MUSEUM NATIONAL D'HISTOIRE NATURELLE

Ecole Doctorale Sciences de la Nature et de 'HommeED 227

Année 2015 Ncattribué par la bibliothéque
I I I I

THESE

Pour obtenir le grade de
DOCTEUR DU MUSEUM NATIONAL D’'HISTOIRE NATURELLE
Spécialité : Sciences Moléculaires et Cellulaireseda Biologie

Présentée et soutenue publiquement par

Karine Nozeret
Le 03 décembre 2015

Nouveaux outils chimiques pour visualiser des séquees

d’ADN répétées dans les cellules vivantes

Sous la direction deMonsieur Boutorine, Alexandre, Professeur

JURY :
M. Teulade-Fichou, Marie-Paule Directeur de Rechetge, Institut Curie, Paris (075) Président
M. Boutorine, Alexandre Professeur, Muséum nationafl’histoire naturelle, Paris (075) Directeur de Thee
M. Riou, Jean-Francois Professeur, Muséum nationa’histoire naturelle, Paris (075) Examinateur
M. Mignet, Nathalie Directeur de Recherche CNRS, Uité de Technologies Chimiques et Biologiques Rapporteur

pour la Santé, Paris (075)
M. Constant, Jean-Francois Chargé de Recherche CNRBépartement de Chimie Moléculaire, Grenoble (038) Rapporteur
M. Jullien, Ludovic Professeur, Département de Chire de I'Ecole Normale Supérieure, Paris (075) Examateur






A ma famille et mes amis






Remerciements

J'aimerai tout d’abord remercier les Drs Nathalieidriet et Jean-Frangois Constant
d’avoir accepté d'étre rapporteurs de cette theékeremercie également les Drs Marie-Paule
Teulade-Fichou et Ludovic Jullien, ainsi que leJ@an-Francois Riou d’avoir accepté d’étre

membres du jury et d’évaluer ce travail.

Je remercie les Drs Carine Giovannangeli et les Pean-Frangois Riou et Tula

Saison-Behmoaras pour m'avoir accueillie au seirede laboratoire.

Ce travail a été encadré par un comité de théseposén par Marie-Paule Teulade-
Fichou, Chahrazade EI Amri, Tula Saison-Behmoatadmme-Laure Guieysse-Peugeot donc
merci a vous, mesdames, pour votre aide, vos gaticet votre soutien pendant ces trois

années de these.

Mes remerciements s’adressent tout particulieremeantPr Alexandre Boutorine
(Sacha) pour avoir dirigé et encadré ce travail ttheése. Merci tres sincérement pour ma
formation qui a commencée des mon master, votpeuikilité, vos conseils, pour les libertés
d’action et surtout d’expression !!! Et, bien s{oour avoir supporté mon caractere et ma
maniaquerie et merci pour la confiance que vousveraaccordée tout au long de ces années
de thése. Sans oublier merci pour la découvertBlaeossibirsk, la rencontre et I'accueil de
votre sceur, de Lana et de nos collaborateurs rufiessDrs Alya Venyaminova et Darya

Novopashina, Svetlana, Olga,...) et merci pour lskeaaisse®.

Je tiens également a remercier le Dr ChristopheuBécpour m’avoir accueillie au

sein de son equipe.

Un grand merci a Patrick Maillet, sans qui, je niaupas poursuivi en these (avec
I'appui de Jean-Francois). Merci pour tous tes aaitssjusqu’a la relecture de ce manuscrit,
ton soutien, ta disponibilité, ta bonne humeur denbureau et surtout pour avoir compris

mon caractére !

Je voudrais particulierement remercier Francois ILqui m’a formée aux manips
cellulaires et qui m’'a supportée toutes ces longnesres devant le microscope !!! Merci
pour ton aide, ton soutien, ta bonne humeur, tagu®s carambar et le sacrifice de cet été

pour relire mon manuscrit. Un GRAND merci au Dr Worty Bugaut, pour ton soutien

1



pendant la rédaction des articles, pour ta dispdité sans faille surtout cet été pour la
relecture de ce manuscrit, pour les pauses clopast ton aide quand le moral était au plus
bas et quand les machines a Tm étaient capricieessegrtout les déjeuners « entre filles ».
Je n'oublierai pas mon chimiste préféré allias @ddviouta Cardoso qui a su se moquer de
mes lacunes en chimie (puisque je ne suis pas stkindie formation) mais qui a tout
particulierement permis que je travaille dans denmes conditions (blagues pourries,
gentillesse, bonne humeur, taquineries, pain d&gpic Merci pour la synthése des
fluorophores et merci pour tous tes conseils !lusldormions une équipe de choc pour la
maintenance des HPLC et pour mettre de la couleutaho méme sur la verrerie. Merci
également & Julien Cochennec « I'ex-informaticigrour ton soutien et ta disponibilité.

Merci a mes cOUpines du labo (les «B....... du labblimd Ghezraoui, Marine
Charpentier, Charlotte Boix et Armél Millet pourule soutien, leur bonne humeur, les
déjeuners « entre filles », les soirées gin-fizgddeaux au rhum, les chorégraphies du L2, et
tant d’autres choses que je ne peux pas citer dansanuscrit. Merci a vous les filles et bon

courage apres mon départ !!!

Ce travalil n’aurait pas pu étre réalisé dans d’aussnnes conditions sans le soutien,
les conseils et I'attention que m’ont portés lesnmbees du laboratoire au cours de ces années
de thése. Merci a Patrizia Alberti (mon équivalpaychorigide) pour sa confiance en ce qui
concerne l'utilisation des appareils de physicoral@ et surtout des machines a Tm tres
capricieuses et notamment merci d’avoir remis emcima « I'ancétre » pour que je puisse
finir mes manips en juin, pour le dichroisme cieite¢ et les bonnes rigolades et bien
evidemment pour ton francotalien que jadore. M&dhnne De Cian et Erika Brunet, pour
VOS critiques constructives, votre bonne humewoge écoute. Merci a Loic Ponger « le bio-
informaticien », qui s’est cassé la téte sur legusfices et merci pour tes tartes a la praline.
Merci a Loic Perrouault pour m’avoir tenue compagmendant mes expériences de FISH,
pour tes connaissances sur les gels et le préesipeignes, pour le saumon fumé et ta bonne
humeur. Merci a Judith Lopes pour ta compréhensiorce qui concerne la disponibilité du
PSM, pour tes questions en réunion d'équipe et deardiscussions. Merci a Carole
Saintomé pour ta gentillesse et ton aide en cecgucerne la « quéte » de ma salle de
soutenance. Merci a Emmanuelle Delagoutte poubtes conseils et nos petites discussions
matinales. Merci a Jean-Baptiste Boulé pour lesggsuclopes et les rigolades. Merci a Arul
Marie et Lionel Dubost pour les spectres de mab&erci aux ex-thésards Céline, Jean,




Lorena et Vivien que j'ai eu la chance de cotoyteawex étudiants et thésards qui ont encore
du boulot : Marion, Lauriane, Astrid, Pauline, L&l Frédérick, Sheldon et Gabriel. Merci
aux secretaires Corinne, Fara et Patricia pour wgrentillesse et votre disponibilité. Merci a
Gilles « notre homme a tout faire » pour ta dispdite. Merci a tous les appareils du labo
qui ont su jouer avec mes nerfs en tombant en pgnaed j'en avais besoin. Et merci a tous

les autres membres du labo pour leur accuelil at ¢gntillesse.

Et pour finir comme on dit « le meilleur pour la %, je ne remercierai jamais assez
mes parents et ma soeur qui ont toujours « tropw er moi et qui m'ont soutenue et
supportée aussi bien moralement que financiérempentlant toutes ces années d’études et
désolée pour mon stress permanent et ma mauvaiseurupendant la rédaction de ce
manuscrit. Merci a mes grands-parents pour leussralles questions : Mais qu’est-ce que
tu fais exactement ? Tu comptes travailler quariéeé?ci a mon Daco et mon mimie pour
m’avoir tenue compagnie pendant toutes ces heueesddaction. Un grand merci a mes
amis, sans qui, je n‘aurai pas tenu le coup : I&sds Blin pour nos repas du mercredi, les
vacances et bien sdr votre soutien ; Titi pour ¢aroe humeur et si je deviens bibliothécaire
bref... ; Sosso pour ton soutien et toutes ces sopeéar se changer les idées ; Cyril et Axelle
pour les petits repas du mardi quand c’était possit votre écoute ; Tif mon acolyte et nos
soirées hebdomadaires ; Medmed pour ta bonne hupfRarpour tes encouragements et ton
intérét a mon projet ; Vesna, Jimmy et les loulpaar faire le parrainage de mon filleul au
moment de ma rédaction ; Pedro et Sophie pour vedrgien et surtout les vacances a la
Réunion qui m’ont permis de souffler pendant madhet pour votre mariage juste avant ma
soutenance). Et si par hasard j'avais omis de rexmeerquelqu’un, il comprendra qu’avec le

stress I'attention peut étre altérée.




Résumeé

Mots clés : [Séquences d’ADN répétées centromériques ; Ligahdgetit sillon de 'ADN ;
Synthése peptidique sur support solide ; « chirid-® ; Reconnaissance séquence-spécifique de
I’ADN ; Sondes fluorescentes ; Cellules fixéesigamtes ; Imagerie cellulaire]

L’'imagerie de 'ADN dans des cellules vivantes pmmicroscopie de fluorescence
requiert habituellement des approches transgénigyés modifient le génome. Des
polyamides synthétigues composés par des monoméregthylpyrrole (Py) et N-
méthylimidazole (Im), pouvant interagir spécifiquamh dans le petit sillon d’'une séquence
d’ADN double brin, représentent une approche irsgaate pour I'imagerie de fluorescence
dans des cellules, sans nécessiter de modificatesngénomes. Plusieurs polyamides en
« épingle a cheveux » et deux tandems «téte a»t&iblant des séquences répétées
centromériques chez la souris et ’'homme ont étghg}isés. Avant et aprés le couplage a
divers fluorophores, I'interaction de ces polyamsid&ec des duplexes d’ADN synthétiques a
éte étudiéein vitro, par des méthodes physico-chimiques : dénaturdtermique de I’ADN,
retard sur gel d’acrylamide, dichroisme circula@t spectroscopie de fluorescence. Une
grande variabilité des affinités et des propriékggluorescence a été observée, ce qui suggere
que la capacité de ces molécules a étre utiliseéesne sondes fluorescentes ne repose pas
simplement sur les regles de reconnaissances edabhais aussi sur d’autres facteurs
structuraux. Chaque sonde doit étre testée inddliglment avant son utilisation pour les
applications cellulaires. Chez la souris, la valmtade la spécificité des sondes fluorescentes
a été effectuée sur des cellules fixées et ledta¢swobtenus sur deux lignées de cellules
murines vivantes ont permis de valider le concéytilder des sondes fluorescentes, a base
de polyamides, pour cibler des séquences specHidédN. Pour la premiere fois, des outils
chimiques synthétiques ont permis de visualisercle®mocentres qui sont des structures
nucléaires formées par les séquences d’ADN répéé@asentromériques dans des cellules
murines vivantes. Chez 'homme, les études cetlkedabnt révélé un marquage non spécifique
de 'ADN et n'ont pas permis de mettre en évidemss structures apparentées aux
chromocentres murins dans des cellules fixéesventeés, malgré une bonne pénétration des
sondes. Cela suggere, d'une part que des modificastructurales des sondes fluorescentes
sont nécessaires et d’autre part, que I'accedsilles séquences d’ADN centromériques est
potentiellement différente et donc que l'organmatde ces séquences chez 'homme et la

souris ne peut pas étre étudiée de la méme fagon.




Abstract

Title : New chemical tools to visualize repeated DA sequences in live cells

Keywords : [Centromeric repeated DNA sequences ADihor groove binders ; Peptidic solid phase
synthesis ; « click-chemistry » ; Sequence-speEifitA recognition ; Fluorescent probes ; Fixed and
live cells ; Cell imaging]

DNA imaging in live cells by fluorescence microsgopsually requires transgenic
approaches that modify the genome. Synthetic N-yh@throle-N-methylimidazole (Py-Im)
polyamides that bind specifically to the minor greaf double-stranded DNA represent an
attractive approach for in cell imaging that does mecessitate modification of the genome.
Several hairpin polyamides and two « head to hethdem polyamides that target murine
and human centromeric repeated sequences havesyethesized. Before and after coupling
to various fluorophores, their interaction with gyetic DNA duplexes have been studied,
vitro, by physico-chemical methods : thermal denatunatigel-shift assay, circular dichroism
and fluorescence spectroscopy. A great variabiigffinities and fluorescence properties has
been observed, suggesting that the capacity oktheslecules to be used as fluorescent
probes does not only rely on the established ratiogrrules, but also on other structural
factors. Individual testing of each probe is neebefibre cellular applications. In the murine
model, the specificity of the fluorescent probesswalidated in fixed cells and the results
obtained on two murine cell lines have validated tloncept of use the fluorescent probes
based on polyamides to target specific DNA sequerfear the first time, chemical synthetic
tools have lead to the live cell visualization afclear substructures formed by murine
repeated DNA sequences (chromocenters). In the imunaalel, the studies in fixed and live
cells have shown a non specific DNA staining but sonilar structures as murine
chromocenters, despite a good cellular uptake. élhessults suggest that structural
modifications of the fluorescent probes are needtsdl that the accessibility of centromeric
DNA sequences is potentially different, so the sege organizations in human and mouse
cannot be studied in the same way.
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Les objectifs

Chez la plupart des organismes vivants, 'ADN ddeadésoxyribonucléique est le support
de linformation génétique. Sa structure en doutdlice et ses niveaux de compaction dans la
cellule jouent un réle majeur dans le transfercelte information de génération en génération.
Pendant la division cellulaire, 'assemblage dedusmitotique est essentiel a la bonne ségrégation
des chromatides sceurs afin que les cellules fikegent de l'information génétique nécessaire a
leur développement et soient viables. Ce fuseaserable au niveau de la constriction primaire
des chromosomes qui est appelée «centromere »gréviain rble fonctionnel conservé
(assemblage du fuseau mitotique) dans toutespeses les séquences présentes dans cette région

ne sont pas conserveées : il s'agit du « paradoxewcimomere ».

Au niveau des régions centromériques, les séquehBE8N sont répétées et connues
pour avoir une organisation nucléaire dynamiquesnaisignification de cette organisation
est encore mal connue. Chez la souris, une répetftarticuliere est la séquence satellite
majeur MajSat qui est située au niveau des régiérisentromériques des chromosomes. Elle
a la capacité de s’associer en interphase pourefodas « chromocentres » qui sont des
structures visibles par microscopie de fluoresceaas les cellules murines fixées quand
I’ADN est marqué par le DAPI. Chez I'homme, ce sla®t séquenceas-satellites, situées au
niveau des régions centromériques, qui sont lesaidondantes.

L’'organisation nucléaire de I'ADN est un facteurpomnant dans le controle de
I'expression génique et deux aspects sont a repenir étudier cette organisation : I'aspect
régulation de I'expression des génes et I'aspettalisation. C’est sur ce dernier aspect que
porte ce travail de these. En effet, la possibiiévisualiser des séquences spécifiques d’ADN
dans des cellules vivantes permet d’observer, mpdeéel, la dynamique de I'ADN dans le
noyau en utilisant la microscopie de fluorescemdais comment visualiser des séquences
d’ADN spécifiques directement dans des cellulesantes ? A cette fin, différents outils
comme les oligonucléotides modifiés ou les pro®inedifiées ont été utilisés mais ils
possedent chacun leurs limites. Au cours de casétes années, il a été développé un autre
type d’outil moléculaire capable de reconnaitre déguences spécifiques d’ADN : les
polyamides N-méthylpyrrole et N-méthylimidazolesauappelés « ligands du petit sillon de
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I'ADN » ou « MGBs » (Minor Groove Binders) qui peatt interagir avec des séquences
spécifiques d’ADN double brin au sein du petitasill

L'objectif de ces travaux a été le développement pddyamides pour eétudier
I'organisation et la dynamique des séquences répéténtromériques dans des cellules
vivantes murines et humaines par la microscopieflagescence, sans les fixer ni les
perméabiliser. Les questions posées étaient | psissible de visualiser les chromocentres
murins directement dans des cellules vivantes iisauit des sondes fluorescentes composées
par des polyamides ? Et chez I'homme, est-il péssib visualiser les séquenaeesatellite et

existe-t-il des structures apparentées aux chront@semurins dans les cellules vivantes?

