4
migrates faster than the single strands!). Although these data are
interesting, their analysis using Ferguson plots in order to extrap-
olate mobility to 0% acrylamide is beyond the scope of this work.
These data emphasize the complexity of the electrophoresis
process in quadruplex structures analysis and suggest a complex
relationship between molecular shape, size and charge. The intri-
cate dependence of quadruplex motility on molecular properties is
also corroborated by the relative positions of the G4 bands:
Whereas the positions of the single strands are relatively homog-
enous (compare “—" bands in Fig. 2), positions of the quadruplexes
greatly differ (“+” bands). In general, modified quadruplexes
migrated faster than their natural counterparts. Conversion to the
associated species was nearly complete in all cases (little or no
material remained at the original position). In general, a main band
was found for most of the quadruplexes, although minor amounts
of different species were detected for some oligonucleotides in the
gel electrophoresed at 19 °C (Fig. 2A). A complete conversion to
a single band was observed for all modified oligonucleotides when
the gel was run at approximately 35 °C (Fig. 2B).

Formation of quadruplexes was further confirmed by classical
spectroscopic methods. Fig. 3A shows the isothermal absorbance
difference spectra (IDS) of the modified quadruplex structures and
their natural counterparts. Although differences in intensities were
found, the shape of the IDS profiles were relatively similar and very
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TG,T TG,T

Fig. 2. Behaviour of the G-quadruplex forming oligonucleotides on a non-denaturing gel. Samples were loaded on non-denaturing gels, and gels were run at 19 °C (A) and 35 °C (B).
Oligonucleotides were revealed by UV shadowing. Each oligonucleotide was loaded at 90 pM strand concentration. Lanes “—" correspond to the sequence pre-treated with LiOH
(40 mM, 15’ at 37 °C) followed by neutralization by 40 mM HCl and immediate loading on a gel. Lanes “+” correspond to the sequence incubated in 10 mM lithium cacodylate
100 mM KCl for 48 h at 4 °C M corresponds to the migration markers (dT,4, dTg and dTg).
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Fig. 3. Circular dichroism (CD) and isothermal difference spectra (IDS). (A) Isothermal difference spectra resulting from the difference between the absorbance recorded at 4 °C
before and after annealing (for 24 h) in 100 mM KCl containing 10 mM lithium cacodylate at pH 7.2. Data were normalized (IDSnorm = IDS/max(IDS)) over the 220—335 nm
wavelength range. (B) CD spectra recorded at 4 °C (in 100 mM K*). Oligonucleotides were prepared at a concentration 10 pM. Spectra were recorded one month after the annealing.
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close to those previously reported for tetramolecular complexes
[3,14,21]. These profiles confirm that long incubations of the single
strands at low temperature in the presence of potassium ions lead
to the slow conversion of single strands to quadruplexes.

In contrast, analysis of CD spectra revealed differences unde-
tectable by the IDS profiles (Fig. 3B). It is rather instructive to note
that quadruplex structures with the same maxima on IDS spectra
had completely different CD spectra. In Fig. 3B the CD spectra (4 °C,
100 mM KCI and 10 pM oligonucleotide strand) of the modified
ODNs I-VI and their natural counterparts are shown. ODNs II and
IV showed Type I (previously referred to as “parallel”) CD spectra
resembling the spectra of their natural counterparts TG3T and TG4T
with a maximum around 265 nm and a minimum around 240 nm.
In contrast, CD spectra of I and V showed Type Il “antiparallel”
profiles with two maxima around 245—250 and 295 nm and
minima around 265 nm, whereas CD spectra of III and VI showed
two maxima around 260 and 290—295 nm. The interpretation of
these CD spectra and the attribution of strand polarity (“parallel” or
“antiparallel”) remains complicated, although the occurrence of
a maximum around 290—295 nm generally suggests the presence
of G residues in a syn glycosidic conformation [22]. It is noteworthy
that for ODNs IV and VI, CD profiles strongly depended on incu-
bation time after annealing. Fig. S1 shows CD spectra of ODNs IV
and VI recorded after a relatively short incubation time (48 h) and
after a long incubation time (more than one month). In the case of
IV, the maximum around 265 increased, while maximum around
290—295 decreased with incubation time. In contrast, ODN VI
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showed the opposite behaviour. These data suggest that after
annealing two or more quadruplex species could be involved in an
equilibrium that, very slowly, leads to the formation of a major
species.

In order to evaluate the thermal stability of the quadruplex
structures, we performed CD melting experiments (Fig. S2); the
results are summarized in Table 1 and Fig. 4C. Oligonucleotides III,
IV and V formed remarkably heat-resistant structures in a buffer
containing 70 mM K*, as did their natural counterpart TG4T, with
a significant quadruplex fraction remaining even at 90 °C. On the
other hand, in these conditions, VI had an apparent melting
temperature (Ty/2) of 79 °C, thus suggesting that the introduction of
M at the 3’-end of the G-run resulted in decreased thermal stability
as compared to TG4T. In order to better understand the dependence
of thermal stability on the position of M in the sequence, CD
melting experiments in 70 mM NaCl solution were performed. The
CD profiles in Na™ solution (data not shown) were very similar to
those in K* solution, indicating no significant structural differences
between quadruplexes formed in sodium and potassium solutions.
On the other hand, the trend of the apparent melting temperatures
(Table 1) clearly shows that thermal stability decreases as the
position of M is moved toward the 3’-end, and III (the modified
quadruplex in which M is adjacent to the 5'-end) melted at a higher
Ty than TG4T. As previously reported [11], Ty2 values for the
modified TG3T structures show a similar trend (Fig. 4C).

Finally we performed a series of isothermal association experi-
ments to compare the association kinetics of the different
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Fig. 4. Association kinetics. (A) Representative example of an isothermal renaturation experiment. Quadruplex III was formed at 20 pM strand concentration, at 6.6 °C, in 100 mM
KCl containing 10 mM lithium cacodylate (pH7.2). Raw absorbance was recorded simultaneously at two wavelengths (240 nm: open circles O and 295 nm: filled circles @ ). The
fitted curves (black full lines) are nearly indistinguishable from the experimental data. In this example, fitted ko, values are provided for each curve (240 and 295 nm). All the values
of kon analysed in this paper come from fitted curves at 295 nm which are more reliable. (B) Summary of the observed values of kon. (C) Summary of the apparent melting
temperature values determined by CD. Note that ionic conditions are different between TG3sT and TG4T due to major differences in stabilities.
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sequences. An example of such an experiment is presented in
Fig. 4A and results are summarized in Fig. 4B. A striking position-
dependent effect was found: M was extremely favourable when
inserted at the 5’ position, leading to 15- (for IIl) to 16-fold (for I)
faster association kinetics as compared to their unmodified coun-
terparts. This effect was inverted when M was at the opposite end
of the strand: VI associated 10 times slower than TG4T. Internal
positions had an intermediate behaviour: Insertion of M at the
second position (Il and IV) had a small beneficial effect (=2 fold) on
rate, whereas the association rate for V was not significantly
different from that of TG4T. From these experiments, we draw two
conclusions: 1) When located at the 5'-end, M leads to a significant
increase in the association rate (compare TG3T with I and TG4T with
III) and 2) M affects the association rate in a position-dependent
manner as modification of the 3’ most guanine lead to a lower
association rate than the unmodified oligonucleotide (compare
TG4T with VI).

3.2. Nuclear magnetic resonance and molecular modelling

As a long incubation time is required to obtain formation of
a major structure in solution, NMR studies were performed several
weeks after sample preparation. The CD profiles of ODNs III—VI
obtained from the NMR samples (70 mM KCl, 100 pM oligonucle-
otide strand) (Fig. S3) strictly resembled the CD profiles obtained in
100 mM Kl (Fig. 3B).

One of the distinctive features of structures containing G-tetrads
is the appearance of imino proton resonances in the region
between 10.5 and 12.0 ppm in 'H NMR spectra [23]. Examination of
this region is commonly used to assess whether the oligonucleotide

TGM

TGGMGT

o JJL
N

adopts a unique structure and to provide insight into its symmetry.
Indeed, the simple appearance of '"H NMR spectra of ODNs III and
IV, with four main signals clearly evident in this region, indicates
that, under the conditions utilized, both the modified oligomers
form a single, well-defined hydrogen-bonded conformation
consistent with highly symmetric G-quadruplex structures con-
taining four G-tetrads (Fig. 5). The 'H spectrum of VI, instead, had
only two signals between 10.4 and 11.0 ppm, each of which,
however, were attributable to two protons (Fig. 5).

Since all ODNs evaluated contain four G-residues in their
sequences, the quadruplex structures formed by III, IV and VI,
possess a four-fold symmetry (C4) with all strands equivalent and
parallel to each other. This symmetry was corroborated by the
presence of five main singlets in the aromatic region between 7.0
and 8.0 ppm: three belonging to the guanine H8 and two to the
thymine H6 protons. Furthermore, three methyl resonances in the
range between 1.3 and 1.6 ppm (attributed to the two T-CH3) and
between 2.2 and 2.4 ppm (attributed to the M-CH3) were observed
for all three samples. The 'H spectrum of V was more complicated
than that of the other ODNs. Indeed, the imino proton region was
more crowded and the number of signals suggests the presence of
several types of quadruplex structures. The coexistence of multiple
species prevented us from performing a resonance assignment and
a structural study of this modified oligonucleotide.

The NOESY and TOCSY spectra of III, IV (500 MHz) and VI
(700 MHz) at 25 °C showed well-dispersed cross peaks and
consequently, both exchangeable and non-exchangeable protons
could be nearly completely assigned following the standard
procedures [24] (Table 2). As reported for other parallel quadruplex
structures [25—27], the observed NOEs among G-H8 and T-H6 and
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12.0 1.5 1.0 10.5 10.0

9.0 85 8.0 7.5 7.0 ppm

Fig. 5. '"H NMR spectrum imino-aromatic regions of the mono-substituted TG,4T analogues II-VL.
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Table 2

Proton chemical shifts for quadruplexes formed by ODNs III, IV (500 MHz) and VI
(700 MHz) in 10 mM KH,PO,/KHPO,, 70 mM KCl and 0.2 mM EDTA (pH 7.0,
T = 25 °C). N.D. = not determined.

H8/H6 H1' H2/H2" H3¥ H4 H5/H5" CHs; NH

I d(T1M2G3G4GsTe)

T, 737 599 208/247 469 390 ND. 160 —

M, -— 593 292 491 429 418/379 229 1190
Gs 8.04 580 264271 506 447 428 - 10.91
Gy 777 6.09 2.69 502 455 433/424 — 10.95
Gs 772 626 2.52/2.69 492 453 420/406 — 10.90
Te 732 6.05 217 446 405 ND. 162 -

IV d(T;G>M3G4GsTe)

T 729 587 207/226 461 400 3.92/361 136 —

G, 805 6.16 2.89/3.04 498 438 402389 — 11.70
Ms — 6.07 2.59/298 505 422 418 229 1152
G, 796 596 261/2.77 507 451 428/423 — 11.05
Gs 764 629 253268 485 427 4.19/407 — 10.84
Te 732 605 2.16 445 405 ND. 160 —

VI d(T;G2G3G4MsTe)

T, 715 593 2.15/245 447 ND. ND. 147 -

G, 768 599 253/2.68 5.02 449 423/337 -— 10.67
Gy 742 599 251 501 ND. 398 - 10.89
G4 739 624 250279 502 449 424/399 — 10.89
Ms — 599 246/3.36 495 446 4.17/400 220 10.70
Te 7.13 592 203215 447 416 391 145 —

their own H1’, H2’ and H2” ribose protons and the H1’, H2’ and H2”
protons on the 5'-side, suggest that all three quadruplexes assume
a right-handed helical winding. As for the glycosidic torsion angles
in IV, very weak NOEs between G-H8/M-CH38 and ribose H1’ and
strong NOEs between G-H8/M-CH38 and ribose H2’ indicate that all
residues (including the modified bases) possess an anti glycosidic
conformation [28] (Fig. 6B).

Conversely, in the quadruplexes III and VI all the canonical
guanine and thymine residues assume an anti conformation with
the exception of the modified nucleotides (M), which adopt a syn
glycosidic conformation as judged by the intense NOEs between the
methyl group in 8-position and the H1’ sugar proton and the weaker
crosspeaks between methyl and H2’ [29] (Fig. 6A and C). Because of
the syn M nucleosides, the protons of methyl group in 8-position are
>6 A away from the sugar protons on the neighbouring 5’ residue
[30] and the sequential connectivity path through the strand is
broken at 5’'- T{M3-3' level for IV and at 5'- G4M5-3' level for VI.
Furthermore, in the H,O NOESY spectrum of IV, we observed
sequential imino—imino NOEs arising from intra-strand contacts
between the all-anti M-tetrad and both the overlying and under-
lying ones. Moreover, inter-strand NOEs were observed between the
methyl group of the M residue and the NH proton of the modified
base on the adjacent strand; inter-strand NOE contacts involving the
H8 and NH protons are observed within the unmodified tetrads.
This suggests that M residues are not randomly oriented but are in
mutual close proximity to each other (data not shown).

In Fig. 7 schematic representations of the quadruplexes formed
by ODNs III, IV and VI are shown. Using NMR data we built
molecular models of quadruplex structures III, IV and VI (Fig. 8) as
described in the experimental section. Apart from the presence of
an additional G-tetrad, the model obtained for ODN III strictly
resembled the previously reported model of I [11]. As expected, the
structure shows a right-handed helical backbone geometry in
which the strands are equivalent to each other. The modified resi-
dues assume syn glycosidic conformations without causing any
distortions of the backbone, and the all-syn tetrad is planar. This
results in good stacking between the five-membered rings of the M
bases and the five-membered rings of the guanines beneath it.
The model of quadruplex IV shows that all purines adopt an
anti glycosidic conformation as shown by NMR. In this case, the
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Fig. 6. Expanded NOESY spectra for quadruplex structures formed by III (A), IV (B) and
VI (C) (500 MHz for Il and IV and 700 MHz for VI, T = 25 °C; strands concentrations
~5 mM; solution: 10 mM KH,PO4/K;HPO,4, 70 mM KCl and 0.2 mM EDTA in D0, total
volume = 0.6 ml; mixing time = 200 ms) correlating base M CH3-8 protons (depicted
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VI

Fig. 7. Schematic representation of the quadruplexes formed by ODNs III, IV and VI. M = 8-methyl-2'-dG. Anti and syn residues are in grey and black, respectively. T residues have

been omitted for clarity.
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Fig. 8. Molecular models of the quadruplexes formed by ODNs III, IV and VI. The structures are oriented with the 5’ end upward. Heavy atoms are shown with different colours
(carbons, green; nitrogens, blue; oxygens, red; hydrogens, white). A 8-methyl-2’-dG residue per structure is reported in CPK.

structure is characterized by a lack of steric interactions. Unlike
quadruplexes III and IV, in the model of quadruplex VI the M
residues in the all-syn tetrad have slightly distorted methyl groups
and the tetrad is not completely planar. This is consistent with the
apparent melting temperatures in sodium buffer that clearly indi-
cate that the quadruplex VI is less stable than the other quadruplex
structures studied here.

4. Conclusions

In the present study, we analyzed the effects of 8-methyl-
2’-deoxyguanine (M) on quadruplex structure, stability and
formation kinetics. The influence of M on the molecular properties
of the parallel quadruplex structures was sequence-dependent.
Although the apparent melting temperatures cannot be considered
an accurate evaluation of the thermal stability due to the slow
kinetics of formation and dissociation of these structures, it
provides insight into the behaviours of the modified ODNs
(Table 1). The Tyj2s for ODNs I-VI when compared with those of
their natural counterparts, suggest that M significantly stabilizes
the parallel quadruplex structures particularly when it is located at
the 5’-end of the G-tract. This 5’-end effect was also observed when
the association constants (ko) were compared; association rate

increased as M approached the 5’-end (Table 1). This is consistent
with results reported in studies of other modified parallel quad-
ruplexes TRGGGT (R = 8-amino-2’'-deoxyguanine or 8-bromo-2’-
deoxyguanine) [3,4], although, in these cases, the improvement in
kon observed was higher than that we observed for quadruplex III.

NMR was used to confirm the ability of the 8-methyl group to
induce the syn glycosidic conformation in the context of the parallel
quadruplex. This effect was also sequence-dependent. In fact, the
replacement of the first dG of the sequences TGsT and TG4T (I and
IIT) by an M residue resulted in unusual all-syn tetrads. Unexpect-
edly, the replacement of the second dG with M (II and IV) resulted
in quadruplex structures in which all purines adopted anti glyco-
sidic conformations. It is noteworthy that these quadruplexes had
similar thermal stabilities to the unmodified quadruplexes. As
shown in a previous study [11], the substitution of the third dG by
M in TG3T, resulted in a relatively unstable quadruplex structure.
This datum was confirmed to some extent in sequence TG4T in
which the replacement at the third dG (V) led to the formation of
several types of quadruplex structures less stable than their
unmodified counterpart. Finally, the introduction of M in the final
position of the sequence TG4T (VI) resulted in a quadruplex char-
acterized by an all-syn G-tetrad with a Ty, significantly lower than
those of quadruplex structures III, IV and V. Generally, NMR data
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suggest that, in the modified quadruplexes investigated, the
formation of an all-syn tetrad is particularly preferred when M is
introduced at one end of the sequence.

The CD spectra of the modified ODNs showed several interesting
features. The CD spectra of quadruplexes II and IV closely resemble
those of their natural counterparts; this was not unexpected as,
based on NMR data, the structures share the same features (parallel
strand orientation and only all-anti G-tetrads). In contrast, spectra
of quadruplexes III and VI show two positive bands around 260 and
295 nm. The band at 260 nm has been proposed to originate from
the stacking involving two G-tetrads with the same hydrogen
bonds polarities [31] or “head-to-tail” stacking [22]. The band at
295 nm may be due to stacking of two G-tetrads with opposite
hydrogen bonds polarities [31] or “head-to-head” and “tail-to-tail”
stacking [22]. Consistently with the NMR results, both these
stacking types are present in III and VI.

NMR and kinetic studies on ODN III, in which an M residue
replaces the first dG at the 5’-end, corroborated the hypothesis that
a syn dG at the 5’-end of the strand is involved in the nucleation
process that begins complex formation [3]. Furthermore, Ty
measurements strongly suggest that the 5’ syn dG influences
quadruplex stability, probably due to favourable stacking between
the all-syn tetrad and the adjacent all-anti tetrad, as suggested by
molecular models.

The results described here supply further data regarding the
relationship between the glycosidic conformation of the G bases
and the thermal stability and the formation kinetics of quad-
ruplexes. Furthermore, the ability of residues of 8-methy-2’-
deoxyguanosine to stabilize and accelerate formation of parallel
quadruplexes, when present in specific positions, may be of interest
in the area of anti-HIV aptamers such as the phosphorothioate
[d(T2G4T2)]4 [32,33] and [d(GAGGT)]4 analogues [34—36]. In fact,
in order to improve the properties of an aptamer, 8-methy-2’-
deoxyguanosine could be introduced post-SELEX. Furthermore, the
introduction of methyl groups into the grooves, which may estab-
lish hydrophobic interactions, may improve the affinity and/or the
specificity towards the target molecule as introduction of the
modified base at certain positions does not alter the quadruplex
structure and preserves thermal stability of the unmodified
complex.
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Figure S1. CD spectra of ODNs IV (left) and VI (right) (4°C in 100 mM K") obtained 48 h and
more than 1 month after annealing.
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Fig. S2. CD melting of [d(TGGGGT)]4 (A), III (B), IV (C), V (D), VI (E) in 70 mM K" (blue) and
70 mM Na' (green) buffer solution (wavelength = An; sample concentration: 1 x 10" M; scan

rate: 10 °C h™).
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NMR samples (70 mM KCI, 100 uM oligo).












Chapitre III. Structures, stabilité et cinétique de G-quadruplexes tétramoléculaires modifiés

2.2 Article 2: “A mirror-image tetramolecular DNA quadruplex”. Chemical
Communications (Camb) - 2011; 47(19): 5437-9
Tran, P.L.T., Moriyama, R., Maruyama, A., Rayner, B. and Mergny, J.L.

Résumé en francais :

L'ADN de série L-, I’image miroir de I’ADN naturel forme des structures de chiralité
inversée. Nous démontrons ici qu'une courte séquence L-ADN riche en guanines forme un
G4 tétramoléculaire avec les mémes propriétés que son homologue D-ADN, a I'exception de
son spectre de dichroisme circulaire, qui est inversé. Les brins L- et D- s’auto-excluent quand
ils sont mélangés ensemble, montrant que 1’auto-assemblage des différents brins en parallele

est controlé.
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L-DNA, the mirror image of natural DNA forms structures of
opposite chirality. We demonstrate here that a short guanine
rich L-DNA strand forms a tetramolecular quadruplex with the
same properties as a pD-DNA strand of identical sequence,
besides an inverted circular dichroism spectra. L- and p-strands
self exclude when mixed together, showing that the controlled
parallel self-assembly of different G-rich strands can be obtained
through L-DNA use.

L-Nucleic acids, the mirror images of natural p-DNA and
RNA, have found a number of interesting applications in
biotechnology (as aptamers,'> PCR?® or microarray* probes,
agents for enantiomeric separation® and molecular beacons)®
and nanotechnology.” One of the advantages of L-nucleic acids
is their nuclease resistance, allowing one spiegelmer (from
“Spiegel’” meaning mirror in German) to enter clinical trials.®
As a perfect mirror image of p-DNA, L-DNA forms duplexes
with identical physical characteristics (solubility, stability)
except for chirality, leading to left-handed double-helices.”
We investigate here their potential to form G-quadruplexes,”
using the well known tetramolecular [TG4T]; complex as a
model."" 2’-Deoxy-L-guanosine and L-thymidine were prepared
according to slightly modified procedures.'>!* N-2-Isobutyryl-2’-
deoxy-L-guanosine and L-thymidine were dimethoxytritylated and
further converted to the corresponding B-cyanoethylphosphor-
amidites according to standard procedures. L-Oligonucleotides
were assembled on a DNA synthesizer, deprotected and
purified by reverse-phase HPLC (see full details in ESI¥).
We expected that a short L-TG4T strand should form a
stable tetramolecular quadruplex with identical properties as
its well-known regular DNA counterpart but opposite CD
spectra. Fig. 1 summarizes the evidence for G4 formation
obtained for L-TG4T. L- and p-strands form complexes of
identical retarded mobility when incubated under conditions
favoring G4 formation. Isothermal difference spectra (IDS)
were obtained by calculating the difference between the
absorbance spectra of the folded and unfolded forms of a sample
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France. E-mail: jean-louis.mergny@inserm.fr
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+ Electronic supplementary information (ESI) available: Experimental

procedures, CCC formulae, representative kinetic and gel experiments.

See DOI: 10.1039/clccl1293¢g
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Fig. 1 Evidence for G4 formation by r- and p-TG4T. Left: IDS
spectra of the p- and L-strands in 0.5 M KCI. Gel: migration of b- and
L-strands in 20% polyacrylamide under conditions favorable (+) or
not (—) to G4 formation (60 uM strand concentration). “M” lanes
correspond to oligo dT, migration markers. Right: CD spectra of the
L- and D- quadruplexes in 0.5 M KCI.

(after and before an isothermal kinetics experiment);'* they are
nearly superimposable (left) while circular dichroism (CD)
spectra are inverted (right), as expected for a left-handed
L-DNA quadruplex.

We then compared the thermal stability and kinetics of the
two quadruplexes. First, the apparent melting temperatures'!
of the preformed r- and p-DNA quadruplexes are very close
(within experimental error; Fig. 2, left, and Table 1). As
previously observed, thermal denaturation is quasi irreversible
for both samples in the micromolar strand concentration
range—no reassociation is observed upon cooling.!! Second,
the kinetics of association are identical, within experimental
error. These experiments were performed by starting from
isolated strands and comparing the association of rL- and
D-TG,4T and the L + D mixture by UV-isothermal experiments
at 6 °Cin 10 mM lithium cacodylate and 0.5 M KCI conditions
as previously described.!""!*> One observes a time-dependent
increase in absorbance at 295 nm that reflects the association
of the different strands. These profiles may be fitted as
previously described'" and lead to similar k,,, values (Table 1).

L-DNA cannot form stable duplexes with D-DNA.'>1¢ We
therefore decided to investigate if the two enantiomers are
compatible within an intermolecular quadruplex or if chiral
selection occurs.!” Three independent experiments suggest that
/D hybrid structures are at most marginal:

(1) Kinetics analysis of G4 formation with b + L mixtures
supports chiral selection: when equimolar concentrations

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2011
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Fig. 2 Stability and kinetics of G4 formed by L- and p-TG,4T. Left:
UV melting profiles at 295 nm in 0.1 M NaCl (0.3 °C min~'; note that
the apparent Ty, depends on the scan rate as dissociation is nearly
irreversible at this strand concentration). Right: isothermal association
at 6 °C in 0.5 M KCl. Bottom: k,, values calculated for the L- and
D-oligonucleotides as well as the L + D mixture using two different
models (assuming the concentrations are additive (“L + D" case) or

not (““(L) — (D)”).

Table 1 Comparison of L- and p-TG4T. Apparent melting tempera-
tures are determined at 295 nm in 0.1 M or 0.5 M NaCl (no melting
occurs in KCI) with a temperature gradient of 0.3 and 1 °C min™ ',
respectively. ko, values were obtained in 0.5 M KCI from isothermal
association experiments. Apparent thermal temperatures are deter-
mined with 1-2 °C accuracy

T1/2/°C T]/z/“C
Oligonucleotide 0.1 M Na®™  05MNa®  kon/M 357!
L- 58 67.5 (9.4 + 3.6) x 10"
D- 57 67 (8.4 £ 1.6) x 10"

of p and L strands are present, the association proceeds with
kinetics that suggest that concentrations are not additive. As
the rate of this reaction is strongly dependent on strand
concentration'""!® (with an experimentally determined experi-
mental order of 3 to 4) this suggests that both strands associate
independently from each other (Fig. 2, bottom).

(i) When mixing two strands of different lengths, such as
TG4T and T4G4T, one expects to see 5 bands for a tetra-
molecular complex, corresponding to the different possibilities
(four short strands, three short, one long, erc.)' (Fig. 3, left).
This is indeed the case when mixing two D-strands, while a
very different situation (compare lanes 4 and 5) is observed for
L-TG4T + b-T4G4T, in which two dominant bands are
obtained with migrations corresponding to the ““pure” species
[L-TG4T]4 and [D-T4G4T]4.

(iti) Finally, using a fluorescent L-TG4T strand, we demon-
strate that a cationic comb-type copolymer (CCC) acting as a
nucleic acid chaperone®®?! promotes its incorporation by
strand exchange into a preformed [L-TG4T]; quadruplex, but
not into [D-TG4T], (Fig. 3, right and Fig. 4). A reciprocal
experiment with a fluorescent pD-TG4T-fluorescein strand gives

DTGT + - + + +
K - - - - %
L6, L-TG,T fluo
DTGT + + - + -
- - 4+ +ccc
- - - - [DTG,TI,
-+ + - [LTGTI,
* [fluo],
.~ <

Fig. 3 Enantiomeric exclusion in quadruplex assembly. Left: self
exclusion of L- and p-strands into quadruplexes. “M” lanes corre-
spond to oligo dT, migration markers (length in nucleotides provided
on the left). The gel is revealed by UV shadow. Lane 1: conditions
unfavourable for G4 formation, only single strands are seen. Lanes
2-5: preincubation in KCl favoring G4 formation (90 uM for L- and
D-TG4T; 180 uM for p-T4G4T). Right: using a CCC (a cationic comb-
type copolymer),?> we demonstrate that a fluorescent L-DNA strand
(0.5 uM strand concentration) may be “‘inserted” into a preformed
tetramolecular L-quadruplex (arrow) but not p-quadruplex (both at
20 uM strand concentration). The gel is revealed by fluorescence
(i.e., only L-TG4T fluo is seen, either single-stranded (ss) or incorporated
into G4).

5'

+CCC

3 3
3 3 3

[TG,T], TG,T-F

[TG,T],.TG,T-F TG,T

Fig. 4 Principle of the strand exchange experiment.’?? In the
presence of CCC, one can incorporate the fluorescent strand into a
preformed tetramolecular quadruplex. This may be evidenced by
electrophoresis. One may compare the strand exchange efficiency with
L- or D-fluorescent strands, to be incorporated in a L- or p-preformed
quadruplex.

a “mirror” result (incorporation into a preformed p-quadruplex,
but not L-quadruplex; not shown).

Altogether, our results demonstrate that one can obtain
left-handed L-DNA tetramolecular quadruplexes and that
chiral selection may be achieved. Several applications may
be proposed for L-DNA quadruplexes:

(i) As a number of aptamers adopt quadruplex folds,?
it should be interesting to develop G4-based spiegelmers,
providing extra resistance in a biological environment.

(ii) L- vs. D-Quadruplexes may be tested for quadruplex ligand
affinity. A number of G4 ligands such as telomestatin possess
chiral centers, potentially allowing chiral discrimination,®* as
found for duplex binders:>> comparing their affinities for both
quadruplexes might give clues on the binding mode, as little
discrimination should be expected for terminal stacking while
groove binding and interactions with the loops may differ.

(iii) Chiral selection is an advantage in nanotechnology as
L- and D- quadruplexes may be assembled simultaneously with
little or no ““crosstalk”. This is in contrast with unnatural
nucleic acids such as LNA,?® PNA?” and 2’0 methyl RNAs'
which have been reported to form G-quadruplexes but may
form hybrid structures such as 2PNA-2DNA.

5438 | Chem. Commun., 2011, 47, 5437-5439
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A mirror-image tetramolecular DNA quadruplex

Phong La},n Thao Tran,”” Rui Moriyama,” Atsushi Maruyama,® Bernard Rayner,”” and Jean-Louis
Mergny”

Supporting Information
Experimental section

Oligonucleotide synthesis and purification

Unmodified oligonucleotides D-TG4T, D-T4G4T and D-TG4T with fluorescein at the 3’ end were
purchased from Eurogentec (Seraing, Belgium). Their concentrations were estimated using molar
extinction coefficients provided by the manufacturer (57800 M cm™, 82100 M™' cm™ and 78800
M cm™ at 260 nm, respectively)'.

2'-Deoxy-L-guanosine and L-thymidine were prepared according to slightly modified
procedures”. N-2-isobutyryl-2'-deoxy-L-guanosine and L-thymidine were dimethoxytritylated and
further converted to the corresponding B-cyanoethylphosphoramidites according to standard
procedures. L-oligonucleotides were synthesized on a Model 381A (Applied Biosystems Inc.)
DNA synthesizer (1 wmol scale) using B-L-Thymidine 3'-lcaa CPG (ChemGenes) solid support
for L-TG4T and 3'-(6-FAM) CPG (Link Technologies) solid support for L-TG4T fluo.
Oligonucleotides were cleaved from the support and deprotected by treament with 30% aqueous
ammonia for 5 hr at 55°C. Combined filtrate and washings were concentrated under reduced
pressure, redissolved in water and the crude oligonucleotides were purified by reverse-phase
HPLC on a Nucleodur 100-5 C18 ec column (Macherey Nagel) using a linear gradient of
acetonitrile (5 to 22 % in 20 min) in 0.1 M triethylammonium acetate pH 7 at 1 ml/min flow rate.
Fractions were collected and evaporated under reduced pressure. ms analyses were carried out on
a MALDI-Tof-Tof mass spectrometer (Ultraflex, Brucker) operated in the reflectron mode. The
matrix used was a 4:1 mixture of 2,4,6-trihydroxyacetophenone (10 mg/mL) in ethanol and 100
mM aqueous ammonium citrate. Samples (0.8ul of a 1:1 aqueous solution of oligonucleotide and
matrix) were spotted on a stainless steel target and air-dried before analysis. For each sample, a
MALDI mass spectrum was acquired by accumulating the ion signals from 100 UV laser shots
with a constant laser power. L-TG4T [M-H] : calc. 1862.3, found 1861.2; 3’-(6-FAM)-L-TG4T
[M-H] : calc. 2431.3, found 2430.6.

Figure S1. Structure of 2'-deoxy-L-guanosine -5'-phosphate as a constituent of L-DNA.
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Cationic comb-type Copolymer (CCC).

| \LNH—CH—COHNH—CH—CO}
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Figure S2. Structural formula of Cationic Comb-type Copolymer (CCC), poly(L-lysine)-graft-
dextran’. MW of PLL backbone: 5.3 x 10%, MW of dextran grafts: 8.4 x 10°, grafting degree of
Dex: 16 mol % (n=0.16).

Absorbance differential spectra (TDS and IDS) and circular dichroism (CD)

Our reference conditions for this study were 10mM Lithium cacodylate pH 7.2 supplemented
with 0.5M KCI. Oligonucleotides were prepared at 8§ up M strand concentration. Thermal
difference spectra (TDS) were obtained by calculating the difference between the absorbance
spectra recorded above and below the observed transition (data not shown). Isothermal difference
spectra (IDS) were obtained by calculating the difference between the absorbance spectra of the
folded and unfolded forms of a sample (after and before an isothermal kinetics experiment)
(Figure 1 left). CD spectra were recorded on a JASCO-810 spectropolarimeter using a 1-cm path
length quartz cuvettes as previously described”.

UV melting experiments
Melting experiments were conducted as described earlier’. Denaturation was followed by

recording the absorbance at 240, 260, 273 and 295- nm. Only apparent melting temperatures

determined at 295 nm are shown in Figure 2 and Table 1. The experiments were performed in 10
mM Lithium cacodylate pH 7.2 supplemented with 0.1 or 0.5 M NaCl and with 10 uM or 18 uM
strand concentration respectively. For the melting experiments in 0.1M NaCl, samples were pre-
folded at 4°C for 48 hours and were heated from 10°C to 96°C, at a rate of 0.3°C/min. For
melting experiments in 0.5M NaCl, samples were also pre-folded at 4°C for 48 hours and were
heated from 10°C to 96°C, at a rate of 1°C/min.

Isothermal kinetics

These experiments were performed by starting from isolated strands and comparing association
of L- and D- TGA4T and L+D mixture by UV-isothermal experiments at 6°C in 10 mM Lithium
cacodylate and 0.5 M KCl conditions as previously described®’. Data was fitted using a model
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previously published® and association rate constants (k.,) were calculated (Table 1). The
corresponding order of the association reaction was assumed to be n = 4, as in previous studies.
The sequences were tested at 8 pM strand concentration. Examples of isothermal kinetics are
provided in the figure below:
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Figure §3. Example of isothermal experiments recorded at 240 nm (blue) and 295 nm (red). Top:
left: D-TG4T (8 uM) right: L-TG4T (8 uM).

Bottom: Both L- and D- strands are present, each at 4 uM (left: total concentration 8 pM) or 8
uM (right: total concentration 16 u M). These samples indicate that the reaction proceeds at a
much slower rate when having 4 uM of each strand, instead of 8 uM of one. In order to observe
comparable rates, one must raise the concentration of each strand to 8 uM, as for the experiments
with L- or D- alone.

The curves at 295 nm (red dots) were fitted using Kaleidagraph software with a mathematical
function (red curve) leaving k,,, starting absorbance and final absorbance as floating parameters.
The values provided in the main table are average = SD of 3-5 experiments. Two fits are
performed: one assumes that concentrations are additive while the other treat each enantiomer

independently.
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Non-denaturing gel electrophoresis

Non-denaturing gel electrophoresis allows separation of single-stranded oligonucleotides from
tetramolecular G-quadruplex structures. Samples were loaded on a 20% polyacrylamide
(acrylamide/bis-acrylamide 19:1) gel containing TBE 1X and KCI at 10 mM. Electrophoresis was
performed at 4 W/gel to reach a temperature close to 35°C (electrophoresis performed at room
temperature). To achieve complete quadruplex formation, samples (indicated by +) were
incubated during 48 hours, at 4°C and at high strand concentration (200 uM), in 0.1M KCI and
10 mM LiCaco (pH 7.2). In parallel, samples (indicated by -) were diluted in water and heated 2
minutes at 90°C just before loading. Lithium cacodylate buffer was prepared by mixing cacodylic
acid with LiOH. 12% glycerol was added just before loading. Bands were revealed by UV-
shadow (60 p M strand concentration) using a UV light source (254 nm) and an ETNA-MS-
ChemiBis digital camera (FSVT). This method does not require any labeling of any kind and
relies solely on the absorbance of the nucleic acid in the far UV region (around 260 nm). We
compared migrations of L- and D- sequences with or without cations.

L- or D-TG4T and D-T4G4T were mixed in the same buffer (10mM LiCaco and 0.1M KCIl) and
incubated during 5 days at 4°C. (in Figure 3 left, lane 4: 90uM D-T4G4T + 60uM D-TG4T and
lane 5: 180uM D-T4G4T + 90uM D-TG4T is necessary to observe quadruplex formation).
Oligothymidylate markers (dTs, dTy, dT s, dT2; or dT24) were also loaded on the gel. One should
note that the migration of the dT, oligonucleotides does not necessarily correspond to single
strands ®: these oligonucleotides were chosen here to provide an internal migration standard, not
to identify intramolecular or higher-order structures.

Besides the gel shown in Figure 3 /eft, we present here another independent experiment:

T,G,T
DG, IG: TGT DG LG,

M - - 4+ - 4+ +  + M

[T,G,T]4
intermediary
complexes -

[TG,T)4

ss T,G,T
ss TG,T
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Figure S4. An independent gel experiment (the 5 leftmost lanes are shown in Figure 1). M
corresponds to size markers. (+): conditions favorable to G4 formation; (-): conditions
unfavorable to G4 formation (no cation and preheating). The gel was revealed by UV-shadow.
Lanes 2-7: only one oligonucleotide is present, either D- or L-TG4T or D-T4G4T. The difference
in migration between the single strands is relatively modest (compare lane 6 with lanes 2 or 4)
whereas the difference between the tetramolecular quadruplex is significant (compare lane 7 with
lanes 3 or 5). Lanes 8-12: two oligonucleotides of different lengths are mixed. Lanes 9 and 10:
the two D-strands are incubated together a two different concentrations. Besides a fraction of D-
T4G4T that remain single-stranded, 5 bands are seen, corresponding to the "pure" D-[T4G4T]4 and
D-[TG4T]s quadruplexes (slowest and fastest bands, respectively) and three intermediate
complexes, in agreement with the formation of the tetramer. Lanes 11-12: when the D-T4G4T
strand is mixed with L-TG4T, the predominant species correspond to the "pure" D-[T4G4T]4 and
L-[TG4T]4 quadruplexes. A significant amount of D-T4G4T remains single-stranded. Lane 12: a
minor band of intermediate mobility suggests that enantiomeric exclusion is not absolute.

Strand exchange reaction of intermolecular quadruplex by PAGE

L- or D-TG4T with fluorescein at the 3* end (0.5 pM strand concentration) were incubated with
an excess amount of preformed intermolecular DNA quadruplex, 20uM TG4T, at room
temperature, with and without 1 mM of cationic comb-type copolymer (CCC). The reaction was
done in 10 mM LiCaco and 0.1 M NaCl. 12% glycerol and 5% PVS were added just before
loading. Samples were loaded on a 20% polyacrylamide (acrylamide/bis-acrylamide 19:1) gel
containing TBE 1X and NaCl at 10mM. Electrophoresis was performed at 4W/gel to reach a
temperature close to 35°C (electrophoresis performed at room temperature). The gels were

revealed by recording fluorescence at 520 nm (Aexe = 480 nm).

The cationic comb copolymer (CCC) increased both the association and the dissociation rate of
intermolecular quadruplex °. The copolymer acted as a nucleic acids chaperone that reduces the
energy barrier need for both the dissociation and association folding '° and enables the strand
exchange reaction between the fluorescent strand and the preformed unlabeled quadruplex
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Chapitre III. Structures, stabilité et cinétique de G-quadruplexes tétramoléculaires modifiés

3) Résultats et Discussion : Chapitre 111
Nous avons présenté dans ce chapitre les résultats obtenus a partir de mesures des
stabilités et des cinétiques d’association de G4 tétramoléculaires modifiés : G4 comportant

une insertion de 8-méthyleguanine (M) a différentes positions de la séquence d(TG4T) et G4

formés de L-ADN.

3.1 Effet de la 8-méthyleguanine sur la structure, stabilité et cinétique de formation de
G4 tétramoléculaires

L’effet de la 8-methylguanine sur la structure, la stabilité et la cinétique de formation
de G4 tétramoléculaires dépend de la position de la modification au sein de la séquence

d(TG5T) ou d(TG4T).

3.1.1 L'insertion de 8-méthyleG aux extrémités favorise la formation de quartet en syn

Les résultats de RMN semblent montrer que toutes les séquences étudi¢es forment des
G4 tétramoléculaires. Certaines positions de modification semblent favoriser un changement
de conformation des guanines en syn, en particulier I’insertion de la 8-méthyleguanine aux
extrémités (d(TMGGT), d(TMGGGT) et d(TGGGMT)). La modification de la deuxiéme
guanine (d(TGMGT) [161] et d(TGMGGT)) ne change pas la conformation des guanines,

elles restent en conformation anti comme la structure formée par les séquences non modifiées.

3.1.2 L'introduction de quartet en syn pourrait favoriser un signal CD de type hybride ou
de type I

Ces séquences modifiées donnent des spectres de CD différents en fonction également
de la position de I’insertion de guanine modifiée. Les séquences modifiées peuvent présenter
un spectre CD de type I (pic positif a 260 nm et pic négatif a 240 nm), hybride (2 pics positifs
a 260 et 295 nm) ou de type II (pic positif a 295 nm et pic négatif a 260 nm).

Les résultats de CD présentés dans ce chapitre confirment une fois de plus les résultats
de calcules de spectres CD de deux G-quartets empilés, effectuées par D.M. Gray et al. en
2008 [126] et plus récemment par S. Masiero et al. [127]. Ces calcules montrent que le
spectres CD dépendent de I’orientation relative des deux G-quartets. Les deux faces d’un G-
quartet ne sont pas équivalentes (cf. §1.1.2.1 a): la face “+” (ou “té€te/face”) d’'un G-quartet est
définie, par convention, comme la face ou les liaisons hydrogéne du donneur N-H vers

I’accepteur carbonyle C=0 tournent dans les sens horaire ; I’autre face du quartet est définie

70



Chapitre III. Structures, stabilité et cinétique de G-quadruplexes tétramoléculaires modifiés

[I3RA]

comme la face (ou “queue/pile”) [6]. Si les deux quartets successifs ont les mémes
polarités (les calculs sont faits sur des G-quartets non reliés par un squelette phosphaté), le
signal CD observé est de type 1. Par contre, s’ils ont des polarités inversées, le signal CD est
de type II. Les résultats de ces calculs permettent d’avancer des hypotheéses pour
I’interprétation des spectres CD obtenus expérimentalement.

Ainsi, la modification de la deuxieme guanine (d(TGMGT) et d(TGMGGT)) montrant
seulement des G-quartets en anti (d’aprés les résultats de RMN) présente un signal CD de
type I similaire a leurs homologues. L’introduction des quartets tout-syn, dans le cas des
insertions de 8-méthyleguanine aux extrémités, entraine un signal CD de type hybride
(d(TMGGGT) et (TGGGMT)) ou de type II (d(TMGGT)).

La structure de la séquence modifiée d(TGGMGT) n’a pas pu étre déterminée a cause
de la présence de différentes structures G4 en solution qui rend I’analyse du spectre RMN
plus difficile. Ce résultat est cohérent avec celui de la mobilité électrophorétique du fait de la
présence de plusieurs bandes. Cette modification sur I’avant-derniére guanine de I’extrémité
3> de d(TG4T) favorise un spectre CD de type II. Cette modification induirait donc la
formation d’au moins un quartet en syn. En effet, a part le quartet contenant des guanines
modifiées qui pourrait étre en syn, nous ne pouvons pas exclure que d’autres quartets non

modifiés basculeraient également en syn.

3.1.3 Une modification a ’extrémité 5’ stabilise et augmente la vitesse de formation des G4
tétramoléculaires

Seules les séquences modifices a D'extrémité 5° (d(TMGGGT) et d(TMGGT))
permettent la formation de G4 tétramoléculaires plus stables et sont caractérisés par une
vitesse d’association supérieure aux G4 formés par les séquences non modifiées. Ce résultat
est cohérent avec les résultats trouvés dans d’autres études de G4 tétramoléculaires modifiés
d(TRGGGT) (ou R = 8-amino-2’-déoxyguanine ou 8-bromo-2’-déoxyguanine) [379]. Plus la
modification est proche de I'extrémité 3’°, plus nous réduisons la stabilité et la cinétique
d’association du quadruplexe correspondant. Ce résultat suggere que la guanine en syn a
I’extrémité 5’ participerait au processus de nucléation du complexe [141]. La formation d’un
quartet tout-syn favoriserait ’empilement du quartet tout-anti sous-jacent, résultat supporté

par les modéles moléculaires.
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3.1.4 Certaines positions de modification favoriseraient la formation de plusieurs espéces
en solution.

Les G4 modifiés migrent, en général, plus vite que leurs homologues sur gels natifs de
20% polyacrylamide. Il est aussi intéressant de remarquer par gel d’électrophorése qu’a basse
température (19°C) certaines séquences modifiées (d(TGGMGT) et d(TGGGMT)) forment
un mélange de plusieurs especes en solution qui sont moins stables que la séquence non-
modifi¢e. Ces structures, a plus haute température (a 35°C), semblent se dissocier pour ne
former qu’une seule structure majoritaire. Ce résultat est confirmé par les spectres de RMN

(résultats non présentés).

3.2 Sélection chirale pour les G4 tétramoléculaires de D- et L-ADN

La séquence L-d(TG4T) forme sans surprise un G4 tétramoléculaire de stabilité et de
vitesse d’association équivalente a son énantiomere dextrogyre (D-ADN). Comme attendu, le
G4 tétramoléculaire formé par la séquence L-ADN présente un spectre CD inversé par rapport
a celui de son homologue, ce qui confirme une chiralité inversée des deux énantiomeres. Le
L-ADN forme donc un G4 tétramoléculaire parallele avec une hélicité gauche au lieu de
droite.

Les ¢études de cinétique d’association, de mobilité électrophorétique et d’échange de
brins par €lectrophorése ont montré une exclusion chirale quand nous mélangeons les deux
brins D- et L-ADN en solution. En effet, nous observons la formation de G4 comportant
uniquement D- ou L-ADN mais jamais un mélange de deux énantiomeres dans le méme G4
tétramoléculaire. Cependant la formation de G4 chimériques composés de D- et L-nucléotides

sur le méme brin est possible [159].

Nous pourrons nous servir des connaissances acquises sur les G4 tétramoléculaires
paralleles et sur les séquences modifiées pour des applications en nanotechnologie. Une de
ces applications sera présentée dans le chapitre suivant. Nous avons utilisé ici I’ADN origami

comme support pour visualiser la formation de G-quadruplexes “synaptiques”.
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Chapitre IV. L’ADN origami, nanoplateforme pour la visualisation d’ADN synaptiques

Chapitre 1V. L’ADN origami, nanoplateforme pour
la visualisation d’ADN synaptiques

1) Introduction

En 1982, Nadrian C. Seeman propose d’utiliser les propriétés d’auto assemblage de
I’ADN pour créer des structures artificielles. La suggestion de considérer des acides
nucléiques non plus comme des molécules génétiques mais comme un matériau de
construction des nanostructures est complétement révolutionnaire et fait naitre ainsi la
nanotechnologie de I’ADN.

La nanotechnologie de ’ADN est fondée sur le principe que I’ADN simple-brin s’auto
assemble en double-hélice par complémentarité des bases. Ces interactions intermoléculaires
facilement prédictibles permettent aux chercheurs de “programmer” [’association de
molécules d’ADN individuelles. Cependant, I’ADN double-brin est linéaire et ne formerait
donc que des assemblages unidimensionnels. Pour créer des structures complexes a deux ou
trois dimensions, il est nécessaire de créer des jonctions d’ADN ramifié (Figure 22A). Ces
jonctions ramifiées a 4 bras contenants des extensions simple-brins cohésives (“sticky-ends”
en anglais) s’associent par complémentarité en une structure plus complexe. La flexibilité de
I’ADN avec une simple jonction ne facilite cependant pas la création de structures plus
évoluées. L’apparition des motifs a croisements multiples (“crossover” en anglais) offre la
rigidité nécessaire pour 1’assemblage d'objets plus larges. Les trois principaux motifs de
croisements utilisés dans la nanotechnologie de I’ADN sont montrés dans la figure 22B. Le
motif a double croisement (DX pour “double crossover”) résultant de deux échanges entre les
brins de polarités opposées est le motif fondamental dans la nanotechnologie de I’ADN, en
particulier dans le domaine de I’ADN origami. Presque tous les motifs développés dans le
domaine sont des dérivés du motif DX. Le motif a jointure paranémique (PX pour
“paranemic crossover”) résulte des échanges de brins d’ADN de méme polarité a tous les
sites possibles entre deux doubles hélices adjacentes. Le dernier motif JX, est un variant du
motif PX avec deux croisements en moins au milieu.

Paul W. Rothermund, inventeur de ’ADN origami, a classé les approches existantes
pour la construction de nanostructures d’ADN en 3 catégories (Figure 22C) : (1) “multi-

stranded design” qui est composé enticrement d’oligonucléotides courts, (2) “single-stranded
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multi-stranded single-stranded scaffolded

Figure 22. Les bases de la nanotechnologie de ’ADN

(A) Auto-assemblage des ADN ramifiés [164] : a gauche: un ADN ramifié a 4 bras contenants des
extensions simples brins (“sticky-ends” en anglais); a droite: association des jonctions ramifiées par
complémentarité en une structure plus complexe. (B) Trois principaux motifs de croisements utilisés

dans la nanotechnologie de I’ADN. (C) Trois approches pour la construction de nanostructures
d’ADN [165].
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design” composé d’un “brin d’échafaudage” long (“scaffold strand” en anglais) avec peu ou
pas de “brin assistant” (“helper strand” en anglais), et (3) “scaffolded design” composé d’un
“brin d’échafaudage” long et de multiples “brinsassistants” courts. L’approche “multi-
stranded” est utilisée pour la construction des structures conventionnelles basées sur
I’assemblage des tuiles d’ADN. Les deux autres approches, “single-stranded” et“scaffolded
designs” sont utilisées pour ’ADN origami. L’octaedre crée par W. Shih et ses collegues en
2004 [163] est un parfait exemple de 'utilisation de “single-stranded design”. Toutefois, la

plupart des études d’ADN origami emploient 1’approche “scaffolded”.

1.1 L’ADN origami
1.1.1 Principe de la construction de I’ADN origami et sa préparation

Un des progres les plus marquants de la nanotechnologie de I’ADN a été développé par
Paul W. Rothermund en 2006 [133]. Il décrivait dans son article une nouvelle approche pour
la construction des nanostructures d’ADN en utilisant une multiplicité de brins courts et
synthétiques (plus de 200 séquences), appelés “agrafes” (“staple strands” en anglais) pour
diriger le repliement d’un brin long et circulaire, appelé “échafaudage” (“scaffold strand’ en
anglais) en une structure arbitraire. Comme nous l'avons décrit dans le chapitre “Matériels et
Méthodes™ (cf. : §11.4), le brin d’échafaudage provient généralement de la s€quence circulaire
du génome viral du phage M13 (7249 nucléotides) dont la séquence est connue (annexe 1).

La conception de I’ADN origami peut étre divisé en 5 étapes (Figure 23A). Les deux
premiéres étapes de la conception consistent a déterminer le motif de repliement du brin
d’échafaudage et I’emplacement des croisements (“crossover”). Le diamétre d’une hélice
d’ADN canonique est de 2 nm et un tour d’hélice mesure 3,4 nm, soit 10,5 nucléotides. Dans
une structure d’ADN origami, un tour d’hélice mesure de 3 a 3,5 nm en longueur et occupe
3,5 nm en largeur ; il est composé¢ de 10,7 nucléotides (plus large qu’une hélice d’ADN
canonique). Des répulsions ¢électrostatiques entre les différentes hélices sont probablement a
I’origine de ce phénoméne. Par conséquent, les 7249 nucléotides du brin d’échafaudage
peuvent couvrir environ 8500 nm” quand il est complétement hybridé avec les séquences
d’agrafes. Les trois dernicres étapes permettent d’obtenir une géométrie des brins d’agrafes et
de générer leurs séquences. Le repliement du brin d’échafaudage est fixé a 1’aide des brins
d’“‘agrafes”. Ces séquences d’“agrafes” sont reliées a trois hélices adjacentes formant une

forme géométrique en S ou en Z. La longueur de ces brins est de 32 nucléotides pour des
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Figure 23. Principe de I’ADN origami : de la conception a la structure [133, 166]

(A) Cing étapes de la conception de I’ADN origami et schéma d’une séquence d’“agrafe” se situant
au bord de la structure avec une boucle de 4 thymines. (B) Formation d’ADN origami rectangulaire a
2D en mélangeant le brin d’échafaudage (en bleu) et les séquences d’“agrafes” (en rouge). (C)
Structures d’ADN origamis bidimensionnelles observées en AFM : de gauche a droite: un carré, un
rectangle, une étoile, un “smiley”, un triangle et une carte de [’hémisphére ouest obtenue par
insertion d’une tige boucle appelé “dumbell hairpin” dans certaines séquences d’ “agrafes”.
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croisements tous les 1,5 tours (soit 16 nucléotides) et de 52 nucléotides pour des croisements
tous les 2,5 tours. L’utilisation des logiciels comme caDNAno permet de générer
automatiquement les séquences d’agrafes [167]. Enfin, pour éviter 1’agrégation des différents
motifs d’ADN origami, nous insérons manuellement une boucle de 4 thymines dans les
séquences d’““agrafes” se situant aux bords de la structure (Figure 23A).

Une fois les séquences d’“‘agrafes” synthétisées et préparées, la structure de 1’origami
est obtenue tout simplement en mélangeant toutes les séquences (“agrafes” et “échafaudage”)
dans un tampon contenant 20 mM Tris-HCI (pH 7,6), ImM EDTA et 10 mM MgCl,(Figure
23B). Le mélange est chauffé a 85°C pendant 5 min afin de dénaturer les structures
secondaires présentes dans I’ADN. La solution est ensuite refroidie lentement (3 1°C.min™")
jusqu’a 15°C en utilisant un thermocycleur. La structure de I’ADN origami obtenue est
visualisée en AFM sur une surface de mica fraichement découpée. Le tampon utilisé pour la
formation de la structure est aussi employé pour la visualisation en AFM. Le magnésium
(Mg>") stabilise la structure de ’ADN origami en neutralisant les charges négatives des
liaisons phosphodiesters et permet la fixation de la structure obtenue sur la surface de mica.

L’ADN origami présente de nombreux avantages par rapport a la méthode
d’assemblage décrite par N. Seeman. Cette nouvelle approche est d’abord tres facile et rapide
a réaliser. La méthode ne nécessite pas un contrdle précis de la steechiométrie, elle ne
nécessite pas 1‘utilisation d’oligonucléotides purifiés et réduit donc le temps nécessaire a la
synthése. En effet, les séquences d’*“agrafes” sont supposées étre uniques et ces brins ne
s’hybrident donc pas entre eux. Leurs concentrations relatives sont, par conséquent, non
essentielles a la formation de la structure. En général, nous mettons en exces les séquences
d’“‘agrafes” par rapport au brin d’échafaudage (2 a 10 équivalents de séquences d’“agrafes”
pour un équivalent de brin d’échafaudage). De plus, 1’invasion des brins d’“agrafes” déplace
les structures secondaires non-désirées du brin d’échafaudage et permet un repliement correct
en ¢liminant la fixation des “agrafes” tronquées ou incorrectes. Les objets obtenus par cette
nouvelle stratégie présentent peu de défauts et le rendement est plutot bon (>70% de
structures bien formées [133]) par rapport a la méthode classique (~34% de structures bien

formées [165]).
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Figure 24. Augmentation de la taille des nanostructures par ’association de tuiles d’ADN origamis
(A) Schéma et image d’AFM d’un ruban d’ADN formé par [’association linéaire d’origami [168]. (B)
Dessin et image d’AFM d’un puzzle “DNA JIG SAW” basé sur la complémentarité des formes et sur
I’hybridation par des extensions simples brins (“sticky-ends”) des tuiles d’origamis [169]. (C)Schéma
illustratif et image d’AFM d’un treillage en deux dimensions a base de tuiles d’origamis [170]. (D)
Schéma d’illustration de “superorigami” et images d’AFM des superstructures obtenues [171].
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Figure 25. Structures d’ADN origamis en 3D

(A) Construction des objets tridimensionnelsbasés sur ’empilement des couches d’hélices formant une
structure en nid d’abeille [172] : en haut: schéma illustratif de la formation des nids d’abeille par
empilement des couches d’hélices (la double-hélice présentée par un cylindre); en bas: objets obtenus
visualisés au microscope électronique en transmission (MET). (B) Construction d’une boite d’ADN
origami [135] : a gauche: division de la séquence circulaire du phage M13 (7249 nucléotides) en six
domaines et les six faces correspondantes de la boite; a droite: ouverture de boite contrélée par un
systeme a double-serrures. (C) Construction d’un tétraédre a partir des faces d’ADN origami
triangulaires [173] : a gauche: dessin schématique du tétraédre avec les faces fermées; a droite:
image de MET correspondante. (D) Formation d’un nano-flacon [174] : a gauche: représentation
schématique du nano-flacon avec indication des dimensions; a droite: image d’AFM correspondante.
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1.1.2 Structures d’ADN origami bi- et tri- dimensionnelles

a) Structures bidimensionnelles

Différentes nanostructures bidimensionnelles ont ét¢ montrées dans 1’article de Paul W.
Rothermund publi¢ en 2006 dans Nature [133]. En changeant simplement les séquences
d’*“agrafes”, nous pouvons obtenir toutes les formes possibles et imaginables par exemple un
carré, un rectangle, une étoile, un “smiley”, des triangles, un dauphin, etc... (Figure 23C). Les
séquences d’“agrafes” peuvent aussi €tre modifiées pour créer des motifs a la surface de la
structure. Ainsi, en insérant une tige boucle appelée “dumbell hairpin” dans certaines
séquences d’“agrafes”, nous induisons un relief local qui se traduit par un pixel plus clair sur
les images d’AFM. La carte de I’hémisphére ouest montrée dans la figure 23C est obtenue par
cette méthode. Néanmoins la méthode de 1°ADN origami était limitée, a 1’époque, par la taille
du brin d’échafaudage, et le fait que les “agrafes” soient uniques ne permet pas d’augmenter

arbitrairement la taille des objets.

b) Comment augmenter la surface d’ADN origami en 2D ?

Nous avons mentionné que la longueur du génome M13mp18 est de 7249 nucléotides
couvrant en présence d’“agrafes” une surface de 8500 nm?. Cette surface est suffisante pour
répartir des nano-objets et observer leurs fonctions, mais elle est trop petite pour construire
des nano-machines plus complexes notamment des circuits logiques. Deux méthodes ont été
développées pour résoudre le probléme li¢ a la taille du brin d’échafaudage. Pour la premicre
approche, Hogberg et ses collégues [175] ont produit en une seule hybridation deux structures
d’origami différentes a partir d’une double-hélice comme brins d’échafaudages (7560 pb).
Pour cela, ’ADN d’échafaudage double-brin est d’abord dénaturé a haute température
supplémenté de formamide afin d’obtenir la séparation des deux brins complémentaires. Une
fois dénaturé, le mélange (2 brins d’échafaudages + les “agrafes”) est refroidi rapidement a la
température ambiante afin de promouvoir 1’hybridation des brins et de piéger les complexes
“échafaudage-agrafes”. La formation des structures est achevée en éliminant progressivement
le formamide par dialyse [176]. La deuxiéme méthode a été présentée par Pound et ses
collegues en 2009 [177]. Cette méthode consiste a utiliser des amorces biotinylées pour une
amplification par PCR suivie d’une séparation de deux brins d’ADN via des billes
magnétiques recouvertes de streptavidine, ce qui permet la production de brins
d’échafaudages de longueur variable. Cependant, comme I’ADN d’échafaudage est allongg,
le nombre des séquences d’“agrafes” nécessaires au repliement de la structure doit également

étre augmenté, ce qui peut créer de nombreux mésappariements. En outre, des brins
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d’échafaudage trop longs peuvent entrainer des cassures de ’ADN et un repliement partiel
des structures.

Un autre moyen pour augmenter la taille des structures d’ADN origami consiste a
associer les tuiles d’origamis individuelles. De nombreuses équipes de recherche ont étudié
cette question. Li et ses collégues présentent un élargissement linéaire de I’ADN origami en
utilisant des sites de connexions procurés par les s€équences d’““agrafes” (Figure 24A) [168].
La méme équipe montre, en 2010, I’étendue des structures d’origami dans deux dimensions
en utilisant plus de complexes d’“‘agrafes” [178]. Dans la méme année, 1’équipe de Sugiyama
a employé¢ une stratégie de “puzzle Jigsaw” qui est basée sur la complémentarité des formes et
sur I’hybridation par des extensions simple-brin (“sticky-ends”) pour élargir la structure
bidimensionnelle (Figure 24B) [169, 179]. Récemment, I’équipe de Seeman présente un
treillage en deux dimensions a base de tuiles d’ADN origami (Figure 24C) [170]. Et en
dernier lieu, Yan et son équipe utilisent une nouvelle stratégie appelée “superorigami” ou
“origami of origami” (Figure 24D) [171]. La méthode consiste a utiliser deux structures
d’origami a partir de deux brins d’échafaudages différents. Le brin M13 (en noir) en présence
des séquences d’“‘agrafes” forme des tuiles d’ADN origamis individuelles contenant chacune
des extensions simple-brin (“sticky-ends”). Ces derniers permettent de relier les tuiles

d’origami a I’ossature formée par le brin d’échafaudage PhiX174.

¢) Structures tridimensionnelles

Nous avons montré dans le paragraphe précédent que cette technique permettait
d’obtenir des nanostructures bidimensionnelles (2D) de tailles importantes. Rien n'empéche
d’utiliser ’ADN origami pour former des structures tridimensionnelles (3D). En 2010,
I’équipe de Shih a présenté la construction d’objets en 3D basée sur I’empilement de couches
d’hélices permettant la formation de structure en nid d’abeille (Figure 25A) [172]. Le
repliement de structures aussi compactes nécessite un refroidissement trés lent (>174 heures)
et une concentration de Mg*™ optimale pour la réaction.

Cependant la plupart des structures octaé¢dres en 3D utilisent I’ADN pour former les
différentes faces en laissant le contenu vide. Une structure 3D creuse peut-€tre utilisée comme
un cargo pour le transport des molécules pharmaceutiques. Le premier exemple d’une telle
structure 3D est une “nanoboite” créée par Andersen et ses collegues en 2009 [135]. Ils ont
divisé le brin d’échafaudage (7249 nucléotides) en six domaines qui correspondent aux six
faces d’un cube (Figure 25B). La formation de la boite est controlée par la tension des brins

liant les deux faces. La particularité de cette construction est qu’elle posséde un systéme a
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double-serrures permettant de contréler I’ouverture de la boite. Avec une autre stratégie,
I’équipe de M. Komiyama a également rapporté la construction de boite d’ADN en 3D [380].
D’autres structures 3D similaires ont été présentées par les équipes de H. Yan et de H.
Sugiyama en 2009 (Figure 25C)[173, 180]. Plus récemment, I’équipe de H. Yan a montré la
formation d’objet sphérique, un nano-flacon (Figure 25D) [174].

1.1.3 Applications de I’ADN origami
La structure d’ADN origami présente une surface plane permettant d’attacher
différentes molécules ou matériels (des protéines, des nanotubes de carbone, des

nanoparticules, des structures d’ADN, ...).

a) Détection des molécules uniques

Une des premicres applications a été¢ développée par Ke et ses collégues en 2008 [181].
Dans cette ¢tude, ils utilisent 1’origami rectangulaire comme une puce a ADN pour détecter
I’expression des genes. Des sondes d’oligonucléotides simple-brin ont été introduites dans
certaines séquences d’“agrafes” situées a des positions précises de la surface de 1’origami.
Ces sondes sont complémentaires aux séquences d’ARN cibles. La capture des ARN est
révélée par un contraste plus clair en AFM (Figure 26A). Bien que cette méthode ne puisse
rivaliser avec la puce & ADN traditionnelle qui analyse, en une fois, des milliers de cibles, elle
permet néanmoins la détection d’un faible niveau d'expression de la cible.

En 2010, Voigt et ses collégues ont démontré que des réactions chimiques de molécules
uniques pouvaient étre visualisées sur une surface d’ADN origami [182]. Plusieurs
groupements fonctionnels sont disposés sur I’ADN origami afin d’observer leurs liaisons avec

la streptavidine et d’étudier leurs clivages par différentes réactions (Figure 26B).
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Figure 26. Détection des molécules uniques sur surface d’ADN origami

(A) Détection de [’expression génique en AFM sur une puce d’ADN a base d’origami [181]. (B)
Visualisation de réaction chimique de molécule unique en AFM sur une surface d’ADN origami
[182]. (C) Liaison bivalente thrombine-aptameres observée en AFM sur une nanostructure d’ADN
[183]. (D) Détection des SNP sur une puce moléculaire a base d’ADN origami et visualisation en
AFM [184].
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Figure 27. Organisation des matériaux sur une structure d’ADN origami

(A) Assemblage arbitraire des streptavidines sur une surface d’ADN rectangulaire [185]. (B)
Insertion progressive et contrélée des streptavidines sur des sites multiples [186]. A gauche:
représentation schématique de la capture de streptavidine suivi par un assemblage multiple; a droite:
assemblage de la chaine protéique observé en AFM. (C) Organisation de deux populations de
nanotubes de carbone sur une structure origami rectangulaire [187]. Schéma d’illustration de
[’organisation des tubes et I'image d’AFM correspondante. (D) Organisation de six nanoparticules
d’or différentes sur un ADN origami triangulaire [188]. Schéma d’illustration et image d’AFM
correspondante. (E) Disposition de trois nanoparticules d’argent sur un ADN origami triangulaire
[189]. De gauche a droite: schéma d’illustration de [’organisation des particules image de MET
correspondante apres une coloration négative et visualisation de [’échantillon sans coloration au
microscope a balayage (SEM).
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L’étude des molécules uniques sur une surface d’ADN origami va au-dela des réactions
chimiques. Rinker et ses collegues ont montré que la liaison bivalente thrombine-aptameres
dépendait énormément de la distance entre les deux aptaméres [183]. Les aptameres sont
introduits dans des “agrafes” et répartis sur une surface rectangulaire formant des rangées de
distances variables (Figure 26C). Cette étude permet de déterminer la distance optimale pour
une liaison bivalente thrombine-aptameres. Récemment, 1’équipe de N. Seeman a introduit
une puce moléculaire a base d’ADN origami pour détecter les SNP (“Single Nucleotide

Polymorphism” en anglais) (Figure 26D) [184].

b) Organisation de matériaux

L’attache de nanomatériaux sur une structure d’ADN origami a été¢ largement étudiée
ces derniéres années. Kuzyk et ses collégues ont décrit un systéme d’assemblage de protéines
sur la surface d’ADN origami en 2D [185]. L’étude consistait a utiliser une surface ADN
rectangulaire pour observer 1’assemblage de streptavidines (Figure 27A). Plusieurs séquences
d’“‘agrafes” contenant une biotine sont réparties arbitrairement sur la surface. La fixation des
streptavidines sur les “agrafes” modifiées est visualisable par AFM. Numajiri et ses collégues
ont développé un autre systéme permettant d’observer I’assemblage de streptavidines (Figure
27B) [186, 190]. Ils ont introduit sur les c6tés du puits, deux crochets contenant chacun une
biotine. Ce systeme permet de controler la fixation et le déplacement de la protéine du puits.
L’équipe a montré également une insertion progressive et controlée des streptavidines sur des
sites multiples.

Mises a part les protéines, 'ADN origami est une surface idéale pour 1’organisation
d’autres types de molécules, notamment des nanotubes de carbone. Maune et ses collegues
ont développé une stratégie pour organiser deux populations de nanotubes de carbone sur une
structure origami rectangulaire (Figure 27C) [187]. Cette étude a démontré le pouvoir
d’organisation d’une structure d’ADN origami, qui pourrait étre utilisée pour la synthese des
circuits ¢électroniques.

L’assemblage des nanoparticules de métal sur la surface d’ADN origami a été
¢galement étudi¢. En 2010, Ding et ses collégues ont utilisé une structure triangulaire pour
¢tudier 1’organisation d’une chaine de nanoparticules d’or (Figure 27D) [188]. Dans la méme
année, Pal et son équipe ont regardé 1’organisation des nanoparticules d’argent sur une surface

similaire (Figure 27E) [189].
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Figure 28. Etude et construction des systémes dynamiques sur une plate-forme d’ADN origami

(A) Observation en temps réel d’une réaction enzymatique d’'une méthyltransférase (M.EcoRI) sur
unesurface d’ADN origami [191] : a gauche: dessin schématique du systeme utilisé et les images
d’AFM correspondantes; a droite: visualisation de la réaction toutes les secondes par ‘‘fast-scanning
AFM”. (B) Représentation schématique du déplacement d’ADN moteur triangulaire sur une
construction d’ADN origami comportant des stations de stockage de nanoparticules d’or [192]
(image tirée de revue [193]). (C) Dessin schématique de la route de I’ “araignée moléculaire” [194]
(image tirée de revue [193]). (D)Mouvement d’un ADN moteur sur [’ADN origami rectangulaire
[195] : a gauche: schéma de la construction d’ADN origami utilisé; a droite: schéma explicatif de la
réaction enzymatique permettant le déplacement de I’ADN moteur et image d’AFM de son
déplacement en temps réel.
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¢) Systéme dynamique

Au-dela des structures statiques, I’ADN origami présente une plate-forme pour
construire et étudier des systémes dynamiques. Cela permet des progres considérables dans
les domaines des robots moléculaires et des études de processus enzymatiques. Le
développement concomitant de “fast-scanning AFM” a contribué au progrés de ces travaux.

En 2010, DP’équipe de Sugiyama a ¢étudié les réactions enzymatiques d’une
méthyltranstérase (M.EcoRI) [191] et de deux enzymes de réparation de ’ADN (hOggl et
PDG) [196] en utilisant une surface d’ADN origami appelée “DNA frame”. La structure de
I’ADN origami contient une cavité interne et quatre sites de connexions permettant la fixation
de deux doubles hélices de longueurs différentes, et donc de tensions différentes (Figure
28A). Le “fast-scanning AFM” a révélé les mouvements dynamiques des ADN double-brins
et a permis de suivre la réaction enzymatique sur les deux duplexes. Cette étude a clairement
montré que la flexibilité des doubles hélices est favorable a la réaction catalytique.

Plusieurs recherches passionnantes sur I’ADN robotique ont utilisé des plates-formes
d’ADN origami. Seeman et son équipe ont décrit un systeme d’ADN moteur triangulaire qui
s’est déplacé sur une construction d’ADN origami comportant des stations de stockage de
nanoparticules d’or [192]. L’ADN moteur se déplace de station en station pour récupérer des
particules d’or et ces mouvements sont uniquement controlés par des interactions
moléculaires (Figure 28B). Stojanovic, Yan, Walter, Winfree et leurs collégues ont mis en
place une “araignée moléculaire” contenant un corps de streptavidine et trois pattes de
déoxribozymes [194]. La route de 1’*“araignée moléculaire” est assemblée sur une surface
d’origami en introduisant dans les “agrafes” des séquences spécifiques pour la reconnaissance
et le clivage des pattes de ribozymes (Figure 28C). Plus récemment, une collaboration entre
les équipes de Sugiyama et de Turberfield a permis d'observer le mouvement d’un ADN
moteur par ’AFM en temps réel [195]. Ce mécanisme est facilit¢ par un enchainement de

restrictions enzymatiques (Figure 28D).

d) ADN origami et G-quadruplexes

La seule étude qui s’intéresse a la formation de G-quadruplexes sur une structure
d’ADN origami a ¢€té réalisée par 1’équipe de Sugiyama en 2010 [197]. Le groupe a suivi en
temps réel la formation et la dissociation d’un G-quadruplexe intemoléculaire en ajoutant et

en retirant le potassium du tampon. La structure d’ADN origami utilisée est la méme que celle
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Figure 29. Observation de la formation de G4 en temps réel sur surface d’ADN origami [197]

En haut: schéma du systéme utilisé. La formation de G4 est facilitée par addition de K" et la réaction
étudiée est réversible. En bas: images enregistrées toutes les 5 secondes par “fast-scanning AFM ™.
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Figure 30. Propriétés de ’ADN synaptique [198, 199].

(A) A gauche: schéma de formation d’ADN “‘synaptique” par deux double-hélices contenant un défaut
d’appariement au niveau des paires de bases de guanines consécutives; da droite: séquence du duplexe
permettant la formation de I’ADN synaptique. (B) Formation lente des ADN synaptiques observée par
’électrophoreése en condition native. (C) Influence des cations monovalents (en particulier K') et
divalents (notamment Mg”"). Formation d’ADN synaptique en présence de K mais pas de formation
de la structure détectable en présence du Mg’".
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décrit dans la figure 28A [191]. La cavité interne contenant des sites de connexions permet
I’hybridation de deux double-hélices (Figure 29). Chaque double-hélice contient une cassure
et une extension simple-brin riche en guanines. En absence de potassium, aucune interaction
entre les deux double-hélices n'est observée, les deux duplex sont paralleles (= état parallele).
En présence de potassium, ils observent la formation de G-quadruplexe a partir des extensions
simple-brins de deux duplexes formant ainsi un “X” (= état de forme “X”). L’étude a permis
de déterminer les séquences idéales pour les interactions et de suivre la dynamique
moléculaire des interactions en temps réel par “fast-scanning AFM”.

Néanmoins, ce systéme est peu stable, seuls 44% de formes “X” sont observées dans les
conditions optimales de formation et cela nécessite 1’introduction des extensions simple-brins.
Nous reportons, ci-dessous, un systeéme plus simple de formation de G4 qui ne nécessite pas
I’introduction des extensions simple-brins, il s’agit de la formation d’ADN “synaptique”, en
utilisant la méme nanostructure. Les résultats préliminaires présentés ici ont été obtenus lors
d’un stage de formation (5 semaines) a Kyoto (Japon) dans le laboratoire du professeur

Sugiyama.