Pour atteindre ce but, la synthése, la purificat@nla caractérisation de sondes
fluorescentes hybrides composées de polyamidesléoup des fluorophores ont été
effectuées pour cibler des répétitions centromégquurines et humaines. La synthese de ces
polyamides, en suivant les regles de reconnaissatablies par Dervan a été entreprise en
optimisant, d’'une part le motif de liaison a I'AD{ppolyamides standard ou tandems de
polyamides ou longs polyamides) et d’autre parsital fluorescent émis (utilisation de
fluorophores capables de moduler leur spectre wtmdbcence en fonction de l'interaction
avec I'ADN ou permettant un effet FRET (Transferar pRésonance d’Energie de

Fluorescence)).

L’ensemble de ces travaux est reporté dans le deexichapitre de ce manuscrit.
Avant d’aborder cette partie, une introduction galeest également proposée. Elle contient
une revue bibliographique non-exhaustive de I'deata science dans les différents domaines
ayant trait a cette theése. Tout d’abord, aprésoqyesl généralités sur 'ADN et ses propriétés,
les centromeres et les séquences répétées demaddeaies utilisés seront décrits. Ensuite, les
outils actuels pour pouvoir visualiser des séque&DN dans les cellules seront présentés.
Enfin, les polyamides qui constituent les moléculeschoix de ces travaux seront décrits en

détail.
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A.1l Structure de la double hélice et appariementsas$ bases de
I’ADN

L’acide désoxyribonucléique (ADN) qui constitue Bupport de [linformation
génétique est une macromolécule biologique préstante chaque cellule de la plupart des
étres vivants et localisée dans le noyau des esllalcaryotes ou dans le cytoplasme des
cellules procaryotes. Son squelette est composdapsuccession de sucres 2-désoxyribose
connectés par des liaisons phosphodiesters qabsistent entre les positions 3’ et 5’ des
sucres. Une des 4 bases, adénine (A), cytosingg(@hpine (G) ou thymine (T), est attachée
au sucre en position 1. A et G sont des basegpesiet C et T des bases pyrimidiques. Sa
structure proposée par James Watson et Francik €nicl953(Franklin & Gosling 1953;
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Watson & Crick 1953a; Watson & Crick 1953&38t une hélice droite formée par deux brins

antiparalleles, appariés par 3 liaisons hydrogénee des bases G/C et 2 liaisons hydrogene
entre les bases A/TFigures 1A et B. Cette structure hélicoidale est stabilisée pes d
interactions d’empilement de type entre les bases. Nommée ADN de forme B, elle

correspond a la forme canonique retrouvée majogiteent dans les cellules.

GNHQ 7 4NH2
3
8d ] T\ sy ﬁ\
< J 6 lﬁkcﬂ 9<N 4 N/I\NH2 J\
drR

Adénine Thymine Guanine Cytosme
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Figure 1 : Nucléobases, appariements canoniquesrain canoniques

(A) Formules chimiques des 4 bases constituantMADB et G - les bases puriques et T et C
- les bases pyrimidiques. (B) Schéma de la doubleeh d’ADN (Montgomery 2013)et
appariements de type Watson-Crick entre A/T et GIE En noir, exemples d’appariements
de type Hoogsteen entre AxT , Gx@ermettant la formation de triple hélices d’ADN.
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Le type d’appariements entre les bases nucléotgigians la forme B (appariements
dits Watson-Crick) n’est pourtant pas la seule conhtion pouvant étre adoptée
géomeétriqguement par les bases nucléotidigDesiohue 1956)En effet, chaque nucléobase
possede de multiples sites accepteurs et donneulisisons hydrogene. Ainsi, quatre ans
aprés la découverte de la structure de la doubleehds. Felsenfeld, D. Davis et A. Rich
décrivaient une structure a 3 brifizelsenfeld & Rich 1957)La formation d’'une paire non
canonique, entre la 1-méthylthymine et la 9-métih§tane pouvant expliquer la formation de
ce triplexe, fut démontrée par diffraction des ra/&X en 1959 par Karst Hoogsteéigire
1C) (Hoogsteen 1959; Hoogsteen 196I3¢s appariements dits « Hoogsteen » seront ensuit
attribués, par analogie, aux liaisons s’effectusunt le c6té non « Watson-Crick » de la

nucléobase (en noiFigure 1C).

La structure en double hélice de 'ADN est carasé par la présence le long du
squelette sucre-phosphate de deux sillons : ledgsdlon qui est large et peu profond et le
petit sillon qui est étroit et profond. L’envirorment chimique d’'une séquence d’ADN
donnée dans chacun des sillons est different ebefda base de reconnaissance pour les
ligands de I’ADN. Ainsi, la double hélice d’ADN peétre reconnue par des oligonucléotides
grace a des appariements de type Hoogsteen ouepaintrcalants de I’ADN tels que le
bromure d’éthidium, grace a I'empilement des noyaromatiques sur les paires de bases, ou
encore par des molécules capables d’interagir B&EdN au sein des petit et grand sillons,
comme le Hoechst 33258 et le DAPI (4',6-diamidirpkhZnylindole) qui sont des marqueurs
de I’ADN souvent utilisés dans les tests cellupeur visualiser les noyaux des cellules.

A.2 Differents degrés de compaction de '’ADN danslcellule

La chromatine correspond a l'association entre NABt des petites protéines de
quelques kDa appelées histones. Cette organispgomet la compaction d’'un polymere
d’ADN d’environ 2 métres, dans un espace nuclédaet les dimensions ne dépassent pas
quelques micrometres dans le cas de 'homme. Lantdine est trées organisée dans le
noyau. Cette organisation résulte de différentgaux hiérarchiques de compaction qui sont
présentés dans Figure 2. Le premier niveau correspond a I'enroulement’ABN autour
des histones formant le nucléofilament (ou « fidee11 nm » de diamétre) constitué de

nucléosomes. Les nucléosomes interagissent emtr@au former une fibre de 30 nm (de
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diametre) qui s'organise en domaines de l'ordreadeégabase (Mb). Enfin, le dernier niveau

de compaction est atteint avec le chromosome miteti

Chromosome mitotique

ADN

Figure 2 : Les différents niveaux de compaction di& chromatine

L’ADN s’enroule autour d’un octamere d’histonesprésenté schématiquement par le disque
rose avec les queues N-terminales des histones)fpouer le nucléosome. La chaine de
nucléosomes constitue le premier niveau de congadale la chromatine et est appelée
« fibre de 11 nm » ou « collier de perles ». Lesaivsupérieur est appelé « fibre de 30 nm ».
La condensation maximale est atteinte avec le chsmme mitotique (image modifiée de
Genetika®).

A.2.1 Le nucléosome et les histones

L’'unité de base de la chromatine est le nucléospmest une structure d’un diametre
de 10 nm et d’'une hauteur de 5,5 nm. Chez I'honilnest constitué par I'enroulement de 147
paires de bases (pb) d’ADN (longueur variable sdém especes) autour d’'un octamere
d’histones H3, H4, H2A et H2BOlins & Olins 1974; Olins & Olins 2003Chaque octamere
est composé de deux diméres H3-H4 agencés en &t atable au centre du nucléosome
encadré par un dimere H2A-H2B de chaque co6té trlectare du nucléosome a pu étre
caractérisée de maniére trés précise par cristafppge aux rayons XLuger et al. 1997)
Riches en résidus basiques, les histones sont édmrgositivement ce qui permet des
interactions de type électrostatique avec I'’ADN. jugsence d’'une queue N-terminale (N-
term) non-structurée d’'une trentaine d’acides amipd émerge du nucléosonfeédure 2)
permet aux histones de subir différents types ddlifinations post-traductionnelles
(méthylation, acétylation, phosphorylation, ubitation, glycosylation, sumoylation...) sur
des résidus ciblés (Arginine R, Lysine K, Sérine )S(Campos & Reinberg 2009 Ces
modifications permettent de réguler les interadtioprotéines/ADN, d’influer sur la

26




Chapitre | — Introduction
L’ADN

compaction de la fibre chromatinienne ou de modeleecrutement de facteurs protéiques au
sein de la chromatine. Les conséquences fonctimsnde ces modifications dépendent du
type de groupement chimique appose, du type ddué&sblé et de sa position le long de la
queue N-terminale. Par exemple, la tri-méthylatienl’histone H3 sur la lysine 9, appelée
HsKomes est une marque associée a un état chromatiniempamnet considéré comme
transcriptionnellement silencieux. Les classes stkimes H2A, H2B et H3 comprennent
plusieurs sous-types appelés «variants d’histoned retrouvés dans des contextes
chromatiniens particuliers. A titre d’exemple, lariant d’histone CenpA remplace I'histone
H3 au niveau des centromeres (les détails surngaeere sont donnés au § Chapitre | -
B.1.1) des chromosomes et joue un réle essentis kssemblage du kinétochore qui est un
complexe protéique permettant 'assemblage du tusasotique aux chromosomes pendant

la mitose.
A.2.2 Les niveaux de compaction supérieurs

L’enchainement des nucléosomes via les interacgon® histones constitue la fibre
de 11 nm (de diamétre) qui s’enroule ensuite darreéme pour former la fibre de 30 nm (de
diamétre). Cependant, la structure tridimensioengltécise et le mécanisme exact de
formation de cette fibre sont encore débafftsssner et al. 2012).a compaction de la
chromatine atteint un niveau maximum, en mitosescala formation des chromosomes
métaphasiquesH{gure 2). La découverte des chromosomes par Flemming remérplus
d’un siecle quand il observa, juste avant la divistellulaire, la formation de corps marqués
par un colorant basique de 'ADIFlemming 1965) Ces structures trées condensées sont
caractérisées par I'organisation de la fibre dar®0en boucles sur un squelette protéique. Les
différents niveaux de compaction permettent larddin de domaines chromatiniens en
interphase : I'euchromatine et I'hétérochromatigae I'on peut distinguer dans le noyau
apres l'incorporation d’intercalants de '’ADN ou ericroscopie électroniquéierne et al.
2009) L'euchromatine constitue une forme relachée atient des régions riches en génes ;
elle est active transcriptionnellement. En revandhietérochromatine est une structure
beaucoup plus compacte, pauvre en genes maisearchégions répétées. On distingue deux
types de régions hétérochromatiniennes. L’hétéomohtine facultative est une zone
condenseée, inactive en transcription mais qui petentiellement se décondenser et devenir
transcriptionnellement active dans différents cetete; alors que I'hétérochromatine

constitutive, retrouvée notamment au niveau desniéles et des centromeres des
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chromosomes, intervient dans le maintien de l'intéglu génome et reste condensée tout au

long de la vie de la cellule.

L’hétérochromatine constitutive, qui ne change pad’état», est composée
principalement de séquences répétées en tandemivéau des régions centromériques, ces
séquences appelées aussi « séquences satelldestses abondantes et peuvent représenter
jusqu’a 10% des génomes. Or, le caractere repétéedeséquences est a l'origine de
difficultés techniques car elles se prétent mal d@eghniques classiques de biologie
moléculaire. De plus, il est difficile de les pasiiner les unes par rapport aux autres et donc
de les intégrer dans les séquences assembléesrimaas. Cependant, de nombreuses études
ont permis de caractériser les séquences de diferainités de répétitions chez un grand
nombre d’organismef/Nu & Manuelidis 1980; Manuelidis 1981Ainsi, I'identification de
plusieurs familles de répétitions, qui se distingymar leur longueur et leur composition, a été
possible. Les séquences satellites different sdumeine les especes, méme si celles-ci sont
relativement proches d'un point de vue phylogéngtigapparaissant ainsi comme une
composante originale des génomes susceptible diévabpidement. La diversité de ce
matériel génétique, dans une région associée damution aussi conservée que celle du
centromere, est une énigme posée par I'évolutioguét est d’autant plus intéressant de
résoudre qu’on sait aujourd’hui que les séqueneagdlises sont transcriteRudert et al.
1995; Eymery et al. 2009)

Dans ce manuscrit, nous nous limiterons a la dasmni des séquences répétées

présentes au niveau des régions centromeriquesdo@res et régions pericentromériques).
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B - Les régions centromériqgues et les séguences é&fes

B.1 Les régions centromériques

B.1.1 Le centromere et les régions péricentromeéricgs : définitions et

généralités

C’est en 1936 que Darlington utilise le terme camigre pour définir la constriction
primaire des chromosomes mitotiqugsoncalves dos Santos Silva et al. 2008 terme
centromere vient du grec «kentron » qui signifentcal et « meros » pour partie ; en
référence a la position généralement centrale dotra@ére sur les chromosomes
métaphasiques, bien que chez la souris, qui poskEsiehromosomes acrocentriques, ce ne
soit pas le cas. Le centromere est un domaine dsomique spécialisé sur lequel s’assemble
le kinétochore et joue donc un réle crucial dansségrégation des chromatides sceurs
(Cheeseman & Desai 2008Les régions flanquantes du centromere, appelégmons
péricentromériques, sont impliqguées dans la cohéses chromatides sceurs. Pour simplifier,
dans ce manuscrit, le terme de régions centromgsigasignera le centromeére et ses régions

associées (péricentromériques).

Au niveau des régions centromériques, les séquetiéd3N sont trés divergentes
entre les especesrigure 3). Le centromere le plus simple, suffisant pourilitaec
'assemblage du kinétochore, est trouvé chez lairéevbourgeonnanté&saccharomyces
cerevisiae Il est constitué de trois séquences appelées CUHEIl et CDEIIl (Centromeric
DNA Element), riches en A/T, qui s’étendent sur doegueur de 125 pbF{gure 3A).
Contrairement a ce centromere ponctuel, la plugast eucaryotes (y compris la levure a
fission Schizosaccharomyces pompessedent des centromeres région@inta et al. 1995)
Ces régions sont composées de séquences d’ADNeeSpén tandem ; la ségquence et la taille
de l'unité de répétition (35-110 Kb ch&chizosaccharomyces pomiegures 3B) contre
0,3-5 Mb chez 'hnommeHigure 3E)) ainsi que le nombre de répétitions sont vargkeletre
les espéces. Parfois, plusieurs familles de séggemsont trouvées sur les différents
chromosomes voire sur un méme chromosome. A tiggedple, chez la souris, deux
familles principales de répétitions ont été désritées satellites mineurs de 120 pb au niveau
des centromeres et les satellites majeurs de 23duptiveau des péricentromerésgre

3D). Ces séquences sont présentes sur tous les doores a I'exception du chromosome Y
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(Pardue & Gall 1970)Chez 'homme, les répétitionssatellites de 171 pb sont les plus
abondantes. Les autres familles de séquences galifférer entre les chromosomdsdure

3E) (les détails sur les modeles murins et humairens@résentés au 8§ Chapitre | - B.2).

A/ S. cerevisiae

- 1l I
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240 kb - 2 Mb ~1 Mb

E/ H. sapiens Alpha Satellite

LA R ] _-v-_ LR L]

240 kb - 5 Mb

Figure 3 : Organisation des régions centromeériquede différents organismes

Les régions centromériques et péricentromériqueglitférents organismes présentent des
différences de taille et de séquence d’ADN. A/ réggons centromériques de S.cerevisiae
sont composées de trois domaines CDEI, CDEIl et IBDB/ Chez S.pombe, un noyau
central uniqgue (Cnt) est flanqué de répétitions rgmimrR, dg, dh). C/ Les régions
centromériques de la drosophile sont formées parxdelocs de répétitions AATAT et
AAGAG entrecoupés par des éléments transposalé€3h&r la souris, les satellites mineurs
composent le centromere et les satellites majedes régions péricentromériques. E/ Les
régions centromeériques humaines sont principalencenstituées de répétitionssatellites
(adapté déRudd 2005).