1.2 “ADN synaptique”, G4 tétramoléculaire antiparallele

L’ADN “synaptique” résulte de D’interaction de deux double-hélices contenant un
défaut d’appariement di a I’insertion des "paires de bases" de guanines (Figure 30A). Cette
structure a été décrite par 1’équipe de Dipankar Sen, en 1996 [198]. L’interaction des deux
duplexes a lieu au niveau de 8 paires de bases de guanines via la formation de G-quartets. Le
G-quadruplexe tétramoléculaire formé au niveau de la “synapse” posseéde une orientation des
brins dite antiparallele. Comme le G4 téramoléculaire parallele, cette structure a une
formation lente, mais une fois formée, elle est trés stable (Figure 30B). Leur formation
dépend également de la nature et de la concentration ionique (cations monovalents ou
divalents) (Figure 30C) [199]. La formation de I’ADN “synaptique” est possible entre deux
duplexes identiques (homo dimére) ou entre deux différentes séquences de double-hélice
(hétéro dimere). Les monomeéres de chaque duplexe peuvent également former des G-

quadruplexes tétramoléculaires mais avec une orientation de brins paralléle.
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Figure 31. Systéme de visualisation d’ADN synaptique sur une nanostructure d’ADN

(A)Dessin schématique avec les dimensions de la nanostructure d’ADN rectangulaire utilisée [191] :
en_rouge: brin d’échafaudage; en bleu: les séquences d’“agrafes”. (B) Schéma représentatif du
systéme utilisé. (C) A gauche: images d’AFM de la structure d’ADN origami et la hauteur de la coupe
transversale,; au milieu: image d’AFM montrant [’insertion des deux duplexes sur la nanostructure, a
droite: images d’AFM révélant la formation d’ADN synaptique et la hauteur de la coupe transversale.
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2) Visualisation de I’ADN synaptique sur une nanostructure d’ADN
2.1 Systéme d’étude et préparation des échantillons

Comme mentionné dans I’introduction de ce chapitre (cf.: §L.1.1.3 d), la
nanostructure d’ADN utilisée est rectangulaire et possede une cavité centrale avec quatre sites
de liaisons a I’ADN (A, B, C et D) (Figure 31A). Nous fixons sur ces sites deux duplexes
(duplexes 1 et 2) de mémes (67 mer) ou de différentes (67 et 77 mer) longueurs (Figure 31B).
Ce systéme nous permet d’observer la formation de I’ADN “synaptique” quand on passe d’un
¢tat paralléle a un état de forme “X”. Les séquences étudiées disposent un nombre de
guanines consécutives variables (3, 4, 6 ou 8 guanines) et sont présentées dans la table 6.
Chacun des 2 duplexes possede un brin plus long comportant une extension simple brin de 16

nucléotides de chaque extrémité. Ces extensions permettent les interactions avec les sites de

connexions.
Sequences (5° = 3°)
Upper 67nts | AGTGAGGAGCAACGCGCACCCACCGCCTTGAAGGGTTCACGGCCATCAGGAACACTCTAGAGTCTCC
strand 3Gs 9onts | CTGTAGCTCATCATGTGGAGACTCTAGAGTGTTCCTGATGGCCGTGAAGGGTTCAAGGCGGTGGGTGCGCGTTGCT
(= duplex 1) CCTCACTGAACACCCTGAACAAA
67nts | AGTGAGGAGCAACGCGCACCCACCGCCTTGAGGGGTTCACGGCCATCAGGAACACTCTAGAGTCTCC
4Gs T | CTGTAGCTCATCATGIGGAGACTCTAGAGTGTTCCTGATGGCCGTGAAGGGGTCAAGGCGGTGGGTGCGCGTTGCT
0S| CCTCACTGAACACCCTGAACAAA
67nts | AGTGAGGAGCAACGCGCACCCACCGCCTTGAGGGGGGTACGGCCATCAGGAACACTCTAGAGTCTCC
6Gs o | CTGTAGCTCATCATGTGGAGACTCTAGAGTGTTCCTGATGGCCGTAGGGGGGTCAAGGCGGTGGGTGCGCGTTGCT
S | CCTCACTGAACACCCTGAACAAA
67nts | AGTGAGGAGCAACGCGCACCCACCGCCTTGGGGGGGGGACGGCCATCAGGAACACTCTAGAGTCTCC
8Gs T o s | CTGTAGCTCATCATGTGGAGACTCTAGAGTGTTCCTGATGGCCGTGGGGGGGGCAAGGCGGTGGGTGCGCGTTGCT
0S| CCTCACTGAACACCCTGAACAAA
Short lower 67nts | GGAGACTCTAGAGTGTTCCTGATGGCCGTGAAGGGTTCAAGGCGGTGGGTGCGCGTTGCTCCTCACT
strand 3Gs 9onts | CGACAATAAACAACATAGTGAGGAGCAACGCGCACCCACCGCCTTGAAGGGTTCACGGCCATCAGGAACACTCTA
(= short GAGTCTCCAGCAAACAAGAGAATC
duplex 2) 67nts | GGAGACTCTAGAGTGTTCCTGATGGCCGTGAGGGGTTCAAGGCGGTGGGTGCGCGTTGCTCCTCACT
4Gs T | CGACAATAAACAACATAGTGAGGAGCAACGCGCACCCACCGCCTTGAAGGGGTCACGGCCATCAGGAACACTCTA
0S| GAGTCTCCAGCAAACAAGAGAATC
67nts | GGAGACTCTAGAGTGTTCCTGATGGCCGTGAGGGGGGTAAGGCGGTGGGTGCGCGTTGCTCCTCACT
6Gs o | CGACAATAAACAACATAGTGAGGAGCAACGCGCACCCACCGCCTTAGGGGGGTCACGGCCATCAGGAACACTCTA
S | GAGTCTCCAGCAAACAAGAGAATC
Long lower 77nts | CGAGCGGAGACTCTAGAGTGTTCCTGATGGCCGTGAAGGGTTCAAGGCGGTGGGTGCGCGTTGCTCCTCACTTCCTC
strand 3Gs 109nts | CGACAATAAACAACATGAGGAAGTGAGGAGCAACGCGCACCCACCGCCTTGAAGGGTTCACGGCCATCAGGAACA
(=long CTCTAGAGTCTCCGCTCGAGCAAACAAGAGAATC
duplex 2) 77nts | CGAGCGGAGACTCTAGAGTGTTCCTGATGGCCGTGAGGGGTTCAAGGCGGTGGGTGCGCGTTGCTCCTCACTTCCTC
4Gs T o o | CGACAATAAACAACATGAGGAAGTGAGGAGCAACGCGCACCCACCGCCTTGAAGGGGTCACGGCCATCAGGAACA
0S| CTCTAGAGTCTCCGCTCGAGCAAACAAGAGAATC
77nts | CGAGCGGAGACTCTAGAGTGTTCCTGATGGCCGTGAGGGGGGTAAGGCGGTGGGTGCGCGTTGCTCCTCACTTCCTC
6Gs ™ ois | CGACAATAAACAACATGAGGAAGTGAGGAGCAACGCGCACCCACCGCCTTAGGGGGGTCACGGCCATCAGGAACA
S | CTCTAGAGTCTCCGCTCGAGCAAACAAGAGAATC
77nts | CGAGCGGAGACTCTAGAGTGTTCCTGATGGCCGTGGGGGGGGGAAGGCGGTGGGTGCGCGTTGCTCCTCACTTCCTC
8Gs ™ jonts | CGACAATAAACAACATGAGGAAGTGAGGAGCAACGCGCACCCACCGCCTTGGGGGGGGCACGGCCATCAGGAACA
S | CTCTAGAGTCTCCGCTCGAGCAAACAAGAGAATC

Table 6. Liste des séquences d’ADN testées
surligné en jaune: les nucléotides interagissant avec les sites de connexions de la nanostructure;

en rouge. les guanines impliquées dans la formation d’ADN synaptique.
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Figure 32. Images d’AFM des structures obtenues avec des duplexes courts

Images d’AFM obtenues avec les séquences a 3, 4 et 6 guanines en absence de K (A, B et C
respectivement) et en présence de 100 mM K (D, E et F respectivement). Nous observons une
majorité de formes “paralléles” (pas de formation d’ADN synaptique) dans les deux cas avec et sans
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La nanostructure d’ADN est préformée en utilisant la méthode classique d’ADN
origami présentée précédemment (cf. : §11.4). En méme temps, nous préformons séparément
les deux duplexes dans le méme tampon que celui utilisé pour I’ADN origami (20 mM Tris-
HCL, 10 mM MgCl,, ImM EDTA a pH 7,6) en chauffant les échantillons a 85°C pendant 5
minutes et en les refroidissant lentement a 15°C avec un gradient de température de 1°C.min
! Les duplexes sont ensuite mélangés avec I’ADN origami préformé (2 équivalents de chaque
duplexe pour 1 équivalent d’origami). Pour hybrider les duplexes sur la structure, nous
chauffons le mélange a 50°C puis le refroidissons a 15°C avec un gradient de température de
0,5°C.min"". Pour les échantillons avec K*, nous ajustons simplement la concentration de K"
dans le mélange précédent. Les structures sont ensuite observées au microscope a force

atomique (AFM) (Figure 31C).

2.2 Résultats et discussions
Le rendement de la formation de forme “X” est calculé pour les différentes séquences
dans deux conditions avec ou sans K. L’ensemble des résultats est récapitulé dans la table 7.

Les images d’AFM des structures obtenues sont montrées dans la figure 32 et 33.

X shape yield (%)
duplex 2 short long
without K* | +100mM K" | withoutK* | +100 mM K"
3Gs ~0 % 0 % 4 % 2%
4Gs 0 % 0 % 17 % 3%
6 Gs 15 % 5% 25 % 11 %
8 Gs n.d. n.d. 86 % 40 %

Table 7. Tableau récapitulatif de I’ensemble des résultats obtenus
n.d.: non déterminé. Les ADN origamis ont été annalysés dans chaque cas.

D’apres les résultats obtenus, I’introduction d’un duplexe plus long permet d’augmenter
le pourcentage de forme “X” formé, et donc la formation de I’ADN “synaptique” (Table 7).
En effet, un duplexe plus long permet une plus grande flexibilit¢ de la double-hélice et
favorise donc des interactions inter-brins.

Nous observons également une augmentation du pourcentage de forme “X” quand nous
augmentons le nombre de guanines consécutives. Ce résultat est attendu d’apreés nos
connaissances sur les G4, ’augmentation du nombre de guanines consécutives favorise la

formation et stabilise les G-quadruplexes.
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Figure 33. Images d’AFM des structures obtenues avec des duplexes longs

Images d’AFM obtenues avec les séquences a 3, 4, 6 et 8 guanines en absence de K (A, B, Cet D
respectivement) et en présence de 100 mM K' (E, F, G et H respectivement). Nous observons une
majorité de formes “paralléeles” pour les séquences a 3, 4 et 6 guanines dans les deux cas avec et sans

et une majorité de formes “X” (~86%) pour la séquence a 8 guanines mais seulement en [’absence

de K.
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De maniére surprenante, la formation de I’ADN “synaptique” ne nécessite pas la
présence de K™ (86% de forme “X” observé pour 8Gs). Au contraire, nous trouvons un
rendement de forme “X” plus faible en présence qu’en absence de K'! Pour toutes les
séquences testées, nous observons une réduction au moins de moitié du pourcentage de forme
“X” quand nous ajoutons 100 mM de K. Une incubation plus longue (24 ou 48 heures dans
K") ou une augmentation de la concentration de K (200 mM) ne semble pas favoriser la
formation de forme “X” (résultats non montrés). Nous ne pouvons pas non plus augmenter la
concentration de K™ au-dela de 200 mM ni trop diminuer la concentration du Mg”" (pas de
fixation a 1 mM Mg*") car cela pourrait compromettre la fixation de la structure sur la surface
de mica. Comme mentionné dans I’introduction, le Mg est nécessaire pour la fixation de
I’ADN origami sur une surface de mica, et la charge positive du K* contrebalance cette
adhésion [200].

La formation de G4 observée en absence de K pourrait étre stabilisée par le Mg
présent dans le tampon [14]. En ajoutant 100 mM de K", nous devrions stabiliser la structure
G4, cependant moins de formes “X” sont observées en AFM par comparaison aux images
obtenues sans K. Selon certains résultats obtenus dans le laboratoire du Pr. Sugiyama, ceci
peut étre di & une différence d’adhésion entre la forme “X” stabilisée par K' et la forme
“paralléle”; ou le G4 stabilisé par K" serait déstabilisé une fois fixé sur la surface de mica. Si
c’est le cas, nous pourrions résoudre le probleme en suivant la formation de G4 en temps réel,
c’est-a-dire que nous fixerions d’abord la forme parall¢le sur la surface de mica avant de
suivre la formation de forme “X” en ajoutant K'. Cependant, ces résultats surprenants sont
seulement préliminaires et devront étre confirmés.

Avec 8 guanines consécutives, nous avons une formation de G4 majoritaire (86%) et
trés stable en absence de K. Pour exploiter ce systéme simple et stable, nous pouvons étudier
la dissociation du G4 tétramoléculaire antiparalléle en injectant un compétiteur comme d(Gg)
ou d(GgX;Gs) (ou X = dT, dC ou dA) qui permettrait la formation de deux G4
tétramoléculaires séparés sur les deux duplexes. Nous pouvons également observer les
interactions de certaines protéines (hélicases, Topoisomérase, NCp du VIH-1 [75] ou protéine
Huntingtin [77] ou des ligands de G4 fluorescents avec ce systéme stable.

La nanostructure utilisée peut également servir pour observer d’autres structures G4,
notamment un G4 tétramoléculaire parallele (cf.: §VIL.3.1) mise en place par Liliya
Yatsunyk, Professeur au Swarthmore College, prés de Philadelphie (Etats-Unis) qui a passé

une année sabbatique dans notre équipe (résultats non montrés).
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Figure 34. ADN et structures télomériques chez les eucaryotes

(A) Arbre phylogénique permettant de voir la conservation des motifs télomériques chez les
eucaryotes et leur richesse en blocs de G [201]. (B) Structures adoptées par [’extrémité 3’
telomérique permettant sa protection: G-quadruplexes, T-loop ou combinaison G4 et T-loop ou
encore complexes “Shelterin”,CST (pour Cdcl3-Stnl-Tenl) pour les levures bourgeonnantes, TEBP
(“Telomere End Binding Proteins”’) pour les ciliés.
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Chapitre V. Formation de G4 par des séquences
biologiques, en particulier les séquences
télomériques

1) Introduction: Role, Structure et Maintenance des télomeéres
1.1 Structure du télomere et protection télomérique

D¢s la fin des années 30, Hermann Muller [202] (Prix Nobel en 1946) et Barbara
McClintock [203, 204] (Prix Nobel en 1983) ont observé que les extrémités des chromosomes
(de drosophile et de mais respectivement), devaient posséder des structures particulieres qui
les stabilisaient. Cette structure spéciale est nommeée télomere (du grec “telos” pour “fin” et
“meros” pour “partie”’) par H. Muller. Plus tard, il a ét¢ démontré que ces téloméres sont des
structures nucléoprotéiques qui forme une structure “coiffante” (en anglais “capping
structure”) stabilisant les extrémités chromosomiques chez les organismes eucaryotes et les

empéchant d’étre reconnues comme des cassures double-brins.

1.1.1 Séquences d’ADN télomériques

Le premier pas vers la compréhension de la nature des télomeéres a été accompli par
E.H. Blackburn and J.G. Gall. Ces deux chercheurs ont montré que les extrémités des mini-
chromosomes du cili¢ Tetrahymena thermophila étaient constituées d’une courte séquence
répétée en tandem d(GGGGTT/AACCC) [205]. Comme mentionné dans I’introduction
générale, les ciliés possédent un nombre trés important de mini-chromosomes dans leur
macronoyau, ce qui rend aisé I’étude de leurs télomeres.

Les études successives ont révélé que dans la majorité des eucaryotes, I’ADN
télomérique est constitué¢ de la répétition en tandem d’une séquence de 5 a 8 nucléotides,
incluant 2, 3 ou 4 guanines consécutives [206]. Cette séquence répétée, dite motif
télomérique, dépend des organismes (Figure 34A). La caractéristique de motifs télomériques
chez la plupart des eucaryotes est la présence de 2-6 guanines consécutives (Table 8). Parmi
les motifs télomériques, on observe une prévalence considérable pour le motif d(G;T,A),
caractéristique de beaucoup d’organismes distants phylogénétiquement, dont les vertébrés et
certains invertébrés aquatiques. Il y a, par ailleurs, différents motifs télomériques a 3 guanines
consécutives (motifs en G;): d(G;TA) chez le parasite Giardia intestinalis; d(G;T;A) dans

une variété de plantes comme Arabidopsis thaliana ; d(G;T,A) chez 1’algue verte
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Organismes Motif télomérique Référence
Protozoaires Tetrahymena thermophila d(G4T>) [205]
Oxytricha nova
Stylonichia pustuulata } d(G4Ty) [207]
Emplotes aediculatus
Paramecium d(G4T>) et d(G3T») [208, 209]
Plasmodium d(G3TsA) et d(G3T,CA) [210, 211]
Giardia intestinalis d(G3;TA) [212]
Trypanosoma brucei d(G3T,A) [213, 214]
Levures Candida guillermondi d(G;TGTACT) [215]
Schizosaccharomyces pombe d(G25T,AC) et d(Ga- [216, 217]
sT,ACA)
Saccharomyces cerevisae d(TG23(TG)16) [218,219]
Candida glabrata d(CTGTG4TCTG;TG) [215]
Plantes Arabidopsis thaliana
et Silene Zciifolia } d(GsT>A) [220]
algues Chlamydomonas reinhardtii d(G3T4A) [221]
Cyanidioschyzon merolae d(GeA2T) [222]
Lycopersicon esculentum d(G3T;A) et d(G3TLA)») [223]
Invertébrés Bombyx mori
et autizas insectes } d(G.T2A) [224]
Ascaris Lumbricoides
Caenorhabditis elegans } d(G2CTZA) [225-227]
et autres nématodes
Vertébrés  Homo sapiens d(GsTA) [228.229]

et autres vertébrés

Table 8. Motifs télomériques de différents organismes
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unicellulaire Chlamydomonas reinhardtii. 11 existe également des motifs a 2 guanines
consécutives (motifs en G,) : d(G,T,A) chez le ver a soie Bombyx mori et beaucoup d’autres
insectes ; d(G,CT,A) chez Ascaris lumbricoides, Caenorhabditis elegans et d’autres
nématodes. Les motifs & 4 guanines consécutives (motifs en G,) se retrouvent chez les ciliés
comme Tetrahymena thermophila (G,T,) et Oxytricha nova (G,T,). A la différence des autres
eucaryotes, les levures ont des séquences télomériques trés variées [215]: leurs motifs
télomériques varient entre 8 et 26 nucléotides et leurs répétitions télomériques peuvent étre
régulieres ou hétérogenes, selon les levures.

La longueur moyenne des téloméres (région double-brin et extrémité 3’ simple-brin)
varie considérablement selon les organismes: de 50 a 150 kb chez la souris Mus musculus, de
5 a 15 kb chez ’homme, de 1 a 2 kb chez Plasmodium falciparum, et inférieure a 50 pb sur
les minichromosomes de ciliés. Le nombre de répétitions des motifs télomériques varie
¢galement au sein d’une méme espece et méme entre les différents chromosomes d’une méme
cellule. Chez les eucaryotes unicellulaires, les télomeéres sont maintenus a une longueur
constante. Chez I’homme, les télomeres sont plus longs dans les cellules germinales que dans
les tissus somatiques, reflétant ainsi les différences dans leur processus de maintenance (cf. :
§V.1.2).

Les télomeres se terminent par une extrémité 3’ simple-brin correspondant au brin riche
en guanines (Figure 34B). L’extrémité 3° simple-brin sortante (en anglais “overhang”) a été
observée chez plusieurs organismes présentés dans la table 8.

La présence de blocs de guanines consécutives rend I’ADN télomérique susceptible
d’adopter des structures en G-quadruplexes, dans la région 3’ simple-brin et également dans
la région double-brin des télomeres, impliquant, dans ce dernier cas, ’ouverture de la

structure en double-hélice.

1.1.2 G-quadruplexes télomériques

En 1988, Sen et Gilbert ont montré la possibilit¢ de formation de G-quadruplexes au
sein des CSR (pour “Class Switch Recombinations”) des immunoglobulines, ils leur attribuent
¢galement un role potentiel au niveau des télomeres, et notamment lors de la méiose [230]. En
effet, une extrémité 3’ simple-brin sortante et la présence de motifs répétés riches en blocs de
guanines font, en théorie, des téloméres des régions privilégiées pour la formation de G-

quadruplexes.
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Figure 35. Structures G-quadruplexes intramoléculaires résolues a partir des motifs télomériques
de quelques organismes

(A) Structure G4 formée par la séquence télomérique humaine dans Na' (résultat obtenu par RMN)
[231]. (B-E) Structures G4 formées par la séquence télomérique humaine dans K'(B obtenu par
cristallographie aux rayons X [232] et C-D obtenu par RMN [44, 233-238]). (B et F) Structures
schématiques de G4 formés par les séquences télomériques de Giardia intestinalis [239] et (G) de
Bombyx mori [240] dans K. (D) G4 intramoléculaires formés par les séquences télomériques de
Tetrahymena thermophila [43] et (H) de Oxytricha nova [241] dans Na'. Les guanines en
conformation anti et syn sont représentés par des rectangles blancs et gris, respectivement.

Séquence Condition
Organisme[44] . 1 ‘e de Méthode PDB Référence
télomérique .

formation
G4 “antiparallele”  d[A(G3T,A);Gs] Na' RMN 143D [231]
G4 “parallele” d[A(G3T,A);G3] K" Rayon X 1KF1 [232]
Homo G4 “parallele” d[TA(G;T,A);G3] K" + PEGa RMN 2LDS8 [242]
sapiens G4 “hybride-1” d[TA(G;T,A):Gs] K" RMN 2JSM [237]
G4 “hybride-2” d[TA(G;T,A);G3T,] K" RMN 2JSL [237]
G4 “forme 3” d[(G;TTA);G3T] K' RMN 2KF8 [44]
Giardia intestinalis d(TAG3;)4 (2 quartets) K' RMN 2KOW [239]
Tetrahymena thermophila d(T>Ga)s Na' RMN 201D [43]
Oxytricha nova d[(G4T4)3G4] Na' RMN 186D [241]

Table 9. Etudes structurales menées sur les séquences télomériques de différents organismes
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La formation de G4 bimoléculaires a partir des courtes extrémités 3’ sortantes (16
nucléotides) des télomeres de ciliés O.nova ou S.lemnae a été démontrée par cristallographie
[243] et par RMN [244]. Leurs structures présentent des brins en orientation antiparallele 2 a
2 avec des boucles diagonales (Figure 5B). L’existence de ces structures a d’ailleurs été mise
en évidence in vivo, a I’aide d’anticorps dirigés contre ce type de G-quadruplexes (cf. : §1.2.4)
[98, 245]. 11 a été suggéré que ces G-quadruplexes intermoléculaires pourraient €étre impliqués
dans I’appariement des chromosomes des macronoyaux (Figure 7A) et dans la protection ou
la structure des télomeres des ciliés.

Chez ’'Homme, la présence d’extrémités comportant 100 a 200 nucléotides rend
possible la formation de G4 intramoléculaires, qui nécessitent la présence d’au moins 4 blocs

de guanines.

La premicre structure d’un G-quadruplexe intramoléculaire pour la séquence
télomérique humaine (d[A(GGGTTA);GGG]) a été résolue, en 1993, par RMN par Wang et
Patel en présence d’ions sodium (Figure 35A et table 9) [231]. Cette structure présente une
orientation antiparalléle des brins, reliés par des boucles successivement latérale-diagonale-
latérale.

La détermination de structure G-quadruplexe de la méme séquence en potassium, plus
pertinent du point de vue de la composition du milieu intracellulaire, a été plus complexe da
en raison de I’important polymorphisme des G4 formés par cette séquence en potassium. En
2002, Gary Parkinson ef al. sont parvenus a cristalliser et a résoudre la structure en G4 formée
par cette séquence en potassium. La structure obtenue présente une orientation paralléle des
brins, reliés par des boucles en “forme de N”. Cette structure s’aveére cependant assez
controversée, notamment a cause des conditions de cristallisation qui semblent influencer le
repliement du G-quadruplexe (Figure 35B et table 9), notamment la présence de polyéthyléne
glycol et d’un ligand de G4, le BRACO19 [232]. 1l est d’ailleurs a noter qu‘une structure
similaire a celle obtenue par Parkinson et a/. a été récemment résolue par RMN en solution en
présence de potassium et de polyéthyléne glycol [242].

En modifiant légérement les extrémités de la séquence télomérique humaine, des
nouvelles structures G4 ont été obtenues par RMN. Les structures observées présentent 3
brins paralleles et 1 brin antiparallele, appelées généralement des conformations “hybrides”
(ou (3+1)). Il existe deux formes d’*“hybrides”: “hybride-1" est obtenu majoritairement a

partir de la séquence d[TA(GGGTTA);GGG] dans K et présente successivement une boucle
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en “forme de N” et 2 boucles latérales (Figure 35C et table 9) [233, 235-237], tandis que la
séquence d[TA(GGGTTA);GGGTT] en potassium permet d’observer essentiellement la
forme d’“hybride-2”, contenant successivement 2 boucles latérales et une boucle en “forme
de N” (Figure 35D et table 9) [234, 237, 238]. En présence de K, les G4 télomériques
humains sont en équilibre dynamique entre 2 conformations, “hybride-1” et “hybride-2”. La
modification des extrémités de la s€équence télomérique suffit a faire basculer la balance en
faveur d’une des 2 structures (pour revue voir [246]). En 2009, A.T. Phan a obtenu une
nouvelle structure G4 intramoléculaire (“forme 3”) formé par la séquence télomérique
humaine d[(GGGTTA);:GGGT] dans K’ [44]. Cette structure antiparalléle en panier ne
comporte que deux G-quartets (Figure 35E et table 9), mais apparait plus stable que les deux
formes “hybrides” présentées précédemment.

Les conformations “hybrides” et “paralléles” observées en présence d’ion K permettent
notamment d’imaginer 1’empilement de plusieurs G-quadruplexes tout au long de I’extrémité
3’ sortante (Figure 36A-C). Dés 2006, N. Sugimoto a caractérisé la structure et la stabilité des
G4 multiples formés par des séquences télomériques longues de I’homme (d(TTAGGGG), ou
n =4 a 12) [247]. Et en 2009, M. Komiyama a clairement observé en AFM la formation in
vitro de G4 consécutives avec la séquence télomérique longue (d(GGGTTA)¢) [248] (Figure

bl L1 o1
—awae

Figure 36. Enchainement hypothétique de G-quadruplexes intramoléculaires a I’extrémité

télomérique 3’ sortante humaine
Empilement de G4 “paralléles” (A), “hybrides” (B) ou “mixtes” (C) (revue [249]). (D) Formation de

G4 consécutives par la séquence télomerique longue d(GGGTTA) s (observé en AFM) [248].
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Les structures d’autres G4 télomériques intramoléculaires ont été résolues par RMN
(Figure 35 et table 9) : la structure formée par le motif télomérique de nombreux insectes
(GGTTA), celles formées par le motif de Giardia intestinalis (GGGTA) et celles formées par
les motifs des ciliés Tetrahymena thermophila (GGGGTT)et Oxytricha nova (GGGGTTTT).
Ces structures illustrent le polymorphisme de ces édifices nucléiques.

Nous avons vu précédemment que la conformation des G4 varie énormément avec la
séquence primaire. L’ajout, I’enlévement ou la substitution d’un nucléotide suffisent souvent
pour changer complétement la structure du G4 formé. Certes, un certain nombre de structures
de G4 télomérique ont été résolues, néanmoins, les données sur la structure et stabilité des
séquences télomériques des différentes eucaryotes demeurent encore incomplétes et
dispersées. De plus, la formation de G4 intramoléculaires par des séquences télomériques de
levures n’est pas encore ¢été systématiquement évaluée. Dans 1’article 3 présenté dans ce
chapitre, nous allons présenter une étude comparative de la structure et de la stabilité¢ des
séquences té¢lomériques de différents organismes, y compris des levures (cf.: §V.2 et §V.3).

Bien que la formation in vitro de G4 par des séquences télomériques est indiscutable,
I’existence de ces structures au niveau des télomeres reste encore a démontrer. Si 1’existence
de G4 est bien argumentée chez les ciliés [98], leur existence aux télomeres des cellules
humaines reste souvent contestée. Des résultats obtenus en présence de ligands de G-
quadruplexes supportent, de facon indirecte, la possibilité de formation de G-quadruplexes
aux télomeres des cellules humaines [250]. De plus, des résultats obtenus sur des cellules
humaines suggereraient que la formation de telles structures peut perturber la réplication des
télomeéres [251, 252]. En revanche, une étude conduite sur la levure S. cerevisiae indiquerait,
de facon indirecte, que la formation de G4 protégerait les télomeres dans certains mutants de

cet organisme [253].

1.1.3 T-loop

La T-loop, pour boucle télomérique (en anglais “telomeric-loop™) est observée pour la
premicre fois en 1999 [254]. Cette structure a été mise en évidence par pontage au psoraléne
de cellules humaines (normales et tumorales) et de souris, et visualis¢é au microscope
¢lectronique. La T-loop est formée par le repliement du télomere sur lui-méme et I’invasion
de I’extrémité 3’ simple-brin riche en guanine dans la région double-brin, formant ainsi une

boucle terminale (Figure 34B). La formation de cette conformation a été montrée chez
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A. Complexe “Shelterin” (Vertébrés) B. Complexe CST (S. cerevisiae)
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Figure 37. Complexes protéiques des téloméres permettant leur protection

(A) Six protéines du complexe “Shelterin” trouvées chez les vertébrés; (B) trois protéines du
complexe CST (Cdcl13-Stnl-Tenl) observées chez S. cerevisiae et (C) deux protéines telomériques des
cilies O. nova (Images extraites de [259]). (D)Modeles de régulation de la longueur et la protection
du télomere en fonction de I’état du complexe “Shelterin”: états “ouvert” et “fermé” (images de la
thése d’Anne De Cian). L’état “‘fermé” ou T-loop est un état dans lequel [’extrémité 3’ sortante n’est
pas accessible aux réactions enzymatiques de dégradation, de réparation ou d’élongation par la
télomérase (cf. : §V.1.2.1 a). L’état “ouvert” est un état dans lequel les protéines du télosome sont
présentes et protegent le télomere tout en laissant ’acces de la télomérase a [’extrémité 3’ simple-
brin. Cet état peut étre présent durant les étapes d’élongation et de réplication du télomere (cf. :
SV.1.2). Létat “décapuchonné” est un état ou 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-brins et la formation de TIFs (“dysfunctional Telomere-Induced
Foci”).
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d’autres especes telles que le trypanosome [255], le petit pois [256], les chromosomes
polyteénes de ciliés [257] et les cellules de poulet et de souris [258]. Ce modele de la structure
télomérique de certains organismes permettrait de masquer les extrémités simple-brins du

télomere et contribuerait ainsi a sa protection.

1.1.4 G-quadruplexes et T-loop

La formation de G-quadruplexes et de T-loop a été proposée dans la méme région, au
niveau des télomeres. Cela a conduit D. Patel [260, 261] et H. Sugiyama [262, 263] a
s’intéresser a un possible modele combinant les deux structures (Figure 34B). En 2005, D.
Patel et son équipe ont suggéré que la formation de G-quadruplexe intemoléculaire en sodium
pourrait participer a la formation de 7-loop. En 2008, 1’équipe de H. Sugiyama a mise en
évidence par des méthodes biophysiques et par électrophorése que la structure de G4 peut
stabiliser une structure comme la 7-/oop.

Comme mentionnée au début de ce chapitre, la structure “coiffante” des télomeéres est
une structure nucléoprotéique, et donc formée d’ADN et de protéines. En effet, la formation
de la T-loop décrite précédemment nécessite la participation de protéines télomériques, dites
protéines du “télosome” [264] ou complexe “Shelterin” (pour protection) [265] (paragraphe

suivant).

1.1.5 Complexe “Shelterin” ou protéines du “télosome”

Chez les mammiferes, le complexe “Shelterin” est composé de six protéines, dont trois
se lient directement a I’ADN télomérique (TRF1, TRF2 et POT1) (Figure 37A) et les trois
autres (TIN2, TPP1 et RAP1) servent de connexion entre protéines.

TRF1 et TRF2 (TRF = “Telomeric Repeat-Binding Factors™) se lient directement a la
région double-brin de la séquence télomérique. TRF2 a été étudiée intensivement en
particulier pour son role essentiel au sein du complexe “Shelterin”. 1l a ét¢ montré que la
présence de TRF2 était suffisante pour la formation de 7-/loop in vitro [254, 266]. La protéine
TRF2 pourrait également reconnaitre in vitro les structures G4 et stimulerait un changement
de conformation de ces structures [267]. Contrairement a TRF1 et TRF2, POT1 (“Protection
Of Telomeres 1) se lie a 'extrémité 3’ simple-brin du télomeére et perturberait donc la

formation de G4 dans cette région [91].
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Figure 38. Probléme de réplication télomérique

(A) Le probleme de réplication terminale se situe au niveau du brin retardé (“lagging strand”),
encore appelé brin discontinu. L’élimination de la derniere amorce ARN en 5’ (qui n’est pas
remplacée) géneére une extrémité 3’ sortante, mais ceci conduit également a un raccourcissement
progressif des télomeres au cours des divisions cellulaires, en absence d’une machinerie spécifique.
Par ailleurs une activité exonucléase 5°-3° pourrait expliquer la génération d’extrémités 3’ sortantes
au niveau du brin continu, ou avancé (“leading strand”).[269](B) Potentiel de formation de G4 au
niveau des télomeres. (a) G4 formé par I’ADN simple brin riche en G (entre les fragments
d’Okazaki) pourrait causer un raccourcissement des répétitions télomeriques; (b) G4 formé entre le
brin continu et un brin parental pourrait blogquer la réplication; (c) G4 formé a [’extrémité 3’ sortante
riche en G pourrait inhiber I’extension du télomére par la télomérase; (d) G4 formé dans la T-loop

pourrait empécher son ouverture.
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TIN2 (“TRF2 and TRFI-Interacting Nuclear Protein 2) lie TRF1 et TRF2 au
complexe TPP1-POT1, reliant ainsi la région double-brin a la partie simple-brin du télomere.
En liant TRF1, TRF2 et TPP1, TIN2 occupe une position centrale du complexe “Shelterin”.
Elle permet d’augmenter ’association de TRF1 a I’ADN télomérique [268].

RAP1 humain (“Repressor-Activator Protein I”’) ne se lie pas directement a I’ADN, elle
est liée au télomere par I’intermédiaire de TRF2. Cependant, RAP1 de levure pourrait se lier a
I’ADN télomérique afin de permettre la formation de G4 parall¢le [270] (Figure 37B). Dans
les cellules humaines, le complexe TRF2-RAP1 serait a 1’origine de I’inhibition de la
réparation par NHEJ (“Non-Homologous End Joining”) aux télomeéres [271], protégeant ainsi
les télomeres des mécanismes de réparation des cassures double-brins.

TPP1 (“TIN2 and POTI interacting Protein I’’), comme son nom indique, interagit avec
TIN2 et POT1. L’interaction entre TPP1 et POT1 est cruciale pour le recrutement de POT1
aux télomeres [272, 273]. Des résultats publiés en 2007 ont également suggéré un role
important de TPP1 dans le recrutement de la télomérase aux télomeres [274].

Ce complexe “Shelterin”, composé seulement de 6 protéines, présente un role important
dans la régulation et la protection télomérique. Il a été montré que 1’interférence fonctionnelle
de chacune de ces protéines (par ARNi ou expression d’un dominant négatif) affectait la taille
ou la protection des télomeres, démontrant ainsi leur role dans la maintenance télomérique
[265]. Titia de Lange a propos¢, en 2005, un modele de régulation de la longueur et la
protection du télomére en fonction de 1’état du complexe “Shelterin” avec I’ADN télomérique
(état “fermé”, “ouvert” ou “décapuchonné”) (Figure 37D) [265].

Les télomeres des levure bourgeonnantes (“budding yeast ), tels que S. cerevisiae, sont
protégés par un complexe trimérique nommé CST (formé par Cdcl3, Stnl and Tenl) qui
s’associe a Dextrémité 3’ simple-brin [275, 276](Figure 37B). A la différence du S.
cerevisiae, la levure fissipare (“fission yeast”) S. pombe présente un complexe de six
protéines du type “Shelterin”, qui est composé, entre autre, d’orthologues de TRF1/2 et de
POT]1. Enfin, les télomeres des ciliés ne contiennent apparemment que deux protéines dans
leur complexe “Shelterin”, appelées TEBP (“Telomere End Binding Proteins ) sont protégés

par un hétérodimere formé par deux protéines : TEBPa (homologue de POT1) et TEBPf (qui

présente une certaine similitude de séquence et de structure avec TPP1) (Figure 37C) [277].
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Figure 39. Mécanismes de maintenance télomérique

(A) Schéma représentatif de la télomérase, une ribonucléoprotéine [280]. (B) Modéles alternatifs
d’allongement des télomeres (ALT): (a) par recombinaison homologue inter-télomérique, (b) par
synthese sur la T-loop et (c) par synthése sur les cercles télomériques (pour revue voir [281]).
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Figure 40. Modéle de progression de la fourche de réplication a I’extrémité des chromosomes de
mammifeéres [282]

Ce modele décrit le role des différentes activités permettant de se débarrasser des structures
secondaires pouvant se former durant la réplication du télomere, particulierement au niveau du brin
discontinu riche en guanines. On y observe les roles de WRN pour dissocier de telles structures (G-
quadruplexe (flechel) et 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 PIFI permettraient de faciliter la progression de la fourche de
réplication au travers de complexes nucléoprotéiques inhabituels (fleche 6) [283]. Ces hélicases
pourraient étre associée a la fourche de réplication. HP1 : hétérochromatine protéine-1 ; PCNA :
“Proliferating Cell Nuclear Antigen”; POL&e: ADN polymérases-&/e; FENI: “5° flap
endonuclease-1" (dégradation des fragments d’Okazaki).
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1.2 Réplication télomérique et protéines impliquées

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) [278]. Au début des années 1970, suite a la découverte du mécanisme de
réplication de I’ADN et du “probléme de la réplication télomérique” décrite par James
Watson [279], A. Olovnikov proposa un mécanisme expliquant la réplication limitée des
cellules par érosion des télomeres a chaque division cellulaire (Figure 38A) [284].

En 1990, C. Harley montra que la taille moyenne des télomeres diminue effectivement
avec le nombre de divisions cellulaires dans les fibroblastes humains [285]. 1l relia les
télomeres au vieillissement cellulaire et parla d’horloge mitotique.

Dans les cellules somatiques normales, les télomeres raccourcissent a chaque division
jusqu’a atteindre une taille critique qui entraine un arrét du cycle cellulaire et la sénescence ou
la mort des cellules. Dans certaines cellules, notamment les cellules souches, germinales ou
tumorales, des mécanismes de maintenance spécifiques sont mis en place afin d’allonger les
télomeres au cours du cycle cellulaire, et donc de prolonger la vie des cellules.

Par ailleurs, les téloméres présentent d’autres obstacles potentiels a la réplication a
I’ADN. Nous avons mentionné au début de ce chapitre les structures secondaires susceptibles
de se former aux télomeres, notamment les G-quadruplexes. La formation de G4 est
également favorisée durant la réplication de I’ADN (Figure 38B). Une telle structure G4
pourrait bloquer la réplication, en particulier la réplication télomérique, et inhiber I’extension
des télomeres par les mécanismes de maintenance télomérique.

Nous allons vous décrire, ci-dessous, les mécanismes de maintenance permettant

I’¢longation télomérique et les protéines impliquées dans la réplication fidele des télomeres.

1.2.1. Extension télomérique par des mécanismes de maintenance spécifiques
a) Télomérase

Un des mécanismes d’¢longation télomérique est réalis€ grice a une transcriptase
inverse appelé télomérase. L enzyme est identifiée pour la premicre fois en 1985 dans le cilié
Tetrahymena thermophila par Elisabeth Blackburn et Carol Greider [286]. La télomérase
compense le raccourcissement des télomeéres en ajoutant des répétitions télomériques a
I’extrémité 3° simple-brin. L’ajout des répétitions est réalisé par 1’intermédiaire d’un ARN

matrice qui est rétro-transcrit. Depuis sa découverte, 1’existence d’un tel mécanisme a été
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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 [287]).

Chez I’homme, la télomérase est un complexe enzymatique composé¢ d’une sous-unité
catalytique (hTERT, del27 kDa), d’une matrice ARN (hTERC, de 451 nucléotides) et d’un
complexe de 4 protéines associé a I’ARN (dyskérine, NHP2, NOP10 et GAR1) (Figure 39A)
(pour revue voir [280]).

Dans les cellules présentant une activité télomérase importante, la taille des télomeres
est maintenue globalement constante. On parle d’homéostasie de la longueur des télomeres.
Nous remarquerons que pour les cellules cancéreuses, la taille moyenne maintenue est
relativement courte, de 2-10 kb. Afin de maintenir cette longueur, la structure du télomere et
I’acces de la télomérase a son substrat doivent étre finement régulés. Le modéle du complexe
“Shelterin” et de T-loop ouverte ou fermée décrite précédemment permet d’expliquer en
partie cette régulation. Nous avons également mentionné que certaines protéines télomériques
pourraient participer au recrutement de la télomérase, et donc a la régulation de ce
mécanisme, notamment POT1 et TPP1. Cependant, ce mécanisme de maintenance est
complexe et nécessite d’autres régulations qui restent encore assez mal connues.

La télomérase est active dans 85 a 90% des cellules tumorales. Il existe au moins un
autre mécanisme de maintenance de la longueur des télomeres, appel¢ ALT (pour

“Alternative Lengthening of Telomeres”).

b) Mécanisme ALT (“Alternative Lengthening of Telomeres™)

Dans une minorité de tumeurs (10-15%), les cellules maintiennent leurs télomeres par
un mécanisme indépendant de la télomérase, appelé ALT (“Alternative Lengthening of
Telomeres™) [288-290].

Le mécanisme ALT est décrit pour la premiére fois chez les levures [291]. La premicre
¢tude montrant I’existence d’un tel mécanisme dans des cellules humaines immortalisées est
publiée en 1994 [292]. Les cellules utilisant la voie ALT sont caractérisées par des télomeres
trés longs et hétérogenes (leur longueur varie entre 2 et 50 kb) [288, 293] (pour revue voir
[294]).

Ce mécanisme de maintien de la longueur télomérique implique des événements de
recombinaison inter- ou intra-télomérique. Plusieurs modéles de maintenance télomérique

sont proposés. L’allongement des téloméres dans ces cellules ALT pourrait se produire par
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recombinaison homologue entre deux téloméres ou au sein d’'un méme télomere en utilisant la

T-loop ou des cercles télomériques (Figure 39B).

1.2.2. Protéines permettant une réplication fidéle des téloméres

Comme mentionné précédemment, les télomeres sont susceptibles de former des
structures secondaires, notamment les G-quadruplexes ou la 7-loop. Sans intervention des
protéines, ces structures pourraient perturber la réplication télomérique.

La famille d’hélicases RecQ (notamment WRN et BLM) semble jouer un réle clé dans
la réplication des télomeéres. Des études biochimiques ont clairement mis en évidence la
capacité des hélicases RecQ a faciliter la progression de la fourche de réplication. In vitro, il a
¢té montré que TRF2 et POT1 pouvaient stimuler WRN et BLM afin de libérer la T-/oop et de
permettre ainsi I’avancée de la réplication jusqu’aux extrémités des chromosomes [295-298].
En plus de la T-loop, les hélicases RecQ peuvent dérouler les structures G4 [83, 85, 299, 300].
I1 est donc possible d’imaginer que les protéines télomériques recrutent les hélicases RecQ au
niveau des télomeres afin de dérouler les structures secondaires (G-quadruplexes ou 7-loop)
et permettent ainsi la progression de la réplication. Par ailleurs, certaines protéines
télomériques et POT1 peuvent aussi entrainer la déstabilisation des G4 en se fixant sur I’ADN
simple-brin [91, 245]. Un mode¢le de progression de la fourche de réplication a I’extrémité des
chromosomes de mammiferes a ¢té propos¢ par Eric Gilson et Vincent Geli en 2007 et
présenté dans la figure 40.

Le recrutement de protéines de réponses aux dommages (“DNA damage checkpoint™) et
les effecteurs de la réparation de I’ADN au niveau des télomeres sont également essentiels
pour assurer une réplication complete et fidele des télomeres. Le recrutement de ces facteurs
serait une premicre étape permettant la reprotection du télomere aprés I’ouverture de la 7-loop
et sa réplication [301, 302].

Enfin, nous pouvons citer un role potentiel de la protéine WRN dans la répression des
recombinaisons inter-télomériques. En effet, la déficience en télomérase et WRN dans un
modele murin induit de nombreux échanges par recombinaisons entre chromatides soeurs,
conduisant a I’immortalisation des cellules et l’engagement dans un mécanisme de
maintenance ALT. Le rétablissement de WRN ¢élimine ces recombinaisons, suggérant son role
dans la répression des échanges télomériques entre chromatides sceurs [303]. De plus, BLM et
WRN facilitent in vitro la séparation des jonctions Holliday formées lors de la recombinaison

homologue [304-306].
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1.3 Dysfonctionnement télomérique et maladies humaines associées

L’absence des mécanismes de protection et de maintenance de la longueur des
télomeéres entraine un dysfonctionnement télomérique et a un raccourcissement des télomeres
au fil des divisions cellulaires. Plusieurs maladies humaines sont associées a un
raccourcissement télomérique telles que les maladies cardiaques, la recto-colite ulcéro-
hémorragique, les cirrhoses hépatiques, I’athérosclérose et les syndromes de vieillissement
précoce [307, 308]. La dyskératose congénitale est la premiére maladie identifiée. Les
patients atteints de la dyskératose congénitale présentent des téloméres raccourcis résultant de
la mutation de constituants de la télomérase, en particulier hTERC [309, 310]. L’anémie
aplasique a été reportée comme une maladie associée a des mutations des composants du
complexe “Shelterin” [311, 312]. Récemment, un raccourcissement t¢lomérique accéléré a été
trouvé dans quelques cas de fibrose pulmonaire idiopathique [313]. De plus, il a été¢ démontré
que dans les deux syndromes du vieillissement précoce (Werner et Bloom), un déficit en
hélicases WRN et BLM cause un raccourcissement accéléré des télomeres et mene a
I’apparition prématurée de cancer (voir revue [314]).

La protection et la maintenance des télomeéres jouent donc un role crucial dans la survie
cellulaire. Une bonne compréhension des structures de I’ADN télomérique de différents
modeles d'études (levures, ciliées, plantes, vertébrés, etc ...) sera précieuse pour le progrés de
la recherche appliquée dans le domaine. Nous avons tenu a présenter dans 1’article 3 une
¢tude comparative de la structure et de la stabilité des séquences télomériques de différents
organismes allant des protozoaires aux vertébrés en passant par les levures, les plantes et les

invertébrés.
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2) Article 3: “Stability of telomeric G-quadruplexes”. Nucleic Acids Research
-2011; 39(8): 3282-94.
Tran, P.L.T., Mergny, J.L. & Alberti, P.

Résumé en francais :

Chez la plupart des eucaryotes, I’ADN télomérique est constitué d’un court motif répété
en tandem avec des guanines consécutives qui pourrait adopter une structure en G-
quadruplexe. Les télomeres des levures bourgeonnantes présentent de longs motifs répétés et
montrent une variation du degré de répétition. Si la formation de G4 in vitro par des
séquences télomériques de plusieurs organismes a déja été montrée, il n'existe pas d'étude
consacrée a la comparaison de différentes conformations et stabilité des G4 formés par les
séquences télomériques connues. De plus, a notre connaissance, la formation de G4
intramoléculaires par des séquences télomériques de levures n’a pas encore été
systématiquement évaluée. En utilisant des méthodes biophysiques et biochimiques, nous
avons étudié¢ des séquences synthétiques mimant les motifs télomériques de différents
organismes. Ces séquences comportent 4 blocs de guanines consécutives permettant la
formation des G4 intramoléculaires. Afin d’étudier et comparer le potentiel G4 des motifs
télomériques connus a ce jour, nous avons mené une étude de la structure et stabilité de
séquences télomériques de différents eucaryotes. Nous avons remarqué que la formation de
G4 au niveau des télomeres n’était pas une caractéristique conservée chez les levures.
Cependant, toutes les séquences télomériques connues des autres organismes eucaryotes sont
susceptibles de former des quadruplexes. Parmi ceux qui forment des G4, des motifs G3T14A
(trouvés chez la plupart des organismes) et G4T24 (trouvés chez les ciliées) forme des G4
stables, tandis que les G4 formés par les motifs G,T,A et G,CT,A (trouvés chez beaucoup
d’insectes et chez les nématodes, respectivement) semblent étre en équilibre avec d’autres

structures non-G4 (comme des structures en épingle a cheveux).
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ABSTRACT

In most eukaryotes, telomeric DNA consists of
repeats of a short motif that includes consecutive
guanines and may hence fold into G-quadruplexes.
Budding yeasts have telomeres composed of longer
repeats and show variation in the degree of repeat
homogeneity. Although telomeric sequences from
several organisms have been shown to fold into
G-quadruplexes in vitro, surprisingly, no study has
been dedicated to the comparison of G-quadruplex
folding and stability of known telomeric sequences.
Furthermore, to our knowledge, folding of yeast
telomeric sequences into intramolecular
G-quadruplexes has never been investigated.
Using biophysical and biochemical methods, we
studied sequences mimicking about four repetitions
of telomeric motifs from a variety of organisms,
including yeasts, with the aim of comparing the
G-quadruplex folding potential of telomeric se-
quences among eukaryotes. G-quadruplex folding
did not appear to be a conserved feature among
yeast telomeric sequences. By contrast, all known
telomeric sequences from eukaryotes other than
yeasts folded into G-quadruplexes. Nevertheless,
while G3T¢_4A repeats (found in a variety of organ-
isms) and G;T,4 repeats (found in ciliates) folded
into stable G-quadruplexes, G-quadruplexes
formed by repetitions of GoT-A and G,CT,A motifs
(found in many insects and in nematodes, respect-
ively) appeared to be in equilibrium with non-
G-quadruplex structures (likely hairpin-duplexes).

INTRODUCTION

Telomeres are specialized nucleoprotein complexes that
cap and protect the extremities of linear eukaryotic

chromosomes. In most eukaryotes telomeric DNA
consists of a tandem array of a short motif of 5-8nt,
that includes two, three or four consecutive guanines,
with an impressive prevalence of the G;T,A motif (1).

The G;T,A motif is found in many phylogenetically
distant  organisms, including vertebrates  (2,3),
Trypanosoma brucei (4,5), several fungi (6), slime moulds
(7,8) and several aquatic invertebrates (9). Variants of this
motif are found in many other organisms: G3;TA in the
parasite Giardia intestinalis (10); G3T3A in a variety of
plants (11), such as Arabidopsis thaliana (12); G3T4A in
the unicellular green alga Chlamydomonas reinhardtii (13);
G,T>A in the silkworm Bombyx mori and in many other
insects (14); G,-CT,A in the nematodes Ascaris
lumbricoides (15), Caenorhabditis elegans and in other
nematodes (16,17). Telomeric motifs bearing four con-
secutive guanines are found in ciliates: G4T, in
holotrichous ciliates such as Tetrahymena (18) and G4T4
in hypotrichous ciliates such as Oxytricha, Euplotes and
Stylonychia (19). Degenerated telomeric motifs have been
reported for several organisms: GGGTTTA and GGGTT
CA in Plasmodium species (20,21); GGGTTTA and GGG
TTAA in Lycopersicon esculentum (tomato plant) (22); G
GGGTT and GGGTTT in Paramecium species (23,24),
where a single telomerase RNA, encoding G4T, repeats,
has been identified (25).

Unlike in most ecukaryotes, telomeres have rapidly
evolved among budding yeasts; these organisms possess
the most variable set of telomeric repeats (26,27). A
number of budding yeast species have telomeres
composed of long repeats (8-26 bp) and show variations
in the degree of repeat homogeneity (28,29). The budding
yeast Saccharomyces cerevisiae has short heterogeneous
telomeric repeats of the general form TG, 3(TG) ¢
(30,31), encoded by a single telomerase RNA (32); the
most abundant type of repeat is TG3TG (29). G;T,A
repeats are found in the immediate subtelomeric region
of S. cerevisiae, suggesting that G3T,A-like telomeres
were present prior to yeast divergence (26). Despite
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Figure 1. Schematic structures of intramolecular G-quadruplexes
formed by about four repetitions of telomeric motifs from (A) verte-
brates in Na® (51), (B, E-G) vertebrates in K™ (52-57), (B and C)
Giardia in K™ (60), (D) Bombyx in K* (59), (F) Tetrahymena in Na*
(50) and (H) Oxytricha in Na* (49). Anti and syn guanines are in white
and grey, respectively. Structures of Giardia and Bombyx
G-quadruplexes were obtained with modified sequences. The two
G-quartets illustrate the possible donor-to-acceptor hydrogen-bond
orientations (left: clockwise, right: anticlockwise).
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length and sequence diversity, a TG-rich motif (a potential
binding site for the repressor-activator protein 1 RAPI)
appears to be a conserved feature of telomeric motifs
among a variety of budding yeasts (28,29). Heterogeneous
telomeric repeats, encoded by a single telomerase RNA
(33,34), are also observed in the fission yeast Schizosac-
charomyces pombe; G,T,AC and G,T,ACA are by far the
most frequently found motifs (33-36).

Bearing runs of consecutive guanines, 5’ to 3’ telomeric
strands from most eukaryotes may potentially fold into
G-quadruplexes. G-quadruplexes are a family of nucleic
acid secondary structures based on the formation and
stacking of quartets of coplanar guanines (G-quartets)
(Figure 1); they are stabilized by several cations, in par-
ticular potassium and sodium (37). G-quadruplexes can
form either by the folding back of a single strand (intra-
molecular) or by the association of two (bimolecular) or
four (tetramolecular) different strands (38-40). Ciliate
telomeric repeats were the first to be studied for their
G-quadruplex folding potential in vitro (38,39,41,42),
and ciliates are the first organisms for which direct in-
volvement of G-quadruplexes in telomere biology has
been unambiguously demonstrated (43—45). Evidence for
G-quadruplex formation by vertebrate telomeric repeats
has been gathered in vitro, but evidence for G-quadruplex
formation at telomeres in vivo is mostly indirect. The
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G-quadruplex folding potential of telomeric motifs has
been emphasized since early studies (46,47). Several
G-quadruplex structures formed by telomeric repeats
from different organisms have been resolved, notably the
intramolecular G-quadruplexes formed by Oxytricha and
Tetrahymena telomeric sequences in sodium (48-50), by
human (vertebrate) telomeric sequences in sodium and in
potassium (51-58) and by Bombyx mori and Giardia
modified telomeric sequences in potassium (59,60)
(Figure 1).

Although several telomeric sequences have been shown
to fold into G-quadruplexes, data have been acquired with
different techniques and under different conditions, hence
do not allow a straightforward comparison of
G-quadruplex folding and stability of telomeric sequences
among ecukaryotes. Furthermore, to our knowledge,
folding of yeast telomeric sequences into G-quadruplexes
has never been proved, with the exception of sequences
mimicking two or three repetitions of S. cerevisiae hetero-
geneous telomeric motifs (46,61). Using biophysical and
biochemical methods, we undertook an investigation of
sequences consisting of about four repetitions of telomeric
motifs from a variety of organisms (the minimal length
required to allow formation of intramolecular
G-quadruplexes); the aim was to (i) probe their propensity
to fold into G-quadruplexes, (ii) provide some informa-
tion about their folding and (iii) study/compare their sta-
bility. The studied sequences are listed in Table 1. Among
yeasts, we chose to limit our study to S. cerevisiae and S.
pombe (which are model organisms in the study of telo-
meres), to Candida glabrata and Candida guillermondii.
Among the diverse telomeric sequences of budding
yeasts (other than species of the genus Saccharomyces),
C. glabrata and C. guillermondii telomeric sequences
present the shortest loops (6nt) connecting consecutive
guanines (28,29); they should hence be the most prone
to fold into G-quadruplexes. Actually, several studies on
model sequences indicate that increasing loop length
leads to a decrease in G-quadruplex stability (62—64).
S. cerevisiae and S. pombe have heterogeneous telomeric
sequences; we chose to study repetitions of the most fre-
quently found motifs. In a previous study, we provided
evidence of folding into stable G-quadruplexes by repeti-
tions of Plasmodium degenerated telomeric motif (GGGT
TYA, where Y is T or C) under the same conditions used
here (65); melting temperatures and thermodynamic data
from this work were included in Table 1.

MATERIAL AND METHODS
Oligonucleotides

Reverse-Phase CartridgeoGoldTM (RPC) purified oligo-
nucleotides were purchased from Eurogentec (Seraing,
Belgium), dissolved in bi-distilled water at a concentration
of 200uM and stored at —20°C. Concentrations were
determined by ultraviolet (UV) absorption using the ex-
tinction coefficients provided by the manufacturer. For
spectroscopic measurements, RPC-purified oligonucleo-
tides were wused without further purification; for
non-denaturing PAGE experiments, oligonucleotides
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were purified by PAGE according to standard protocols.
For Asc20, Gial8 and Tet22, spectroscopic measurements
were carried out on two different batches of RPC purified
oligonucleotides; for Gial8, spectroscopic measurements
were also carried out on a third batch, PAGE purified by
the manufacturer: data reproducibility was excellent. The
quality of Gial8 oligonucleotides (RPC and PAGE
purified) was checked by denaturing PAGE.

Thermal difference spectra, UV-melting curves and
circular dichroism

UV-absorbance measurements were acquired on an
Uvikon 940 (Kontron) spectrophotometer or, for tomato
plant and Paramecium variant sequences, on an Uvikon
XL (Secomam). For melting experiments, samples were
heated at 92°C for a few minutes, cooled from 92 to 2°C
at a rate of 0.2°C min~ ", kept at 2°C for 30 min and heated
from 2 to 92°C at a rate of 0.2°Cmin~". The temperature
was varied with a circulating water bath; evaporation at
high temperatures and condensation at low temperatures
were prevented by a layer of mineral oil and by a dry
air flow in the sample compartment, respectively.
Temperature was measured with an inert glass sensor
immersed into a water-filled quartz cell or, for tomato
plant and Paramecium variant sequences, with a sensor
embedded in a solid cuvet. The absorbance was monitored
at 245, 260, 273, 295 and 405nm; the absorbance at
405nm was subtracted from each wavelength. For each
melting curve, the melting temperature (77,) was graphic-
ally determined as the intercept between the melting curve
and the median line between low-temperature and
high-temperature absorbance linear baselines (66). For
each sample, the thermal difference spectrum (TDS) was
obtained by subtracting the absorbance spectrum at 2°C
from the one at 92°C (67). The spectrum at 92°C was
recorded after heating the sample at 92°C for a few
minutes, whereas the spectrum at 2°C was recorded after
annealing from 92 to 2°C at a rate of 0.2°Cmin .
Circular dichroism (CD) spectra were recorded on a
Jasco J-810 spectropolarimeter or, for tomato plant and
Paramecium variant sequences, on a Jasco J-815, at 4°C,
after annealing from 92°C at a rate of 0.2°C min~"'. Each
spectrum was obtained by averaging three scans at a speed
of 500nmmin™ and by subtracting the contributions of
the solvent and quartz cell. All experiments (melting,
TDS and CD) were carried out at 3, 10 and 30 uM oligo-
nucleotide strand concentration (+5%), in a cacodylic
acid buffer (10mM) at pH 7.2 (adjusted with LiOH), con-
taining KCl (100mM) or NaCl (100mM), using 1cm
(for 3 and 10puM strand concentration) or 0.2cm (for
30uM strand concentration) path-length quartz cells.
Stock solutions (200 uM) were heated at 90°C for a few
minutes immediately before sample preparation. TDS,
UV-melting and CD experiments were carried out at
least twice.

Non-denaturing PAGE

Stock solutions (200 uM) of PAGE-purified oligonucleo-
tides were heated at 90°C for a few minutes immediately
before sample preparation. Oligonucleotides (30 uM
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strand concentration) were annealed from 92 to 2°C at a
rate of 1°Cmin~" in the same solvents used for spectro-
scopic measurements (10mM cacodylic acid buffer, pH
7.2 adjusted with LiOH, 100mM NaCl or 100mM
KCl). Samples, supplemented with sucrose (11.5%), were
then loaded (10 ul) into a 16.5cm x 14.5cm x 0.1cm 12%
polyacrylamide gel (acrylamide:bisacrylamide 19:1,
prepared in a TBE buffer supplemented with 20 mM
NaCl or KCI). Electrophoresis was run in a cold room
at 4°C, for 2h and 30min, at 3W per gel, in a TBE
buffer supplemented with NaCl (20mM) or KCI
(20mM); the temperature attained in the gels was about
15°C. DNA was detected by UV-shadow at 254 nm with a
G:BOX (Syngene). An oligothymidylate marker (dT,)
and two double-stranded markers of 9 and 12bp (dx9:
*GCGTATCGGY +°CCGATACGC?; dx12: *GCGTG
ACTTCGG?* +° CCGAAGTCACGC?) were loaded into
the gels to provide internal migration markers. We point
out that dT,, oligonucleotides are not appropriate markers
for single-strand DNA migration in PAGE (68).

Fluorescence resonance energy transfer melting curves

The melting of the two double-dye labelled oligo-
nucleotides FBom17T and FAsc20T was followed by
fluorescence resonance energy transfer (FRET) on a
FluoroMax-3 spectrofluorimeter (FBom17T: FAM->GG
TTAGGTTAGGTTAGG?-TAMRA, FAsc20T: FAM-"

GGCTTAGGCTTAGGCTTAGG?-TAMRA, FAM:
6-carboxyfluorescein, TAMRA: carboxytetramethy-
Irhodamine, purchased from FEurogentec, Seraing,

Belgium). The temperature was raised from 5 to 90°C
with a circulating water bath; FAM emission (excitation
at 470 nm, emission at 520 nm) was recorded at intervals
of 1°C, after an equilibration time of 30s. FAM emission
versus temperature plots were normalized between 0 and 1
and the temperature of half-dissociation (7)), corres-
ponding to an emission value of 0.5, was determined.
FRET-melting experiments were carried out at 0.2 uM
oligonucleotide strand concentration, in a cacodylic acid
buffer (10mM) at pH 7.2 (adjusted with LiOH), contain-
ing NaCl (100 mM) or KCI (100 mM).

RESULTS
Thermal difference spectra

A simple method to have an insight into the structure
adopted by a nucleic acid sequence is to record its absorb-
ance spectra at high temperature (unfolded form) and at
low temperature (folded form). The difference between
these spectra, called thermal difference spectrum (TDS),
provides a spectroscopic signature for nucleic acid struc-
tures (67,69).

TDS spectra are shown in Figure 2. With the exception
of the C. guillermondii (Cgi26) and of the S. pombe
(Spom20 and Spom?23) sequences, all the studied telomeric
sequences displayed TDS signatures characteristic of
G-quadruplex structures, both in NaCl and in KCI:
two major positive peaks around 240 and 270 nm and a
negative peak around 295 nm.
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Figure 2. CD spectra at 4°C (right panels) and normalized TDS (left
panels) of all the sequences listed in Table 1, in NaCl (circles) and KCl
(triangles), at 3 pM oligonucleotide strand concentration. The CD axis
scale is the same for all sequences (—17/+17 mdeg), with the exception
of Oxy28 (-32/+32 mdeg). TDS and CD spectra did not depend on
strand concentration (3, 10 and 30 uM), with the exception of Gial8,
Tet22 and Scer2l CD spectra in KCI.

The C. guillermondii sequence (Cgi26) neither in NaCl
nor in KCl displayed a G-quadruplex-type TDS signature.
Concerning the S. pombe sequences (Spom20 and
Spom?23), an unambiguous TDS G-quadruplex signature

was obtained only for Spom20 in KCI. TDS of Spom20 in
NaCl and Spom23 in NaCl and KCl exhibited a very small
negative peak at 295nm (autoscaled TDS are shown in
Figure S1).

CD spectra

CD spectra were recorded at 4°C, a temperature at which
the equilibrium was strongly shifted towards the folded
forms, as shown by thermal melting profiles (Figures S2
and S3). CD spectra at 3 uM oligonucleotide strand con-
centration are shown in Figure 2. The Bombyx (Bom17),
Ascaris (Asc20) and Oxytricha (Oxy28) sequences ex-
hibited a negative band around 260nm and a positive
band around 290nm (a ‘Type II’ signature), both in
NaCl and in KCI. All the other G-quadruplex folding
sequences (i.e. sequences displaying G-quadruplex TDS)
exhibited distinct CD signatures in NaCl and in KCI: a
Type II signature in NaCl (with the exception of Tet22),
and a positive peak around 290 nm and a positive peak or
shoulder in the 250-270-nm region in KCI; this supports
structural differences in NaCl and in KCI.

With the exception of the Giardia (Gial8), Tetrahymena
(Tet22) and S. cerevisiae (Scer21) sequences in KCIl, the
CD spectra of all the other sequences were independent
from oligonucleotide strand concentration (3, 10 or
30 M), both in NaCl and in KCI. Conversely, the CD
spectra of Giardia (Gial8), Tetrahymena (Tet22) and S.
cerevisiae (Scer2l) sequences in KCl strongly depended
on oligonucleotide strand concentration (Figure 3). For
Gial8 and Tet22 increasing the oligonucleotide concentra-
tion from 3 to 30uM led to the appearance of a CD
positive peak at about 260nm (Figure 3A and B). For
Scer21, increasing the concentration led to a change in
the ratio r between the CD peak at about 260 nm and
the one at about 290nm: (r<1 for 3uM, rx1 for
10 uM and r > 1 for 30 uM) (Figure 3C). The dependence
of Gialg, Tet22 and Scer21 CD spectra on strand concen-
tration in KCI supports the presence of multi-stranded
structures.

Concerning C. guillermondii (Cgi26) and S. pombe
(Spom20 and Spom23) sequences, only the S. pombe
sequence Spom20 in KCIl displayed an unambiguous
Type II G-quadruplex CD signature, consistently with
the results obtained by TDS.

Hence, TDS provided evidence of G-quadruplex folding
for most of the sequences listed in Table 1; CD allowed (i)
highlighting structural differences in NaCl and in KCI for
most of the sequences (at least for Gial8, Hum21, Par21,
Scer21, Ara24, Tom24, Chla27, Tet22 and Gla26) and (ii)
providing evidence of the presence of multi-stranded
structures for a few sequences (Gial8, Tet22 and Scer21
in KCI). Individual CD spectra will not be discussed in
detail for the following reason. Empirically, two types
of CD spectra are considered indicative of DNA
G-quadruplexes: spectra with a negative band around
240nm and a dominant positive band around 260 nm
(‘Type I’ spectra), and spectra with a negative band
around 260nm and a positive band around 290nm
(‘Type II' spectra). Theoretical calculations give an
insight into the origin of Type I and Type II signals:
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stacking of two G-quartets with the same hydrogen-bond
orientation originates a Type I signal, stacking of two
G-quartets with opposite hydrogen-bond orientation ori-
ginates a Type II signal (70,71) (G-quartet hydrogen-bond
orientation is illustrated in Figure 1). Nevertheless,
G-quadruplexes are highly polymorphic and these empir-
ical and theoretical evidences do not allow an unambigu-
ous interpretation of CD spectra of potential
G-quadruplex folding sequences.

UV melting experiments

TDS allowed verifying G-quadruplex folding at low tem-
perature. To study stability, we recorded melting profiles
at wavelengths of absorbance maximum variations upon
folding, determined by TDS, i.e. 245, 273 and 295 nm.

All melting profiles were reversible (melting curves at
295nm are reported in Supplementary Figures S2 and
S3). Melting transitions of all G-quadruplex folding se-
quences presented a single transition (a single first deriva-
tive peak) and occurred (with the exception of Spom20 in
KCIl) in a relatively narrow range of temperature (about
30°C for Bom17 and Asc20 and about 20°C for the other
sequences), thereby the graphically determined melting
temperatures (7,,8) did not significantly depend on the
choice of the high- and low-temperature absorbance
linear baselines; 7,,s could then be determined with a pre-
cision of + 1°C or better.

Ts of sequences bearing Gz and G4 motifs (included
Gla26) were higher in potassium than in sodium: 7j,s
ranged from 46°C (Chla27) to 64-66°C (Tet22 and
Oxy28) in NaCl and from 57.5°C (Chal27) to >80°C
(Tet22 and Oxy28) in KCI; they did not depend on wave-
length (245, 273 and 295 nm) and are reported in Table 1.
The flatness of the S. pombe Spom?20 melting profile in KCl
at 295 nm (Supplementary Figures S2 and S3) prevented us
from determining an accurate 7, (incertitude in the deter-
mination of a low-temperature absorbance baseline); its
T, was roughly estimated to be around 27°C. Bombyx
(Bom17) and Ascaris (Asc20) differed from all the other
G-quadruplex folding sequences for several features. (i)
Surprisingly, the graphically determined T7,,s at 295nm
were higher in sodium than in potassium: 46°C in NaCl
and 44°C in KCI for Bom17, 41°C in NaCl and 39°C in
KCI for Asc20. The maxima of the first derivatives of their
melting curves (Tmax) showed the same trend than melting
temperatures determined by graphical analysis:

Tmax(NaCl) > T (KCI). (i) Asc20 T.,s depended on
wavelength (7,8 at 245nm were around 45°C both in
sodium and potassium); this feature suggests the
presence of a competing structure. (iii) The amplitude of
Asc20 melting transition at 295nm in NaCl was about
half of the amplitude in KCl (Figure 4A); Boml7
melting transitions at 295nm in NaCl and in KCI had
nearly equal amplitudes (Figure 4B). Conversely, for all
G-quadruplexes with T,,(NaCl) < T,(KCl), the ampli-
tudes of melting transitions at 295nm in NaCl were
larger than in KCIl (Figures S2 and S3) (this feature
appears to be characteristic of many other
G-quadruplexes).

Finally, for all the sequences, 7,, did not depend on
oligonucleotide strand concentration (3, 10 and 30 uM),
not even for those sequences displaying concentration-
dependent CD spectra, i.e. Gial8 and Scer2l in KCI
(Tet22 Ty, in KCI was too high to be determined). In par-
ticular, we verified that T3, of Gial8 in KCI did not vary
upon increasing oligonucleotide strand concentration up
to 100 uM (data not shown). The independence of T,
from oligonucleotide strand concentration suggests
formation of intramolecular structures.

FRET melting experiments

The ‘non-classical’ behaviour of Bombyx (Boml7) and
Ascaris (Asc20) prompted us to a deeper investigation.
We studied the double-dye labelled sequences FAsc20T
(FAM-*(GGCTTA);GG>-TAMRA) and FBoml7T
(FAM-" (GGTTA);GG*-TAMRA). FAsc20T neither in
NaCl nor in KClI folded into G-quadruplexes, as revealed
by CD spectroscopy (Figure 4C); it folded into a structure
where the two dyes were close to each other, the stability
of which (T, = 54°C) did not depend on the cation (very
likely a hairpin-duplex), as revealed by thermal melting
followed by FRET (Figure 4E). Conversely, FBom17T
folded into G-quadruplexes, as revealed by CD spectros-
copy (Figure 4D), more stable in potassium (7', = 55°C)
than in sodium (7', = 45°C) (Figure 4F).

Gel electrophoresis

Non-denaturing PAGE was carried out at 30 uM oligo-
nucleotide strand concentration, i.e. the highest concentra-
tion used for spectroscopic measurements. DNA was
detected by UV-shadow (Figure 5). The temperature of
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the gels was about 15°C; at this temperature, all the
G-quadruplex folding sequences (i.e. all the sequences
except Spom20, Spom23 and Cgi26 in NaCl and
Spom?23 and Cgi26 in KCI) were folded both in KCI and
in NaCl, as could be inferred by the inspection of melting
profiles (Supplementary Figures S2 and S3). We used an
oligothymidylate marker (dT5;) and 9- and 12-bp duplexes
(dx9 and dx12, respectively) as internal migration
standards.

In NaCl, a single band was detected for all the telomeric
sequences (Figure 5A). All the oligonucleotides displayed
a higher mobility than dT,;; most of them had a mobility
intermediate between the ones of dx9 and dx12. In NaCl,
the mobility of the sequences displaying a TDS
G-quadruplex signature (i.e. all the sequences except
Spom20, Spom23 and Cgi26) slightly decreased with the
length of the sequence, with the exception of Asc20 and
Tet22. The yeast Spom20, Spom23 and Cgi26 sequences,
which did not fold into G-quadruplexes in NaCl, as
revealed by TDS, were the slowest migrating species.

In KCI, the migration patterns were more complex
(Figure 5B). Most of the sequences (Hum2l, Boml7,
Asc20, Tom24, Ara24, Gla26, Chla27, Spom20, Spom23
and Cgi26) migrated as single bands and faster than dT5;.
Among these single-band migrating sequences, Spom?23
and Cgi26 had the lowest electrophoretic mobility; accord-
ing to spectroscopic measurements in KCI, these two se-
quences are not folded into G-quadruplexes. The Giardia
(Gial8) and Tetrahymena (Tet22) sequences displayed a
fast- and a slow-migrating band, the latter migrating
slower than the internal migration standard dT,;. For
the Paramecium (Par2l) and the Oxytricha (Oxy28) se-
quences, two bands were detected, both fast migrating as
compared to dT5;. In particular, the two bands of Oxy28
(a principal and a secondary one) were very close to each
other. Finally, three bands were detected for the
S. cerevisiae sequence (Scer21): two fast migrating bands
(between dx9 and dx12) and a slow migrating band
(between dx12 and dT,;).