A I'heure actuelle, les connaissances sur les swgsedes régions centromériques,
chez des espeéces ou elles sont trés étenduedinsitdes du fait de leur caractere répété avec
un degré d’homogénéité élevé. En effet, 'assenebtiey séquences répétées de 'ordre d’'une
centaine de milliers de copies reste trés compliGuéld & Willard 2004) Les cartes des

génomes présentent donc souvent un intervalle tkareeric gap » non assemblé qui

correspond a la région centromérique sur chaqueradsome.
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B.1.2 Le centromere et les régions péricentroméricgs : structure et

fonction

Au cours de I'évolution, la conservation d’'une fbae d’'un locus est souvent corrélée
avec la conservation de la structure. En revanghe,énigme persiste en ce qui concerne le
centromére. En effet, le réle joué par le centrendans I'assemblage du kinétochore et la
division cellulaire est trés conservé au cours’éeolution, alors que les séquences d’ADN
sont trés divergentes entre les espéces. Cettalaiit§ est connue sous le nom de « paradoxe
du centromére ». Cependant, deux caractéristiqpreésenservees au cours de I'évolution : la
présence du variant spécifique de I'histone H3 @emparfois nommé CenH3) au niveau de
tous les centromeéréSullivan et al. 1994t le caractere répéteé et riche en A/T des ségsenc
CenpA est la seule protéine centromérique totalérmmservée au cours de I'évolution. Des
expériences de délétions ont montré que la dépl@ela protéine CenpA provoquait des
problemes pour I'assemblage du kinétochore et lmbségrégation des chromatides sceurs
au cours de la mitogelowman et al. 2000)

Au niveau des péricentromeres, I'absence de l&p®iCenpA et I'enrichissement de
la marque répressiveskomes (Rice et al. 2003sont caractéristiques. Une bonne cohésion
des chromatides soeurs est permise grace a lititerade la marque #Kome; avec des
complexes de cohésines et la protéine KRilivan & Karpen 2004; Guenatri et al. 2004)
Cette cohésion est essentielle a I'attachemenecides chromosomes aux microtubules du
fuseau mitotique pendant la division cellulgifenor et al. 2004)L’'importance du réle de la
marque HKome: a été décrite chez I'homme par une étude montraet des cellules
tumorales, présentant une forte instabilité chramogque, avaient souvent une diminution de
la marque HKomes. De plus, des cellules dans lesquelles la quadétéette marque était
diminuée artificiellement, par la surexpression n#uhistone déméthylase (JMJD2B),
présentaient une forte instabilité chromosomiq@éee et al. 2012) Ces observations
suggerent que I'hétérochromatine péricentromériguee un rdle dans la fonction du

centromere.

Il est possible que des transcrits aident a latfonales séquences répétées. En effet,
des transcrits issus des régions centromériquestémbservés dans de nombreux organismes
comme la levuré&.pombeles plantes, la souris et ’'homme. Ces transst#scumulent dans

différents contextes physiologiques, notamment awrs du cycle cellulaire, de la
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différentiation, du développement, en réponse astless et dans des pathologies telles que
les cancergRudert et al. 1995; Eymery et al. 200®eur accumulation forcée dans des
cellules de souris méne a des problemes de ségmegdds chromatides sceurs; ce qui
suggere un réle potentiel de ces transcrits dafdion du centromer@ouzinba-Segard et

al. 2006) Ces transcrits semblent aussi étre un composaahtel de la structure des régions
centromériques et sont impliqgués dans l'associalea protéine HP1 a I'hétérochromatine
péricentromeériquéMaison et al. 2002)Cependant, les mécanismes sous-jacents sonteencor

peu compris.

B.2 Les deux modeles de séquences repétées étudas ce

travail

Seulement 2% des génomes humain et murin codedasuprotéines. Le reste (98%)
est composé principalement d’introns, de promotetirde séquences réepéetées. Environ la
moitié de leurs génomes est composée de séqueimigas d’ADN. Parmi ces séquences,
on trouve les répétitions dispersées et les rémpditen tandem. Les séquences répétées en
tandem ou « séquences satellites » occupent entd#ndes genomes, humain et murin, et
peuvent atteindre plusieurs millions de bases.sEdlent caractérisées par la présence de
multiples copies d’'une unité de répétition. Le nerADN satellite » vient du fait que ces
séquences d’ADN, en raison de leur nature répébée,une composition en nucléotides
fortement biaisée par rapport au reste du génonae. d@nséquent, elles sédimentent
differemment aprés centrifugation dans un gradidet césium et forment une bande

secondaire dite « satellite(@orneo et al. 1967)

B.2.1 Chez la souris :
B.2.1.1 Les séquences satellites mineurs et majeurs

A l'exception du chromosome Y, tous les centroméses chromosomes murins
portent les mémes séquences satellites. Deux tgpeséquences d’ADN répétées bien
définies sont présents au niveau des régions eeaétiques : les satellites mineurs et majeurs
(Figure 4). Le centromeére murin est caractérisé par la pessales séquences satellites
mineurs d’'une longueur de 120 pb. Cette unité égétee plus de 2500 fois sur chaque
chromosome. Les régions péricentromériques sontposées par les séquences satellites

majeurs « MajSat », qui sont les plus abondantear motif de 234 pb est répété sur une
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longueur de plus de 6 Mb sur les chromosomes mykiiesiuelidis 1981; Wong & Rattner
1988; Guenatri et al. 2004Yne distribution inégale des bases adéninesystities, dans la
séquence, est a l'origine d’'une distinction entét®e deux brins de I’ADN : on parle d’un brin

riche en purines (ou riche en A) et l'autre, rigmepyrimidines (ou riche en T).

| | péricentromére

U | centromere

B clomere

i~~~

satellites majeurs satellites mineurs
(234 pb) (120 pb)

Figure 4 : Organisation des régions centromeériquesiurines: le centromere et les
régions péricentromériques

Les séquences satellites mineurs (vert) sont le&adé au niveau du centromere alors que les
séquences satellites majeurs (rose) entourentrieamére pour former le péricentromere.

Au niveau des régions centromériques, des modiicatéepigénétiques difféerentes
permettent aussi une distinction des satelliteseor® et majeurs. Les satellites mineurs
composent la plateforme de l'assemblage du kinérectavec la présence du variant
d’histone CenpA, alors que les satellites majeuosnit sassociés aux protéines de
I’'hétérochromatine (comme par exemple la protéifd Het jouent un réle important dans la
cohésion des chromatides. En effet, une perte ldstdhe méthyltransférase Suv39h, qui
conduit a une perte de la marqueKbmes au niveau des séquences MajSat, empéche le
recrutement de la protéine HP1 ; ce qui engendreléfaut de cohésion des chromatides
sceurs et donc des problemes de ségrégation desatites au cours de la division cellulaire
(Eymery et al. 2009)Un autre élément clé des différences entre lag tges de séquences
est leur réplication asynchrone pendant la phagai st également observée chez la levure
S.pombeet chez la mouch®.melanogasterAlors que les satellites mineurs se répliquent
tardivement en phase S, les satellites majeurgggiiguent en milieu de phase S. Cette

régulation temporelle de la réplication au niveauocgs séquences semble étre un facteur
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supplémentaire contribuant a I'établissement d’tofilp d’'organisation et de modifications,
différent pour ces deux types de séquences ; @lemnt donc des rbles essentiels mais

différents dans I'organisation et la fonction dattemere(Guenatri et al. 2004)

Les répétitions MajSat sont tres abondantes dansdiules de souris, portent des
marques épigenétiques spécifiques et s’associemt, interphase, pour former des
« chromocentres » (voir 8 Chapitre | - B.2.1.2). plas, un avantage supplémentaire de
travailler avec ce type de séquences est qu'ilan’yas de variabilité interchromosomique

puisque tous les chromosomes portent cette ménte dmrépétition.

B.2.1.2 L’association des régions péricentromeriqeemurines : les chromocentres

En 1908, le botaniste italien Pasquale Baccarisenlait des structures denses dans le
noyau en interphase de plantes, qu’il nomma « cbhoemri » (chromocentres). Chez de
nombreuses espeéces telles que la drosophile, lés sminsi que de nombreux mammiferes,
ces structures ont été observées dans le noyagphatque par un simple marquage de
'ADN (Jost et al. 2012)

En interphase, le marquage de I'ADN par des cotsracomme le DAPI ou le
Hoechst, permet de visualiser les régions centriopnés murines dans le noyau. Elles
correspondent a des foyers, aux contours nets,udarglus intensément que le reste du
noyau et qui sont appelés chromocentres. Ce ctmfrast étre expliqué par la grande affinité
de ces colorants de 'ADN pour les paires de bag&set, comme les séquences satellites
murines sont plus riches en A/T que le reste dwigén alors elles seront plus marquées. De
plus, ces régions sont plus condensées que ledesgénomdFussner et al. 2012)ce qui
augmente la concentration locale de colorants. [Re&périences d’Hybridation de
Fluorescence In Situ (FISH) utilisant des sondegyéks contre les satellites mineurs et
majeurs ont montré que ces foyers correspondeassoktiation des péricentroméres murins
portés par plusieurs chromosomes et que les ceatesnse localisent en périphérie de ces
foyers pendant [linterphaseFigure 5). D’autre part, des marques épigénétiques
caractéristiques de I'hnétérochromatine sont eregchu niveau de ces foyers comm&dthes

ou encore la protéine HRGuenatri et al. 2004)
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Il-@

Figure 5 : Association des régions péricentromeériges chez la souris

Organisation spatiale des péricentromeres (satdlitmajeurs, dégradé de rouges) et
centroméres (satellites mineurs, dégradé de vemtsjns (inspiré déGuenatri et al. 200)

En interphase, les péricentroméres portés par plusi chromosomes s’associent pour
former des foyers appelés chromocentres. Les aeenes se localisent en périphérie de ces
foyers sous forme de points.

L’association des régions centromériques est umg@héne dynamique et variable
puisque la taille et le nombre des chromocentreeaentre les types cellulaires et selon
I'état de différenciation des cellulgg\imouzni & Probst 2011)Les différences les plus
marquées sont observeées entre les cellules sphéripmphocytes, macrophages, myotubes)
qui présentent peu de chromocentres mais de gtaitideet les cellules aplaties (fibroblastes,
myoblastes) dont les chromocentres sont plus namleeplus petitsMayer et al. 2005)La
signification fonctionnelle de cette associatiot escore peu claire, mais il est suggéré
gu’elle peut servir a compartimenter I’hétérochrtimeg ce qui permettrait une accumulation
de facteurs épigénétiques et une maintenance tht hétérochromatinietAlmouzni &
Probst 2011) Il a aussi été observé que l'association de Weuchromatine avec les
chromocentres corrélaient avec leur répression que suggere que les chromocentres
pourraient participer aux mécanismes de régulad®iexpression des genélrown et al.
1997; Roldan et al. 2005Ainsi, les chromocentres sont des foyers d’hétémmmatine dont
le nombre et la position sont variables. Leur dtaétérochromatine suggere qu’ils peuvent
avoir une fonction de répresseur transcriptionnghiar conséquent, un gene situé a proximité

des chromocentres peut voir son expression inhibée.

B.2.2 Chez 'homme
B.2.2.1 Les séquences satellites

Les régions centromériques humaines sont compodéeplusieurs familles de
séquences satellites. Les sequenceatellites, qui sont répétées sur des longueuwnsgr

atteindre plusieurs Mb, constituent la famille oetrée majoritairemenfManuelidis 1978;
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Wu & Manuelidis 1980) a celles-ci s’ajoutent les séquenfes-satellites et les satellites 1,
2 et 3 Figure 6; (Lee et al. 1997) Au sein de chaque région centromérique, lesésnit
répétées di-satellites peuvent étre distinguées en deux types monomériques qui sont
divergentes et qui présentent peu d’homologie &cal les HORs (Higher-Order Repeats)
qui sont des unités de répétitions multi-monomériyles HORs sont répétées en tandem et
présentent une tres forte homologie au sein d’'umenénsemble de répétitions (97-100%)
(Alexandrov et al. 1993) alors qu'il n’y a environ que 60-80% d’homolog@ moyenne
entre deux monomeres. Une ou plusieurs HORs, pétdr des longueurs de I'ordre de la
Mb, se trouvent au niveau de chaque région centigme humaine et le variant d’histone
CenpA est assemblé sur I'une d’entre elles pounéorle centroméréAlexandrov et al.
2001)

] péricentromére
centromere
C U—D —

”/ : I—,-:,—-/_l—-/—/ [
!’t“ “\\

H. sapiens N % 171 pb (u satellite) 171 pb (a satellite), 220 pb (y satellite), 68 pb (P satellite)
42 pb (satellite 1), 5 pb (satellites 2 & 3)

Figure 6 : Organisation des régions centromeériquesumaines : les séquences satellites
Chaque petite fleche verte représente un monomeresatellite simple. Au niveau des
centromeres, les-satellites sont organisés en HORs représentéedgsafieches blanches.
Ces HORs sont des unités de répétition composéptusieurs monomeres. Au niveau des
régions peéricentromériques, on trouve des monom#resatellites ainsi que d’autres types
de séquences satellites.

Chez 'homme, il existe des régions centromeéricudsrte similarité(Alcobia et al.
2000; Hayden 2012¢t des régions centromeériques présentant destivasade séquences
entre les différents chromosomes. En effet, les BiP&uvent se distinguer par la composition
des monomeéres, le nombre de répétitions et lessatamilles de séquences satellites qui ne

sont pas réparties de fagcon homogene sur tousilemosomeslee et al. 1997)
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B.2.2.2 L’association des régions centromeériques maines

Chez 'homme, le marquage de '’ADN par le DAPI merpet pas d’observer le méme
type de foyers de chromatine péricentromérique chez la souris. Cette différence peut
s’expliquer par le fait que les séquences satelhitemaines sont moins riches en A/T que les
séquences murines. Des approches faisant intervenimarquage indirect des régions
centromeériques, par immunocytochimie en utilisant s¢rum ciblant plusieurs protéines
centromeériques ou un anticorps dirigé contre Cenga,permis de montrer que les régions
centromériques portées par différents chromosornesaims s’associent dans le noyau en
interphase(Gongalves dos Santos Silva et al. 2008 détection d’'un nombre de foyers
centromeériques plus faible que le nombre de chromes de la cellule est généralement
interprétée comme l'association de plusieurs cemdres. Plusieurs études ont montré que les
associations observées varient au cours du cytlidaces, entre les types cellulaires et au
cours de la différenciatiofAlcobia et al. 2000; Goncalves dos Santos Silval.e2008) Au
sein de notre laboratoire, des études sur desleelhumaines fixées ont permis de décrire
deux aspects de l'organisation spatiale des régoemsromériques humaines : d’'une part,
elles se positionnent préférentiellement soit elippérie du noyau soit au bord des nucléoles
et d’autre part, les régions péricentromérigueséesrpar plusieurs chromosomes s’associent
pour former des foyers d’hétérochromatine commez daesouris et de nombreux autres
organismes. Chez I'homme, l'observation de strestuapparentées aux chromocentres

murins a été effectuée uniqguement sur des celfixi@ss(Ollion 2014)

B.3 Pourquoi et comment étudier la structure et lalynamique de

la chromatine au niveau des séquences d’ADN repétee

La compréhension du contréle des fonctions nu@égmar I'organisation dynamique
de la chromatine est devenue le centre d'intérétedberches intensives. Le remodelage
tridimensionnel de la chromatine dans le noyauesinnu comme étant déterminant pour la
régulation du génome incluant la régulation derdagcription des genes, le développement
ou encore la difféerenciation cellulaire. De plugsdanomalies de I'organisation nucléaire
meénent a plusieurs maladies (par exemple la mutat® la cohésine qui est une protéine
jouant un role dans la cohésion des chromatidessspeut étre a I'origine de problémes de
croissance pré- et post-nataléd)isteli 2010) Deux aspects sont a retenir pour étudier

I'organisation dynamique de la chromatine : 'aggégulation transcriptionnelle des génes et
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'aspect visualisation de 'ADN db dans des cebubldvantes. L'observation de cellules
vivantes par microscopie de fluorescence a peressayancées majeures dans ce domaine.
Cependant, les recherches restent limitées par daque d’outils disponibles pour la
visualisation spécifigue de loci génomiques dans Illules vivantes, malgré le
développement de technologies récentes qui ontipatencommencer a explorer les roles
biologiques du mouvement de la chromatine dan®yaun L’'organisation spatio-temporelle
des génomes dans le noyau joue un réle clé darferieBons du génome, mais celui-ci est
encore mal compris. Utilisées pour permettre unellenee compréhension du role
fonctionnel et des mécanismes régulant I'architectdu génome, les études sur cellules
fixées ont leurs limites car la fixation des cadkilpeut fortement altérer I'architecture 3D du
noyau, la morphologie du noyau ou de la chromadtria localisation des biomolécules ; d’ou
I'utilité de développer des sondes fluorescentepgumettraient d’accéder a la dynamique de
I'organisation des séquences d’ADN dans des cslivleantes pour aborder la question de la

relation entre structure / architecture nucléatif®ection du génome.

« L'état » d’hétérochromatine joue un role critiqoeur la fonction du centromere.
Cependant la contribution respective des différesiequences répétées trouvées dans ces
régions reste encore méconnue. Les séquences d'@@pBiées, localisées au niveau des
régions centromérigues, sont connues pour avoiraiganisation nucléaire dynamique et
spécifiqgue, mais I'importance de cette organisati#st pas complétement comprise. Les
séquences d’ADN satellites, qui représentent le pomant principal de la chromatine
centromérique, sont parmi les premiéres régions fEaguelles une organisation nucléaire
non aléatoire a été observée. Les régions centiguesr sont des structures mobiles qui
peuvent s’associer a la lamina ou au nucléole tmesellules humaines et de souris, et leur
distribution dans le noyau interphasigue est médifpendant le cycle et la différentiation
cellulaire (Pluta et al. 1995; Wiblin et al. 2009)e nombreuses études, chez la souris, ont
montré que ces régions péricentromeériques sont iseana des réorganisations majeures
pendant la différentiation cellulair€Terranova et al. 2005; Almouzni & Probst 2011;
Aguirre-lavin et al. 2012t qu’elles peuvent former des foyers d’hétéroatatine capables
d’induire une répression transcriptionnelle desegesitués a proximit@rown et al. 1997)

Une séquence d’ADN répétée particuliere est la esécpl murine MajSat de 234 pb
qui est présente en milliers de copies dans leorégpéricentromériques de tous les

chromosomes. Dans les noyaux en interphase, cemségjagregent pour former des foyers,
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appelés chromocentres, visibles apres le marquad AN par un colorant tel que le DAPI
ou par la technigue de FISHuenatri et al. 2004)C’est pourquoi la séquence d’ADN
MajSat est un modele idéal afin de tester I'appiidt®@ de sondes fluorescentes pour
'imagerie des séquences d’ADN en visualisant lasomocentres directement dans des

cellules vivantes.

Pour le modéle humain, la séquence satellite |la plhondante est la séquence
satellite de 171 pb qui est présente en millionsajees sur toutes les régions centromeériques
des chromosomes humains. Elle s’organise en stasctliordre supérieur, les HORs. Il est
connu que les régions centromeériques de différemtsmosomes peuvent s’associer au bord
nucléaire et aux nucléoléslaaf & Michael 1991)La séquence-satellite peut étre utilisée
comme modele, afin de voir si les outils fluoresserongus se comportent comme ceux
utilisés chez la souris, en ce qui concerne la tpadtign cellulaire et I'accessibilité a ’ADN.
Ainsi, il serait possible de vérifier si dans leslldes humaines vivantes, d’éventuelles

structures s’apparentant aux chromocentres muoimsabservables.
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C - Les outils pour visualiser des séquences d’ADdbuble

brin

Les différents mécanismes de reconnaissance @igsen a des séquences d’ADN db
spécifiqgues ont été exploités pour la conceptioma@veaux outils. Le premier mécanisme
étant la formation d’'une triple hélice en utilisam oligonucléotide simple brin qui a la
capacité de se lier dans le grand sillon de 'ADNfaton séquence-spécifigiiun & Hélene
1993) Ensuite, il y a différents mécanismes permetiamt protéines naturelles d’interagir et
de se fixer spécifiqguement a des séquences d’ADNidRrs tentatives ont été décrites pour
utiliser artificiellement ces mécanismes, comme gp@mples l'utilisation de motifs a doigt
de zinc ou encore le recours a des systemes ptestse TALE (Transcription Activating
Like Effector) et CRISPR (Clustered Regularly Isfmced Short Palindromic Repeats). Pour
finir, un autre type de molécules, inspiré de tactire de molécules naturelles et qui ont la
capacité d’interagir avec 'ADN au sein du petitlosi, s’appellent les polyamides N-
méthylpyrrole et N-méthylimidazol@ervan & Edelson 2003; Boutorine et al. 201G)est
sur ces dernieres molécules que notre choix st$é pour la conception de nouveaux outils
afin de pouvoir visualiser des séquences d’ADN tégsdans les cellules vivantes (les détails
sur les polyamides sont donnés au § Chapitre | - D)

La conception de sondes fluorescentes pour vigualiss séquences d’ADN dans des

cellules vivantes doit satisfaire a plusieurs exggs comme :

v une haute spécificité et affinité pour 'ADN cible
v une pénétration facile dans les cellules vivanteme capacité a trouver la
séquence cible dans les cellules

v/ une perturbation minimale du fonctionnement ceitala

<

une cytotoxicité limitée

v une stabilité dans les conditions physiologiquési¢tance aux nucléases par
exemple)

v une détection facile

v une modulation du spectre de fluorescence de Ideslons de son interaction avec

I’ADN cible

v un rapport « signal/bruit de fond » exploitable
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C.1 Les oligonucléotides modifiés

La découverte des propriétés structurales de '’ABdNamment la formation de paires
de bases complémentaires, a rapidement amené ealopi@g@ment de nouvelles techniques
expérimentales pour I'étude des acides nucléigSesithern 1975)A titre d’exemples, le
Northern blot permet la détection des ARNSs, le Beut blot celle des ADN ou encore la
PCR (Polymerase Chain Reaction) qui permet la tiéteet I'amplification d’'une séquence
d’ADN donnée. Ces techniques sont principalemeséés sur le processus d’hybridation
entre un acide nucléiqgue et un oligonucléotide d®usence complémentaire. Un
oligonucléotide est une petite séquence d'acidelémue simple brin  synthétisé
chimiguement et qui peut s’hybrider spécifiguemeaat une séquence cible. Les
oligonucléotides composés uniquement par des niigdSoou des ribonucléotides naturels
sont peu stables dans I'environnement cellulairédogont rapidement reconnus et dégradeés
par les nucléases. De plus, ils pénetrent mal eneellules. C’est pourquoi des analogues
chimiques des oligonucléotides ont été développés.

C.1.1 Les TFOs (Triplex Forming Oligonucleotides)

La formation d'une triple hélice est possible larsom oligonucléotide se lie a un
duplexe d’acide nucléique. Il a été montré que®® Brin nucléotidique se lie dans le grand
sillon du duplexe en s’hybridant avec I'hélice WhatsCrick polypurique / polypyrimidique
de facon séquence-spécifiglfeslsenfeld 1957; Sun & Hélene 1993; Faria & Giowargel
2001) Les TFOs (Triplex Forming Oligonucleotides) pentveeconnaitre des séquences de
plus de 10 - 12 pb via des liaisons hydrogene ge tyoogsteenHigure 7) ou Hoogsteen
inverse. La capacité a former une liaison hydrogarmmplémentaire par appariement de type
Hoogsteen, requiert un pH acide afin de protonee wytosine. La synthése des
oligonucléotides est simple et ils sont disponibtesnmercialement. Cependant, dans des
conditions physiologiques, les triple hélices sentivent instables (accessibilité limitée,
dégradation par les nucléases, pH neutre, mésappants)Sun & Héléne 1993; Fox 2000;
Casey & Glazer 2001; Knauert & Glazer 2001; Ducalet2008) De plus, la pénétration
intracellulaire des acides nucléiques nécessitedeurs a des agents de transfection ou des
méthodes de perméabilisation cellulaire. Malgré amsraintes techniques et en utilisant au
mieux leurs atouts, leur marquage par des fluorgsha été dévelopa@&lergny et al. 1994;
Grimm et al. 2002; Daele et al. 2008; Renard e2@08) Les TFOs fluorescents ont été
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utilisés pour détecter des séquences d’ADN dans addlsles par des techniques de
microscopie de fluorescence comme le TISH (Triplex&itu Hybridization)Johnson 11l &
Fresco 1999kt le COMBO-FISH(Schwarz-Finsterle et al. 200gui sont basées sur la
technique de FISH mais, qui ne nécessitent paggBéie dénaturation thermique de ’ADN.
Cependant, ces travaux ont été réalisés sur desesdixées afin de pouvoir éliminer I'excés
d’oligonucléotides fluorescents non liés par deadgs et ainsi améliorer le signal du bruit de

fond avant I'acquisition d'images.

(B)

N
H C"'/K
N
Grand sillon v B N
H

Petit sillon Petit sillon

Figure 7 : La triple hélice

(A) La triple hélice d’ADN : le brin polypurique emuge, le brin pyrimidique en cyan et le
3%™e prin polypyrimidique en jaune, qui est dans le rgtasillon du duplexe d’ADN. (B)
Exemples de triplets de type Hoogsteen entre T/&4GxC". WC : appariements de type
Watson-Crick et H : appariements de type Hoogstadapté dé€Boutorine et al. 2013)

C.1.2 Les modifications chimiques des oligonuclédis

Pour améliorer I'affinité, la spécificité, la sthtd, la résistance aux nucléases et aux
conditions physiologiques et la pénétration cellalales TFOs, diverses stratégies ont été
utilisées. Elles reposent sur des modificationsnaduies des bases, du « squelette phosphate »

ou encore des sucrdsidure 8).
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Figure 8: Les différentes modifications chimiques ds oligonucléotides

Base

HO__ Base

A/ Exemple de modification de la base avec la Fwph&ftosine (en rouge, le groupement
méthyle porté par le carbone 5 de la cytosine)EBémple de modification du « squelette
phosphate » avec le PNA (entre les crochets bleugn peptidique du PNA qui remplace le
lien phosphodiester des acides nucléiques). C/ pkede modification du sucre avec le LNA
(en orange, le pont méthylene entre I’hydroxylg@esition 2’ et le carbone en C4’).

L’idée du recours a des modifications portant ssridases est de stabiliser la structure
du triplexe. Par exemple, la contrainte relativep&l) afin d’obtenir une cytosine protonée
dans des conditions physiologiques, a pu étre anééli par l'utilisation de la 5-

méthylcytosine Figure 8A) (Uil et al. 2003; Duca et al. 20Q8)

En ce qui concerne les modifications du « squefditesphate », elles ont notamment
pour objectifs de changer les propriétés électtigstas du squelette phosphodiester chargé
négativement, d’améliorer la résistance aux nuekeast la pénétration cellulaire. Ainsi, le
développement des PNAs (Peptide Nucleic Acids),onqtiun squelette peptique non chargé,
a permis d’améliorer les problémes de répulsiorstdstatiques entre les groupements
phosphate chargés négativemeéng(re 8B) (Uil et al. 2003; Duca et al. 2008Ylarqués par
un fluorophore, ces PNAs ont pu étre utilisés posualiser les téloméres dans des cellules

humaines et de sourislolenaar et al. 2003; Boutorine et al. 2013)
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Pour finir, les modifications portant sur les sgcsent basées principalement sur des
substitutions sur le carbone en position 2'. Un ebemmples le plus remarquable est celui des
LNAs (Locked Nucleic Acids) qui sont des analogukacides nucléiques portant un pont
méthyléne entre I'hydroxyle en position 2’ et lelmmne en C4’, ce lien covalent réduit la
flexibilité du ribose en le bloguant en conformati®3’-endo Figure 8C). La structure des
LNAs rend ces oligonucléotides modifiés trés affaaair leur brin complémentaif@®rakash
2011) Le squelette phosphate étant similaire a celuil’ABN, l'incorporation d’'un ou
plusieurs monoméres de LNA au sein d’un oligonuai@o modifié est possible. A titre
d’exemple, des séquences mixtes ADN / LNA dans aig®nucléotides modifiés ont été
utilisés, aprés leur couplage a des fluorophoresinee sondes fluorescentes pour visualiser
des séquences d’ADN répétées dans des expériem€dSid(Silahtaroglu et al. 2004; Ollion

2014)

Les oligonucléotides naturels ou modifiés représsntine approche intéressante pour
la construction de sondes fluorescentes spécifiaesquences cibles d’ADN. Cependant, la
meilleure reconnaissance de séquences riches eémepuat les problémes de pénétration
cellulaire, rendent leur utilisation limitée auwuées sur cellules fixées ou au recours a des

systemes de vectorisation complexes.
C.2 Les protéines modifiees

Un autre type d’approche pour visualiser ’ADN dind des cellules est le recours a
des constructions d’ingénierie génétique pour exeri differents peptides ou protéines,
capables d’'interagir spécifiguement avec I'ADN, itumés a des protéines fluorescentes
comme la GFP (Green Fluorescent Protein). Apréstages de fusion de génes dans des
plasmides, de transfection et d’expression dessgfrsonnés, la visualisation de séquences
d’ADN db par microscopie de fluorescence est rengossible Figure 9, adaptée de
(Boutorine et al. 2013)
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Figure 9 : Les différentes étapes nécessaires avigualisation de 'ADN par une protéine
de fusion

La structure de protéines naturelles capables etagir avec 'ADN db de facon
séquence-spécifique est une réelle source d'irtgpirpour la recherche. En effet, les facteurs
de transcription naturels ont une structure modelatomposée de deux domaines
fonctionnels : le domaine effecteur et le domaimelidison a 'ADN (DBD pour DNA
Binding Domain). Ce dernier est a l'origine de dses constructions d’ingénierie génétique
afin de créer des protéines de fusion (sondesdto@ntes ou nucléases artificielles) capables
d’interagir de facon séquence-spécifigue avec I'AlN (Garvie & Wolberger 2001;
Tachikawa & Briggs 2006; Ghosh et al. 2006; Rodziyiarinez et al. 2014)l y a quatre
types de motifs structuraux majeurs des DBDs :chdlbur-hélice, fermeture a leucine,
hélice-boucle-hélice et doigt de zinc. Chez I'homrge motif & doigt de zinc est le plus
représentéRigure 10). Le motif CysHis, (Cys-Cystéine et His-Histidine) est caractéristique
des protéines a doigt de zinc et est composé @deigeés aminés assemblés en repliement de
type Bpa stabilisé par un ion zinc. Chaque motif peut re@ine et interagir avec une
séquence d’ADN de 3 pb mais plusieurs motifs peuetre assemblés afin de reconnaitre
une séquence plus long(léil et al. 2003; Klug 2010; Urnov et al. 2010; Rigdiez-Marinez
et al. 2014) Par exemple, chez la planf@abidopsis thalianaet la souris, des sondes
fluorescentes ciblant des répétitions centromésgum été construites en fusionnant la GFP a
un doigt de zinc polydactyle qui contient 3 a 6 iflsopour des expériences d’imagerie
cellulaire(Lindhout et al. 2007)
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Figure 10 : Représentation schématique d’un motif @oigt de zinc CysHis2

Exemple d’un motif a doigt de zinc @y, ayant une structure secondaire de tyjfe. La
localisation des résidus conservés est représqraéees cercles avec un C (Cystéine) ou un
H (Histidine) a lintérieur. Ces résidus coordonndiion Zn?* qui est représenté par une
sphere noire. Les carrés montrent les résidus opg dans la liaison spécifique a ’'ADN et
les nombres a l'intérieur des carrés symbolisent lgosition par rapport au premier acide
aminé de I'hélicex (Uil et al. 2003)

Récemment, le modele des protéines a doigt depmuac construire des protéines de
fusion capables d’interagir avec 'ADN a été renaglpar de nouvelles protéines spécifiques
de séquences d’ADN appelées les TALEs (Transcripfativating Like Effectors). Les
TALEs sont des protéines naturelles (facteurs destription) sécrétées pAanthomonas
spp qui est une bactérie pathogéne des plantes. Eflesécréte lors de linfection de
différentes espéces de plantes. Les TALEs peuventies a des séquences d’ADN
(promoteurs) de la plante hote et activer I'expoessle genes chez celle-ci afin de faciliter
I'infection par la bactérie. Elles reconnaisserst $&quences d’ADN des plantes grace a un
domaine central de répétitions en tandem de 34addinésKigure 11A). Les deux acides
aminés en position 12 et 13 de chaque répétition Bgpervariables et reconnaissent une
paire de bases dans la séquence d’ADN cible. Aliasiature des acides aminés en position
12 et 13 détermine le code de reconnaissdrigeie 11B) (Boch et al. 2009; Nga-Sze Mak
et al. 2012) Cette propriété des TALEs a été utilisée poucdastruction de nucléases
artificielles (TALEN pour Transcription Activatingike Effector Nuclease) en fusionnant les
TALEs avec le domaine catalytique de la nucléaskelFaes TALENs sont capables de
modifier TADN génomique en induisant des coupufesitagénése dirigééhristian et al.
2010; Miller et al. 2011; Bedell et al. 2012)a structure cristallographique d’'un complexe
ADN-TALE a été élucidééNga-Sze Mak et al. 2012kt trées récemment, la construction de
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sondes fluorescentes en fusionnant les TALEs apdsgines fluorescentes, a été réalisée
pour cibler et visualiser des séquences répétéamogeriques et télomériques chez 'homme
et la souris par microscopie de fluorescefida et al. 2013; Miyanari et al. 2013; Miyanari
2014; Thanisch et al. 2014)