The migration pattern obtained in KCl for Gial8, Tet22,
Scer21, Par21 and Oxy28 provides evidence of the presence
of at least two (or three, for Scer21) different structures at
the tested oligonucleotide strand concentration (30 pM).
For Gial8, Tet22 and Scer21, the slow migrating band
detected in KCI may be ascribed to the presence of
multi-stranded species; this hypothesis is supported by
changes in their CD spectra upon increasing oligonucleo-
tide strand concentration from 3 to 30 uM (Figure 3).

DISCUSSION

In the present work we studied telomeric sequences from
different organisms, with the aim of probing their propen-
sity to fold into G-quadruplex structures, providing some
information about their folding and studying their
stability.

G-quadruplex folding

Thermal difference spectra provided evidence of the for-
mation of G-quadruplex structures, both in sodium and in
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potassium, for all the studied telomeric sequences, with
the exception of the C. guillermondii (Cgi26) and
S. pombe (Spom20 and Spom?23) sequences. By contrast,
TDS and CD in sodium and in potassium did not support
formation of G-quadruplexes by Cgi26. Spom20 in potas-
sium displayed unambiguous TDS and CD G-quadruplex
signatures. Finally, the very small negative peak at 295 nm
in TDS of Spom20 in sodium and Spom23 in both sodium
and potassium suggests that a very minor fraction of these
sequences folds into G-quadruplexes; this fraction may
contribute to the observed CD spectra.

Molecularity

For the telomeric sequences displaying a TDS
G-quadruplex signature, three lines of evidence supported
folding into intramolecular structures in sodium: the inde-
pendence of (i) melting temperatures and (ii) CD spectra
from oligonucleotide strand concentration; (iii) the
presence of a single and fast migrating band (as
compared to dT»;) in a non-denaturing PAGE experi-
ment. The same conclusion could be drawn for most of
the sequences in potassium (Boml7, Asc20, Hum2lI,
Ara24, Tom24, Gla26, Chla27 and Spom?20).

For the Paramecium (Par21) and Oxytricha (Oxy28) se-
quences in potassium, two bands were detected by PAGE;
the mobility of these bands (as compared to the internal
markers) and the independence of Par21 T}, and Par21-
Oxy28 CD spectra from oligonucleotide strand concentra-
tion suggest folding into intramolecular structures of
different electrophoretic mobilities (Oxy28 T, in potas-
sium were too high to be determined).

The PAGE migration pattern of Giardia (Gial8),
Tetrahymena (Tet22) and S. cerevisiae (Scer21) sequences
in potassium provided evidence of the presence of dramat-
ically different structures (at least two for Gial8 and Tet22
and at least three for Scer21). For these three sequences,
the slow migrating band may be ascribed to multi-
stranded structures. This hypothesis is supported by the
change in Gial8, Tet22 and Scer2l CD spectra upon
increasing  oligonucleotide  strand  concentration.
Furthermore, the PAGE migration pattern of Gial8 in
KCI was shown to be concentration-dependent: the slow
migrating band was not detected at 100-fold lower oligo-
nucleotide strand concentration (300 nM) (gel detected by
Syber Gold staining, data not shown). This demonstrates
that the slow migrating band of Gial8 corresponds to
multi-stranded species.

On the other hand, the independence of Gial8 and
Scer21 Tps from oligonucleotide strand concentration
(up to 100 uM for Gial8) does not support folding into
intermolecular structures, such as bimolecular or
tetramolecular G-quadruplexes (Tet22 T, in potassium
were too high to be determined). This puzzling behaviour
might be explained by folding into intramolecular
G-quadruplexes (monomers) and formation of stacked
monomers upon increasing oligonucleotide strand concen-
tration from 3 to 30 uM. The appearance of a positive CD
band around 260 nm might arise from stacking of terminal
G-quartets with the same hydrogen-bond orientation
(70,71). The hypothesis of stacked intramolecular
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G-quadruplexes is not appropriate (or is only partially
appropriate) for Scer21, which present a more complex
non-denaturing PAGE migration pattern.

Structural differences in sodium and in potassium

Besides providing evidence of a concentration-dependent
behaviour of Gial8, Tet22 and Scer21 in potassium, CD
allowed highlighting structural differences in sodium and
potassium.

The CD spectra of most of the telomeric sequences
(Gial8, Hum21, Ara24, Chla27, Par21, Scer2l, Tom24
and Tet22) strongly depended on the nature of the
cation present in solution (sodium or potassium), suggest-
ing different G-quadruplex conformations or a different
equilibrium among multiple possible G-quadruplex con-
formations according to the nature of the cation. Only the
Bombyx (Bom17), Ascaris (Asc20) and Oxytricha (Oxy28)
sequences displayed a similar (although not strictly iden-
tical) CD signature in sodium and in potassium.

It would be unwarranted to speculate about CD signa-
tures and G-quadruplex folding topologies, for several
reasons. (i) The simple empirical rule often used to inter-
pret CD spectra (Type I spectrum = parallel folding, Type
IT spectrum = antiparallel folding) is based on a few
resolved structures and is not of general validity (71). (ii)
Interpretation of CD spectra in terms of relative strand
orientation is not formally correct (70,71). (iii)
Interpretation of CD spectra in terms of folding
topologies relies on the implicit assumption that a
sequence folds into a single G-quadruplex structure. A
single sequence may fold into multiple G-quadruplex
structures in the same solution; this is the case, for
example, of human and Giardia telomeric sequences in
potassium (Figure 1). Structure determination requires
high-resolution structural studies, such as nuclear
magnetic resonance (NMR) or X-ray crystallography,
and is beyond the scope of this work.

Stability of G; and G, motifs

All sequences bearing three or more consecutive guanines
folded into G-quadruplexes more stable in potassium than
in sodium (higher 7,,s), as expected for G-quadruplexes.
Sequences bearing three consecutive guanines (including
Gla26, for a total of eight motifs) had 7,s ranging from
46 to 60°C in sodium and from 57.5 to 68°C in potassium.
Notably, for the G;T,A motif sequences, T, slightly
decreased with n for n =1, 2 and 3 (Gial8, Hum21 and
Ara24, respectively); increasing n to 4 (Chla27) led to a
dramatic decrease in Ty, (about 10°C). The Tetrahymena
(Tet22) and Oxytricha (Oxy28) sequences, bearing four
consecutive guanines, were the most stable; they had
roughly the same T,,s in sodium (64 and 66°C, respec-
tively) and T,,s higher than 80°C in potassium.

We carried out a thermodynamic analysis of melting
transitions (Table 1). A two-state equilibrium model,
assuming linear low- and high-temperature absorbance
baselines, resulted in linear van’t Hoff graphs.
Non-denaturing PAGE experiments revealed that such
a model is not appropriate for Gial8, Par21 and Scer21
in KCI, nevertheless linear van’t Hoff graphs could

be obtained even for these sequences in KCI.
Thermodynamic values did not depend on oligonucleotide
strand concentration (3 and 30 uM). For G; and G3/Gy4
motifs, AH° of folding varied between —60 and
—48kcalmol™" in NaCl and between —77 and
—60kcalmol ™" in KCI; AG® of folding, extrapolated at
37°C, varied between —3.7 and —1.6 kcalmol™! in NaCl
and between —6.2 and —4.2kcalmol™' in KCI. The
analysis of Gy motifs was possible only in NaCl:
standard  enthalpy change of Oxy28 folding
(AH° = —82 + 13kcalmol™') was more negative than
standard  enthalpy changes of Tet22 folding
(AH® = =54 + 8kcalmol™") and of G; and G;/Gy4
motifs. For Tet22, G; and G3/G4 motifs in NaCl, Ty,
and AG° were linearly correlated (linear regression coeffi-
cient R =0.9877). In KCI, T,, and AG° correlation was
poorer; this might be ascribed to a greater error in AG®
determination in KCl than in NaCl (due to a greater un-
certainty in high-temperature baseline determination and
to extrapolation of AG® at a temperature far below the
temperature ranges where melting transitions occurred).

The influence of G-tract length, loop length and loop
sequence on G-quadruplex structure and stability has been
explored on model sequences (62—64,72—77); nevertheless,
no general rules has emerged (78). In particular, the
number of consecutive guanines does not necessarily cor-
respond to the number of G-quartets (50,57,60). NMR
studies of the Oxytricha 5/(G4T4)3G43/ and of the
Tetrahymena > (T2Gy4)s” telomeric sequences in sodium
revealed four stacked G-quartets in the Oxytricha
G-quadruplex (48,49) (Figure 1H) and only three
stacked G-quartets in the Tetrahymena G-quadruplex,
connected by a GTTG lateral loop, a central TTG
lateral loop and a TT double-chain-reversal loop (50)
(Figure 1F). Our data do not allow drawing conclusions
about the number of stacked G-quartets in the
Tetrahymena telomeric sequence Tet22, which differed
from the one used in the NMR study by two nucleotides
(TT). Nevertheless, in sodium, the amplitude in absorb-
ance of the 295 nm melting transition of Tet22 (0.047 vari-
ation in absorbance recorded at 3 uM oligonucleotide
strand concentration and 1cm optical path length) was
very similar to the amplitudes of the sequences bearing
three consecutive guanines (0.049 £ 0.008 on average)
and significantly smaller than the amplitude of Oxy28
(0.072) (Figure S2). This feature, along with AH° values
discussed above, might argue stacking of three G-quartets
in Tet22 and of four G-quartets in Oxy28.

For a comprehensive analysis of tomato plant
and Paramecium degenerated telomeric sequences, we
studied the sixteen following variant sequences: (GGG
ITWA)3GGG3 (where W is A or T) (tomato) and
Y(GGGKTT);GGG" (where K is T or G) (Paramecium)
(Table 2). Not surprisingly, all these sequences folded into
stable G-quadruplexes (TDS are shown in Supplementary
Figures S4 and S5). T, did not strongly vary among
tomato variant sequences: it ranged from 55 to 58°C in
NaCl and from 64 to 69°C in KCI (Table 2). T,s of
Paramecium variant sequences spanned a broader range:
from 52 to 60°C in NaCl and from 68 to 76°C in KCl
(Table 2). Two correlations between sequence and stability



Table 2. Tomato plant and Paramecium variant telomeric sequences
and T,,s determined by analysis of melting curves recorded at
295nm, at 3 uM oligonucleotide strand concentration

Sequence Sequence (from 5 to 3') T (°C) Tm (°C)
name in NaCl in KCI
Tomato plant
Tom?24 G;TTAAG;TTAAGSTTAAG; 55 67
TAA G;TTTAG;TTAAG;TTAAG; 58 65
ATA G3TTAAG;TTTAGSTTAAG; 57 69
AAT G;TTAAG;TTAAGSTTTAG; 58 67
TTA G;TTTAG;TTTAG;TTAAG; 58 66
TAT G;TTTAG;TTAAGSTTTAG; 57 64
ATT G;TTAAG;TTTAG;TTTAG; 56 67
Ara24 G;TTTAG;TTTAGSTTTAG; 58 66
Paramecium
Par2l G ITTGTTTGSTTTG; 52 68
GTT G3GTTG;TTTG;TTTG; 54 72
TGT G3TTTG;GTTG;TTTG; 52 68
TTG Gy ITTGTTTG;GTTGs 59 72
GGT G3GTTG;GTTG;TTTG; 54 71
GTG G3GTTG;TTTG;GTTG; 58 74
TGG G3TTTG;GTTG;GTTG; 58 73
GGG G3GTTG;GTTG;GTTG; 60 76

Ts reported in this table were obtained on a different spectrophotom-
eter from those reported in Table 1.

Temperature was measured with a sensor in a sealed cuvet provided by
the manufacturer; this may explain the slightly higher 7,,s reported in
this table as compared to 7,,s reported in Table 1 for Tom24, Ara24
and Par2l.

TDS and CD spectra are reported in Supplementary Figures S4 and SS5.

and between sequence and CD signature emerged. (i)
Among Paramecium variant sequences, stability in NaCl
correlated with the sequence of the third repeated unit
(more prec1sely of nucleotides 16 18): G-quadruplexes
formed by *(G;KTT),GsTTTG;® sequences were less
stable (Tms of 52— 54}°C) than the ones formed by
(G3KTT)2G3GTTG3 sequences (7,8 of 58-60°C). (ii)
Among tomato plant variant sequences, the sequence of
the first loop connecting runs of guanines (nucleotides 4—
7)  correlated  with ~CD  spectra in  KCL
SGgTTAA(GgTTWA)2G3 sequences had Tom24-like
CD spectra, while YG;TTTA(G;TTWA),G;> sequences
had Ara24-like CD spectra (Figure S4).

Stability of G, motifs

Among the telomeric sequences bearing two consecutive
guanines, only the Bombyx (Boml7) and the Ascaris
(Asc20) sequences folded into G-quadruplexes both in
sodium and in potassium. Permuting a cytosine from the
first position (Asc20) to the last position (Spom20) of the
G-tract connecting sequences abolished G-quadruplex
folding in sodium. The analysis of Bom17 and Asc20
melting transitions at 295nm revealed higher T,s in
sodium than in potassium (about 2°C). This behaviour is
unique to Bom17 and_Asc20 sequences, since the model
sequences (GzTn)3G2 with n = 3 and n = 4 folded into
G-quadruplexes with higher 7;,s in potassium than in
sodium (data not shown) An apparent higher T, at
295nm in sodium than in potassium can result from
the equilibrium between a G-quadruplex and a
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non-G-quadruplex structure. Asc20 and Boml7 can in
principle fold into (hairpin-) duplexes with, respectively,
2 out of 3 and 1 out of 3 nucleotides engaged in Watson—
Crick base pairs. The presence of a competing structure is
suggested by results obtained in LiCl and results obtained
with fluorescent conjugates. Folding of Asc20 and Bom17
into non-G-quadruplex structures, melting at about 38
and 25°C, respectively, was indeed observed in LiCl
(Figure S6); folding into these structures did not result
into absorbance variation at 295nm. Results obtained
with the double-dye-labelled sequences suggest than both
Asc20 and Boml7 fold into two  structures
(a G-quadruplex and a non-G-quadruplex structure)
and that the presence of the dyes completely shift the
equilibrium of the Ascaris sequence toward the non-
G-quadruplex structure and the equilibrium of the
Bombyx sequence toward the G-quadruplex (a ‘classical’
G-quadruplex, i.e. more stable in potassium than in
sodium). If a competing structure is present, then the 7,
at 295nm is not a ‘true’ G-quadruplex T, even if the
competing structure does not contribute to melting
profiles at 295nm. More precisely, if f is the
G-quadruplex folded fraction at low temperatures, then
the graphically determined 77, at 295nm is the tempera-
ture at which a fraction f/2 is folded into a G-quadruplex;
this temperature, which depend on f (i.e. on the equilib-
rium between the G-quadruplex and the competing struc-
ture) cannot be used as a parameter for G-quadruplex
stability. The presence of a non-G-quadruplex competing
structure may also explain the small amplitude of Asc20
melting transition at 295nm in sodium compared to the
one in potassium (Figure 4A). This feature may result
from a smaller G-quadruplex folded fraction in sodium
than in potassium at low temperatures. This would
mean that G-quadruplexes formed by Asc20 are less
stable in sodium than in potassium (under the reasonable
hypothesis that the stability of the competitive structure
does not depend on the nature of the cation). This hypoth-
esis is not in contradiction with higher 7,8 at 295nm in
sodium than in potassium, as discussed above. Finally, the
independence of Asc20 and Bom17 melting temperatures
from oligonucleotide strand concentration (3, 10 and
30 uM) supports the intramolecular nature of both the
G-quadruplex and the non-G-quadruplex structures. The
PAGE migration patterns of Asc20 and Boml7 are not
inconsistent with the presence of G-quadruplexes and
hairpin-duplexes, when compared to the internal migra-
tion standard dx9 and dx12.

The inability of the Cgi26 and Spom23 sequences to
fold into G-quadruplexes or stable G-quadruplexes does
not result just from the length of the loops separating the
runs of gudmnes (6 and Snt respectively). Actually the
model sequence (GZTS);GZ 'folded into G-quadruplexes
both in sodium and in potassium (with a 7, of 16 and
25°C, respectively), whereas the model sequence
(G,Tg):G>” folded into stable G-quadruplexes in potas-
sium only (with a Ty, of 18°C) (data not shown). Hence,
the behaviour of the telomeric sequences bearing just two
consecutive guanines (from Bom17 to Cgi26) arises from
their peculiar loop sequences.
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In summary, with regard to the ability of folding into
intramolecular G-quadruplexes, our study highlights
at least two different sets of telomeric motifs: (i) yeast
telomeric motifs and (ii) telomeric motifs from other
eukaryotes. On the one hand, the ability to fold into
G-quadruplex structures does not appear to be a
conserved feature among the exceptionally diverse yeast
telomeric sequences: unlike C. glabrata, C. guillermondii
telomeric sequence did not fold into G-quadruplexes;
unlike repetitions of the TG3TG motif (frequently
occurring in S. cerevisiae telomeres), repetitions of
G,TTAC(A) motifs (frequently occurring in S. pombe
telomeres) were not prone to fold into stable
G-quadruplexes. On the other hand, evolution of telomer-
ic sequences in eukaryotes other than yeasts (repetitions of
G;T;4A in a variety of organisms, G4T,4 in ciliates,
G,T>A in many insects and G>CT-A in nematodes)
appears to have preserved the G-quadruplex folding po-
tential, even if these structures pose a potential problem to
telomeric G-strand replication (79,80). Notably, telomeric
sequences with three or more consecutive guanines folded
into G-quadruplexes with melting temperatures above
temperatures where organisms known to have these telo-
meric sequences thrive. Curiously, no telomeric motif with
an adenine following the run of guanines has been found,
with the exception of the putative GgAAT telomeric motif
of the hot-spring unicellular red alga Cyanidioschyzon
merolae (81). Intriguingly, an adenine as the first base in
the loops connecting runs of two or three consecutive
guanines is detrimental to G-quadruplex folding (47,77).
Cyanidioschyzon merolae is an extremophilic organism,
thriving in acid hot sprin§§ (pH 1.5, 45°C). Its telomeric
sequence °(G¢AAT);Gy”  folded into very stable
G-quadruplexes, melting at 70°C in NaCl and stable at
temperatures as high as 90°C in KCIl (Supplementary
Figure S7). Unlikely, telomeric motifs of other thermo-
philic eukaryotes (such as fungi able to grown at 55—
60°C, hot-spring algae other than C. merola, the worms
Paralvinella sulfincola and Alvinella pompejana, tardi-
grades) are not known, to our knowledge.

In conclusion, the present study provides an insight into
intramolecular G-quadruplex folding potential of telomer-
ic sequences from a variety of organisms. (i) All the telo-
meric sequences bearing three or more consecutive
guanines (in particular G;T; 4A motifs and G4T, 4 ciliate
motifs) folded into stable G-quadruplexes both in potas-
sium and in sodium. (ii) The G,TTA telomeric motif
sequence (found in many insects, such as Bombyx mori)
and the G,CTTA telomeric motif sequence (found in the
nematodes Ascaris lumbricoides and Caenorhabditis
elegans) folded into G-quadruplexes both in potassium
and in sodium. Our results strongly suggest that, for
these two sequences, the G-quadruplex structures are in
equilibrium with non-G-quadruplex structures (likely
hairpin-duplexes). (iii) G-quadruplex folding does not
appear to be a characteristic feature of budding yeast telo-
meres, despite a widespread conserved TG-rich motif
of about six base pairs (28). Actually, unlike repetitions
of the S. cerevisiae frequent occuring motif TG;TG and of
the Candida glabrata CTGTG4TCTG;TG motif, the
Candida guillermondii telomeric sequence (TACTG,TG

motif) was unable to fold into G-quadruplexes. (iv) The
most frequent telomeric motifs in the fission yeast
Schizosaccharomyces pombe are G,TTAC and G,TTAC
A. Only repetitions of the GGTTAC motif folded into
G-quadruplexes and just in potassium. In order to verify
if the S. pombe expanded consensus telomeric motif
geegesGGTTACAc (where lower case letters denote
rare insertions) (34,35) is prone to fold into
G-quadruplex structures a deeper investigation of combin-
ations of possible S. pombe telomeric units is required. (V)
For most of the telomeric sequences folding into
G-quadruplexes, structural differences between the
sodium and the potassium forms were revealed by CD.
(vi) Finally, circular dichroism and PAGE supported
folding of the Giardia intestinalis GGGTA, of the
Tetrahymena GGGGTT and of the S.cerevisiae TGGGT
G motif sequences into intramolecular and multi-stranded
structures in potassium; the independence of their T,,s
from oligonucleotide strand concentration suggests that
these multi-stranded structures may be stacked intramo-
lecular G-quadruplexes.

Besides allowing comparison of G-quadruplex folding
and stability of eukaryotic telomeric sequences, the
present study enriches the dataset necessary to build and
refine algorithms predicting G-quadruplex stability (82).

SUPPLEMENTARY DATA
Supplementary Data are available at NAR Online.
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Figure S1

Normalised TDS of Spom20 and Spom23 in NaCl (red) and KCI (blue) (100 mM)
at 3 uM oligonucleotide strand concentration.
For Spom20 in NaCl and Spom23 in NaCl and KClI, the small negative peak at 295 nm
(small compared to TDS of Spom20 in KCl and to other TDS of G-quadruplexes)
suggests that a very minor fraction of oligonucleotide folds into G-quadruplexes.
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Melting curves (cooling and heating) at 295 nm in NaCl and KCI1 (100 mM),
at 3 uM oligonucleotide strand concentration (1 cm optical path length).

The amplitudes (4) or average amplitude (4,,) of the transitions (in absorbance) are reported next to the graph legend.
A were calculated at 7, , after low- and high-temperature absorbance linear baseline determination.

Spom20 and Spom?23 did not fold into G-quadruplexes in NaCl.



0.35

——Bom17
1 = ——Asc20
1 —o—Gia18
0.3 + —o—Hum21
1 —o—Ara24
£ 1 -
L{C) 0251 —o—Par21 A,, =051+0.08
D 1 AN N=N=00) - ~
c:l) 1 w@éﬁ%‘ﬁﬁ\?{%&;ﬂs&
oo
o I
0.2 +
c
S I A=0.78
o]
— +
8 1
a 0.15 T
©
011
0.05
0
temperature (°C)
0.35
T ——Bom17
——Asc20
0.3 T ——Spom23
—o—Gia18 ]
e T —o—Hum21
S 025 I —o—Ara24
m ] -
¥ o Par21 A,, =0.39+0.06
3
S 024
®
Qo
[
(@]
D
Q0
Q]

0.15 1

011

0.05

temperature (°C)

Figure S3

Melting curves (cooling and heating) at 295 nm in NaCl and KCI1 (100 mM),
at 30 uM oligonucleotide strand concentration (0.2 cm optical path length).

The amplitudes (4) or average amplitude (4,,) of the transitions (in absorbance) are reported next to the graph legend.
A were calculated at 7, , after low- and high-temperature absorbance linear baseline determination.
The amplitudes 4 and 4, , were multiplied by 1/0.2 to take into account the optical path length and
allow a straight comparison with the amplitudes at 3 uM oligonucleotide strand concentration.

Spom20 and Spom?23 did not fold into G-quadruplexes in NaCl.
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Figure S4

TDS and CD spectra of the possible combinations of 3.5 repetitions of the tomato plant degenerate telomeric motif
in NaCl and in KCI (100mM) at 3 uM oligonucleotide strand concentration.

CD spectra were acquired at 20°C on a Jasco-815 after annealing from 96°C at a rate of 1.3°C min’!

For these measurements, new batches of Tom24 and Ara24 were used.
Melting temperatures are reported in Main Text.
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TDS, CD spectra of the possible combinations of 3.5 repetitions of Paramecium degenerate telomeric motif
in NaCl and in KCI (100 mM) at 3 uM oligonucleotide strand concentration.

CD spectra were acquired at 20°C on a Jasco-815 after annealing from 96°C at a rate of 1.3°C min..

For these measurements, a new batch of Par21 was used.
Melting temperatures are reported in Main Text.
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Figure S6

TDS and melting temperature at 245 nm of Bom17 and Asc20 in LiCl
(acid cacodylic 10 mM, pH 7.2 adjusted with LiOH, LiCl 100 mM)
at 3 uM oligonucleotide strand concentration.

TDS indicated that Bom17 and Asc20 did not fold into G-quadruplexes in LiCl;
melting experiments revealed a transition around 38°C for Asc20 and around 25°C for Bom17,
suggesting folding into non-G-quadrupplex structures.
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Figure S7

TDS, melting curves at 295 nm and CD spectra of the C. merolae telomeric sequence > (G,A,T),G¢*
at 3 uM strand concentration, in NaCl and KCI (100mM).

CD spectra at 4°C or 20°C were recorded after slowly cooling (in a metal block) at room temperature from 96°C.

In NacCl, the sequence folded into G-quadruplex(es),
as revealed by TDS (Figure A, inset), with a 7 of 70°C (Figure A).

In KCl, no melting transition was observed either at 295 nm (Figure B) or 240 nm.
In KCl, the presence of structure(s) (very likely G-quadruplexes) was revealed by CD spectroscopy (Figure D).
The CD spectrum did not change upon heating the sample from 20°C to 90°C,
indicating that the structure(s) did not melt.









Chapitre V. Formation de G4 par des séquences biologiques, en particulier les s€quences
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3) Résultats et Discussion : Chapitre V

Cette ¢tude sur les séquences télomériques de différents organismes nous a fourni des
informations sur leur capacité a former des G-quadruplexes et sur la stabilité des structures
formées.

Cette ¢tude a révélé deux séries de motifs télomériques: les motifs des levures et ceux
des autres eucaryotes. La capacité a former des G4 au niveau des télomeéres ne semble pas étre
une caractéristique conservée chez les levures. Contrairement aux motifs de Saccharomyces
cerevisiae(TG3TG) et de Candida glabrata (CTGTG4TCTG;TG), la séquence de Candida
guillermondii (TACTG,TG) est incapable de former des G4. Parmi les deux motifs trouvés
chez la levure fissipare Schizosaccharomyces pombe (G, TTAC et G, TTACA), seul le motif
G,TTAC forme des G4 mais seulement en présence de potassium.

Les autres séquences télomériques portant au moins trois guanines consécutives (en
particulier les motifs G3T;4A et G4T»4) forment des G-quadruplexes stables aussi bien en
présence de Na' que de K'. La stabilit¢ thermique des G4 formés par ces séquences
télomériques augmente avec le nombre de guanines consécutives et dépend fortement de la
longueur et de la séquence des boucles. A part 1’algue rouge unicellulaire Cyanidioschyzon
merolae (GcAAT), aucun motif télomérique trouvé ne possede une adénine a la premicre
position dans les boucles. En effet, il a ét¢ montré que I’adénine a cette position était
défavorable a la formation de G4 [39, 315]. L’algue Cyanidioschyzon merolae est un
organisme extrémophile vivant dans les sources chaudes sulfureuses (pH 1,5 et 45°C) [222].
Son motif télomérique putatif est constitu¢ de 6 guanines consécutives (G¢6AAT) et forme des
G4 extrémement stables (Tm = 70°C dans Na" et 90°C dans K).

Les séquences télomériques contenant 2 guanines consécutives (G2 TTA trouvées chez
certains insectes comme Bombyx mori et G,CTTA trouvées chez les nématodes comme
Ascaris lumbricoides et Caenorhabditis elegans) forment bien des G4 dans Na™ et dans K.
Cependant les résultats obtenus suggerent que les G4 formés par ces deux séquences sont en
équilibre avec d’autres structures non-G4 (comme des structures en épingle a cheveux).

Les spectres de CD de la plupart des séquences télomériques dépendent de la nature du
cation utilisé (Na" ou K"). Cela suggére que la nature du cation (Na" ou K") peut influencer la
conformation de G4 ou I’équilibre des différentes conformations formées dans la solution.
Seules les séquences de Bombyx mori (GyTTA), d’Ascaris lumbricoides (G,CTTA) et
d’Oxytricha nova (G4TTTT) présentent des signatures de CD similaires dans Na" et dans K.
Cependant, il est difficile de déduire la topologie des G4 formés a partir des spectres de CD
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pour des raisons cités dans I’article 3 et dans le chapitre VII. Une étude structurale par RMN
ou cristallographie au rayon X est nécessaire pour compléter ce travail.

Enfin, les profils CD a différentes concentrations en oligonucléotides et les résultats de
PAGE soutiennent fortement la formation de G4 intramoléculaire et multi-brins par les
séquences télomériques de Giardia intestinalis (G3TA), de Tetrahymena thermophila (G4TT)
et de Saccharomyces cerevisiae (TG3TG) dans K. L’indépendance des 7,, en fonction de la
concentration en oligonucléotide laisse penser que ces structures multi-brins pouvaient
correspondre a un empilement de G4 intramoléculaires.

Par ailleurs, cette étude comparative des G4 formés par des séquences télomériques des
eucaryotes et de leur stabilité a enrichi les données nécessaires au développement d’un
algorithme prédisant la stabilité des G4 [40] (et pour revue récente [316]).

Nous avons mentionné au début de ce chapitre (cf. : §V.1.1.2) que la taille de certaines
extrémités 3’ télomériques est assez longue et laisse imaginer un empilement de G-
quadruplexes tout au long de la séquences. Il serait donc intéressant d’étudier la structure et la

stabilit¢ des G4 formés par des s€quences télomériques longues, outre celles des vertébrés.
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Chapitre VI. Développement de G4-FID sur plaque
pour ’identification de ligands spécifiques d’une
topologie particuliére de G-quadruplexes.

1) Introduction : Etudes des ligands de G-quadruplexes

Nous avons mentionné dans 1’introduction générale de ce manuscrit que les G-
quadruplexes étaient susceptibles de se former dans de nombreuses régions du génome
(télomeres, promoteurs, ADN ribosomaux, ARN messagers,...). Méme si 1’existence de G-
quadruplexes in vivo n’a pas été formellement démontrée dans tous les cas, il est difficile
d’ignorer les effets cellulaires (notamment au niveau de la régulation de 1’expression de
genes, de la réplication, de la recombinaison et de la division des cellules) de certains ligands
sélectifs de ces structures.

Le développement de ces ligands stabilisant ou induisant la formation de G-
quadruplexes pourrait également étre trés prometteur pour les thérapies anticancéreuses.
L’effet de certains ligands au niveau des télomeres et de certains promoteurs a été étudi€ en
particulier. Nous avons ¢évoqué dans le chapitre précédent que la télomérase et la
tumorigénése étaient intimement liées, cette enzyme étant active dans 85 a 90% des cellules
cancéreuses. En stabilisant la formation de G-quadruplexe au niveau des téloméres, ces
molécules entrainent un dysfonctionnement du télomere en empéchant la fixation des
protéines télomériques et inhibent indirectement la télomérase. Cela induit, a plus long terme,
un arrét de prolifération accompagné de sénescence et un raccourcissement progressif des
télomeres dans diverses cellules cancéreuses traitées [317-321]. De plus, la stabilisation de G-
quadruplexes dans le pré-ARNm de hTERT par des ligands entraine une modification de
I’épissage de ’ARNm et donc la production de sous-unit¢ hTERT inactive [72]. Il a été
¢galement montré que la prolifération de cellules cancéreuses était liée a la surexpression de
c-myc. La stabilisation de G-quadruplexes au niveau du promoteur de c-myc par TMPyP4
peut réprimer 1’expression de celui-ci [61](pour revue récente voir [322]).

Le CX-3543 (aussi connu sous le nom de quarfloxin) est le premier ligand de G4 qui
est entré en essais cliniques [323]. Bien qu’il y ait des problémes de biodisponibilité, le
profile de toxicité du ligand est trés encourageant et il est bien toléré par les patients. Ces
résultats encouragent le développement d’autres molécules ciblant spécifiquement les

structures de G-quadruplexes.
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Dans les paragraphes suivants, nous présenterons certaines familles de molécules de G-
quadruplexes dont celles qui sont utilisées dans I’article 4. Nous discuterons ensuite des
principales techniques disponibles pour I’étude de ces ligands. Et enfin, nous allons citer les
avantages et les inconvénients de ces méthodes qui nous ont conduit a développer le test de

criblage G4-FID sur plaque.

1.1 Classement des ligands de G-quadruplexes

La géométrie particuliere de G-quadruplexes permet la reconnaissance spécifique de
petits ligands. Il existe différents modes d’interactions entre les ligands et les G-quadruplexes
(Figure 41): interactions ; sur les quartets terminaux du G-quadruplexe (“empilement
terminal”), intercalation éventuelle des ligands entre les quartets, interactions avec les
boucles, interactions avec les sillons du G-quadruplexe ou une combinaison de différents
modes. Parmi les différents types d’interactions, 1’intercalation des ligands entre les quartets
semble peu probable, car elle demanderait un cotit énergétique important pour "désempiler"

deux quartets et chasser un cation coordonné entre deux quartets.

a b C d
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Figure 41. Schéma représentatif des différents sites d’interactions entre ligands et G-quadruplexe

(a) “Empilement terminal” ; (b) intercalation entre les quartets, jugée improbable ; (c) interactions
avec les boucles ; (d) Interactions avec les sillons du G-quadruplexe.

1.1.1 Ligands basés sur des interactions d’empilement 7 - 7t

La surface plane et hydrophobe d’un quartet de guanines présente un site favorable a la
fixation de molécules présentant une large surface aromatique (par empilement nt-it). Cette
derniére doit étre plus étendue que celle des ligands de duplexes afin d’augmenter la
sélectivit¢ pour les G-quadruplexes. Cependant, il a fallu concilier cette aromaticité
importante avec bonne solubilité du ligand. Ceci est souvent permis par 1’ajout de charges a la
molécule. De nombreux ligands de G4 ont été développés en ce sens. La stabilisation de
quadruplexes peut étre non seulement basée sur un empilement ;-;t mais aussi sur des

interactions électrostatiques entre les charges positives de ligands et I’ADN G-quadruplexe
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chargé négativement. La protonation des ligands peut étre réalisée de différentes fagons : (i)
par ajout de chaines latérales qui sont protonées in situ, (ii) par N-méthylation, (iii) par
chélation de cation métallique (nickel, manganése ou cuivre). Les ligands peuvent donc étre

classés en quatre catégories en se basant sur leur nature cationique [324].

a) Ligands a chaines latérales protonées in situ

Nous avons mentionné précédemment que le développement des ligands devait
concilier 'importante aromaticité qui permet des interactions s et la solubilité. Un moyen
pour arriver a cela est d’introduire des chaines latérales protonées autour d’un centre
aromatique hydrophobe. Parmi les ligands utilisés dans 1’article 4, BRACO19, PIPER et
TrisK3-NH appartiennent a cette catégorie (Figure 42).

[-;-»\
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BRAC019 PIPER TrisK3-NH

Figure 42. Exemples de ligands de G-quadruplexes a chaines latérales protonables in situ

b) Ligands N-méthylés

Un autre moyen de protonation est d’utiliser des ligands N-méthylés. Ceci permet une
bonne solubilité dans I’eau et augmente la capacité d’empilement st du ligand en réduisant la
densité électronique de la partie aromatique. Les ligands utilisés pour le test FID (pour
“Fluorescence intercalator displacement”) sont souvent N-méthylés, notamment BSU1051,

12459, 360A (et ses dérivés : 307A, 832A), Phen-DC3/6 et Bipy-DC3/6 (Figure 43).
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Figure 43. Exemples de ligands de G-quadruplexes protonés par N-méthylation
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¢) Ligands métallo-organiques

L’utilisation de molécules métallo-organiques est également envisagée pour le
développement de ligands. Cette approche est basée sur I’insertion d’un métal central qui
permettrait de le positionner sur le canal cationique du quadruplexe optimisant les interactions
d’empilement - m [325]. La nature cationique de ces molécules permet d’améliorer
I’association du ligand avec I’ADN G-quadruplexe chargé négativement. Cu-ttpy utilisé dans

le test G4-FID représente bien cette catégorie (Figure 44).
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Figure 44. Exemple de ligands de G-quadruplexes métallo-organiques

d) Ligands neutres ou négativement chargés

Etonnamment, certains des ligands identifiés possédent une bonne affinité pour les G-
quadruplexes sans étre chargés positivement. Ce type d’interaction serait principalement
guidé par recouvrement du G-quartet par le ligand et des interactions de type m. Cette
catégorie n’est pas tres large. Les exemples les plus connus appartenant a cette catégorie sont
la porphyrine NMM, la télomestatine, une molécule naturelle isolée de la bactérie
Streptomyces annulatus en 2001 [326] et son dérivé heptacyclique, le TOxaPy qui sera

discuté dans le chapitre VII (Discussion et Perspectives) (Figure 45).
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Figure 45. Exemples de ligands de G-quadruplexes neutres ou négativement chargés

117



Chapitre VI. Développement de G4-FID sur plaque pour I’identification de ligands
spécifiques d’une topologie particuliére de G-quadruplexes.