A/

Domaine de répétitions NLS AD
N e

T s & 1213 T T T === o o A

- 3

LTPEQVVAIAS.\',\'GGKQALETVQRLLPVLCQAHG

B/ Acides Aminés: XX = NI HD NN NG IG HK NK NC
Nucléotides correspondants: A C G T T G G tous

Figure 11 : Représentation schématique d’'une protae TALE

A/ La TALE contient un domaine central de 34 acigesnés qui est répété en tandem, un
signal d’adressage au noyau (NLS) et un domainetiation (AD). En rouge, les acides
aminés hypervariables en position 12 et 13. B/ Qileeconnaissance des TALEs (adapté de
(Boch et al. 2009)

Encore plus récemment a été découvert chgeptococcus pyogenel systeme
CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Bladmic Repeats) qui est un mécanisme
de défense immunitaire adaptatif chez les bactétidss archées utilisé pour la dégradation
du matériel génétique qui leur est étranger. C&pys utilise une nucléase Cas9 (CRISPR-
associated) qui, complexée a un ARN guide (ARNghmémentaire d’'une séquence cible,
coupe I'ADN de fagon spécifique en amont d'une sége PAM (Protospacer Adaptor
Motif) localisée sur ’TADN génomiquéMojica et al. 2005; Bolotin et al. 2005)

Ce nouvel outil est devenu un outil puissant péogénierie des génomébiali et al.
2013) Fusionné a la GFP et en inactivant la nucléas® Gagure 12), ce systeme a permis
la construction de sondes fluorescentes pour dgsesées centromériques et télomériques
chez 'lhomme et la sour{€hen et al. 2013; Anton et al. 2014)
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Figure 12 : Le systeme CRISPR/Cas9 pour la visualiton de séquences d’ADN

Deux plasmides, I'un contenant la séquence pouRiNg (ARN guide) et l'autre celle de la
Cas9 inactive fusionnée a la GFP, sont co-trangfedans les cellules puis 'ARNg guide la
Cas9-GFP au niveau des seéquences cibles d’ADNuiceegmet I'accumulation de protéines
fluorescentes au niveau des séquences d’intérép(adieChen et al. 2013)

Les protéines modifiées ont permis de développgisdades fluorescentes spécifiques
de séquences cibles d’ADN. Cependant, certainesraiotes a leur utilisation persistent
comme la difficulté a construire des lignées callgls stables exprimant les protéines
d’intérét, I'étape de transfection qui peut étreotyxique pour certains types cellulaires et les
constructions génétiques complexes pour permetxpression des protéines artificielles

dans les cellules qui, de plus, peuvent modifig@eome.

C.3 Les polyamides ou MGBs (Minor Groove Binders)

fluorescents

Le dernier type d’approche décrit dans ce manugaoitr visualiser 'ADN db est
I'utilisation de petites molécules synthétiques poseées par des monomeres N-
méthylpyrrole (Py) et N-méthylimidazole (Im). Lestructure a été inspirée de molécules
naturelles capables d'interagir avec la doubleckétd’ADN au sein du petit sillon. Pour
simplifier, dans ce manuscrit les termes polyametelglGBs (Minor Groove Binders) feront
référence a des polyamides composés par des moe®rRgret Im. Compte tenu de leur
capacité a interagir avec I’ADN au sein du petlbei les MGBs ont été identifiés comme de
bons candidats pour la construction de sondesdfoentes reconnaissant spécifiqguement des
séquences d’ADN (voir § Chapitre | - D pour |la dgdon des polyamides).
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Un grand nombre de polyamides conjugués a des oletédluorescentes a été
caractérisé pour des études allant de la vérifinatie leur interaction avec des séquences
d’ADN modeles jusqu’a la détermination de leur lezion cellulaire(Hsu & Dervan 2008;
Vaijayanthi et al. 2012)Le groupe de Dervan a publié des résultats monimae des
polyamides conjugués a la TétraMéthylRhodamine (MR un monomere interne Py
(Figure 13A) peut produire un signal fluorescent spécifiquepedisence du duplexe cible
d’ADN. Ces conjugués fluorescents sont largemesteints » en solution ; cependant,
lorsqu’ils interagissent avec 'ADN cible, une augmation de l'intensité de fluorescence
supérieure a 10 fois est observée ; alors qu'aveduplexe d’ADN contrdle (présentant des
mésappariements), le signal observé est attfRuéker et al. 2003; Rucker et al. 2004
méme effet d’augmentation spécifique de lintensiééfluorescence ainsi qu'un effet FRET
(Transfert par Résonance d’Energie de Fluorescenog)été observés avec des polyamides
couplés a des fluorophores de types cyanine (Cy3yB) lors de leur interaction avec un
nucléosome(Han et al. 2014)Un effet FRET est observable quand deux fluorogho
(donneur et accepteur) sont situés a proximité Ilen 'autre. Suite a I'excitation du
fluorophore donneur, il y a un transfert d’énengges le fluorophore accepteur qui, excité, va
émettre un signal de fluorescence a une longueande’ différente. Sur le nucléosome, la
possibilité que des polyamides soit situés prothesde I'autre, avait déja été vérifiée et les
structures cristallographiques de complexes nuchées-polyamides avaient été publiées
(Gottesfeld et al. 2001; Suto et al. 20032 détection de séquences d’ADN spécifiques, par
fluorescence, a été étendue en utilisant des filmme@s intercalant§-echter et al. 2005En
couplant le fluorophore thiazole orange (TO) ene@rt d'un polyamideKigure 13B), une
augmentation (1000 fois) de la fluorescence a é@semée uniqguement en présence du
duplexe cible d’ADN. De plus, le conjugué polyamiti® est capable de perturber le duplexe

d’ADN en le déroulant d’un angle de 8°.
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Figure 13 : Exemples de sondes fluorescentes a basepolyamides

A/ Modele schématique de l'interaction entre unypolide couplé a la tétraméthylrhodamine
(TMR) et sa séquence cible d’ADN. Le conjugué moiga-TMR est faiblement fluorescent
en absence de 'ADN mais une augmentation spéeifttpula fluorescence, représentée en
jaune, est observée en présence de la séqueneedADN.Les Py et Im sont représentés
par les boules blanches et noires respectivemang;dlanine par un losange blanc et le
demi-cercle avec un + représente la Dp (diméthytexpropylamine)Rucker et al. 2003B/
Représentation d’'un conjugué polyamide-thiazolengea(TO) dans le petit sillon de I'ADN
db. Les liaisons hydrogene sont représentées patigiees pointillées, les cercles avec deux
points représentent la paire d’électrons libres 88 (azote en position 3) des purines et O-2
(oxygene en position 2) des pyrimidines et leslegravec un H représentent le groupement
amine exocyclique des guanines. L'émission de Uardscence est représentée en vert
(Fechter et al. 2005)C/ Structure d’'un polyamide fluorescent ayanégmé des « dimeres
fusionnés » (en gragChenoweth et al. 200.7)

Une autre stratégie pour construire une sondedhoente a été d’intégrer la partie
fluorescente de la sonde directement dans le «corgu polyamide comme module de
reconnaissancéChenoweth et al. 2007Excités a 340 nm, des polyamides ayant incorporés
des « dimeéres fusionnés kigure 13C) ont également montré une augmentation du signal
fluorescent en présence de 'ADN cible. Dans le m@&wntexte, un polyamide contenant un
dérivé du Hoechst 33258, Hx (2-(4-méthoxyphényba@oxamide aussi appelé p-
anisylbenzimidazolecarboxamide) a été développéciBlant les paires de bases A/T, Hx
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émet une lumiére bleue aprés une excitation a 382eh permet la mesure directe de
I'interaction du polyamide avec 'ADNChavda et al. 201%)I'utilisation de groupement
pyréne a également été largement étudié pour comesttes sondes fluorescentes a base de

polyamidegVaijayanthi et al. 2013)

Plusieurs études ont utilisé des conjugués polyedfiicbrophore pour étudier la
localisation de loci chromosomiques spécifiquessddes cellules dérosophile et de
mammifére et sur des étalements chromosomidissssen, Durussel, et al. 2000; Janssen,
Cuvier, et al. 2000; Maeshima et al. 2001; Gygiakt2002) Le groupe de Laemmli a
synthétisé des polyamides poly-pyrroles ciblés Jess séquences riches en A et T des
satellites | et 11l de l@rosophile Aussi, un polyamide composé de monomeres |firada,
ciblé vers le satellite V riche en bases purigue®t( G) des chromosomes polytenes de la
Drosophile,a été développélanssen, Cuvier, et al. 200@Qouplés a la fluorescéine, ces
conjugués ont été utilisés pour confirmer leur pexti®n nucléaire et vérifier le marquage des
chromosomes. Dans les noyaux de cellules fixé&rdgophile chacun des polyamides a été
capable de marquer sa séquence cible. De plugjrgaaugmentation de la sensibilité aux
enzymes de restriction et a la topoisomérase #l été montré que le polyamide poly-pyrrole
était capable d’induire I'ouverture de domainesoamatiniens(Janssen, Durussel, et al.
2000) Ce méme groupe a synthétisé des tandems de pdbsroouplés au fluorophore
Texas Red, ciblés vers les séquences télomériguseates et de vertébrés. Toujours sur des
cellules fixées, la localisation des conjuguésrigoents au niveau de leur cible a été vérifiée
par des expériences de colocalisation avec la ipptélomérique TRF1 dans des cellules
humaines HeldMaeshima et al. 2001Plus récemment, afin de cibler des séquences N’AD
plus longues dans le but d’améliorer la spécifigii® ces molécules, des tandems de
polyamides ciblant des séquences télomériques ténta@uplés a différents fluorophores
(TAMRA, Cyanines, Texas Red) afin de pouvoir visse les télomeéres sur des étalements
chromosomiques et des cellules fix§¢€awamoto et al. 2013; Hirata et al. 2014; Kawamoto
et al. 2015)

L'équipe de Trask a utilisé des polyamides conjsgw@é la fluorescéine pour
différencier des chromosomes par microscopie enegtrie de flux en ciblant des séquences
hétérochromatiennes abondantes au niveau des cbkoams humains 1, 9 et (Gygi et al.
2002) En paralléle, des expériences de FISH ont étiésééa avec des oligonucléotides
fluorescents afin de vérifier que les profils derguage obtenus avec les polyamides
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conjugués étaient similaires. L'avantage des poigamest qu’ils ne nécessitent pas I'étape
de dénaturation de '’ADN pour marquer les chromasaninsi, ce type d’études a permis de
mettre en évidence le role potentiel des polyamm®ygugués comme outils de diagnostic

(par exemples, le criblage prénatal ou les can¢eng)i et al. 2002)

Des études sur la possibilité d'utiliser les polid#s conjugués comme des outils
potentiels de diagnostic de maladies présentantr@mitions de triplets ont été publiées
(Bando et al. 2007; Fujimoto et al. 2008) titre d’exemple, la maladie de Huntington est
caractérisée par une expansion du nombre de #iBlI&G (le nombre de répétitions est de 20
chez un individu sain et supérieur a 40 chez unvidd malade). La conjugaison de
groupements pyrene a deux résidus pyrrole d’'ungmoige par un bras de liaison butyle, a
permis la conception d’un conjugué capable de neaitre des répétitions CAG avec le profil
d’émission de fluorescence d’'un excimere a 475 mettment relié a la concentration de la
séquence cible. Pour synthétiser une sonde flueméscavec une longueur d'onde
d’excitation plus longue et un profil d’émissioruplstable, la modification du bras de liaison
a ete realisée en utilisant un lien alcyne quplst rigide qu’un lien butyle. Ainsi la longueur
d’onde d’excitation a été décalée vers le rouda &ingueur d’'onde d’émission du conjugué
était d’environ 495 nm avec une intensité maintgi8%€6) pendant 4f~ujimoto et al. 2008)
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D - Les polyamides ou MGBSs

D.1 L’histoire des polyamides et I'établissement deregles de

reconnaissance

Deux produits naturels, la nétropsine et la dis@nmey A, sont a l'origine du
développement des polyamides. Ces deux petitescaieeen forme de croissant, composées
par plusieurs résidus N-méthylpyrroles (Py) sorpiabdes d’interagir avec des séquences
d’ADN riches en A et T avec des affinités et dedcHcités modeste@ircamone et al. 1964;
Patel 1982; Dickerson & Kopka 1985; Kopka et al83®, Kopka et al. 1985b; Zimmer &
Wahnert 1986; Pelton & Wemmer 198%janalyse des interactions entre ces molécules et
'ADN a permis le développement d'oligomeres sytithiges composés de répétitions de
monomeres N-méthylpyrroles (Py) et N-méthylimidasol(Im), appelés polyamides ou
MGBs. Ces molécules de synthése sont capablessidgit avec des séquences d’ADN
prédéfinies avec des affinités et des spécificithaparables a celles de protéines qui se lient
a 'ADN (Wemmer & Dervan 1997; Dervan & Burli 1999; Derva@01; Best et al. 2003;
Melander et al. 2004; Dervan, Doss, et al. 2005)

Dans la partie exposée du petit sillon de la dobBleee d’ADN, le plan des paires de
bases est perpendiculaire aux molécules qui vidrseeher ; ainsi, un seul c6té des paires de
bases est accessible (I'autre c6té est accessdne @ grand sillon). Ceci implique la
présence, au sein de ce petit sillon, d’un envieament électronique unique qui dépend de la
séquence nucléotidiqueFigure 14) et qui peut étre reconnu spécifiguement par les

molécules.
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Figure 14 : L’environnement électronique du petit dlon de 'ADN

A/ Pour les paires de bases AT et TeA, A dispaseedpaire d’électrons libres alors que T
en a deux, et pour les paires de bases G+C et C«@spose d’'une paire d’électrons libres et
G en posséde une ainsi qu’'une liaison hydrogenenpielle portée par la fonction amine
exocyclique. Les cercles avec deux points représeié paire d’électrons libres des N-3
(azote en position 3) des purines et O-2 (oxygengosition 2) des pyrimidines, et les cercles
avec un H représentent le groupement amine exogycldes guanines. B/ Schéma de
I'environnement électronique des paires de basets®iaCrick dans le petit sillon de 'ADN
pour une séquence 5’-CTAG-3’ (adapté(fntgomery 2013)

En 1985, I'équipe de Dickerson a publié la strueturistallographique de la
nétropsine Figure 15A) en complexe avec I'ADN diiDickerson & Kopka 1985)La
structure indiquait que la nétropsine, qui est cosée de deux monomeres pyrroles (Py : N-
méthylpyrrole), interagit avec 'ADN dans une staeatétrie 1:1 en déplacant le réseau de
molécules d’HO (« the spine of hydration »), le long du sitelideson, dans le petit sillon.
Elle se lie via des liaisons hydrogéne faisantrireir le proton de la liaison amide (N-H),
I'azote en position 3 (N-3) de I'adénine et I'oxygeéen position 2 (O-2) de la thymine dans la
séquence riche en A et T et des interactions dedeaWWaals entre le C-H du Py et le C2 de
I'adénine(Kopka et al. 1985b)De cette structure, il a été supposé que le @repient d'un
monomere Py par un monomere imidazole (Im : N-niiéthigazole) (la différence porte sur
le remplacement d’'un atome de carbone par un atbazete) peut considérablement étendre
le code de reconnaissance de ces oligoméres, aref@nt la reconnaissance des paires CeG
et G«C par la formation d’une liaison hydrogeneeid N2 (azote en position 2) de I'lm et le

proton de 'amine exocyclique des guaningégre 15B) (Kopka et al. 1985b; Dervan 1986)
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Deux analogues de la distamycine A, qui est uneéoubd trés similaire a la
nétropsine, ont été synthétisés et testés pouichkpacité a interagir avec I’ADN. Le premier
était un trimere Py-Im-Py, par Lown et son equip, avait une efficacité et une spécificité
moyenne(Lown et al. 1986)Le second était un trimere Im-Py-Py, par WadPeatan, qui
marqua un tournant dans la conception des pyrnoigaizole polyamides comme ligands
synthétigues de 'ADN(Wade & Dervan 1987; Wade et al. 199Basé sur un modéle
d’interaction avec une stoechiométrie 1:1, il étapposé que le deuxieme analogue pouvait
interagir avec une séquence d’ADN G (A/T) (T/A).péadant, ce ligand pouvait aussi se lier
a une séquence G (A/T) C. Ces résultats remett@enguestion I'hypothese du mode
d’interaction avec une stoechiométrie 1:1 de cestlg dans le petit sillon de I'’ADN.