1.1.2 Ligands des boucles et des sillons de G-quadruplexe

Les quatre sillons et les boucles de G-quadruplexes constituent également des sites
potentiels pour le développement de ligands. Leur géométrie est non seulement différente de
celles des duplexes d’ADN, mais elle varie également en fonction de la topologie du
quadruplexe. On distingue trois types de sillons pour les G-quadruplexes: étroit, moyen ou
large selon la géométrie syn / anti des guanines sur deux brins contigus. Ce type d’interaction
semble étre prometteur pour cibler spécifiquement les G-quadruplexes par rapport aux
duplexes, mais également pour discriminer une topologie de G-quadruplexe en particulier, en
fonction des géométries de ses sillons et de ses boucles. Ceci présente un intérét particulier
puisqu’il est éventuellement possible de discriminer certains types de G-quadruplexes, ce qui
parait peu envisageable avec des composé€s interagissant uniquement par empilement sur les
quartets. Les exemples de ligands présentant ce mode d’interaction seraient les carbocyanines

DODC et DTDC (Figure 46).

T G

DTDC DODC

Figure 46. Exemples de ligands de G-quadruplexes interagissant avec les boucles et les sillons des
G-quadruplexes

1.2 Techniques existantes pour I’étude des ligands
Afin d’étudier les interactions de ligands avec les structures en G-quadruplexe, de
nombreuses techniques, plus ou moins directes, ont ¢ét¢ développées. Certaines de ces

méthodes seront discutées ci-dessous.

1.2.1 Spectroscopie en UV-Visible

Une méthode conventionnelle utilisée pour identifier les interactions ligand-G4 est la
spectroscopie d’absorption UV-visible. Elle est liée a un effet bathochromique (augmentation
de la longueur d’onde maximale, A,,) et & un effet hypochromique (diminution de
I’absorbance, 4) lorsqu’un G-quadruplexe se lie a un chromophore, comme TMPyP4. M.W.

Freyer et ses collégues ont étudié I’interaction de TMPyP4 avec c-myc par cette approche
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[327]. En présence du ligand, ils ont noté une importance déplacement de A, (de 422 a 440
nm) et une diminution remarquable de I’absorbance (~35%) (Figure 47). Ces observations
pourraient indiquer une intercalation de TMPyP4 dans la structure G-quadruplexe, ce que
d'autres chercheurs contestent vigoureusement. Les données cristallographiques sur ce dérivé

ne montrent pas d'intercalation dans un quadruplexe [328].
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Figure 47. Interactions ligand-G4 observées en spectroscopie UV-visible [327].
L’ajout progressif de TMPyP4 dans une solution contenant le quadruplexe c-myc entraine une
augmentation de A, de 422 a 440 nm (effet bathochromique) et une diminution d’environ 35% de

l’absorbance (effet hypochromique).

1.2.2 Dichroisme circulaire

Comme nous l'avons mentionné¢ dans le chapitre II (Matériel et Méthodes), le
dichroisme circulaire fournit des informations sur la conformation de G-quadruplexes et donc
¢galement sur la structure du complexe G4-ligand. En général, les molécules sont non chirales
et n’ont donc aucun signal CD. Une fois liée aux G-quadruplexes, la molécule non chirale
induit un signal CD caractéristique [329, 330]. Ce signal appelé “ICD” (pour “Induced CD”)
correspond a 1’absorption du ligand non chiral qui constitue une preuve de son interaction
avec I’ADN. Un signal CD induit important serait plutot en accord avec une fixation dans les

sillons qu’un “empilement terminal”.

1.2.3 Spectroscopie RMN et cristallographie aux rayons X
De nombreuses structures de G4 ADN ou ARN ont été obtenues par spectroscopie

RMN (Résonance Magnétique Nucléaire) et par cristallographie aux rayons X. De la méme
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fagon, ces techniques permettent I’étude structurale du complexe G4-ligand(s). Notamment en
2005, A.T. Phan a publi¢ la structure RMN du complexe TMPyP4 avec c-myc
(d[TGAGsTG,TGAG3TG4A2G,A]) (PDB : 2A5R) [331] et en 2008, N.H. Campbell et G.N.
Parkinson ont montré, par cristallographie aux rayons X, I’interaction de BRACO19 avec la
structure de G-quadruplexes paralléle formé par la séquence télomérique humaine

(d[TAG:T>AGs],) (PDB : 3CES) [332] (Figure 48).

jﬁ“

» ,
a. Complexe TMPyP4/c-myc b. Complexe BRACO19/h-tel
(RMN, dans K+) (rayon-X, dans K+)

Figure 48. Dessins représentatifs des structures de complexes ligand-G4 [327]

a) Structure RMN du complexe TMPyP4 avec c-myc (d[TGAG;TG,TGAG;TG,A,G,A]) (PDB :
24A5R) ; (b) Interaction de BRACOI9 avec la séquence télomérique humaine (dfTAG;T,AGs3],)
observée par cristallographie aux rayons X (PDB : 3CES).

1.2.4 Calorimétrie isothermale (ITC) et calorimétrie a balayage différentiel (DSC)

Des techniques calorimétriques telles que la calorimétrie isothermale (ITC pour
“Isothermal Titration Calorimetry”) et la calorimétrie a balayage différentiel (DSC pour
“Differential Scanning Calorimetry”) fournissent des informations quantitatives sans avoir
recours a des modifications chimiques.

La calorimétrie isothermale (ITC) permet de mesurer la chaleur libérée lors d’une
réaction. Dans le cas d’une interaction entre des molécules, cette technique permet d’évaluer
la constante d’association, I’entropie et 1I’enthalpie spécifiques d’une réaction de liaison [333].

Le calorimétrie a balayage différentiel (DSC) permettent de mesurer la capacité
thermique d’un échantillon en fonction de la température [24, 334, 335] et d’estimer
I’enthalpie associ€e a une transition de phase ou un changement de conformation comme le

dépliement ou le repliement coopératif d’une structure en présence d’un ligand.
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1.2.5 Spectrométrie de masse a ionisation ¢lectrospray (ESI-MS)

Le couplage ¢lectrospray-spectrométrie de masse (ESI-MS) est une des techniques
souvent sélectionnées pour I’étude des interactions non-covalentes entre une structure d’ADN
et son ligand [336-340]. Elle permet d’obtenir directement la stoechiométrie du complexe
formé, méme pour les espeéces mineures. La quantification des acides nucléiques liés et libres
permet de déterminer la quantité de ligands liés, donc de déduire la constante d’association a
I’équilibre, moyennant quelques hypothéses. La méthode permet également de mesurer la
sélectivité en comparant avec d’autres cibles (duplexes d’ADN ou autres conformations de G-
quadruplexes par exemple). Cette méthode ne nécessite pas d’oligonucléotide modifié,
cependant il est nécessaire de remplacer les sels de NaCl ou KCl par de I’acétate ammonium
"évaporable" permettant la formation de microgouttelettes sans concentration de sel. Ce

changement d’ion peut entrainer, dans certains cas, un changement de conformation de G4.

1.2.6 Résonance des plasmons de surface (SPR)

La résonance des plasmons de surface (SPR pour “Surface Plasmon Resonance’)
permet 1’observation des interactions intermoléculaires en temps réel. L'un des partenaires (le
ligand ou I’oligonucléotide) est immobilis¢é sur une surface fonctionnalisée, la biopuce
(sensorchip), puis l'autre partenaire, appelé l'analyte, est injecté en flux continu sur cette
surface (Figure 49). Une lumiére polarisée est dirigée sur la biopuce dans des conditions de
réflexion interne totale. Les photons qui entrent en résonance avec les €lectrons libres d'une
couche d'or, disposée sur la biopuce, entrainent une diminution d'intensit¢ lumineuse du
faisceau réfléchi analysé par un détecteur. La formation d’un complexe ligand-ADN entraine

une variation de I’angle auquel se produit cette résonance.
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la biopuce

(sensorchip) l objet immobilisé

Figure 49. Schéma expliquant le principe de la résonance des plasmons de surface (SPR)

Les analytes sont injectés sur la biopuce sur laquelle le ligand ou [’oligonucléotide a été immobilisé
au préalable. Le signal analysé correspond a une mesure de la variation d’angle de résonance en
fonction du temps. Cet angle varie avec le changement de masse résultant de ['interaction a
linterface solide/liquide.

Cette technique permet de déterminer la constante d’association a 1’équilibre, les
constantes cinétiques d’association (k,,) et de dissociation (k,;) ainsi que les parametres
thermodynamiques (I’entropie et I’enthalpie d’une association biomoléculaire) [341-343].
L’automatisation de cette technique permet de tester les molécules a un débit relativement
¢levé. Elle ne nécessite que des quantités minimales de matériel, un atout pour étudier des
molécules coliteuses et difficiles a produire. Cependant, 1’analyse des données doit se faire

avec beaucoup de précautions.

1.2.7 Retard sur gel (EMSA)

Le retard sur gel (EMSA pour “Electrophoresis Mobility Shift Assay”) est également
utilisé pour étudier I’interaction de ligand avec le G-quadruplexe [344]. L’oligonucléotide en
question est incub¢ avec le ligand testé. S’il y a interaction entre le ligand et I’ADN, nous
devrions observer, sur gel en condition native, une bande retardée présentant le complexe G4-
ligand qui devrait migrer moins vite que la structure sans ligand. Cependant, certains articles
ont au contraire décrit une accélération de la migration d'un quadruplexe intramoléculaire en

présence du ligand.
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1.2.8 Dialyse a I’équilibre

La dialyse a I’équilibre est une technique permettant I’étude de I’interaction d’une
molécule vis-a-vis de différentes conformations d’acides nucléiques [345-347]. Elle permet
d’analyser la fixation d’un ligand sur un grand nombre d’acides nucléiques de structure
distincte (simple-brins, duplexes, triplexes ou différentes conformations de quadruplexes).

Les solutions d’acides nucléiques sont placées dans des chambres de dialyse munies
d’une membrane semi-perméable permettant le passage de petites molécules (ligands) et
bloquant les macromolécules (oligo- et polynucléotides). A 1’équilibre, le ligand se sera
accumulé davantage dans la chambre de dialyse qui contient 1’acide nucléique pour lequel il a
le plus d’affinité. Cette méthode donne donc [’acceés a des parametres quantitatifs de
I’association. Bien que cette technique soit relativement fiable et puisse étre adapté a haut

débit, la préparation des stocks d’oligonucléotides reste assez longue.

1.2.9 Expérience de dénaturation suivi par Transfert d’Energie d’Excitation par
Résonance (FRET)

Le FRET (pour “Fluorescence Resonance Energy Transfer”) résulte du transfert
d’énergie d’excitation d’un donneur de fluorescence vers un accepteur. Pour cela, il est
nécessaire que les spectres d’émission du donneur et d’absorption de 1’accepteur se
recouvrent. Cette technique nécessite un couplage de deux fluorophores aux extrémités d’un
oligonucléotide pouvant former un G-quadruplexe intramoléculaire. La formation de ce G-
quadruplexe est accompagnée d’une diminution de la distance entre les deux fluorophores et
d’un transfert d’énergie du donneur vers I’accepteur, ce qui se traduit par une extinction de
I’émission du donneur. Au contraire, la dénaturation de 1’oligonucléotide a haute température
provoque une augmentation de I’émission du donneur qui est due a 1’éloignement des deux
fluorophores empéchant ainsi un transfert efficace (Figure 50). Cette approche est utile pour
étudier ’effet des ligands sur la stabilité thermique des structures de G-quadruplexe. En
général, la liaison des ligands de G-quadruplexe permet une stabilisation de la structure qui
est traduite par une augmentation de 77, [348]. Ces expériences peuvent étre réalisées sur
plaque utilisant un appareil de PCR en temps réel et permettent un criblage rapide d’un
nombre important de ligands. Cependant, cette méthode présente aussi des inconvénients :
elle nécessite des oligonucléotides modifi€és couteux et certains ligands pourraient interagir
avec les fluorophores ou interférer avec le signal de fluorescence s'ils sont eux-méme

fluorescents.
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Figure 50. Schéma de la dénaturation de G-quadruplexes suivie par FRET

(A) Spectres de fluorescence de I’oligonucléotide F2IT (X.. = 470 nm) sous sa forme déstructurée a
haute température (pas de transfert d’énergie du donneur vers [’accepteur) et sous sa forme G-
quadruplexe a basse température (transfert d énergie). (B) Dénaturation thermique du G-quadruplexe
formé  par oligonucléotide F2IT ( FAM-GGG(TTAGGG);-TAMRA®  ou  FAM = 6-
carboxyfluorescéine et TAMRA = tétraméthylrhodamine) suivie en fluorescence en absence (courbe
noire) et en présence d’un ligand de G-quadruplexe (courbe bleue). AT, est la différence entre Ty,
obtenu en présence et celui obtenu en absence de ligand.

1.2.10 Test de criblage fluorescent basant sur la compétition duplexe-quadruplexe
Récemment, un test de criblage fluorescent basé sur la compétition duplexe-
quadruplexe a ét¢ mis en place [344]. Ce test nécessite deux oligonucléotides marqués : une
séquence riche en guanines portant un quencher et une séquence complémentaire avec un
fluorophore. La formation de duplexe est associée a un signal de fluorescence faible
(extinction de 1’émission du fluorophore par le quencher), tandis que la stabilisation de G-
quadruplexe par les ligands entraine une augmentation du signal qui est due a 1’¢loignement
du quencher. La sélectivit¢ du ligand est obtenue en ajoutant des compétiteurs non-
fluorescents tels que I’ADN simple-brin, I’ADN double-brin ou les autres conformations de

G-quadruplexe (Figure 51).
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Figure 51. Schéma expliquant le principe du criblage fluorescent basé sur la compétition duplexe-
quadruplexe [344].

Dans le cas d’un ligand spécifique de G-quadruplexes, on aura une stabilisation de la structure par le
ligand et cela entraine une augmentation du signal fluorescent. Dans le cas d’un ligand non
spécifique reconnaissant le brin violet, ce dernier agissant comme compétiteur piegera le ligand,
autorisant la formation de duplexe qui diminuera le signal de fluorescence.

1.2.11 Test de criblage combinant plusieurs molécules fluorescences

S. Paramasivan et P.H. Bolton ont mis en place, en 2008, un criblage utilisant
différentes molécules fluorescentes (appelées molécules “reporteurs”: NMM, DODC et
DTDC) qui se lient a différents sites de I’ADN G-quadruplexe (quartets terminaux, boucles et
sillons) (cf. : §VL.1.1) [349]. En se liant a I’ADN, ces molécules “reporteurs” émettent une
fluorescence. La fluorescence du complexe ADN - molécule “reporteur” est mesurée en
absence et en présence de ligands testés. L’ajout d’un ligand peut entrainer une diminution ou
une augmentation de la fluorescence. La diminution de fluorescence peut étre associée a une
compétition entre le ligand testé et la molécule “reporteur”, montrant ainsi que le ligand et la
molécule “reporteur” présentent le méme mode d’interaction avec la structure de G-
quadruplexes ¢tudi¢ée. Par contre, de nombreux mécanismes pourraient expliquer
I’augmentation de la fluorescence en présence de ligands testés (par exemple: des
interactions entre le ligand et la molécule “reporteur” ou des effets indirects tels que la
neutralisation partielle des charges par 1’ajout de ligand). Ce test, en combinant plusieurs
molécules “reporteurs”, donne des informations sur le mode d’interaction de ligands avec

différentes conformations de G-quadruplexes.
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1.3 Les raisons de cette étude

Les méthodes citées ci-dessus présentent des avantages et une fiabilité indiscutables.
Cependant elles ont également des inconvénients. La plupart des méthodes citées nécessitent
des équipements spécifiques, des oligonucléotides modifiés ou immobilisés, ou encore des
conditions non isothermes. Elles sont souvent relativement cotiteuses, lentes ou compliquées a
réaliser. Cela nous a conduit a développer, dans 1’article 4, un test de criblage de ligands en
plaque 96 puits a partir du test G4-FID mis en place par I’équipe de M.P. Teulade-Fichou en
2006 [350]. Ce test est non seulement facile et rapide a réaliser, il ne nécessite pas
d’oligonucléotides modifiés ni d’équipement spécifique ce qui réduit considérablement le
colit des expériences. De plus, le test est réalisé en conditions isothermes.

Afin de développer des ligands efficaces pour 1’étude thérapeutique, il faut non
seulement des ligands sélectifs de G-quadruplexes par rapport aux duplexes, mais ¢galement
des ligands qui sont capables de discriminer différentes conformations de G-quadruplexes. En
effet, nous avons vu, dans le chapitre I (Introduction générale), que les G-quadruplexes sont
tres polymorphiques. Ces structures sont susceptibles de se former dans différentes régions du
génome humain qui constituent des cibles potentielles pour le développement des
médicaments. Néanmoins, ceci pose un probléme de taille pour la sélectivité de la cible. Le
grand défi d’aujourd’hui est de trouver des molécules qui peuvent cibler une région spécifique
du génome. Il est nécessaire, pour cela, de développer de nouvelles méthodes permettant un
criblage rapide de ligands avec différentes conformations de G-quadruplexes. Le test sur
plaque présenté dans I’article 4 est le premier criblage qui permet d’analyser la fixation d’un
ligand sur 22 acides nucléiques de structure distincte. L’ensemble des structures étudiées ici
comprend deux duplexes, un trinucléotide et différentes conformations de G-quadruplexes (19
séquences qui présentent des intéréts biologiques).

Le principe de la technique G4-FID a été mentionné dans le chapitre I (Matériels et

Meéthodes). Les résultats obtenus et les limites de ce test seront discutés ci-dessous.
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Chapitre VI. Développement de G4-FID sur plaque pour I’identification de ligands
spécifiques d’une topologie particuliére de G-quadruplexes.

2) Article 4: “Fluorescence intercalator displacement assay for screening G4
ligands towards a variety of G-quadruplex structures”. Biochimie - 2011;
93(8): 1288-96.

Tran, P.L.T., Largy E., Hamon F., Teulade-Fichou M.P., Mergny J.L.

Résumé en francais :

La formation de G-quadruplexes dans de nombreuses régions du génome pourrait
constituer une cible attirante pour le développement des médicaments. Un grand nombre de
petites molécules synthétisées ces derni¢res années sont capables de cibler préférentiellement
les G-quadruplexes et les stabiliser. Pour cribler les ligands de G-quadruplexes, nous avons
modifi¢ un test G4-FID (“G-quadruplex Fluorescent Intercalator Displacement”). Ce test est
basé sur le déplacement par des ligands d’une sonde fluorescente, le Thiazole Orange (TO),
sur des oligonucléotides structurés en quadruplexes ou duplexes. Des mesures de sélectivité
peuvent étre obtenues facilement en comparant la capacité du ligand a déplacer le TO des
structures quadruplexes et duplexes. Le G4-FID ne nécessite pas d’oligonucléotides modifi€s,
ni d’équipement spécifique et il est réalisé en conditions isothermes. Nous avons développé,
dans cet article, une version "haut-débit" de ce test. Le test est effectué sur une plaque de 96
puits permettant la comparaison de plus de vingt structures différentes. Quinze ligands de G-
quadruplexes connus appartenant a différentes familles sont testés. La plupart des molécules
testées montre une bonne sélectivité pour les G-quadruplexes par rapport aux duplexes, mais
aucun ne semble présenter de spécificité pour une séquence particuliere de quadruplexe. La

recherche de ligand de G4 “parfait” n’est donc pas terminée.
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The potential formation of G-quadruplexes in many regions of the genome makes them an attractive
target for drug design. A large number of small molecules synthesized in recent years display an ability
to selectively target and stabilize G-quadruplexes. To screen for G4 ligands, we modified a G4-FID
(G-quadruplex Fluorescent Intercalator Displacement) assay. This test is based on the displacement of
an “on/off” fluorescence probe, Thiazole Orange (TO), from quadruplex or duplex DNA matrices by
increasing amounts of a putative ligand. Selectivity measurements can easily be achieved by comparing
the ability of the ligand to displace TO from various quadruplex and duplex structures. G4-FID requires
neither modified oligonucleotides nor specific equipment and is an isothermal experiment. This test was
adapted for high throughput screening onto 96-well plates allowing the comparison of more than twenty
different structures. Fifteen different known G4 ligands belonging to different families were tested. Most
compounds showed a good G4 vs duplex selectivity but exhibited little, if any, specificity for one

Keywords:

Quadruplex

DNA—DNA ligand interactions
Fluorescence

Screening assay

quadruplex sequence over the others. The quest for the “perfect” specific G4 ligand is not over yet!

© 2011 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

G-quadruplexes are a polymorphic class of secondary DNA
structures in which the structural unit is formed by a planar
arrangement of four guanines, known as G-quartets or G-tetrads
[1,2]. A vertical stacking of several G-quartets are stabilized by the
presence of monovalent cations. These DNA structures can be
formed by one, two or four G-rich strands. Tetramolecular quad-
ruplexes generally adopt a well-defined structure, in which all
guanines are in the anti-glycosidic conformation and all strands are
parallel, and might be useful for biotechnology applications.
Intramolecular G-quadruplexes formed by single DNA strand have
attracted much interest because of their putative biological regu-
latory function at telomeres, oncogene promoters and other rele-
vant regions of the genome [3—5]. In contrast to tetramolecular
quadruplexes, intramolecular structures form faster and are more
complex, showing great conformational diversity [3]. Different

* Corresponding author. INSERM, U869, Laboratoire ARNA, IECB, F-33600 Pessac,
France. Tel.: +33 0 540 003 022; fax: +33 0 557 571 015.
E-mail address: jean-louis.mergny@inserm.fr (J.-L. Mergny).

0300-9084/$ — see front matter © 2011 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
doi:10.1016/j.biochi.2011.05.011

sequences can adopt distinct topologies, but a given sequence can
also fold into various different conformations, which may coexist.
One of the best illustrations of this complexity are human telomere
sequences, in particular in potassium conditions [6].

The potential formation of G-quadruplexes in many regions of the
genome makes them an attractive target for drug design ever since
quadruplex ligands were found to inhibit telomerase [7], to induce
rapid apoptosis owing to the displacement of telomere-binding
proteins and to regulate transcription or translation of genes, espe-
cially oncogenes [8—12]. A large number of small molecules
synthesized in recent years display an ability to target and stabilize
selectively G-quadruplexes [13,14]. Nowadays, the challenge is to
develop small molecules capable of selective binding to one quad-
ruplex type over another. To be effective, screening for selectivity has
to be performed at the early stage of development and ideally this
should be rapid and easy to implement. Several methods are
currently used, such as the FRET-melting assays [15], SPR techniques
[16], ITC experiments [17], ESI-MS analyses [18], multifluorescent
probes assays [19] or equilibrium microdialysis [20]. Although these
methods are reliable and powerful, they require specific equipment
or buffer conditions, modified or immobilized oligonucleotides, and/
or specific ligand properties (e.g. fluorescence).

Please cite this article in press as: P.L.T. Tran, et al., Fluorescence intercalator displacement assay for screening G4 ligands towards a variety of
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In this context, we decided to use a simple alternative assay de-
veloped by Teulade-Fichou’s team since 2006, G4-FID (G-quadruplex
Fluorescent Intercalator Displacement) [21—24]. The principle of G4-
FID assay is schematically presented in Fig. 1. This assay is based on
the displacement of an “on/of” fluorescence probe, Thiazole Orange
(TO), from quadruplex or duplex DNA matrices by increasing
amounts of a putative ligand. TO being virtually non-fluorescent
when free in solution but strongly fluorescent when bound to DNA,
the ligand-induced displacement leads to a decrease of the fluores-
cence which is monitored as function of the ligand concentration.
Therefore, the quadruplex-affinity of a candidate compound can
be evaluated through its ability to displace TO from quadruplex
DNA. Moreover, selectivity measurements can easily be achieved by
comparing the ability of the ligand to displace TO from various
quadruplex and duplex structures. Moreover, G4-FID requires neither
modified oligonucleotides nor specific equipment and is an
isothermal experiment. Initially, this assay was performed in a high
total volume (3 mL), using quartz cells (referred hereafter as standard
G4-FID assay). In this work, we developed a low-cost G4-FID assay for
high throughput screening onto 96-well plates (which may be easily
transposed into 384-well plates) where the total volume does not
exceed 25 pL. Notably, we decided to use a qPCR apparatus for all
fluorescent measurements. Although it displays a relatively moderate
fluorescence sensibility compared to dedicated fluorimeters or
microplate readers, it is a widely spread device among research
laboratories, already used for FRET-melting measurements.

In order to get more insight into the structure selectivity of the
studied molecules, we have used a large number of oligonucleo-
tides displaying various structures (quadruplexes, duplexes and
single-strands). Thus, we have exhaustively characterized the
structure and stability of 30 DNA and RNA sequences, by absor-
bance thermal difference spectra (TDS), circular dichroism (CD), UV
melting and PAGE. We have determined which sequences could be
reliably used in function of the fluorescence enhancement of bound
TO. Finally, we have assayed 15 compounds, displaying different
binding properties, using our screening method. All these ligands
have already been tested by FRET-melting assay and/or standard
G4-FID assay enabling a comparison of the results.

2. Experimental conditions
2.1. Relevant oligonucleotides and ligands

2.1.1. Oligonucleotides

Oligonucleotides were purchased from Eurogentec (Seraing,
Belgium), dissolved in bi-distilled water and stored at —20 °C.
Concentrations of all oligonucleotides were determined by UV-
absorption using the extinction coefficients provided by the manu-
facturer. Sequences are given in the 5’ to 3’ direction (Table S1). For
spectroscopic measurements, Reverse-Phase CartridgeeGold™ (RPC)
purified oligonucleotides were used without further purification.

G4 (or ds) DNA

DNA labelling

2.1.2. Ligands

TrisK3-NH, TrisQ [25], 360A, 832A, 307A, iPDC [26], Phen-DC3,
Phen-DC6, Bipy-DC3, Bipy-DC6 [27], and the metallo-organic
complex Cu-ttpy [28] have been synthesized and supplied by
Teulade-Fichou’s team (Fig. 2). BRACO-19 [29] and 12459 [30] were
a kind gift from Dr. P. Mailliet (Sanofi). Piper [31] and BSU1051 [7]
are commercially available. Stock solutions of these ligands
(1-10 mM in DMSO) were used for G4-FID assay and are stored at
—20 °C. TO was purchased from Sigma—Aldrich and used without
further purification.

2.2. Preparation of oligonucleotides

Oligonucleotides (intramolecular quadruplexes, duplexes and
single-strands) were prepared by heating the corresponding
oligonucleotides at 90 °C for 5 min in a 10 mM lithium cacodylate
buffer pH 7.2,100 mM KCl then slowly cooling to room temperature
for 2 h. Oligonucleotide structures were formed at 50 uM strand
concentration. Tetramolecular quadruplexes from TG4T, TGsT and
UGsU were pre-folded at high strand concentration (200 uM), at
4 °C for 48 h, in the same buffer.

2.3. Fluorescence enhancement measurements

Experiments were performed with 96-well microplates from
Stratagene. Each condition was tested at least in duplicate, in
a volume of 25 pL for each sample. Measurements were performed
at 25 °C, all G-quadruplex sequences being folded in KCl at this
temperature. Two equivalents of TO (2 pM) were added in a solu-
tion of 1 uM oligonucleotide. Samples were incubated in 10 mM
lithium cacodylate buffer pH 7.2, 100 mM KCl. Fluorescence emis-
sion was collected at 516 nm with 8-fold gain after excitation at
492 nm in a real-time quantitative PCR (Stratagene Mx3005P
instrument).

2.4. G4-FID protocol: isothermal assay

All experiments were performed with 96-well microplates. Each
condition was tested in duplicate and at least 3 times, in a volume of
25 pL for each sample. Samples were incubated in 10 mM lithium
cacodylate buffer pH 7.2, 100 mM KCl. Pre-folded DNA target
(0.5 uM strand concentration for intramolecular G4, 2 uM strand
concentration for tetramolecular G4 and 1 uM strand concentration
for duplexes) was mixed with 1 uM of Thiazole Orange. Five
equivalents of each ligand (2.5 uM) were added for each structure.
The fluorescence of samples was measured at 25 °C in a qPCR
(Stratagene Mx3005P) instrument. The temperature was kept
constant with a thermostat cell holder (Peltier). The Thiazole
Orange was excited at 492 nm (45 nm) and the emission was
collected at 516 nm (+5 nm) with 8-fold gain.

G4 ligand

TO displacement

Fig. 1. Schematic representation of the two main steps of the G4-FID assay, i.e, (a) labelling of the DNA matrices (quadruplex or duplex DNA) by Thiazole Orange (TO) and (b)

displacing the fluorescent probe from the DNA matrices by a small molecule candidate.
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Fig. 2. Selected G-quadruplex ligands used in the G4-FID assay.

3. Analysis and interpretation of FID results
3.1. Choice of the oligonucleotides for FID test

3.1.1. Absorbance, circular dichroism measurement
and PAGE of G-rich sequences

Initial experiments (UV—visible absorption, circular dichroism
measurement and gel electrophoresis) were performed to confirm
that all selected G-rich sequences could adopt a quadruplex
structure. Except the trinucleotide CGG12, all the studied G-rich
sequences displayed TDS (Thermal Difference Spectra) signatures
characteristic of G-quadruplex structure in KCI (Fig. 3A) [32]. The
trinucleotide CGG12 changed the conformation in presence of

ligand. In particular, the G4 formation of sequence CGG12 induced
by 360A (Fig. S2).

Circular dichroism spectra recorded at 4 °C confirmed TDS
results (Fig. 3B). Most of them exhibited a negative peak around
240 nm and a positive peak around 260 nm (a “Type I” signature) in
10 mM lithium cacodylate and 100 mM KCl (Fig. 3B, left). However,
the thrombin binding aptamer (TBA), Bombyx (Bom17), Ascaris
(Asc20) and mutant of human telomeric motifs (21CTA) [33]
showed two maxima at 245 and 290 nm (a “Type II” signature)
(Fig. 3B, right). The short (22Ag) and long (45Ag) human telomeric
motif, Plasmodium (PlasC24), Oxytricha (Oxy 3.5) and promoter
AKT1 displayed a positive peak around 290 nm and a positive peak
or shoulder in the 260—270 nm region (Fig. 3B, right) in KCI

Please cite this article in press as: P.L.T. Tran, et al., Fluorescence intercalator displacement assay for screening G4 ligands towards a variety of
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Fig. 3. UV melting curves, thermal difference spectra (TDS) and circular dichroism (CD). (A) Thermal difference spectra resulting from the difference between the absorbance
recorded at high and low temperature in 100 mM KCI containing 10 mM lithium cacodylate at pH 7.2. (B) CD spectra recorded at 4 °C (in the same buffer). Data were normalized
(TDSporm = TDS/max(TDS) or CDporm = CD/max(CD)) over the 220—335 nm wavelength range. (C) Normalized UV melting curves (cooling and heating) at 295 nm in 100 mM KCl
containing 10 mM lithium cacodylate (1 cm optical path length). Oligonucleotides were prepared at 5 pM strand concentration.
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condition. The CD spectra showed the diversity of G-quadruplex
structures formed by selected sequences.

The stability of the quadruplexes was measured by UV melting
experiments, recording absorbance at 295 nm [34]. Melting
temperature of all G-quadruplex folding sequences were determined
graphically [35]: T, ranged from 37 °C to > 70 °C in KCI (Fig. 3C &
Table S1). The formation of tetramolecular quadruplexes (TG4T, TG5T,
UGsU) was not studied by UV melting because of their high stability
(>90 °C) and their slow association kinetics [36]. Consequently, in
order to demonstrate the formation of tetramolecular quadruplex
structures, we used non-denaturing polyacrylamide gel (PAGE)
(Fig. S1). Non-denaturing gel electrophoresis allows separation of
single-stranded oligonucleotides (indicated by “~”) from tetramo-
lecular G-quadruplex structures (indicated by “+”).

UV melting, TDS, CD spectra and PAGE confirmed that all
selected G-rich sequences form stable quadruplexes. All of them
melt at temperatures higher than 35 °C thereby enabling us to fix
the temperature of FID experiments at 25 °C.

3.1.2. Fluorescence enhancement

Fluorescence enhancement of TO in presence of all the oligo-
nucleotides was monitored in order to determine which sequences
could be used in the G4-FID assay with a qPCR device. It is worth
noting that the choice of wavelengths available with this experi-
mental setting does not correspond to the maximum excitation and
emission wavelengths of TO (501/534 nm), but to commonly
available fluorescein filters (492/516). However, this is not detri-
mental to the measurements given that the bandwidths (5 nm)
allow a good excitation and recovery of the emission.

We have measured fluorescence enhancement using 2 equiva-
lents of TO vs DNA as it is the preferential stoichiometry for the G4-
FID assay [23]. Results are gathered in Fig. 4. These measurements
led us to eliminate oligonucleotides for which fluorescence inten-
sity was not sufficient (<2500) to be reliably detected by a qPCR
device, making the observation of TO displacement more difficult.
Then from all previous experiments, the thrombin binding aptamer
(TBA), Bombyx (Bom17), trinucleotide (GGA)g, two tetramolecular
quadruplexes (TG4T and UG5U), two double-strands (dx9 and ds17)
and all single-strands (dTo4, dA24 and dCy4) were eliminated for
further studies. The sequences of the twenty remaining G4 oligo-
nucleotides and of the two control duplex oligonucleotides (dx12,
ds26) are shown in Table 1.

3.2. Analysis of FID results examplified with 3604,
a quadruplex ligand used as a benchmark

The G4-FID assay involves the following elements (Fig. 5A):

i. A number of wells are dedicated to controls and calibration,
such as:
1. buffer only (background level = Fy; tested in 10 mM lithium
cacodylate + 100 mM KCl),

Table 1
Selected oligonucleotides used in the G4-FID assay.
Name Sequence (from 5’ to 3') Ti? Maxima CD TO FI(2:1)°
VEGF Promoter G3AG3TTG4TG3 >70 (+) 260 nm 5 x 10°
VAV1 Promoter G3CAG3AG3AACTG3 51 (+) 260 nm 3 x10°
C-Kit2 Promoter G3CG3CGCGAG3AGG3 >70 (+) 260 nm 3 x 103
Asc20 Ascaris telomere GoCTTAG,CTTAG,CTTAG, 37 (+) 290 nm 50 x 10°
(+) 245 nm
21CTA Telomere G3CTAG3CTAG3CTAG; 67 (+) 290 nm 7 x 103
(+) 245 nm
C-Kit1 Promoter G3AG3CGCTG3AGGAG; 57.5 (+) 260 nm 8 x 10°
22Ag Human DNA-telomere AG3TTAG3TTAGSTTAG3 66 (+) 290 nm 13 x 10°
22AgR Human RNA-telomere AG3UUAG3UUAG3UUAG3 >70 (+) 260 nm 10 x 103
C-Myc Promoter TGAG3TG3TAG3TG3TAA >70 (+) 260 nm 6 x 10°
AKT1 Promoter G3CG3CGGCTCCG3CGCGs 62 (+) 290 nm 9 x 10°
TG5T DNA-G4 tetramolecular TGsT >90 (+) 260 nm 45 x 10°
PlasC24 Plasmodium telomere G3TTCAGSTTCAGSTTCAG3 64 (+) 290 nm 20 x 10°
Ceb25 Minisatellites AG3TG3TGTAAGTGTG3TGsT >70 (+) 260 nm 4.5 x 10°
27KRas Promoter G3CGGTGTG3AAGA G3AAGAGG3 52 (+) 260 nm 8.5 x 10°
Insuline a2 Promoter ACAG4TGTG4ACAG4TGTGy4 >70 (+) 260 nm 8 x 10°
Oxy3.5 Oxytricha telomere G4TTTTG4TTITG4TTTTG, >70 (+) 290 nm 19 x 10°
32B3 (K-Ras) Promoter AG3CGGTGTG3AAGAG3AAGAGsAGG 60 (+) 260 nm 25 x 10°
35B1 (K-Ras) Promoter AG3CGGTGTG3AAGAG3AAGAGsAGGCAG 54 (+) 260 nm 19 x 103
45Ag Human DNA-telomere G3TTAG3TTAGSTTAGSTTAG3TTAGSTTAGSTTAGS 59 (+) 290 nm 14 x 103
CGG12 Trinucleotide (CGG)12 no G4 no G4 9 x 10°
dx12 Duplex (a)GCGTGAGTTCGG(b)CCGAACTCACGC ND¢ ND¢ 18 x 103
ds26 Duplex CAATCGGATCGAATTCGATCCGATTG ND¢ ND¢ 34 x 10°

2 Ty, (in °C) determined by UV melting experiments using absorbance at 295 nm, in 100 mM KCI with 10 mM lithium cacodylate.

® Fluorescence of TO with 1 oligo for 2 TO.

¢ T no determined.
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2. buffer + TO should exhibit very low fluorescence, close to
Fp, as no DNA is present and emission of free TO is very
weak.

3. buffer + ligand should also exhibit very low fluorescence,
close to Fy, except if the ligand is naturally fluorescent.