Un élément clé pour répondre a ce dilemme a ét&érpar le groupe de Wemmer qui
a démontré, par des études de RMN (Résonance MagméNucléaire), qu'a forte
concentration de distamycine A, un autre mode efatdtion était possible. La distamycine A
est composée de trois monomeres Py et les stractnstallographiques et RMN de
complexes distamycine A/ADN ont été étudiees eridé(Klevit et al. 1986; Pelton &
Wemmer 1988; Pelton & Wemmer 1989; Pelton & Wemd@90; Mitra et al. 1999)Son
interaction avec I'ADN est plus complexe, que cdlle la nétropsine, puisqu’elle peut
interagir selon deux stocechiométries différentet kdi soit 2:1 (distamycine : ADN) par des
liaisons hydrogéne entre le proton de la liaisomdaniN-H) de la distamycine A et les paires
d’électrons libres des bases de '’'ADN exposées tapstit sillon Figures 15B et . Dans
la stoechiométrie 2:1, les deux molécules de distamayA se lient & 'ADN de fagon
antiparallele, avec une orientation N-term/C-tenmsyit le sens 5’-3’ de la séquence d’ADN
et chacune de leurs liaisons amides forment deseifia hydrogéne favorables avec les paires
d’électrons libres présentes du méme coté du piitin (Figure 15C). Ces informations
structurales tirées des structures RMN et crigiadiphique révélent une interaction favorable
entre 'ADN et la distamycine A permettant a deusl@cules de se lier a une méme séquence
d’ADN dans le petit sillon. Les monoméres Py d’'umelécule de distamycine A sont
« décalés » par rapport a ceux de l'autre molédalalistamycine A afin que le réseau de
liaisons hydrogene puisse se faire favorablement.
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Figure 15 : Structures et modes d’interaction des gtites molécules dans le petit sillon de
la double hélice d’ADN

A/ Structures chimiques de la nétropsine et deiséachycine A. B/ et C/ Représentations
schématiques de la reconnaissance du petit silbiADN par la distamycine dans B/ une
steechiométrie 1:1 et C/ une stocechiométrie 2:1lias®ns hydrogéne sont représentées par
des lignes pointillées et les cercles avec deurtpaeprésentent la paire d’électrons libres
des N-3 des purines et O-2 des pyrimidines et &rsles avec un H représentent le
groupement amine exocyclique des guanines. Enldmsegercles vides sont la représentation
schématique des Py et les demi-cercles avec urprésentent les groupements guanidine
(adapté deéDervan, Poulin-Kerstein, et al. 2005)

Inspirées des structures de la nétropsine et diistamycine, une nouvelle classe
d’oligoméres hétérocycligues appelés pyrrole-imideazolyamides (Py-Im) ou MGBs a été
développée pour interagir avec une séquence d’ADN de maniére programmeée. Une paire
de monomeéres Py/Py peut reconnaitre les pairesasiesbAsT ou TeA, et en remplagcant un
monomere Py par un monomére Im, les séquencesneomtees paires de bases G¢C ou CeG

peuvent étre reconnuesigure 16) (Kielkopf, Baird, et al. 1998)

D’autres études ont montré que la liaison covalamte I'extrémité N-term d’un
oligomere et I'extrémité C-term d’'un autre dansctenplexe « polyamide : ADN » (2 : 1),
permet d’augmenter 'affinité de ces oligoméresrgauséquence cible d’ADN et, en méme
temps, d’étendre la gamme de séquences reconruestoPmer la liaison covalente entre les
deux oligomeres, l'insertion d’un acigeaminobutyrique (GABA) permet la formation d’'un
« coudey » ; ainsi le polyamide se structure dans une cardton « d’épingle a cheveux »
qui procure a la molécule une entropie favorablé¢itrd d’exemple, le couplage d’un trimére
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Im-Py-Py a la distamycine via un acigeaminobutyrique a permis de cibler une séquence
d’ADN 5’-G(A/T)(A/T)-3’" avec de meilleures affinitét spécificité que la distamycine seule
(Mrksich et al. 1994; Mrksich & Dervan 1994 a été montré que ce motif structural en
« eépingle a cheveux » permettait d'augmenter dedal®600 fois I'affinité du polyamide pour
sa séquence cible d’ADN comparé a une interactetype 2 :1igure 16A) (Trauger et al.
1996) De plus, linsertion du coude permet le ciblage de séquences d’ADN non-
palindromiques en incorporant des paires de réesidysiétriques et de fagon orientée. Ainsi,
le polyamide reconnait la séquence d’ADN de soméexité N-term a son extrémité C-term
dans le sens 5’-3White et al. 1997)

A/ B/

<= Py/Imcible C+G

N <‘_': Pyv/ Pv cible AsT et T+A

<~ Im/Pycible GC

5-T G T C A-3'
[ 20205G

+

“+
3-A C A G A-5

Figure 16 : Régles de reconnaissance dérivées d’complexe polyamide : ADN (2 :1)

A/ Modele de l'interaction d’'un dimére Im-Py-Py ipatrallele avec la séquence d’ADN db
5-TGTCA-3'. Les liaisons hydrogene potentiellesrenles polyamides et I'ADN sont
représentées par des lignes pointillées, les csralec deux points représentent la paire
d’électrons libres des N-3 des purines et O-2 dgsnpdines et les cercles avec un H
représentent le groupement amine exocyclique desiges. B/ Orientation et liaisons
hydrogene d’'un dimére Im/Py en interaction avec paee de bases G¢C. Les interactions
entre le N-H de la liaison amide et la paire d’'dteas libres (N-3 des purines et O-2 des
pyrimidines) de I'ADN est clairement visible. Deugl linteraction entre |'azote
hétérocycliqgue de I'lm et le N-H de la fonction amiexocyclique de la guanine est aussi
visible. Les liaisons hydrogene entre les pairebaes Watson-Crick sont représentées et les
distances sont données en Angstrom. En bas, lekeserdes et noirs sont la représentation
schématique des Py et Im respectivement, et lesadeales avec un + représentent la Dp
(N,N-diméthylaminopropylamin¢henoweth & Dervan 2009)

Finalement, un ensemble de regles d’appariementdona été décrit. Ainsi, une
séquence d’ADN programmée peut étre reconnue gpéemhent: une paire N-

méthylpyrrole/N-méthylimidazole (Py/Im) cible etconnait une paire de bases C¢G, une
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paire Im/Py reconnait une paire G+C, et une pay®y peut reconnaitre les paires de bases
AT ou TeA (Figure 16) (White et al. 1996) De plus, I'absence d’interaction avec des
duplexes d’ARN synthétiques a été vérifiee par tehniques de retard sur gel ou par
dénaturation thermique des acides nucléiques, nséipar SPR une faible interaction a été
observée, donc ces molécules ont une grande pné&rde reconnaissance pour 'ADN
(Chenoweth et al. 2013; Iguchi et al. 2013)

D.2 Vers de nouveaux ligands avec des monomereseattatifs

Les études structurales des complexes polyamidés$/ABt permis d’obtenir des
informations sur les contraintes structurales detiaation de ces complexes et ainsi de faire
des découvertes sur les modifications nécessairBanmglioration de la reconnaissance

moléculaire.
D.2.1 Les monomereg-alanines

Tout d’abord, un polyamide standard est composélgaaires de monomeres Py/Im
pour des questions de rigidité structurale due)ampnomere(s) Im. Ainsi, le pas de I'hélice
d’ADN est inférieur a celui du polyamide et pouitér que le polyamide soit trop long pour
permettre les interactions entre monomeres et ale bases, il se «courbe »; ce qui
provogue une certaine tension dans la moléculefletei ainsi sur son affinité et sa spécificité
(Han et al. 2012)Ce probleme a pu étre résolu par I'introducticumdnouvel élément de
reconnaissance : le monomg@ralanine g-ala) (Wang et al. 2001; Wang et al. 2012; Wang et
al. 2014) Inséré dans un polyamide, le monom@ralanine a les mémes propriétés de
reconnaissance que le monomeére Py ; sa naturblégxérmet essentiellement au polyamide
de se repositionner pour suivre la courbure etake gie I'hélice lors de linteraction et une
étude a montré que ce monomere pouvait aussi aeeliaffinité du polyamide pour sa
séquence cible d’ADNY.-W. Han et al. 2013)Des polyamides reconnaissant des séquences
d’ADN allant jusqu’a 16 pb (longueur d’'une séquepogentiellement unique dans le génome
humain) ont ainsi pu étre synthétisés avec desitdffi semblables a celles de protéines
capables d'interagir avec 'ADN (de l'ordre du namaaire) (Trauger et al. 1998; He et al.
2014)
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D.2.2 Le coudey

Ensuite, pour substituer le monomeredu coude du polyamide en « épingle a
cheveux », le développement d’acidgsminobutyrique chiraux substitués (comme le
DABA : acide 2-4-diaminobutyrique) permet une nwille interaction avec l'ajout d’'une
charge positive sur le cougeDe plus, cette fonction amine supplémentaire pénet utilisée
comme point d’attachement pour des modificationsnitiues ou encore pour le couplage
d'un deuxiéme polyamide (voir § Chapitre | - D.2.200ur la description des tandems de
polyamides)Herman et al. 1998; Hsu et al. 2007; Dose etG082

D.2.3 Les monomeres Hp (hydroxypyrrole)

Enfin, l'incorporation de monomeres hydroxypyrro(elp : N-méthyl-3-hydroxy
pyrrole) permet de distinguer les paires de bas@sdas paires TeATableau 1) (White et al.
1998; Kielkopf, White, et al. 1998; Kielkopf et &000) Les paires Hp/Py et Py/Hp ciblent
les paires TeA et AeT, respectivement. Les monométp sont spécifiques du nucléotide T
grace a linteraction entre le groupe hydroxyle HDde I'Hp et la paire supplémentaire
d’électrons libres des thymines dans le petit sil{Bigure 17) (Dervan & Edelson 2003)
Cependant, l'utilisation de ces monomeres Hp ristieée par leur instabilité chimique au
cours du temps. Leur dégradation prend gquelquesisesou quelques mois lorsqu’ils sont
stockés sous forme solide mais seulement quelgques pn solutionDervan & Edelson
2003; Melander et al. 2004)

Tableau 1 : Reégles de reconnaissance pour ciblesldifférentes paires de bases de
I’ADN avec les Py-Im polyamides

CG GeC AT TeA
Py/Im + - - -
Im/Py - + - -
Py/Hp - - + -
Hp/Py - - - +
Py/Py - - + +
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Figure 17 : Représentation schématique d’'un complexpolyamide/ADN

Vue perspective et schématique du petit silloriAlRBN. Pour faciliter la visibilité du réseau
de liaisons hydrogéne et la complémentarité desctires de I'ADN et du polyamide en
conformation « d’épingle a cheveux antiparalleld’hélice a été représentée sans torsion,
avec une courbure diminuée et le squelette phospdatchacun des brins est représenté par
une ligne annotée par les extrémités 5’ et 3'. taigement R représente faDp (Dervan &
Edelson 2003)

D.2.4 Les monomeres dérivés

Apres avoir établi que la discrimination entre pegres AT et T+A était possible, de
nombreux efforts ont été effectués dans le butotheavoir des monomeres qui permettraient
de discriminer ces paires de bases sans l'indtalmhimique observée avec les monomeres
Hp. Dans une étude, plusieurs polyamides compoeéd @aires de monomeéres ont été
synthétisés en incorporant, pour former une padreedonnaissance avec un monomere Py,
un des 8 acides aminés aromatiques suivants: lylridihpyrazole (Pz), 1H-pyrrole (Nh), 5-
méthylthiazole (Nt), 4-méthylthiazole (Th), 3-méthyophéne (Tn), thiophene (Tp), 3-
hydroxythiophene (Ht) et le furane (FHigure 18A). La paire Py/Tn était sélective pour les
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paires de bases AT et ne montrait pas d’interactieec les paires GeC. Cependant les
monomeres Th, Fr et Ht empéchaient I'interactioacalADN. Les études de modélisation
moléculaires suggéraient que tous ces monomeragsiénduisaient des altérations nuisibles
pour la forme et les propriétés électroniques ddgamides ; ce qui implique que la gamme
de monomeres disponibles pour construire des patigsrest limitééMarques et al. 2002)
Une autre étude a montré la sélectivité pour leéepd A de dérivés des résidus thiophéne
(comme le chlorothiopheéne Ct) lorsqu’ils sont ptaéel'extrémité N-term des polyamides
(Foister et al. 2003)

D.2.5 Les analogues des paires de monomeres

Le Hoechst est un colorant de ’'ADN ayant la cajgagise lier dans le petit sillon des
séquences riches en A et T ; sa structure est campite benzimidazoléBervan & Edelson
substitués ont aussi été étudiés pour leur capacitargir la gamme de monomeéres
disponibles pour construire des polyamides. L’hyglb®nzimidazole (Hz) et
I'imidazopyridine (Ip) ont été fusionnés au Py sdaison amide intermédiairé-igure 18B)
et introduit dans des polyamides pour remplaceix daonoméere§Renneberg & Dervan
2003) Les paires Ip/Py et Py/lp ont montré une séléétipour les paires de bases G+C et
CeG respectivement, ce qui indique gu’ils sont deslogues des paires de monomeres
« parentaux » Im/Py et Py/Im. La paire Hz/Py a m@nine bonne sélectivité pour la paire
TeA, avec une perte d’affinité par rapport a larpaip/Py mais une meilleure stabilité au
cours du temps. Ainsi, avec la caractérisationadedgrivés de benzimidazoles, de nouveaux
monomeres, pouvant élargir la gamme de monomesg®nibles pour la construction des

polyamides, ont été développés.
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Figure 18 : Structures des monomeéres, paires de momeres et de leurs dérivés

A/ Les monomeres « parentaux » Py, Im et Hp sooadzés et leurs 8 dérivés sont
représentés. B/ Structures des paires de mononuéresles (a gauche) et de leurs dérivées
benzimidazoles (a droite).
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D.3 La synthése et les optimisations des polyamides

D.3.1 Les différents types de synthese

Les premieres synthéses de polyamides étaienttafier en phase liquide et
nécessitaient des étapes longues et difficilespguivaient prendre plusieurs mois pour la
synthese et la purification d’'un polyamifiéishiwaki et al. 1988)Une avancée majeure pour
faciliter cette procédure a été le développemameal’méthode de synthése sur support solide
reportée par Baird et Derv@Baird & Dervan 1996)Cette méthode permettait :

- d’'une part, de diminuer le nombre d'étapes puasigusynthése des monomeéres a
I'échelle du gramme ne nécessitait plus de putifiea chromatographiques préalables a leur
utilisation pour les couplages, permettant aingtaestruire un polyamide,

- d’autre part, I'échelle de temps était considimaient diminuée puisque la synthése
d’'un polyamide se faisait en quelques jours ou saesgplutdt qu’en moigBaird & Dervan
1996)