4. buffer + TO + ligand should also be close to Fy,, except if the
ligand interacts with TO.

ii. The truly informative wells correspond to samples containing
nucleic acids. Pre-folded DNA target (0.5 pM of strand
concentration for intramolecular G4, 2 uM of strand concen-
tration for tetramolecular G4 and 1 pM of strand concentra-
tion for duplexes) is mixed with 1 uM of Thiazole Orange. The
fluorescence of TO bound to DNA is called Fly.

iii. Five equivalents of each ligand (2.5 uM) were added for each
oligonucleotide. The fluorescence of TO after adding ligand is
called FL

The initial fluorescence (FI and Flp) is subtracted by the background
fluorescence (FA = FI — Fy, or FAg = Flp — Fy,). We can then calculate
the percentage of TO displacement by the formula as previously
described:

TO Displacement (%) = 100 — ((FA/FAg) x 100)

We can see that 360A strongly binds to G-quadruplex structures
(Fig. 5B), all the TO displacement percentages for G4 structures
being superior or equal to 40. However, it does not bind to duplex-
forming sequences as the TO displacement in those cases is close to
0. Consequently, the compound 360A can be considered as a potent
and selective G-quadruplex binder, which is in full agreement with
both FRET-melting and standard G4-FID results [23].

The use of 5 equivalents of ligands allows to screen the displace-
ment of most compounds, including weakly binding compounds but,

% of TO displacement

Fig. 6. Screening results are shown for the set of 22 oligonucleotides (20 quadruplexes + two duplexes on the rightmost columns) and all selected ligands. The colour chart
representation is used to allow for visual comparison of the percentage of TO displacement obtained with different test molecules (colour code indicated below). (For interpretation
of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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as a drawback, does not allow to sort finely potent binders. Thus, the
best compounds should be re-assayed at a lower concentration. Also,
the use of a higher TO/oligonucleotide ratio as compared to the
standard G4-FID assay (0.5 vs 0.25 uM in DNA) enables to use less
sensitive fluorescence reader. Nevertheless, care should be taken not
to use too high concentrations of TO since it could result in non-
specific binding of the probe (by electrostatic interactions notably,
unpublished results).

3.3. G4-FID screening results

The results are presented in Fig. 6 with blue indicating a “negative
percentage” of TO displacement and hot colours, from light to dark,
standing for 0—100% of TO displacement. The colour chart mode of
presentation allows a direct and easy visual comparison of the
results.

First of all, we verified that results obtained herein are in
accordance with previously published results obtained by standard
G4-FID assay and FRET-melting experiments. Well-known potent
G4-DNA binders (Phen-DC compounds, BRACO-19, PIPER, etc.) were
found to be very effective on most G4-DNA structures. Conversely,
iPDC, which features an inverted connectivity of the two amide
bondings as compared to 360A, exhibited the weakest TO
displacement in comparison with most of the other tested
compounds and remarkably as compared with 360A. This is fully
consistent with results obtained both with the standard G4-FID
assay (unpublished data) and by FRET-melting experiments [37].

Selective and non-selective compounds can also be easily
distinguished. The four compounds TrisK, BRACO-19, Piper and
TrisQ tend to bind quite well to duplex structures (although one
should note that the fluorescence of BRACO-19 may interfere with
the assay). Interestingly, we found that TrisQ is slightly more
selective than TrisK3-NH as recently published [25]. As previously
outlined, the use of 5 equivalents of ligands vs DNA may be detri-
mental for sorting highly potent binders and the use of a lower
amount of compound may allow to better measure selectivity in
this specific case. In that situation, it is thus recommended to re-
assay the best compounds at a lower concentration, or to perform
standard G4-FID assay to generate a displacement curve over
arange of ligand concentration. The other compounds exhibit good
to very good selectivity for G-quadruplex structures in comparison
with the duplex structure.

Overall, we observed a weak affinity of compounds for TGsT,
which is not surprising since tetramolecular quadruplexes can
accommodate more TO molecules than intramolecular structures
[23]. Conversely, high TO-displacements were found for Ascaris 20,
Plasmodium 24 and Oxytricha 3.5 which may be explained either by
a weaker affinity of TO for those DNA matrices (and thus an easier
displacement) or a higher affinity of the compounds for these
structures.

Disappointingly, we were unable to identify any compound
capable of discriminating one conformation of G-quadruplex in
particular. However, these results were expected since, to the best
of our knowledge, no compound able to selectively target one
particular quadruplex structure has ever been reported.

4. Discussion and conclusion

The method presented here allows the screening of an important
number of unmodified nucleic acids structures with widespread
equipment i.e., a qPCR device. Nevertheless, the use of a moderately
sensitive fluorescence reader does not allow to use all the 32 DNA
structures of the initial panel since some of them lead to a weak
increase in TO emission, which prevents an accurate determination
of the displacement efficiency. The lower fluorescent enhancement

of the probe observed in certain cases may be the result of a non-
planar conformation of TO upon interaction (especially with
single-strands) and/or of a non sufficient isolation from the aqueous
environment. Thus, out of the 30 sequences tested, we had to
discard 8 motifs — including all single-strands — and we finally kept
22 sequences (20 quadruplexes and 2 duplexes). Also, the working
concentration ratio in TO/oligonucleotide should be higher (>2)
than in the standard G4-FID assay to circumvent the detection limits
of the apparatus.

Additionally, we found that the screening results presented in
Fig. 6 illustrate a general property of reported G4 binders: most of
them do discriminate between duplexes and quadruplexes (the two
rightmost columns exhibit a low competition level); on the other
hand, none of the tested ligands have a clear selectivity for one
quadruplex over the others as they efficiently displace TO from
most of the G4 structures. A relative exception may be found for
TGsT: TO is notably harder to displace from this structure than from
other quadruplexes. The absence of loops and therefore of potential
additional hydrogen bonds or van der Waals interactions may
explain these results. Also, flanking thymine nucleotides could
render the external G-quartets accessibility more difficult than
expected. In the same line, the remarkably low fluorescence of TO
bound to this tetramolecular matrix might indicate a binding mode
different from the classical stacking on G-quartets. For instance
groove binding of the probe can be hypothesized thereby resulting
in indirect competition with the ligands.

The total number of structures tested for each ligand, including
oncogenes sequences, dimers and RNA, is within the same order as
competition dialysis [38] and the duplex—quadruplex test we
recently developed [39], and superior to what is commonly per-
formed with FRET-melting [ 15]or surface plasmon resonance [40,41].
Moreover, virtually any sequence can be used provided that TO
fluorescence enhancement is sufficient. Furthermore, this test is
simple to implement, as it involves unmodified DNA/RNA sequences
and an inexpensive dye, Thiazole Orange. Finally, widespread qPCR
apparatus may be used to perform these measurements.

This test nevertheless has some limitations: i) compounds that
are naturally fluorescent with excitation and emission maxima
overlapping TO may interfere with the measurements. This is why it
is necessary to evaluate prior to screening TO and compounds to be
tested in absence of DNA, and compound + DNA with TO. Alternative
fluorescent dyes are currently developed to circumvent this problem
[43] ii) TO does not equally bind to all structures (different Kd) and
has different quantum yields when bound (see above) iii) One cannot
formally exclude that simultaneous binding of a compound and of
TO is not formally exclusive: if a ternary complex is formed, then the
test will underestimate the affinity of the dye to the structure as no
decrease in TO fluorescence will be obtained despite binding.
However, from the results shown in Fig. 6 and our unpublished
results, this seems to be a relatively rare case. Even if TO and the
tested compound have different binding modes, the quadruplex
structure is a relatively small object, and simultaneous binding
appears disfavoured iv) the “<0%” or “>100%" displacement values
found for certain targets cannot easily be explained. One may
propose a direct interaction between the dye and TO leading to total
quenching (for >100%) or that the rigidification/conformational
change of a nucleic acid structure induced by a ligand may alter TO
properties.

To obtain an independent validation of this method, we per-
formed binding studies by spectroscopic titrations with one of the
compounds tested here. Such experiments are indeed possible for
ligands that undergo a significant change of absorbance or fluores-
cence upon binding to nucleic acids. For sensitivity purposes, we
performed such titrations using the fluorescence signal of a pyridine
dicarboxamide derivative, 360A. Its weak emission is almost
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completely quenched upon binding to DNA. This allowed us to
compare fluorescence intensity as a function of DNA concentration.
This titration is presented as Supplementary Fig. S3. These experi-
ments qualitatively confirm the results obtained by FID: such G4
ligand has a much weaker affinity for duplexes than for quad-
ruplexes. Unpublished surface plasmon resonance data on other G4
ligands also confirmed that ligands that easily displace TO from
quadruplex structures exhibit a high affinity (Kd in the nM range) for
this conformation (data not shown).

To conclude, we have determined user-friendly experimental
conditions in which a large number of DNA/RNA sequences, dis-
playing various well-characterized structures (intra/tetramolecular
quadruplexes, dimeric quadruplexes and duplexes), can be used in
G4-FID screenings, employing widespread materials. The set of
structures presented here is obviously biased towards G4 struc-
tures, but can be easily modified to accommodate other structures
such triplexes, Z-DNA, i-motifs, trinucleotide repeats...provided
that TO be sufficiently fluorescent when bound to these motifs [42].
Additional work enabling to perform full TO displacement titration
curves in microplates in the standard assay conditions [43], as well
as an example of screening of a chemical library will be presented
elsewhere.
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Supplementary information

Name Sequence (from 5’ to 37) Tm® | Maxima TO F1
CD (2:1)°
TBA Aptamer G, TTG,TGTG,TTG, 51 (+) 290 nm 1x10°
(+) 245 nm
Boml7 Bombyx G, TTAG,TTAG,TTAG, 45 (+) 290 nm 25x10°
telomere (+) 245 nm
VEGF Promoter G3AG3TTG4TG; >70 (+) 260 nm 5x10°
VAV1 Promoter G3CAG3AG;AACTG; 51 (+) 260 nm 3x10°
C-Kit2 Promoter G3CG3CGCGAG;AGG; >170 (+) 260 nm 3x10°
Asc20 Ascaris G,CTTAG,CTTAG,CTTAG, 37 (+) 290 nm 50x 10°
telomere (+) 245 nm
21CTA telomere G3CTAG;CTAG3CTAG; 67 (+) 290 nm 7x 10°
(+) 245 nm
C-Kitl Promoter G3AG;CGCTG;AGGAG; 57.5 (+) 260 nm 8x10°
22Ag Human DNA- AG;TTAG;TTAG;TTAG; 66 (+) 290 nm 13 x 10°
telomere
22AgR Human RNA- AG;UUAG3;UUAG;UUAG; >170 (+) 260 nm 10 x 10°
telomere
C-Myc Promoter TGAG;TG;TAG;TG3TAA > 70 (+) 260 nm 6x 10°
AKTI Promoter G;CG3CGGCTCCG3CGCG; 62 (+) 290 nm 9x10°
PlasC24 Plasmodium G;TTCAG;TTCAG3TTCAG; 64 (+) 290 nm 20 x 10°
telomere
GGA8 Trinucleotide G,AGAG,AGAGAG,AGAG,A >70 (+) 260 nm 25x10°
Ceb25 minisatellites AG;TG;TGTAAGTGTG;TG5T > 170 (+) 260 nm 45x10°
27KRas Promoter G3;CGGTGTG;AAGA G3AAGAGG; 52 (+) 260 nm 8.5x 10°
Insuline a2 Promoter ACAG,TGTG4ACAG,TGTG, > 70 (+) 260 nm 8 x 10°
Oxy3.5 Oxytricha G4 TTTTG4TTTTG4TTTTGy >170 (+) 290 nm 19x 10°
telomere
32B3 Promoter AG;CGGTGTG3AAGAG;AAGAG;sAGG 60 (+) 260 nm 25x 10°
(K-Ras)
35B1 Promoter AG;CGGTGTG;AAGAG;AAGAGsAGGCAG 54 (+) 260 nm 19 x 10°
(K-Ras)
45Ag Human DNA- | G;TTAG;TTAG;TTAG;TTAG;TTAG;TTAG,TTAG, 59 (+) 290 nm 14 x 10°
telomere
TGAT DNA-G4 TG4T >90 (+) 260 nm 1.6x10°
tetramolecular
TGS5T DNA-G4 TGsT >90 (+) 260 nm 45x10°
tetramolecular
UGS5U RNA-G4 UGsU >90 (+) 260 nm 25x10°
tetramolecular
CGG12 Trinucleotide (CGQG) 1, no G4 no G4 9x 10°
dx9 duplex (a)GCGATACGG (b)CCGTATCGC ND¢ ND¢ 11x10°
dx12 duplex (a)GCGTGAGTTCGG (b)CCGAACTCACGC ND° ND¢ 18 x 10°
ds17 duplex (a)CCAGTTCGTAGTAACCC (b) ND¢ ND¢ 29x 10°
GGGTTACTACGAACTGG
ds26 duplex CAATCGGATCGAATTCGATCCGATTG ND¢ ND¢ 34x 10°
Poly dT Single strand TTTTTTTTTTTTITTTTITTTTITTTT ND° ND¢ -144
Poly dA Single strand AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA ND¢ ND¢ 308
Poly dC Single strand CCCCCCCreeecececccecccecceccece ND¢ ND¢ -350

Table S1. Sequences of oligonucleotides used in preliminary test/initial experiments.
* Tm (in °C) determined by UV melting experiments using absorbance at 295 nm, in 100 mM
KCI with 10 mM lithium cacodylate. : fluorescence of TO with 1 oligo for 2 TO. : Tm no
determined. The highlighted oligonucleotides were eliminated for the G4-FID test.
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Figure S1. Behaviour of the tetramolecular G-quadruplex forming oligonucleotides on a non-
denaturing gel. Samples were loaded on non-denaturing gels, and gels were run at 24°C.
Oligonucleotides were revealed by UV shadowing. Each oligonucleotide was loaded at 60
uM strand concentration. Lanes “-” correspond to the sequence pre-treated with LiOH (40
mM, 15min at 37°C) followed by neutralization by 40 mM HCI and immediate loading on a
gel. Lanes “+” correspond to the sequence incubated in 10 mM lithium cacodylate 100 mM
KCI for 48 h at 4°C. M corresponds to the migration markers (dT24, dT21, dT18, dT9 and
dTe).

60

—=—CGG12
/‘\\ —<— CGG12 + 360A
40 VY
AR
= I / X
8) 20"“ / \&,X\
g N
£ \ .
> ol .
3 [
= 20] |
[Im| “\‘
|
-40 h‘
|
-60

220 240 260 280 300 320
Wavelength(nm)

Figure §2. CD spectra of CGG12 (5 uM) with and without ligand 360A (25 uM). Spectra
recorded at 4°C, in 10 mM lithium cacodylate (pH 7.2) supplemented with 100 mM KCI.
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Figure S3. Fluorescence titrations of 360A (1 uM) as a function of DNA concentration
(excitation 325 nm, emission recorded on a Jobin-Yvon Fluoromax 3 spectrofluorimeter. Data
quantified in the lower right panel — emission intensity at 400 nm plotted vs strand
concentration with 5 nm bandwidth). Spectra recorded at 20°C, in 10 mM lithium cacodylate
(pH 7.2) supplemented with 100 mM KCI.












Chapitre VI. Développement de G4-FID sur plaque pour I’identification de ligands
spécifiques d’une topologie particuliére de G-quadruplexes.

3) Résultats et Discussion : Chapitre VI

Les résultats du criblage sont conformes aux résultats publiés obtenus par le test G4-
FID classique ou par Tm-FRET. La plupart des molécules étudiées montre une discrimination
entre les duplexes et les G-quadruplexes. Cependant aucun ligand testé ne semble montrer
clairement une sélectivité pour une structure particuliere. Les ligands testés déplacent le TO
de la plupart des séquences de G-quadruplexes, sauf peut-étre la séquence d(TGsT). Nous
notons un déplacement de TO plus faible sur le G-quadruplexe tétramoléculaire d(TGsT).
Ceci peut étre da a ’absence de boucle sur cette structure ou a la présence de thymines aux
quartets terminaux qui pourrait rendre plus difficile ’acces a ces sites. Par ailleurs, en se liant
aux G-quadruplexes tétramoléculaires, le TO présente une plus faible fluorescence par rapport
aux autres structures. Cela pourrait indiquer une autre mode d’interaction de la sonde TO que
I’empilement & sur les quartets, et rend plus délicate l'interprétation des résultats pour cette
séquence.

Comme nous I'avons mentionné précédemment, la méthode décrite dans I’article permet
un criblage d’un trés grand nombre de structures d’acides nucléiques non-modifiés. Elle
présente de nombreux avantages qui sont cités dans I’introduction de ce chapitre (cf. : §VL1).
Néanmoins, ce test a certaines limites et nécessite d’étre amélioré.

(1) Les molécules fluorescences ayant des spectres d’émission et d’excitation qui se
recouvrent avec ceux du TO ne peuvent pas étre évalué par le test. Récemment, I’équipe de
M.P. Teulade-Fichou a développé d’autres sondes fluorescentes (TO-PRO-3 et Hoechst
33258) [351] permettant de contourner ce probleme.

(2) Le TO présente différentes constantes de dissociations (Kd) et différents rendements
quantiques (= nombre de photons émis / nombre de photons absorbés) selon les structures
liées. Ceci peut rendre difficile I’analyse des résultats et exclure I’évaluation de certaines
séquences. Des structures exposant une augmentation d’émission de TO trop faible ne
peuvent pas étre utilisées pour le criblage puisque cela pourrait empécher la détermination du
déplacement de fluorescence. Pour ces structures qui présentent des constantes d’association
faible pour le TO, I’augmentation du rapport de concentration TO/oligonucléotide (>2)
pourrait régler le probléme dans certains cas.

(3) Nous ne pouvons pas exclure une liaison simultanée du TO et du ligand sur la méme
structure. Cependant la formation d’un complexe ternaire semble peu probable vu la petite

taille du quadruplexe.
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(4) De plus, il est difficile d’expliquer les valeurs de déplacement “< 0% et “>100%"
trouvées pour certaines cibles.

(5) Enfin, ce test ne permet pas de déterminer facilement les paramétres quantitatifs ou
cinétiques de I’association, il est donc nécessaire de compléter le test par d’autres techniques
citées ci-dessus.

Malgré ces limites, la méthode est fiable, les résultats obtenus sont confirmés par des
données issues d’autres techniques telles que le SPR et le FRET. Elle peut étre tres facilement
utilisée pour déterminer la sélectivité du ligand pour les G-quadruplexes [352]. Le test peut
¢galement s’élargir a d’autres structures telles que des triplexes, ’ADN Z, des motifs i, des
trinucléotides, ... (sous réserve que ces complexes TO-structure permettent une fluorescence
suffisante). Un criblage d’un grand nombre de ligands est également possible par cette

technique [351].
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Chapitre VII. Discussion et perspectives

1) Effets des modifications sur la formation de G4 tétramoléculaires

Nous avons étudié, dans ’article 1, la formation de G4 tétramoléculaires formés par
des séquences de type d(TG,T) portant des guanines modifi¢es (8-méthyleguanine) a
différentes positions. Notre étude a permis de montrer (i) que D’insertion d’une 8-
méthyleguanine a 1’extrémité (3’ ou 5°) favorise la formation d’un quartet tout-syn et (ii) que
I’introduction de la guanine modifiée a I’extrémité 5’ permet de stabiliser et d’augmenter la
vitesse de formation des G4 tétramoléculaires.

La deuxieme étude (article 2) a porté sur la formation de quadruplexes par des
séquences d’ADN en série L (I’image de I’ADN canonique dans un miroir). Nous avons
montré qu’il était possible de former des G4 tétramoléculaires composés uniquement de L-
ADN avec une chiralité inversée par rapport aux G4 formés par les mémes séquences en série
D (D-ADN). Cependant, I’exclusion chirale empéche le mélange de deux énantiomeres (D- et
L-ADN) dans le méme G4 tétramoléculaire.

Les résultats obtenus des études de G-quadruplexes modifiés (8-méthyleguanine et L-
ADN) ont contribu¢ a I’¢lucidation des mécanismes d’association de ces especes et pourraient
permettre de nombreuses applications en nanotechnologie et en biotechnologie. Ces aspects

sont développés dans les paragraphes suivants.

1.1 Mécanismes réactionnels envisagés pour la formation de G4 tétramoléculaires

Les résultats de simulation de dynamique moléculaire publi¢s en 2003 par 1’équipe de J.
Sponer [353] suggerent que 1’association de G4 tétramoléculaires pourrait passer par plusieurs
intermédiaires réactionnels stables. Ils décrivent un modéle “pas a pas” traduisant une
association successive des brins (formation rapide de diméres et de trimeres et enfin
formation plus lente de tétrameres) (Figure 52). Ils proposent également la formation
d'especes tétramoléculaires intermédiaires avec des appariements décalés (Figure 52). Ces
conclusions sont confirmées par les résultats obtenues par 1’équipe de J.L. Leroy en 2007
[354] et plus récemment par 1’étude de spectrométrie de masse accomplie par F. Rosu et ses
collegues [355]. Bardin et Leroy ont montré par RMN 1D que la formation de ces
intermédiaires réactionnels mésappari€s était rapide. La demi-vie de ces espéces étant assez

longue, leur formation pourrait ralentir I’association du G4 tétramoléculaire “canonique”.
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Figure 52. Schéma réactionnel proposé pour la formation de G-quadruplexe tétramoléculaire
(d(TGnT)) [355].
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Figure 53. Signatures CD de G-quadruplexes

(A) Différents types de spectres CD: type I (en noir), type Il (en rouge) et type hybride (en bleu). (B)
Représentation schématique des enchainements de polarités de G-quartets successifs qui pourraient
permettre [’obtention de différents types de CD. La formation de G4 par les sequences [d(TGGGT)],
(en noir), [d(TG® GG” T)], (en rouge), [d(TG* GGT)], (en bleu) conduirait a des signaux CD de type
I de type II et de type hybride respectivement. G correspond a la modification chimique 8-

bromoguanine [127].
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En effet, cela rend possible la détection de ces intermédiaires par les techniques utilisées.
Rosu et ses collegues ont observé par spectrométrie de masse la présence de ces espéces
intermédiaires, mais également d'une espéce formée de 5 brins (pentamere). Ils ont montré
que le réarrangement des brins décalés et I’exclusion du cinquiéme brin étaient extrémement
lents, ce processus pouvant durer plus de 4 mois.

L’existence d’intermédiaires réactionnels ralentissant la formation de G4
tétramoléculaires “canoniques” est également observée dans notre étude de G4 avec des 8-
méthyleguanines. En effet, pour certaines séquences étudiées (notamment, d(TGMGGT) et
d(TGGGMT)), nous remarquons une différence entre le profil de CD enregistré a 48 heures et
celui mesuré aprés un mois d’incubation (Figure S1 de I’article 1).

La position 8 d'une guanine pointe vers le sillon du quadruplexe. Le groupement
méthyle porté par la 8-méthyleguanine est donc localisé dans le sillon du G4, tout comme la
8-bromoguanine et la 8-aminoguanine (Figure 21). Ces modifications sont en général
relativement favorables pour la formation de G4, car elles ne perturbent pas les réseaux de
liaisons H entre les guanines d’un quartet. Cependant, toutes les positions d’insertion de la
modification sur la séquence d(TG4T) ne sont pas favorables a 1’association de la structure. La
formation de G4 tétramoléculaires est accélérée de 15 fois quand la modification est
introduite a I’extrémité 5’ (d(TMGGT) et d(TMGGGT)). Ce résultat soutient 1’hypothése
[141] que la guanine en syn a P'extrémité 5’ participerait au processus de nucléation du
complexe.

De plus, la formation d’un quartet tout-syn en 5’ stabilise le complexe formé. En effet,
des modéles moléculaires ont suggéré que 1’empilement d’un quartet tout-syn sur un quartet
tout-anti sous-jacent était plus favorable que 1’empilement dans le sens inverse (quartet tout-

anti sur quartet tout-syn).

1.2 Applications possibles de G4 modifiés, notamment 8-MeG et L-ADN
1.2.1 Etude de ligands spécifiques de G4

Nous pourrons étudier I’affinité de ligands de G4 avec les quadruplexes en série L et D.
Certains ligands de G4 possédant un centre chiral, tels que la télomestatine, pourraient
permettre une discrimination chirale [356]. Ce phénoméne a été décrit auparavant pour les
interactions avec les duplexes [357]. La comparaison de I’affinit¢ pour les deux G-
quadruplexes (L vs. D) pourrait nous renseigner sur le mode d’interaction du ligand. En effet,
une interaction d'empilement terminal ne pourrait simplement expliquer une discrimination

éventuelle entre les deux structures.
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1.2.2 Etude de spectres de dichroisme circulaire (CD) de G-quadruplexes

Précédemment, nous avons parlé de I’insertion d’une guanine modifiée en position 8
pour contrdler la formation de quartets tout-syn ou tout-anti. L utilisation de ces analogues de
G permet donc d’interpréter les variations de spectre de CD en fonction des changements
induits dans I’enchainement des G-quartets. Cela a été utilisé récemment par G.P. Spada et al.
pour leur étude de variation de CD en fonction de I’empilement de quartets (syn-anti),
indépendamment de I’orientation des brins du G4 [127].

En effet, dans des nombreux articles, les spectres CD de G4 sont interprétés en terme
d’orientation de brins : un spectre avec un pic négatif autour de 240 nm et un pic positif
autour de 260 nm est souvent interprété comme indicatif d’une structure G4 parallele, tandis
que un spectre avec un pic négatif autour de 260 nm et un pic positif autour de 295 nm est
souvent interprét¢ comme indicatif d’une structure G4 antiparall¢le. Cette interprétation n’est
pas appropriée.

En 2008, D. Gray et al.ont montré, par des calcules théoriques, I’origine de signaux de
type I et de type II [126]. Ils ont montré que I’empilement de deux quartets avec la méme
polarité induit un signal de type I et, a I’inverse, I’empilement de deux quartets de polarités
opposées donne un signal de type II.

Spada et al. ont étudié les spectres CD de G4 tétramoléculaires paralléles contenant des
modifications chimiques (8-bromoguanine et 8-méthyleguanine) (cf. : §II1.1.2.1 a), ainsi que
les spectres théoriques résultants de I’empilement de quartets non reliés par un squelette
phosphaté. Leur étude a confirmé les calcules de Gray ef al. et a clairement montré que les
signatures CD n’étaient pas liées a I’orientation des brins mais a la nature de I’empilement des
quartets (cf.: §I.1.2.1 a). Ainsi, un G-quadruplexe possédant 3 quartets de polarités
successives +/+/+ ou -/-/- (enchainement anti/anti/anti ou syn/syn/syn sur un brin) conduirait a
un signal CD de type I (Figure 53). Un signal de type II est obtenu avec un G4 présentant des
quartets de polarités successives +/-/+ ou -/+/- (enchalnement anti/syn/anti ou syn/anti/syn sur
un brin) (Figure 53). Enfin, un G4 avec des quartets de polarités successives -/+/+
(enchainement syn/anti/anti sur un brin) induirait un signal CD de type hybride (2 pics

positifs a 260 et 295 nm) (Figure 53).

1.2.3 Conception de sonde fluorescente interne
Les modifications de guanines en position 8 perturbant peu la formation de G-
quadruplexes pourraient étre utilisées pour construire des sondes fluorescentes internes. En

effet, A. Dumas et N. Luedtke ont montré que l’incorporation de 8-(2-pyridyl)-guanine
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(2PyG), de 8-(2-phenylethenyl)-guanine (StG) ou de 8-(2-[pyrid-4-yl)-ethenyl]-guanine
(4PVG) dans une séquence télomérique humaine permettait de détecter la formation de G4
par émission de fluorescence (Figure 54) [358]. Ces sondes fluorescentes internes montrent
une grande sélectivité et sensibilité pour la détection de formation de G4, méme a faible

concentration en oligonucléotides (0,25 nM).

Ri</| /‘\

R‘I H

7N ~ 5 3
(—, — R, =2PyG Pas de transfert d’énergie Transfert d'énergie

T G —G* G—G*
O R, = StG

VA
On R, = 4PVG

Figure 54. Schéma représentatif d’une sonde fluorescente interne [358]

(A) Introduction de différentes modifications (2PyG, StG ou 4PVG représenté en vert) a la position 8
du guanosine. (B) La formation de G4 permettrait un transfert d énergie d 'une G non-modifiée vers G
modifiée (G*), cela entrainerait une émission de fluorescence.

1.2.4 Application en nanotechnologie

Nous avons présenté, dans ’introduction générale, des applications possibles du G-
quadruplexe, notamment les “G-wires” et les canaux ioniques a base de G4. Il est intéressant
de noter qu’un transport efficace d’ions a travers ces canaux ioniques serait obtenu par
rigidification des empilements de quartets en phase organique. La recherche de guanines
modifiées (guanines lipophiles [116] et dérivés folates [117]) permettant la stabilisation de
ces structures serait donc tres utile pour cette application (cf. : §1.3.3).

Par ailleurs, les “G-wires” sont des structures dont la longueur, 1’orientation et la
molécularité sont relativement difficiles a contrdler. Leur production et leur utilisation
peuvent s’avérer complexes. Nous pouvons envisager I’insertion de modification permettant
de mieux controler leur formation. Certaines études présentées dans 1’introduction (cf. :

§1.3.1) se sont intéressées a ce sujet [108, 114].
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Figure 55. Applications potentielles de L-ADN en nanotechnologie et en biotechnologie

(A) Balise moléculaire (MB) fluorescente basée sur [’ouverture et la fermeture de G4. L’insertion de
L-ADN dans la partie permettant la formation de G4 pourrait empécher ['ouverture de la structure
par des interactions non-spécifiques. (B) Principe de la technologie de “Spiegelmer” [359].
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L’ADN en série L avec une chiralité inversée par rapport a son homologue en série D
pourrait étre utilis€¢ pour la formation de structures supramoléculaires de G4. Lin et ses
collégues ont réussi a contrdler 1’hélicité d’un nanotube en introduisant des brins en L-ADN
[360]. De plus, leur résistance aux nucléases permettrait & un cargo moléculaire a base de L-
ADN transportant des molécules biologiquement actives de ne pas étre dégradé¢ dans un
environnement cellulaire.

Nous pouvons également envisager 'utilisation de L-ADN pour construire une balise
moléculaire a base de G4 (Figure 55A). L’équipe de W. Tan a inséré des L-acides nucléiques
au niveau de la tige d’une balise moléculaire classique (en tige boucle) [361]. La séquence L-
ADN ne forme pas de duplexe avec son homologue et empéche ainsi toute invasion de la tige
par des interactions non-spécifiques. La boucle composant de D-ADN permet d’interagir avec

la cible.

1.2.5 Application en biotechnologie

Nous avons mentionné précédemment que les L-acides nucléiques étaient résistants aux
nucléases, cette caractéristique est trés intéressante pour des applications en biotechnologie,
notamment pour la recherche d’aptaméres en série L, dit “Spiegelmer” (“Spiegel” signifie
miroir en allemand). Le principe de la technologie “Spiegelmer” est simple, il s’agit de
combiner la sélection in vitro d’aptamere par la méthode SELEX (“Systematic Evolution of
Ligands by EXponential enrichment”) et la reconnaissance chirale (Figure 55B). Il faut tout
d’abord synthétiser 1’image dans un miroir de la cible (protéines, ADN ou ARN), puis
sélectionner in vitro un aptamere (oligonucléotide présentant une grande affinité avec la cible)
contre cette cible synthétique. Cet aptamere en série D (ou D-aptamére) reconnait
spécifiquement la cible synthétique. Par symétrie, son image dans un miroir, un L-aptamere,
interagirait efficacement avec la cible naturelle. Deux “Spiegelmers” sont entrés en essais
cliniques [154, 362] (inhibiteurs de chimiokines MCP-1 et SDF-1) et ont montré un excellent
profil de sécurité en phase I. Néanmoins cette technologie est utilisée, jusqu’a présent, contre
des cibles peptidiques, nous pourrons donc envisager de sélectionner des “Spiegelmers”
contre des cibles a bases d’acides nucléiques. Toutefois, cette approche est risquée pour des
aptameres dirigés contre une cible ADN ou ARN non-structurée, car l'instabilité des duplexes
L-D pourrait interdire la reconnaissance entre une cible (ADN ou ARN) en série L et une
bibliotheéque aléatoire d’oligonuclétides en série D. L’approche pourrait se révéler intéressant

pour sélectionner des aptameres dirigés contre des structures G4.
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2) Etude comparative de séquences télomériques et criblage de ligands

sélectifs pour une conformation de G4 donnée

Dans I’article 3, nous avons présent¢ une étude comparative de la structure et de la
stabilit¢ des séquences télomériques de différents organismes. Cette étude a montré un
potentiel de formation de G4 par toutes les séquences télomériques, a 1’exception des
séquences de levures. Ce travail a également révélé la formation possible d’un mélange de
plusieurs structures en solution (G4 ou non-G4), ce point sera discuté dans le paragraphe ci-

dessous.

2.1 Difficultés de I’étude de G4 intramoléculaires

Les techniques de haute résolution, comme la RMN ou la cristallographie, sont les
seules qui permettent d’¢lucider des structures aussi vari€es que les G-quadruplexes. Mais,
dans le cas des séquences formant plusieurs structures en solution, les techniques
biophysiques et biochimiques utilisées dans ’article 3 (spectroscopie d’absorption UV-
visible, CD, gel d’¢lectrophorése en condition native) permettent d’obtenir des informations
qui sont parfois perdues lors d’une ¢étude de haute résolution. En effet, pour obtenir un spectre
de RMN exploitable, il faut faire émerger une seule structure en solution, cela oblige, dans
certains cas, a modifier la séquence pour favoriser une seule conformation.

Par exemple, la structure de la séquence télomérique de Bombyx mori (motif GGTTA) a
été résolue par RMN[240] (cf. : §V.1.1.2). Cette structure a été¢ obtenue en introduisant une
modification dans la séquence étudiée. En revanche, 1’analyse des courbes de dénaturation
thermique (suivies par absorption et par FRET) et le dichroisme circulaire ont permis, dans
I’article 3, de mettre en évidence la présence d’au moins deux structures trés différentes : une
structure en G4 et une structure en épingle a cheveux. Cette information est importante
puisqu’elle remet en question le potentiel de formation de G4 par cette séquence. Le méme
type de résultat a été obtenu avec le motif pour la séquence télomérique des nématodes (motif
GGCTTA).Dans le cas de ces deux séquences (Bombyx mori et nématodes), nous observons
un 7,, 2 295 nm plus important dans le sodium que dans le potassium. Ce résultat est
inhabituel pour une séquence ne formant que des G4. La formation de deux structures (G4 et
duplexe) par ces séquences explique ce comportement.

Nous observons également dans ce travail une variation des spectres CD avec la
concentration en oligonucléotides pour certaines séquences (Giardia intestinalis,

Tetrahymena thermophila et Saccharomyces cerevisiae) suggérant la formation de structures
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intermoléculaires. Cependant les 7, de ces séquences ne varient pas avec la concentration en
oligonucléotides : ce résultat laisse penser a une structuration de G4 intramoléculaires.
L’hypothése d’un empilement de G4 intramoléculaires permettant la formation de ces
structures multi-brins pourrait expliquer ces résultats inusuels.

Le polymorphisme de structures formées par des séquences riches en guanines rend
difficile la mise en place d’un algorithme prédisant la conformation de G4 a partir d’une
séquence donnée.

Nous avons aussi remarqué que la vitesse de refroidissement peut influencer les
conformations des G4 formées. Le spectre CD d’une solution issue d’un refroidissement
rapide (chauffer a 90°C puis refroidir dans la glace) peut étre différent de celui d’une solution
issue d’un refroidissement plus lent (chauffé¢ a 90°C puis refroidi avec un gradient de
température de 1°C.min™" ou plus lent - jusqu'a 0,01°C.min"'pour R. Moriyama) (résultats non
publiés). Un refroidissement rapide permettrait la formation de structures favorisées
cinétiquement et un refroidissement lent favoriserait la formation de structures plus stables
thermodynamiquement. Il est donc important d'indiquer la méthode de préparation de
I’échantillon afin de garder les mémes conformations de G4 structurées en solution. Cette

étape est donc essentielle pour les oligonucléotides utilisés dans le test G4-FID sur plaque.

Par ailleurs, les séquences télomériques ¢tudiées dans cette étude sont des séquences
courtes (environ 4 répétitions de motif télomérique), ne pouvant former qu‘un seul G-
quadruplexe. Cependant, les séquences télomériques sont en général beaucoup plus longues et
pourraient permettre la formation de G4 multiples. Suite a ces résultats, notre équipe a
commencé a s’intéresser a la structure et a la stabilit¢ des G4 multiples formés par des

séquences télomériques longues, outre que celles des vertébreés.

2.2 Existe-il des ligands capables de discriminer différentes conformations de G4?

Compte tenu du grand nombre de PQS (“Putative Quadruplex Sequences™) dans
différentes régions du génome, il n’est pas simple de montrer que 1’effet biologique d’un
ligand de G4 découle de son interaction avec une cible particuliere.