D’autres protocoles de synthése ont été élabomslafperfectionner cette approche
de synthese sur support solide ; comme celui dézlkrat Chamberlin, utilisant des méthodes
d’activation de monomeres différentes (activaticar pe 1-HydrOxy-7-Azabenzotriazole
(HOAt) plutét que par le N-HydrOxyBenzotriazole (B(@), toujours dans l'optique de
rendre la synthese des polyamides plus simpleust nalpide(Krutzik & Chamberlin 2002a;
Krutzik & Chamberlin 2002b)ou encore [l'utilisation de monomeres protégés @es
groupements Fmoc (Fluorénylméthyloxycarbonyle) gillque Boc ftert-Butoxycarbonyle)
(Wurtz et al. 2001)

Les premiéres synthéses supportées de polyamigestées utilisaient une résine
Boc{flala-PAM (résine PAM (4-hydroxyméthyle-PhénylAcétdoiiéthyle) estérifiee par une
Boc{3-alanine) compatible avec l'utilisation de mononseprotéges par des groupements
Fmoc et Boc. L’enchainement des monomeéres sur $maépermet la synthése d'un
polyamide, suivi du clivage de la résine par amisel en utilisant de la N,N-
dimétylaminopropylamine (DMPA), ce qui procure umeeue C-ternp-Dp au polyamide
(Baird & Dervan 1996)Des études de l'interaction séquence-spécifiquenmntré que le

coudey ainsi que la queue C-termfi-Dp) peuvent aussi cibler des paires de bases AT o
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TeA ; ainsi, un polyamide standard composé de 8 anmmres Py-Im peut reconnaitre
spécifiquement une séquence d’ADN de 6 flre 19) (Swalley et al. 1999)

—
NH-

coude y cibleAou T —)
\ N A f Oad _‘

Py/Im cible C-G —)

B-Dp cibleAou T —)

5' 3' H=N

Figure 19 : Modéle schématique d’'un polyamide en épingle a cheveux » antiparallele

en complexe avec le duplexe cible d’ADN

Le polyamide ImHpPyPy-(R)\y-ImHpPyPys-Dp lié dans le petit sillon de la séquence cible
d’ADN 5'-TGTACA-3’ selon les régles de reconnaissades paires de bases Watson-Crick.
Les liaisons hydrogene potentielles sont représsngiar des lignes pointillées, les cercles
avec deux points représentent la paire d’électrbbses des N-3 des purines et O-2 des
pyrimidines et les cercles avec un H représentengroupement amine exocyclique des
guanines. La reconnaissance des bases A ou T pgudae C-ternp-Dp et par le coude
permet d’allonger la séquence cible d’ADN recondee2 pb. Ainsi un polyamide composé
de 4 paires de monomeres peut reconnaitre une séqueble d’ADN de 6 plfDervan,
Poulin-Kerstein, et al. 2005)

Pour élargir la gamme de séquences d’ADN reconpaekes polyamides, I'utilisation
d’'une résine « oxime de Kaiser » (oxime dérivéelalel-nitrobenzophénone), lors de la
synthese permet d'utiliser plusieurs composants [@dlivage nucléophile du polyamide sur
la résine. Ainsi, plusieurs queues C-terig(ire 20A) ont été obtenues. L’influence de la
queue C-term sur la spécificité des polyamides resigbu étre testée. Les polyamides

contenant une queue C-term acétamide, plus courte la queueB-Dp (Figure 20B),
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montrent une affinité similaire mais avec une re@ossance des paires de bases AeT et TeA
diminuée(Belitsky, Nguyen, et al. 2002)

A/ B/
/ / /
N P N P NP N O x§ 9 A o
L4 Lo 0, S 4, L4, -4,
K K N
| | | * o 74 4

Figure 20 : Les différents variants des queues C4te des polyamides

A/ Exemple d’'un polyamide avec une queue C-ternalar (R= NHMe ou NHEt ou OH ou
NHz) obtenue aprées clivage nucléophile d’'une résinds&a oxime. B/ Exemple d’'un
polyamide avec une queue C-tefrdp obtenue par le clivage aminolytique d’'une régin
ala-PAM (adapté d€Blackledge & Melander 201}8)

Plus récemment, la synthése sur support solidstéespar micro-ondes est souvent
privilégiée car elle permet de former rapidemers peduits purs avec de bons rendements.
L’équipe de Dervan a reporté, récemment, la praarggnthese assistée par micro-ondes d’un
Py-Im polyamide contenant un coude DABA pour formerFépingle a cheveux ». En
utilisant une résine « oxime de Kaiser » et la ¢hiBoc, un polyamide a été synthétisé en
diminuant significativement les temps de couplage, déprotection et d'acétylation des
amines, en opérant sous micro-onglesckett et al. 2012)

Bien que le développement des méthodes de synsieésipport solide a permis de
faciliter et de rendre plus rapide la productiongdentités nécessaires de polyamides pour
des étudesn vitro ou en culture cellulaire, les quantités produit&taient pas suffisantes
pour des études pilotes sur animaux. Pour surmaetée difficulté, de nouvelles méthodes
de synthése en phase liquide ont été mises au ;paititre d’exemple, un polyamide a 4
paires de monomeres ciblant une séquence du récepte androgenes a été synthétisé. En
utilisant une synthése convergente, I'équipe der&rern exploité les différences de solubilité
entre les réactifs et les produits de réaction dfisoler le matériel pur par précipitation ;
ainsi, le polyamide a été synthétisé a I'échelle pligsieurs grammes sans purification
chromatographique et avec une queue C-term mobtfiDhenoweth, Harki & Dervan
2009) Une autre maniére de synthétiser les polyamidéte alécrite tres récemment ; elle
utilise a la fois des étapes de synthése sur suppbde et des étapes en phase liquide. Un

fragment de 4 monomeres a été synthétisé sur duppate en utilisant une nouvelle résine
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PAM sansp-alanine, le deuxieme bloc de 4 monomeres a étéhélyge en phase liquide et
pour finir les deux fragments ont été couplés susupport solide, une étape d’aminolyse

libérant ensuite le polyamide de son supfiéatlows et al. 2014)

D.3.2 L’'optimisation des polyamides
D.3.2.1 Les polyamides cycliques

Des polyamides de nature différente ont été dépélepavec l'apparition de
polyamides cycliquegBaliga et al. 2001; Raskatov, Hargrove, et al. 201’ajout d’un
coudey supplémentaire permet au polyamide en « épingtheveux » de se fermer par
cyclisation. Dans I'étude de Chenoweth, la syntheiskétape de cyclisation du polyamide
ciblant le récepteur aux androgénes s’effectuerese liquidegChenoweth, Harki, Phillips,
et al. 2009) alors que, dans I'étude de Li, la synthese dyamide s’effectue sur support
solide assistée par micro-ondes tandis que I'éthpeyclisation a lieu en phase liquide
(Figure 21A) (Li et al. 2013)
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Figure 21 : Exemples de polyamides cycliques

A/ Structure d’'un polyamide cycligue composé deidep de monomeres et pouvant cibler
une séquence d’ADN de 6 pb et al. 2013) B/ Structure d’'un petit polyamide cyclique
capable d'interagir avec un G-quadruplefhang et al. 2012)

D’aprés ces travaux, I'affinité du polyamide cyci@est meilleure que celle du méme
polyamide en « épingle a cheveux ». Un autre type@alyamide cyclique, de petite taille (4
monomeres Py et 2 monomerpsala), ciblant une structure secondaire d’ADN en G-
qguadruplexe (au niveau du géne c-myb), a été syséhén phase liquide. L'interaction avec
cette structure non-canonique d’ADN (G-quadruplex&\té validée par des études de RMN
et de spectrométrié-igure 21B) (Zhang et al. 2012)
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D.3.2.2 Les polyamides longs et les tandems de potyides

Une limite a [l'utilisation des polyamides standambmposés de 4 paires de
monomeres, est leur longueur ; en effet, ils nev@eucibler que des séquences d’ADN de 5-
6 pb. Cependant, des efforts pour contrer ce pnodblént été faits. Ainsi, la synthése de
polyamides longs constitués par 6 a 8 paires deoméres ont permis la reconnaissance de
séquences d’ADN allant jusqu’a 10 pb. lls contienirsies monomergs-alanine pour rendre
la molécule plus flexible et permettre un bon ahigrent des paires de monomeres pour
I'interaction avec les bases de 'ADWang et al. 2010; Edwards et al. 2011; He et@l42
Taniguchi et al. 2014; Mishra et al. 2015)

Toujours dans le but de reconnaitre des séquené@d3Ndplus longues et donc
d’améliorer la spécificité, une autre stratégie racégé avec la synthese de tandems de
polyamides ; 3 exemples sont présentés daRglare 22 Le premier exemple est une étude
originale présentant la conception d’'un tandem gelgamides avec une orientation « téte a
queue ». Pour construire ce tandem, deux polyanfaegionnalisés par des groupements
alcyne et azoture ont été synthétisés et conjugaésine réaction de « chimie-click » : la
réaction de Huisgen qui est une cycloaddition Ip®ldire. La formation d’'un cycle triazole
permet de construire un tandem capable de recomnaite séquence d’ADN de 10 pb.
L’originalité de ce travail est, qu’en plus d’usiir la « chimie-click » pour conjuguer les deux
molécules, la réaction a été faite directementaunatrice d’ADN au niveau de la séquence
cible d’ADN (Figure 22A) (Poulin-Kerstien & Dervan 2003)

Le deuxieme exemple est celui d’'un autre type dwldm construit avec une
orientation « téte a téte ». Les deux polyamidespmsant ce tandem ont été synthétisés sur
support solide puis couplés en phase liqukigure 22B). De plus, le bras de liaison entre les
deux polyamides contient une fonction amine quit geurter des groupements fonctionnels

ou encore permettre I'attachement d’un fluorophetalby et al. 2005; Boutorine et al. 2007)

Aussi, les travaux du groupe de Sugiyama ont peduigiévelopper de nouveaux
tandems composés de 2 polyamides ou méme un tricoén@osé de 3 polyamides de 3
paires de monomeres ciblant des séquences d’ADNné&lques humaines de 12 a 18 pb
(Figure 22C) (Kawamoto et al. 2013; Kawamoto et al. 2015; Gual.e2015)
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Figure 22 : Représentation schématique des tanderasdu triméere de polyamides

A/ Modéle schématique de la réaction de couplage, yne cycloaddition 1,3-dipolaire
(réaction de Huisgen), de deux polyamides foncabsés par un groupement azoture (a
droite) et un groupement alcyne (a gauche), sumérice d’ADN. La formation d’un cycle
triazole (pentagone gris) permet de lier les dewyamides pour former un tandem de
polyamides, avec une orientation «téte a queueapable de reconnaitre une séquence
d’ADN de 10 pb (encadrée sur le schénf@apulin-Kerstien & Dervan 2003)B/ Modele
schématique d’'un tandem de polyamides avec unetatien «téte a téte ». L’accolade
représente le bras de liaison entre les deux poigasn(a partir dgHalby et al. 2005; Halby
et al. 2007). C/ Modéle schématique d’un trimére de 3 polyasigvec une orientation « téte
a queue ». L’hexagone gris représente la charnénie les polyamides. Les Py et Im sont
représentés par les cercles vides et noirs resgaoent, Ig-alanine par un losange blanc et
le demi-cercle avec un + représente la Dp.

Enfin, un «tridem » de polyamides reconnaissamt sgquence d’ADN de 14 pb et
composé de 3 éléments (un polyamide cyclique deetr@ polyamides de 3 paires de

monomeres aux extrémités) a été synthétisé etpsitd a interagir avec sa séquence cible a

été vérifiég'Yamamoto, Bando, Morinaga, et al. 2014)
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D.4 L'utilisation des polyamides comme regulateursle

I'expression des genes

En plus de leur utilisation comme sondes fluoresselorsqu’ils sont conjugués a des
fluorophores (voir 8 Chapitre | - C.3), les polyaes ont été utilisés comme des régulateurs
de I'expression des génes seuls ou couplés a dapag fonctionnels. Chez 'homme, chaque
cellule contient environ 20000 genes dont la trapgon est finement régulée par des
facteurs de transcription, qui sont des protéirsgmbles d’interagir avec ’ADN db de fagon
séquence-spécifique afin d’activer ou de répriradrdnscription, donc I'expression de genes
d’intérét. Plusieurs maladies, dont les cancersit de résultat d’aberration(s) dans la
régulation de I'expression de génes spécifiquesstQourquoi, du fait de leur capacité a
interagir avec des séquences d’ADN db de facon es@gpispécifique et avec de bonnes
affinités, les polyamides ont été largement étugiésr concevoir des outils synthétiques
capables d’activer ou de réprimer I'expression dgains genes. Le but ultime étant de
pouvoir corriger des aberrations de I'expressioméggue impliquées dans différentes
maladies et permettre le développement de nouvelf@gions thérapeutiques pour de

nombreuses maladies.
D.4.1 L'inhibition de la transcription par des polyamides

Une collaboration initiale entre les laboratoires Dervan et Gottesfeld a permis de
décrire les polyamides comme des inhibiteurs ptisnde la transcription via I'inhibition de
I'interaction de certains facteurs de transcriptiec leur séquence cible d’ADN. En utilisant
un polyamide, composé par 8 monomeres, ciblanitéede reconnaissance du facteur de
transcription TFIIIA, la transcription du gene dARN 5S a été suppriméa vitro et dans
des cellules de foie déenopugGottesfeld et al. 1997PD’autres études sur la régulation de
I'expression des génes ont montré que des polyandtdgent capables d’'inhiber la liaison de
facteurs de transcription (comme par exemple Ebs-la protéine virale Tax), et donc de
réprimer I'expression de certains genes et aussnpécher la réplication du virus VIH1
(Virus de I'lmmunodéficience Humaine) dans des ljiogytes humaingDickinson et al.
1998; Dickinson, Trauger, Baird, Dervan, et al. 29Benzmeier et al. 1999; Zhang et al.
2011; Syed et al. 2014)
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L’inhibition de la transcription a ensuite été démrée par des polyamides de 8
monomeres ciblant la séquence de I'élément de s&penl’hypoxie ou HRE (Hypoxia
Response ElemenDlenyuk et al. 2004)Dans des conditions d’hypoxie, le facteur HIF-1
(Hypoxia Inducible Factor 1) forme un hétérodimavec ARNT (Aryl hydrocarbon Receptor
Nuclear Translocator). Cet hétérodimere se lieekithent HRE et permet le recrutement de
co-activateurs transcriptionnels additionnels goduire la transcription des génes induits par
I’hypoxie, incluant par exemple le géne du facteicroissance VEGF (Vascular Endothelial
Growth Factor). VEGF est un facteur angiogéniquejoue un rble clé dans des cancers
métastasiques. Le polyamide synthétisé porte, ¢éerid; un monomeére 3-chlorothiophéne,
permettant la reconnaissance spécifiqgue d’'une gaikgFoister et al. 2003)et est conjugué
en C-term a un fluorophore, la fluorescéine, pesrdtudes d’'imagerie. Les résultats obtenus
par des expériences d’empreintes a la DNase | (@sBNrootprint ») ont validé d’'une part
I'interaction du polyamide avec la séquence du HiRE’autre part, sa capacité a empécher,
in vitro, la fixation de I'hétérodimére HIF-1/ARNT & desncentrations nanomolaires. Les
expériences cellulaires ont révelé que le traiteénpan le polyamide inhibait effectivement
I'expression de la luciférase quand celle-ci giltée sous le contrdle du promoteur du gene
VEGF. Les analyses de I'expression des genes qniyapces résultats puisque I'expression
de '’ARNm du gene VEGF était diminuée d’environ 6@%r rapport a celle d’autres géenes

induits par I'hypoxie.

A partir de ces résultats prometteurs, Viger etvBeront synthétisé une série de
polyamides portant plusieurs monomeres modifieg & hapitre | - D.2.4 et D.2.5)Viger
& Dervan 2006) Un nouveau dimere benzimidazole-chlorothiophené&téintroduit pour
mimer la paire Py/chlorotiophéne utilisée dans ésdes précédentes sur le HRE. A
I'exception d’un polyamide composé uniquement peg plaires de monomeres modifiés, tous
les polyamides démontraient des affinités compaghl celles des polyamides parentaux.
Cette étude soulignait [l'utilité des paires de muoaees fusionnés (dérives de
benzimidazoles) pour augmenter la spécificité enintemant une bonne affinité des

polyamides pour leur séquence cible.