Il existe, a présent, des ligands sélectifs pour les quadruplexes par rapport aux autres
structures d’acides nucléiques, tels que les duplexes. Cependant, malgré de récent progres
dans ce domaine, nous n’avons, pour ’instant, qu'une seule molécule, le TOxapy (Figure 45),
(Toxapy, patent EP 31 10 2008 /n°® 08168104.1), capable de discriminer les différentes

conformations de G4. Le TOxapy présente une grande affinité pour la séquence d(TGsT) et le
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G4 formé par la séquence télomérique humaine en Na‘. A I’inverse, le ligand ne fixe pas le
TBA (aptamere de la thrombine) et les G4 formés par la séquence télomérique humaine en
K'. Les auteurs suggérent une flexibilit¢ du TOxapy qui permet au ligand de se fixer au
niveau des sillons et de discriminer les différentes topologies de G4 [363]. L’étude
d’interaction de ce dérivé heptacyclique neutre avec les G-quadruplexes serait treés
prometteuse pour le développement d'un ligand sélectif pour une topologie de G4 donnée. Ce
ligand a été testé par criblage G4-FID. 1l est intéressant de noter que le TOxapy n’est pas
capable de déplacer totalement la fluorescence du TO de ces cibles (maximum de
déplacement de TO = 60%). Ce déplacement partiel pourrait suggérer que le TOxapy et le TO
n’aient pas le méme site de fixation et qu’une liaison simultanée du TO et du ligand sur la
méme structure en G4 (complexe ternaire) pourrait se produire. Dans ce cas, le pourcentage
de ligands liés a la structure serait donc sous-estimé. Ce résultat illustre bien une des limites
de cette technique. Cela montre également que 1’analyse des résultats de G4-FID doit se faire
avec précaution.

Malgré des limites, le test G4-FID sur plaque développé dans D’article 4 reste une
méthode trés rapide et facile a réaliser. Il pourrait étre utilisé pour des tests préliminaires de
ligands ou de protéines de G4, ou pour tester d’autres structures d’ADN (triplexes, ADN Z,
motifs i ou trinucléotides).

Par ailleurs, le développement d’un ligand “parfait” capable de cibler une région
spécifique du génome s’avere difficile. Récemment, notre équipe a réalis€¢ une SELEX contre
le 360A, un ligand montrant une bonne sélectivité pour la structure en G4 par rapport au
duplexe [364]. Le résultat est plutdt surprenant: seule une minorité des séquences
d’aptameéres sélectionnées (5 sur 80 séquences sélectionnées) pourrait former des G4. Cela
suggere que le 360A, considéré comme un "bon" ligand de G4 n’est pas aussi sélectif qu’il y
parait, puisqu'il reconnait non seulement les séquences de G4 mais également d’autres motifs

d’acides nucléiques.

2.3 Structures G-quadruplexes d’ADN et d’ARN

Les téloméres ont longtemps été considérés comme des régions non-transcrites de
I’ADN. Cependant, des études ont récemment démontré que I’ADN télomérique des cellules
de mammiferesest transcrit en un ARN nommé TERRA (pour “Telomeric Repeat-Containing
RNA”) [365, 366]. Cet ARN est constitué¢ d’un motif répété r(UUAGGQG) de taille variable

(entre 100 bases et 9kb). L’utilisation de la fluorescence de I’excimére du pyréne a permis de
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mettre en évidence la formation in vivo de G-quadruplexes d’ARN par TERRA. Ces
structures d’ARN sont localisées dans le noyau au niveau des télomeres [367].

La découverte de TERRA et la présence de PQS dans des régions non-traduites
d’ARNm (introns, 3’ et 5’UTR) ont suscité I’intérét pour 1’étude structurale de séquences
d’ARN riches en G. Les études de CD, de RMN, de spectrométric de masse et de
cristallographie aux rayons X ont montré que la séquence d’ARN télomérique humaine
(TERRA) forme des structures de G4 paralléles trés stable aussi bien en Na™ qu’en K™ (Figure
56A) [368-373]. Récemment, 1’équipe de S. Balasubramanian a étudié 1’effet des boucles sur
la structure et stabilité des G4 intramoléculaires d’ARN [374]. Ils ont noté une diminution de
la stabilité¢ thermodynamique des G4 d’ARN lorsque la longueur des boucles est augmentée.
Cependant la longueur des boucles semble ne pas ou peu affecter la structure du G4 d’apres
les spectres CD. Bien que les séquences d’ARN riche en G pourraient présenter un
polymorphisme structural plus réduit, les études dans ce domaine et d’interaction de ligands
de G4 avec ces structures méritent d’étre approfondies.

Enfin, la localisation de TERRA au niveau des télomeres souleéve la question de savoir
comment cet ARN s’associe a I’ADN télomérique. Pourrait-on supposer la formation d’un G4
hybride composé d’ADN et d’ARN (Figure 56A-B)? L’¢tude de Y. Xu ef al., en 2008, a
montré que les séquences télomériques humaines d’ADN et d’ARN pouvaient s hybrider pour

former un G4 paralléle en présence de potassium [375].

A.
G-quadruplexe d’ARN G-quadruplexe hybnde
ADN-ARN
B.

TSR R
g O\ NN\ W ? Wich ¢
\/ngher-\ori:r DNA\/ 5 ‘ —L{*I J»/

G-quadruplex 3

DNA-RNA ¥
G-quadruplex RNA G-quadruplex

Figure 56. Schéma représentatif des structures de G4 d’ARN et de G4 hybride ARN-ADN

(A) Structure G-quadruplexe intramoléculaire paralléle de TERRA (a gauche) formé par la séquence
r[AGGG(UUAGGG);] [373] et structure putative de G-quadruplexe bimoléculaire paralléle composé
d’ADN et d’ARN (a droite) [375]. (B) Représentation schématique de structure putative de G4
hybride ADN-ARN reliant I’ ADN télomérique a TERRA [249].
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a. CTGTAGCTCATCATGTTTTTTTTTTTATTAAAATTTATAAGGGGGG
AAAARAAAAAATAATTTTAAATATTGGGGGGAGAGACAGACAGAARRATAATTTATATCACCGGAGAATTAACT
TTTTTTAATTAAATAAT AATGGGGGGAGAGACGAGACGAGTTTTTATTARATATA
AAAAARTTAATTTATTATTAGGGGGG

5 —3

125 x 144 nm

G-quadruplexe tétramoléculaire paralléle

" Etat de forme “X’: formation de G4 Etat paralléle

+ nucléase

G-quadruplexe tétramoléculaire
antiparalléle

Figure 57. ADN origami et systéme d’observation de molécule unique

(A) Visualisation de G4 tétramoléculaire paralléle sur une nanostructure d’ADN: (a) Formation de
G4 parallele par association de duplexes paralléles entre les bases A-T; (b) Représentation
schématique de l'insertion du G4 sur la nanostructure d’ADN origami ; (c) Image d’AFM montrant
Uinsertion de la structure (haut) et mesure de hauteur de la coupe transversale (bas). (B) Schéma
suggerant [’effet de nucléase sur le systeme de visualisation d’ADN “synaptique”. En clivant le G4

\

tétramoléculaire, la nucléase permettrait le passage d’un état de forme “X” a un état paralléle.
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3) L’ADN origami, un systeme d’observation de molécule unique
3.1 Systeme de visualisation de structures de G4

L’ADN origami présentant une surface plane permet d’attacher différentes molécules.
Nous avons présenté dans le chapitre IV un systeme d’observation de molécules uniques a
base d’ADN origami. Ce travail préliminaire, issu de 5 semaines de formation a Kyoto
(Japon) dans le laboratoire du Pr. H. Sugiyama, a permis de visualiser la formation d’ADN
“synaptique” (basé sur la formation d’un G4 tétramoléculaire antiparall¢le) stable en absence
de K.

Ce systeme simple peut tre utilisé pour la visualisation d’autres structures d’ADN, tel
que le G-quadruplexe tétramoléculaire paralléle mise en place par Liliya Yatsunyk. La
formation de ce G4 parallele est controlée par la formation de duplexes paralléles composés
de paires de bases A-T. En effet, il a ét¢ montré que les appariements dits “Watson-Crick
invers€” entre les paires de bases A-T permettaient la formation de duplexes paralleles
relativement stables en conditions physiologiques, en particulier en présence de Mg [376,
377]. Le mélange de ces duplexes paralleles présentant deux blocs de G permet la formation
de G4 tétramoléculaire parallele (Figure 57A.a). Cette formation a été vérifiée par dichroisme
circulaire, par gel d’électrophorése et par reconnaissance avec des ligands de G4 en
spectroscopie UV-visible (cf. : §VI.1.2.1) (résultats non-communiqués). La formation de cette
structure a également été visualisée sur le systéme d’ADN origami présenté dans le chapitre

IV (Figure 57A.b-c).

3.2 Systeme d’étude des interactions protéine / ligand — G4

Le systeme stable avec D'insertion de G4 tétramoléculaire antiparallele (ADN
“synaptique”) ou parallele (présenté dans le paragraphe précédent) permettrait d’étudier les
interactions de certaines protéines (protéine Huntingtin, NCp du VIH-1 ou topoisomérase I
humaine (cf. : §1.2.3)) ou de ligands fluorescents avec ces structures. Nous pourrions aussi
envisager de suivre en temps réel la réaction enzymatique de certaines nucléases, comme
GQNI (cf. : §1.2.3), connues pour cliver le G4 tétramoléculaire (Figure 57B).

Le systeme avec la formation de G4 bimoléculaire par le motif télomérique humain
[197] serait un systéme ¢élégant pour I’étude des hélicases. Nous pourrions imaginer que
I’interaction de I’hélicase avec la structure en G-quadruplexe (= état de forme “X”)
entrainerait la résolution de la structure (= état parallele), nous aurions donc le passage d’un

état de forme “X” & un état parall¢le que 1'on suivra par AFM.
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Ce travail de thése a permis d’aborder les différents aspects de 1’étude de G-
quadruplexes allant de la recherche fondamentale (Ia formation et la stabilité des G4 et
I’interaction entre G4 et ligands) a 1’application en nanotechnologie (systéme d’observation
de molécule unique a base d’ADN origami). Ces études ont contribué : (i) a la description
d’un mécanisme de formation de G4 tétramoléculaires avec I’étude de guanines modifiées,
(11) a Penrichissement des données nécessaires au développement d’un algorithme prédisant la
stabilit¢ des G4 (cf. I’¢tude comparative des séquences télomériques), (ii1) au développement
d’une technique facile et rapide pour identifier des ligands spécifiques de G4 et (iv) a
I’introduction d’un systéme simple et stable de visualisation de G4 unique sur une
nanostructure d’ADN origami. Toutefois, de nombreux efforts sont encore a fournir pour
anticiper et controler la formation des structures en G4, pour établir un algorithme permettant
de prédire la conformation de G4 formé par une séquence donnée, pour identifier des ligands
spécifiques d’une topologie de G4 et pour développer le systéme de visualisation de molécule

unique a base d’ADN origami a d’autres applications.
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Annexe 1 : Séquence du phage M13

1-1000
AATGCTACTACTATTAGTAGAATTGATGCCACCTTTTCAGCTCGCGCCCCAAATGAAAATATAGCTAAACAGGTTATTGACCATTTGCGAAATGTATCTA
ATGGTCAAACTAAATCTACTCGTTCGCAGAATTGGGAATCAACTGTTATATGGAATGAAACTTCCAGACACCGTACTTTAGTTGCATATTTAAAACATGT
TGAGCTACAGCATTATATTCAGCAATTAAGCTCTAAGCCATCCGCAAAAATGACCTCTTATCAAAAGGAGCAATTAAAGGTACTCTCTAATCCTGACCTG
TTGGAGTTTGCTTCCGGTCTGGTTCGCTTTGAAGCTCGAATTAAAACGCGATATTTGAAGTCTTTCGGGCTTCCTCTTAATCTTTTTGATGCAATCCGCT
TTGCTTCTGACTATAATAGTCAGGGTAAAGACCTGATTTTTGATTTATGGTCATTCTCGTTTTCTGAACTGTTTAAAGCATTTGAGGGGGATTCAATGAA
TATTTATGACGATTCCGCAGTATTGGACGCTATCCAGTCTAAACATTTTACTATTACCCCCTCTGGCAAAACTTCTTTTGCAAAAGCCTCTCGCTATTTT
GGTTTTTATCGTCGTCTGGTAAACGAGGGTTATGATAGTGTTGCTCTTACTATGCCTCGTAATTCCTTTTGGCGTTATGTATCTGCATTAGTTGAATGTG
GTATTCCTAAATCTCAACTGATGAATCTTTCTACCTGTAATAATGTTGTTCCGTTAGTTCGTTTTATTAACGTAGATTTTTCTTCCCAACGTCCTGACTG
GTATAATGAGCCAGTTCTTAAAATCGCATAAGGTAATTCACAATGATTAAAGTTGAAATTAAACCATCTCAAGCCCAATTTACTACTCGTTCTGGTGTTT
CTCGTCAGGGCAAGCCTTATTCACTGAATGAGCAGCTTTGTTACGTTGATTTGGGTAATGAATATCCGGTTCTTGTCAAGATTACTCTTGATGAAGGTCA

1001-2000
GCCAGCCTATGCGCCTGGTCTGTACACCGTTCATCTGTCCTCTTTCAAAGTTGGTCAGTTCGGTTCCCTTATGATTGACCGTCTGCGCCTCGTTCCGGCT
AAGTAACATGGAGCAGGTCGCGGATTTCGACACAATTTATCAGGCGATGATACAAATCTCCGTTGTACTTTGTTTCGCGCTTGGTATAATCGCTGGGGGT
CAAAGATGAGTGTTTTAGTGTATTCTTTTGCCTCTTTCGTTTTAGGTTGGTGCCTTCGTAGTGGCATTACGTATTTTACCCGTTTAATGGAAACTTCCTC
ATGAAAAAGTCTTTAGTCCTCAAAGCCTCTGTAGCCGTTGCTACCCTCGTTCCGATGCTGTCTTTCGCTGCTGAGGGTGACGATCCCGCAAAAGCGGCCT
TTAACTCCCTGCAAGCCTCAGCGACCGAATATATCGGTTATGCGTGGGCGATGGTTGTTGTCATTGTCGGCGCAACTATCGGTATCAAGCTGTTTAAGAA
ATTCACCTCGAAAGCAAGCTGATAAACCGATACAATTAAAGGCTCCTTTTGGAGCCTTTTTTTTGGAGATTTTCAACGTGAAAAAATTATTATTCGCAAT
TCCTTTAGTTGTTCCTTTCTATTCTCACTCCGCTGAAACTGTTGAAAGTTGTTTAGCAAAATCCCATACAGAAAATTCATTTACTAACGTCTGGAAAGAC
GACAAAACTTTAGATCGTTACGCTAACTATGAGGGCTGTCTGTGGAATGCTACAGGCGTTGTAGTTTGTACTGGTGACGAAACTCAGTGTTACGGTACAT
GGGTTCCTATTGGGCTTGCTATCCCTGAAAATGAGGGTGGTGGCTCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTGGCGGTACTAAACCTCC
TGAGTACGGTGATACACCTATTCCGGGCTATACTTATATCAACCCTCTCGACGGCACTTATCCGCCTGGTACTGAGCAAARACCCCGCTAATCCTAATCCT

2001-3000
TCTCTTGAGGAGTCTCAGCCTCTTAATACTTTCATGTTTCAGAATAATAGGTTCCGAAATAGGCAGGGGGCATTAACTGTTTATACGGGCACTGTTACTC
AAGGCACTGACCCCGTTAAAACTTATTACCAGTACACTCCTGTATCATCAAAAGCCATGTATGACGCTTACTGGAACGGTAAATTCAGAGACTGCGCTTT
CCATTCTGGCTTTAATGAGGATTTATTTGTTTGTGAATATCAAGGCCAATCGTCTGACCTGCCTCAACCTCCTGTCAATGCTGGCGGCGGCTCTGGTGGT
GGTTCTGGTGGCGGCTCTGAGGGTGGTGGCTCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTGGCGGCTCTGAGGGAGGCGGTTCCGGTGGTGGCTCTGGTTCCGGTG
ATTTTGATTATGAAAAGATGGCAAACGCTAATAAGGGGGCTATGACCGAAAATGCCGATGAAAACGCGCTACAGTCTGACGCTAAAGGCAAACTTGATTC
TGTCGCTACTGATTACGGTGCTGCTATCGATGGTTTCATTGGTGACGTTTCCGGCCTTGCTAATGGTAATGGTGCTACTGGTGATTTTGCTGGCTCTAAT
TCCCAAATGGCTCAAGTCGGTGACGGTGATAATTCACCTTTAATGAATAATTTCCGTCAATATTTACCTTCCCTCCCTCAATCGGTTGAATGTCGCCCTT
TTGTCTTTGGCGCTGGTAAACCATATGAATTTTCTATTGATTGTGACAAAATAAACTTATTCCGTGGTGTCTTTGCGTTTCTTTTATATGTTGCCACCTT
TATGTATGTATTTTCTACGTTTGCTAACATACTGCGTAATAAGGAGTCTTAATCATGCCAGTTCTTTTGGGTATTCCGTTATTATTGCGTTTCCTCGGTT
TCCTTCTGGTAACTTTGTTCGGCTATCTGCTTACTTTTCTTAAAAAGGGCTTCGGTAAGATAGCTATTGCTATTTCATTGTTTCTTGCTCTTATTATTGG

3001-4000
GCTTAACTCAATTCTTGTGGGTTATCTCTCTGATATTAGCGCTCAATTACCCTCTGACTTTGTTCAGGGTGTTCAGTTAATTCTCCCGTCTAATGCGCTT
CCCTGTTTTTATGTTATTCTCTCTGTAAAGGCTGCTATTTTCATTTTTGACGTTAAACAAAAAATCGTTTCTTATTTGGATTGGGATAAATAATATGGCT
GTTTATTTTGTAACTGGCAAATTAGGCTCTGGAAAGACGCTCGTTAGCGTTGGTAAGATTCAGGATAAAATTGTAGCTGGGTGCAAAATAGCAACTAATC
TTGATTTAAGGCTTCAAAACCTCCCGCAAGTCGGGAGGTTCGCTAAAACGCCTCGCGTTCTTAGAATACCGGATAAGCCTTCTATATCTGATTTGCTTGC
TATTGGGCGCGGTAATGATTCCTACGATGAAAATAAAAACGGCTTGCTTGTTCTCGATGAGTGCGGTACTTGGTTTAATACCCGTTCTTGGAATGATAAG
GAAAGACAGCCGATTATTGATTGGTTTCTACATGCTCGTAAATTAGGATGGGATATTATTTTTCTTGTTCAGGACTTATCTATTGTTGATAAACAGGCGC
GTTCTGCATTAGCTGAACATGTTGTTTATTGTCGTCGTCTGGACAGAATTACTTTACCTTTTGTCGGTACTTTATATTCTCTTATTACTGGCTCGAAAAT
GCCTCTGCCTAAATTACATGTTGGCGTTGTTAAATATGGCGATTCTCAATTAAGCCCTACTGTTGAGCGTTGGCTTTATACTGGTAAGAATTTGTATAAC
GCATATGATACTAAACAGGCTTTTTCTAGTAATTATGATTCCGGTGTTTATTCTTATTTAACGCCTTATTTATCACACGGTCGGTATTTCAAACCATTAA
ATTTAGGTCAGAAGATGAAATTAACTAAAATATATTTGAAAAAGTTTTCTCGCGTTCTTTGTCTTGCGATTGGATTTGCATCAGCATTTACATATAGTTA

4001-5000
TATAACCCAACCTAAGCCGGAGGTTAAAAAGGTAGTCTCTCAGACCTATGATTTTGATAAATTCACTATTGACTCTTCTCAGCGTCTTAATCTAAGCTAT
CGCTATGTTTTCAAGGATTCTAAGGGAAAATTAATTAATAGCGACGATTTACAGAAGCAAGGTTATTCACTCACATATATTGATTTATGTACTGTTTCCA
TTAAAAAAGGTAATTCAAATGAAATTGTTAAATGTAATTAATTTTGTTTTCTTGATGTTTGTTTCATCATCTTCTTTTGCTCAGGTAATTGAAATGAATA
ATTCGCCTCTGCGCGATTTTGTAACTTGGTATTCAAAGCAATCAGGCGAATCCGTTATTGTTTCTCCCGATGTAAAAGGTACTGTTACTGTATATTCATC
TGACGTTAAACCTGAAAATCTACGCAATTTCTTTATTTCTGTTTTACGTGCAAATAATTTTGATATGGTAGGTTCTAACCCTTCCATTATTCAGAAGTAT
AATCCAAACAATCAGGATTATATTGATGAATTGCCATCATCTGATAATCAGGAATATGATGATAATTCCGCTCCTTCTGGTGGTTTCTTTGTTCCGCAAA
ATGATAATGTTACTCAAACTTTTAAAATTAATAACGTTCGGGCAAAGGATTTAATACGAGTTGTCGAATTGTTTGTAAAGTCTAATACTTCTAAATCCTC
AAATGTATTATCTATTGACGGCTCTAATCTATTAGTTGTTAGTGCTCCTAAAGATATTTTAGATAACCTTCCTCAATTCCTTTCAACTGTTGATTTGCCA
ACTGACCAGATATTGATTGAGGGTTTGATATTTGAGGTTCAGCAAGGTGATGCTTTAGATTTTTCATTTGCTGCTGGCTCTCAGCGTGGCACTGTTGCAG
GCGGTGTTAATACTGACCGCCTCACCTCTGTTTTATCTTCTGCTGGTGGTTCGTTCGGTATTTTTAATGGCGATGTTTTAGGGCTATCAGTTCGCGCATT

5001-6000
AAAGACTAATAGCCATTCAAAAATATTGTCTGTGCCACGTATTCTTACGCTTTCAGGTCAGAAGGGTTCTATCTCTGTTGGCCAGAATGTCCCTTTTATT
ACTGGTCGTGTGACTGGTGAATCTGCCAATGTAAATAATCCATTTCAGACGATTGAGCGTCAAAATGTAGGTATTTCCATGAGCGTTTTTCCTGTTGCAA
TGGCTGGCGGTAATATTGTTCTGGATATTACCAGCAAGGCCGATAGTTTGAGTTCTTCTACTCAGGCAAGTGATGTTATTACTAATCAAAGAAGTATTGC
TACAACGGTTAATTTGCGTGATGGACAGACTCTTTTACTCGGTGGCCTCACTGATTATAAAAACACTTCTCAGGATTCTGGCGTACCGTTCCTGTCTAAA
ATCCCTTTAATCGGCCTCCTGTTTAGCTCCCGCTCTGATTCTAACGAGGAAAGCACGTTATACGTGCTCGTCAAAGCAACCATAGTACGCGCCCTGTAGC
GGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTC
TCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGA
TTTGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAA
ACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGGCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGAACCACCATCAAACAGGATTTTCGCCTGCTGGG
GCAAACCAGCGTGGACCGCTTGCTGCAACTCTCTCAGGGCCAGGCGGTGAAGGGCAATCAGCTGTTGCCCGTCTCACTGGTGAAAAGAAAAACCACCCTG

6001-7000
GCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGARAGCGGGCAGTGAGCGCAAC
GCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTC
ACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGCACTGGCCGTCG
TTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCG
CACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGCGCTTTGCCTGGTTTCCGGCACCAGAAGCGGTGCCGGAAAGCTGGCTGGAGTGC
GATCTTCCTGAGGCCGATACTGTCGTCGTCCCCTCAAACTGGCAGATGCACGGTTACGATGCGCCCATCTACACCAACGTGACCTATCCCATTACGGTCA
ATCCGCCGTTTGTTCCCACGGAGAATCCGACGGGTTGTTACTCGCTCACATTTAATGTTGATGAAAGCTGGCTACAGGAAGGCCAGACGCGAATTATTTT
TGATGGCGTTCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAATGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTACAATTTAAATATTTGCTTATA
CAATCTTCCTGTTTTTGGGGCTTTTCTGATTATCAACCGGGGTACATATGATTGACATGCTAGTTTTACGATTACCGTTCATCGATTCTCTTGTTTGCTC
CAGACTCTCAGGCAATGACCTGATAGCCTTTGTAGATCTCTCAAAAATAGCTACCCTCTCCGGCATTAATTTATCAGCTAGAACGGTTGAATATCATATT

7001-7429
GATGGTGATTTGACTGTCTCCGGCCTTTCTCACCCTTTTGAATCTTTACCTACACATTACTCAGGCATTGCATTTAAAATATATGAGGGTTCTAAAAATT
TTTATCCTTGCGTTGAAATAAAGGCTTCTCCCGCAAAAGTATTACAGGGTCATAATGTTTTTGGTACAACCGATTTAGCTTTATGCTCTGAGGCTTTATT
GCTTAATTTTGCTAATTCTTTGCCTTGCCTGTATGATTTATTGGATGTT
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Annexe 2 : Séquences d’“agraphes” utilisés

Séquences Longueur
1 TCGGTTTATCAGCTTGCTTTCGAGTGCGCCGA 32
2 AAAAAAGGCTCCAAAAGGAGCCTTCATAACCG 32
3 AATAATAATTTTTTCACGTTGAAAAGGGAGTT 32
4 GAGAATAGAAAGGAACAACTAAAGACCCTCAG 32
5 TGCTAAACAACTTTCAACAGTTTCAGCGGAGT 32
6 ACGTTAGTAAATGAATTTTCTGTATACCGCCA 32
7 CGTAACGATCTAAAGTTTTGTCGTCCGCCACC 32
8 TGTAGCATTCCACAGACAGCCCTCAGGGATAG 32
9 GTCACCAGTACAAACTCGTAACAC 24
10 CAATGACAGAGGCAAAAGAATACATACCAAGC 32
11 ATATATTCTGCCACTACGAAGGCATGTATCAT 32
12 AAAGGCCGGGAAGTTTCCATTAAACGCGACCT 32
13 CAGCGAAAAGAGGCTTTGAGGACTAGGCGCAG 32
14 TATCACCGTATAAGTATAGCCCGGGCCAGAAT 32
15 CCCTCAGAACCAGGCGGATAAGTGCGTTCCAG 32
16 CTCAGAGCGAAGGATTAGGATTAGGATACAGG 32
17 CAAGCCCATGAAAGTATTAAGAGGGGGGTCAG 32
18 TGAGTTTCTTTTCTGCCTATTTCGGAACAAACAGTT 36
19 CTCATCTTTTTTGCTTGATACCGATAGTGTGAATTTCTTAAACA 44
20 AAACGAAAACAACCATCGCCCACGTAATTGTA 32
21 ATACGTAAGGTCGCTGAGGCTTGCATCTCCAA 32
22 TTTCATGACTTTTGCGGGATCGTCGAATTGCG 32
23 ACGGCTACGACAGCATCGGAACGAAATAGGTG 32
24 AGGGTTGATACTCAGGAGGTTTAGTGGGATTT 32
25 TGCTCAGTACCGCCACCCTCAGAACTTTCCAG 32
26 CCTCAAGACACCACCCTCATTTTCATAGTTAG 32
27 CTGAAACAATAGGAACCCATGTACACAACGCC 32
28 GCGAAACAACGTAACAAAGCTGCTACACCAGA 32
29 CGCCTGATTGACAAGAACCGGATATGGTTTAA 32
30 GCTCCATGATAGGCTGGCTGACCTACCTTATG 32
31 ACGGTCAAGAGGACAGATGAACGGACCAGTCA 32
32 GGAAAGCGATAAATCCTCATTAAAATCAAGTT 32
33 TAAGCGTCGTCAGACGATTGGCCTCGTTTTCA 32
34 AGTGTACTCCGCCGCCAGCATTGATTATTAGC 32
35 TGCCTTGACCTCAGAGCCGCCACCATCACCGG 32
36 AATGCCCCTTTTACCCTCAGAACCGCCACTCCCTCA 36
37 GAATAAGGTTTTTGACCCCCAGCGATTACTAAAACA 36
38 CCAAATCAAAGTACAACGGAGATTCCAACCTA 32
39 AGTAATCTAAATTGTGTCGAAATCCGGGTAAA 32
40 CCAGGCGCTTACTTAGCCGGAACGAAAGACTT 32
41 CTTTGAAATCATAAGGGAACCGAAGGGTAGCA 32
42 ACAAACAACAGTCTCTGAATTTACCCGTCGAG 32
43 TGAGGCAGATACATGGCTTTTGATCGGGGTTT 32
44 CACCAGAGGGTAATAAGTTTTAACCTGAGACT 32
45 GCCACCACGTAACAGTGCCCGTATCTATTATT 32
46 ACGAGTAGGAGGCATAGTAAGAGCGATAAAAA 32
47 TTTCAACTTAATGCAGATACATAAAAAGAAGT 32
48 CGATTTTAATCAGTTGAGATTTAG 24
49 GGACGTTGACGGAACAACATTATTACAGGTAG 32
50 TGCCTTTAAATCAGTAGCGACAGATTAATAAA 32
51 TCGGCATTGTCACCAATGAAACCATCGATAGC 32
52 GTTTGCCAGTAGCACCATTACCATGGTTTACC 32
53 AACCAGAGCCATTTGGGAATTAGATTCAACCG 32
54 GAGCCGCCTTTTTAAAGGTGAATTATCAGACGGAAA 36
55 CATAACCCTTTTCTTGCCCTGACGAGAACATTCAGT 36
56 GGAATTACTAAATTGGGCTTGAGATTCATTAC 32
57 CATTCAACTTAATCATTGTGAATTTCATCAAG 32
58 AAAGATTCAGAACTGGCTCATTATTGTACAGA 32
59 ACGAACTAGGAAGAAAAATCTACGCTGACCAA 32
60 AGCACCGTGCGTCAGACTGTAGCGTGATATTC 32
61 TAGCAAGGCCGGAAACTTCGGTCATAGCCCCCCAGGAGGT 40
62 AATCACCATCTTTTCATAATCAAAAGAACCAC 32
63 GACTTGAGCCACCACCGGAACCGCCCCTCAGA 32
64 CCAAAATACATTGAATCCCCCTCACCATAAAT 32
65 TTTGCCAGGCGTCCAATACTGCGGTATTATAG 32
66 AGCGCCAAAATAGAAAATTCATATATAACGGA 32
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ATTGAGGGACACCACGGAATAAGTAAGACTCC
TTATTCATTTTTTAAAGGTGGCAACATAGTAGAAAA
AAACAGTTTTTTTCGTTTACCAGACGACAACACTAT
TAAATATTGCGAGAGGCTTTTGCACGCCAAAA
ACTGGATAAGGGGGTAATAGTAAAGAATACCA
TCACAATCAGACAAAAGGGCGACAGCCAGCAA
ACGCAAAGAGGGAAGGTAAATATTCCGTCACC
CAAAAATCCGAGCTTCAAAGCGAATTAGAGAG
TCAGAAGCGCCCGAAAGACTTCAAAGAGGTCA
ATACCCAACCGAGGAAACGCAATAGCGCTAAT
TTATTACGGCAGATAGCCGAACAATGAGTTAA
TACATACATTTTTATCTTACCGAAGCCCATGAAATA
GAAGCAAATTTTCAGAAAACGAGAATGAAATGCTTT
TTTTAATTAGGTCTTTACCCTGACAATCGTCA
AAGAGGAAAAAGCGGATTGCATCAATGTTTAG
GAAGGAAAAAGAACTGGCATGATTTTATTTTG
AAAAGTAACAGTATGTTAGCAAACTAAAAGAA
TACCTTTATTTAGTTTGACCATTAAGCTATAT
TTTTTGCGACAGTTGATTCCCAATAGGTGGCA
ATTGCTGAATATAATGAAGTACGGTGTCTGGA
ATCAGAGAAGAGAATAACATAAAAATCCTGAA
GCCCAATAAACGTCAAAAATGAAATTCCAGAG
GCAATAGCTTTTTCCCAATCCAAATAAGACAGCCAT
TCGCAAATTTTTCTCCAACAGGTCAGGACCAGACCG
CGAGTAGAATTGCTCCTTTTGATAATATCGCG
TCCATATAGATGGCTTAGAGCTTAAAAAGATT
ACAGGGAAGCGCATTAGTCAGAGGGTAATTGA
CTTTACAGGATAACCCACAAGAATAGTTACCA
TTTTGTTTATAAGAGCAAGAAACATTTTTAAG
TTTCATTTAGCAATAAAGCCTCAGTTATGACC
TCAATTCTCATACAGGCAAGGCAACTTTATTT
TCTTACCAACCCAGCTACAATTTTCGTAGGAA
CCTAATTTAAGCCTTAAATCAAGAAAATCAGA
ATTATTTATTTTTTAGCGAACCTCCCGAAAGAACGC
GCTAAATCTTTTGGTCAATAACCTGTTTGATACATT
CAAAATTAGGGGCGCGAGCTGAAATCTGCGAA
CAATAAATACTAATAGTAGTAGCAAGTTTCAT
TATTTTGCACGCTAACGAGCGTCTATAGCAGC
AGGTTTTGGCCAGTTACAAAATAAAAACGATT
CTGTAATAATTCAAAAGGGTGAGAGATATTCA
CAACGCAAAAATGCAATGCCTGAGCCGGAGAG
TCATTACCCCGTTTTTATTTTCATACAATAGA
TATAGAAGACCAAGTACCGCACTCATCCCATC
GAGGCGTTTTTTTCTTTCCTTATCATTCAATCAATA
AGACAGTCTTTTGGTTGTACCAAAAACAAGCATAAA
AGGTAAAGCTTTTGCGGGAGAAGCAGAATTAG
TATATTTTGGATAAAAATTTTTAGTTAACATC
CAAGCAAGGCGCCCAATAGCAAGCTTAGTTGC
GGTATTAAGCTTATCCGGTATTCTCTTGCGGG
ACCGTTCTCCCAAAAACAGGAAGAAATATTTT
GGTAGCTATCATATGTACCCCGGTTTAAATCA
AAAGGCTATCAGGTCAGATGAACGGTAATCGT
TAAGTCCTCGACAAAAGGTAAAGTTATCATAT
CTAATTTATTTCGAGCCAGTAATATAAAGCCA
ATCGGCTGTTTTACAACGCCAACATGTAAGAATCGC
GCAAATATTTTTAAATCACCATCAATATAAGGCCGG
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Quadruplexes de guanines :
formation, stabilité et interaction

Les quadruplexes de guanines (G4) sont des structures non canonique d’acides nucléiques a
quatre brins formées a partir de séquences ADN ou ARN riches en guanines. Ces structures
reposant sur la formation et ’empilement de quartets de guanines sont trés polymorphes, leur
formation pourrait étre envisagé dans de nombreux domaines d’application, aussi bien pour les
biotechnologies que les nanotechnologies. L’étude de G4 tétramoléculaires modifiés présentée
dans ce manuscrit a participé a la compréhension du mécanisme d’association de ces complexes.
En particulier, nous avons montré que 1’insertion de 8-méthyle-2’-déoxyguanosine a I’extrémité
5’ de la séquence favorise 1’association et la stabilité du G4. Par ailleurs, I’é¢tude de I’ADN en
série L (image de I’ADN naturel dans un miroir) a montré la formation d’un G4 tétramoléculaire
avec les mémes propriétés que son €nantiomére, a 1’exception de sa chiralité, qui est inversée.
L’étude a révélé également une auto-exclusion de deux énantiomeéres (forme D et forme L)
démontrant un assemblage controlé des brins paralléles. Ce travail de thése a aussi permis
d’introduire un systéme simple et stable de visualisation de G4 tétramoléculaire antiparall¢le,
appelé “ADN synaptique”, sur une nanostructure d’ADN origami.

In vivo, ces structures pourraient étre impliquées de facon transitoire dans de nombreux
processus biologiques, en particulier au niveau des télomeres. Nous avons réalis¢, au cours de
cette thése, une ¢tude comparative de la structure et de la stabilité des séquences télomériques
connues de différents organismes. Cette étude a permis d’enrichir les données nécessaires au
développement d’un algorithme prédisant la stabilit¢ de G4. Enfin, nous avons développé une
méthode facile et peu colteuse de criblage (G4-FID) sur plaques 96 puits permettant d’identifier
I’interaction de ligands avec différentes s€quences biologiques pertinentes. La stabilisation du G4
dans certaines régions du génome via des ligands spécifiques pourrait limiter la prolifération de
cellules tumorales et est donc intéressante pour les thérapies anticancéreuses.

Guanine quadruplexes :
formation, stability and interaction

Guanine quadruplexes (G4) are non-canonical four-stranded nucleic acid structures formed
by guanine-rich DNA and RNA sequences. Theses polymorphic structures are built from the
stacking of several G-quartets and could be involved in many fields, in biotechnology as well as
in nanotechnology. The study of modified tetramolecular G4 presented in this manuscript
participated to the understanding of tetramolecular G4 formation. Especially, we showed that the
insertion of 8-methyl-2’-deoxyguanosine at the 5’-end of the sequence accelerate G4 formation
and increase its stability. Besides, we demonstrate here that short guanine rich L-DNA strands
(mirror image of natural DNA) form a tetramolecular G4 with the same properties than their
enantiomer, but with opposite chirality. The study revealed also self-exclusion between two
enantiomers (D- and L- form), showing the controlled parallel self-assembly of different G-rich
strands. This work introduced also a simple and stable system to observe tetramolecular
antiparallel G4 formation, called “synaptic DNA”, into a DNA origami nanostructure.

In vivo, such structures appear to be implicated in genome dynamics, and especially at
telomeres. During this thesis, we dedicated a study to the comparison of G4 folding and stability
of known telomeric sequences from different organisms. The present study allowed enriching the
dataset necessary to build and refine algorithms predicting G4 stability. Last but not least, we
developed a G4 ligand screening method onto 96-well plates allowing the comparison of different
biological relevant sequences. The G4 stabilisation by specific ligands in some genome regions
may prevent cancer cell proliferation, making it an attractive target for anticancer therapy.