Un autre exemple d’inhibition de la transcriptioar ples polyamides est celui du
facteur de croissance TGH- (Transforming Growth Fact@¥t). TGFf1 est une cytokine
régulatrice ayant des effets pléiotropiques dans ctaissance, la prolifération, la
différentiation cellulaire ou encore dans I'apogtoB est impligué dans plusieurs maladies
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rénales comme les gloméruloscléroses ou les néplmitbbe et al. 2000)Dans cette étude,
un polyamide long, composé de 6 paires de monomaré® concu et synthétisé pour cibler
le site de liaison d'un facteur de transcriptionnglda région promotrice de TGH.,
présentant une homologie de séquence entre I'homimle rat (Matsuda et al. 2006)
L’affinité du polyamide pour sa séquence cible @ddterminée (de I'ordre du nanomolaire)
par des expériences de retard sur gel et de réscapéasmonique de surface (SPR : Surface
Plasmon Resonance). Le traitement de cellules masdEK-293 avec le ligand a montré
une diminution concentration-dépendante de l'atétivde la luciférase quand celle-ci est
placée sous le contrle du promoteur de P&FDbes expériences) vivo, ont montré que le
polyamide fluorescent se localise dans le noyaugi@®érules et tubules du néphron 24h
aprés son administration. Des rats nourris par égime riche en sel, montrent une
augmentation de I'expression de TGE-de CTGF (Connective Tissue Growth Factor), du
collagene de type 1 et de la fibronectine ; ceaquiduit & une augmentation du niveau des
protéines urinaires et de I'albumine. Un traitemavec le polyamide a montré une réduction
de ces niveaux, aussi bien qu'une diminution defNARassociés a ces protéines, donc cela
suggere que le traitement par le polyamide permemdduler les dommages rénaux en
inhibant le TGHB1 et ses fonctions en av@llatsuda et al. 20111 e méme type d’étude a
permis de vérifier I'inhibition de linteraction dfacteur de transcription MB dans des
cellules humaines A549 (cellules du cancer du pa)r{feaskatov, Meier, et al. 201.ZJous
ces travaux constituent des preuves de lintérétpadyamides comme inhibiteurs potentiels

de la transcription des genes.

Les polyamides ont aussi été étudiés pour leuroit#pa étre utilisés comme des
agents antivirauXBarrett et al. 2013)L’équipe de Sugiyama a synthétisé des polyamides
standard de 8 monomeres dirigés contre une séquersceonservée du virus Epstein-Barr
(EBV) affectant la reconnaissance de la protéimale/iIEBNAL. La liaison de cette protéine
sur sa sequence cible initie le recrutement dedastimpliqués dans la réplication du virus a
I'origine du processus infectieu®/asuda et al. 2011)Le traitement de cellules latentes,
infectées par le virus EBV, par un des polyamidgstre@tisés a montré un effet
antiprolifératif des cellules positives pour la ggéce de I'épisome viral. De plus, des
expériences de ChIP (ImmunoPrécipitation de la @ktme) ont permis de confirmer que le
polyamide agit en empéchant la liaison de la pnet@irale EBNAL avec sa séquence cible et
donc que la réplication virale est affectée patrdéement. Un autre exemple de polyamide
capable de diminuer la quantité d’épisomes viraéxéadécrit pour le ciblage d’'une séquence
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riche en A et T présente dans le génome du pamlldramain (HPV pour Human
PapillomaVirus). Des examens histologiques de sigqithéliaux, infectés par le virus HPV
et testés avec le polyamide synthétisé, ont mantele traitement par le polyamide permet
une perte dose-dépendante d’épisomes viraux ebanhia transcriptio{Edwards et al.
2011; Edwards et al. 2013)insi, ces études antivirales et celles du gralgp®ervan sur le
VIH (Dickinson et al. 1998; Dickinson, Trauger, Baifdervan, et al. 1999; Dickinson,
Trauger, Baird, Ghazal, et al. 1999; Coull et 802, Ehley et al. 2002; Dudouet et al. 2003)
indiquent un réle émergeant des polyamides qui @etu&tre utilisés, soit comme des outils
pour étudier la fonction de certains éléments ciagatie se lier a ’ADN et ayant trait a la

réplication virale, soit directement comme des &gantiviraux.

D.4.2 L'extinction de genes via l'alkylation de '’ADN par des conjugués de

polyamides

Gottesfeld et Dervan avaient observé que les patlesnn’étaient pas capables
d’inhiber I'expression d’'un gene quand ils se ligliMtectement a des régions codantes de
'ADN (Wurtz & Dervan 2000Q)Quand I’ARN polymérase commence la transcriptesie ne
peut pas étre arrétée par un ligand non covaledtA@N. En utilisant les propriétés des
polyamides, le groupe de Dervan a développé dedsouapables d'effectuer des
modifications covalentes sur les séquences d’ADN falgon séquence-spécifique afin
d’inhiber la transcription. La création de ligarimifonctionnels en conjuguant des polyamides
a des agents alkylants a ouvert la voie pour leld@pement d’agents alkylants ayant une
activité séquence-spécifique pour éteindre séletent I'expression de certains genes. Deux
agents alkylants, le chloraminophéne ou « chlorambu(Figure 23A) (Wurtz & Dervan
2000)et le CC-1065Chang & Dervan 2000pnt été couplés a des polyamides au niveau de
I'a-amine de I'acidey- diaminobutyrique du coude Couplés aux polyamides, chacun des
agents a alkylé de facon séquence-spécifique Bagotposition 3 (N-3) de I'adénine dans le
petit sillon de I'ADN. Sugiyama a développé ensuiten conjugué polyamide-
CycloPropylpyrroloindole (CPI) Higure 23A), basé sur la partie alkylante de la
duocarmycine A, qui a aussi ciblé une adénine situproximité du site de reconnaissance du
polyamide dans le petit sillon de I'ADKShinohara et al. 2004).es études suivantes ont
permis de moduler la taille ou la composition dasbde liaison ainsi que sa position pour

trouver le conjugué optimal permettant I'alkylatide séquences spécifiques.
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Figure 23 : Les polyamides comme des agents alkytan

A/ Exemples de groupements alkylants couplés alyampales. B/ Modéele schématique de
I'hétérotrimére alkylant pour cibler les régionsldmériques humaines. Le losange blanc
représente lg-alanine(Kashiwazaki et al. 2009)

Dans une autre étude, I'équipe de Sugiyama s'égfressée a ces conjugués
polyamides-agents alkylants afin de cibler lesa@gitélomériques pour inhiber I'activité de
la télomérase. Une suractivation de la télomérasmet d’empécher le raccourcissement des
télomeres et la mort cellulaire dans les lignédiile@es immortalisées et dans 85% des
cancers ; aussi le contrdle d’'une activité abeerdetla télomérase est une option intéressante
pour le traitement de cancers. Un premier conjugoigamide-CPl a été synthétisé et sa
capacité a se lier a la séquence cible et a l'atkgl été validééTakahashi et al. 2003)
Cependant les tests de croissance cellulaire gétaéue l'activité du conjugué dépend de la
lignée cellulaire utilisée. Un nouveau polyamideét#® conjugué au seco-CBIl (seco-1-
Chlorométhyle-5-hydroxy-1,2-dihydro-3H-Benz[e]lndpl (Figure 23A) via un bras de
liaison indole(Sasaki et al. 2006)Testé dans les mémes lignées cellulaires quettEgent
conjugué, ce polyamide-seco-CBIl a montré une amadiom de I'activité anti-tumorale mais

aussi une alkylation de sites sur des séquencesp@mifiques.

A partir de ces résultats, 'amélioration de lacifiété de séquence a été réalisée par

I'utilisation d’'un hétérotrimére composé par deuxlécules de distamycine A et d'un
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conjugué linéaire polyamide-seco-CBI. Cet hétémre se lie et alkyle la séquence cible
d’ADN (Figure 23B) (Kashiwazaki et al. 2009)Cette preuve de concept d’utiliser un
hétérotrimére comme agent alkylant a été reprissoaplant le chlorambucil en C-term ou N-
term d’'un polyamide linéair@ashiwazaki et al. 2010En utilisant la distamycine A (deux
molécules) comme partenaire, il a été montré guepdaificité de séquence est meilleure avec
le seco-CBI ; cependant, la synthese du chloramlastiplus simple et son couplage est
possible en N-term ou C-term du polyamide. La pasitle I'agent alkylant sur le polyamide
est importante puisque le couplage en C-term pediadityler le brin d’ADN qui interagit
avec le polyamide linéaire alors que le couplageNelerm permet une alkylation du brin
opposé. En tenant compte des résultats décritégeéunent, le groupe de Sugiyama a publié
plusieurs études sur les polyamides couplés a gests alkylants. Divers polyamides ou
tandems de polyamides unis par des bras de ligigigments ont été couplés au seco-CBI et
leur capacité a alkyler des séquences spécifiquéte avérifiee(Yoshidome et al. 2012,
Taylor, Kawamoto, et al. 2014; Taylor et al. 2Q1Ainsi un tandem alkylant spécifiguement
Kawamoto, et al. 2014)La synthése d’'un long polyamide couplé au chldmaeit a aussi
permis l'alkylation de sites spécifiques et a enmgéla progression de 'ARN polymérase ;
induisant une inhibition de la transcriptiohsamitsu et al. 2014)

Une des applications intéressantes des conjugusnpides-agents alkylants est
I'extinction sélective d’oncogénes en vue du traget de cancers. A titre d’exemple, le
criblage d’une librairie de polyamides conjugués alorambucil a permis d’isoler un
conjugué capable d’'altérer la morphologie de cefiuhumaines du cancer du cblon et de
provoquer l'arrét de ces cellules en phase G2/Myale cellulaire. Les analyses moléculaires
ont révélé que les genes de I'histone H4 étaigntléd et donc réprimés, amenant & une
déplétion de la protéine histone H4 qui induit yeete des nucléosoméBickinson et al.
2004; Alvarez et al. 2006; Chou, Farkas, et al.820Testé sur des lignées cellulaires de la
leucémie myéloide chronique, ce méme conjugué aihigur prolifération et en combinaison
avec l'imatinib (inhibiteur de la kinase Abl) ilest révélé comme un partenaire potentiel
d’'une bithérapie peu toxique dans des modeéles diesg€hou, O'Hare, et al. 2008Enfin,
compte tenu du réle pléiotropique des GTPases,ul@tion du codon 13 du gene KRAS, a
I'origine de plusieurs cancers, en fait une cil&ale pour des molécules capables d’interagir
avec des séquences spécifiques et de les alkybeipl€ au seco-CBI par un lien indole, un
long polyamide a permis l'alkylation spécifique ldeséquence mutée du codon 13 du gene
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KRAS (Taylor, Asamitsu, et al. 2014Trés réecemment, le méme type d’étude a été ééalis
par cette équipe pour cibler la séquence mutéeodornc12 du géne KRASTaylor et al.
2015)

Une étude originale publiée par I'équipe de Suggadécrit un conjugué polyamide-
seco-CBI photo-controlabléigure 24) (Park et al. 2011)

S 5 Sa%

Conjugué alkylant inactivé par le Conjugué alkylant activé apres le
groupement protecteur photoclivable photoclivage du groupement protecteur

Figure 24 : Représentation schématique d’'un conjugiipolyamide-seco-CBI photo-
contrélable

A gauche, le conjugué polyamide-secoCBI est indqgpiar la présence d'un groupement
protecteur ortho-nitrobenzyle (PG) « photoclivablsur le groupement hydroxyle de I'agent
alkylant seco-CBI. Aprés une irradiation UVo}hle groupement protecteur est coupé,
laissant place a un agent alkylant actif (a droit&)nsi, une régulation spatio-temporelle de
ce conjugué est possible. La régulation spatiatdate par le polyamide qui peut trouver sa
séquence cible dans le petit sillon de 'ADN dlaa&gulation temporelle est effectuée par le
groupement protecteur « photoclivable ». Les boubksues et rouges représentent les
monomeres Im et Py respectivement, et I'ovale tvielgrésente le bras de liaison entre le
polyamide et le groupement alkylant seco-CBI (aélag(Park et al. 201))

Au niveau de l'agent alkylant, le groupement prtgec qui peut étre enleve par
irradiation UV, a été développé pour empécher iveét d’alkylation du seco-CBI en
protégeant le groupement hydroxyle naphtaléniuesitro, aprés une irradiation UV (365
nm) de 5 minutes, le conjugué est capable d’alksédectivement sa séquence cible d’ADN.
Les études cellulaires (lignée humaine A549 du eardu poumon) ont révélé que le
traitement par le conjugué activable par « photagé » est toxique pour les cellules
cancéreuses. Les traitements par le conjugué sabation ou par lirradiation seule ne
montrent pas d'effets. Les résultats suggerent cest l'alkylation spécifique par le
polyamide conjugué activé qui est responsable dngdment morphologique des cellules et
de la toxicité sur les cellules cancéreuses. Aursinouveau type d’approche a été développé
pour réguler de fagon spatio-temporelle les germs Igs conjugués polyamides-agents
alkylants.
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D.4.3 L'activation transcriptionnelle par I'intermé diaire des polyamides

Les polyamides ont aussi été étudiés pour leuroit#pa construire des facteurs de
transcription artificiels. Les facteurs de trangtion (FTs) sont des protéines modulaires
composeées généralement de deux domaines : un dom@ihaison a 'ADN (DBD — DNA
Binding Domain) et un domaine effecteur qui perd@etimérisation et I'activation ou la
répression de la transcription de régions spéafqélors, le remplacement du DBD par un
polyamide pourrait permettre la construction de Bftficiels pouvant cibler des séquences
d’ADN spécifiques et ainsi agir sur la régulatioa genes d’intérét. Dans ce contexte, le
premier activateur synthétique de la transcriptibasé sur [l'utilisation d’'un polyamide
comme DBD, a été congu et synthétisé en couplargalyamide de 8 monomeres a deux
domaines : I'un permettant la dimérisation (élémeeatdimérisation du facteur de levure
GCN4 formant une structure de superhélice) et rféadtactivation (peptide riche en
glutamates structuré en hélieg(Figure 25A) (Mapp et al. 2000)Cet activateur synthétique
posséde une affinité nanomolaire pour sa séquehkeat a permis une augmentation de la
transcription des régions palindromiques cibléassd#es extraits nucléaires de levure. Des
controles (le polyamide avec ou sans l'un des d#maines ou encore les deux domaines
sans le polyamide) ont permis de montrer les rihelspensables du polyamide et du
domaine d’activation ; en revanche, le domaine idgedsation peut étre modifié sans que

I'activation de la transcription soit complétementpéchée.

En utilisant la séquence minimale permettant Reatton de VP16 (protéine activatrice
virale), la construction d'un autre type d'activatede la transcription a été développée
(Ansari et al. 2001)Des ajustements sur la taille, la nature ou entoiposition du bras de
liaison entre le polyamide et le domaine d’actieafi ont permis le développement d’un
activateur de la transcription efficade,vitro, sur une séquence en amont de la TATA box de
I'adénovirus(Arora et al. 2002) Cependant, I'activité cellulaire de ces FTs mitifs était
limitée par leur perméabilité cellulaire. Un nouwedype d’activateur transcriptionnel
synthétique capable de pénétrer dans les cellulé® aléveloppéXiao et al. 2007) Un
polyamide de 8 monomeres a été couplé en C-ternurpdien poly-éther a un hexapeptide
activateur (capable de lier un coactivateur trdpgonnel de mammifére). Pour mesurer
I'activation transcriptionnelle dans des cellulésantes, des cellules Hela ont été transfectées
transitoirement avec un plasmide portant le géppadeur de la luciférase sous le contréle

d’'un promoteur ayant 6 sites de liaison pour ly@wlide. Le traitement des cellules par le FT

76



Chapitre | — Introduction Générale
Les polyamides ou MGBs

artificiel a montré une augmentation dose-dépemddet I'expression de la luciférase. Les
expériences contrdles indiquaient que le polyamatlele domaine d’activation étaient

essentiels a I'activation de I'expression de laférase.
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Figure 25 : Exemples de facteurs de transcriptionréficiels congus avec des polyamides

A/ Représentation schématique d’'un FT artificiempmsé d’'un polyamide comme domaine
de liaison a 'ADN (DBD), d'un domaine de dimérisat et d'un domaine d’activation. Les
cercles noirs et vides représentent les monomenest Py, respectivement (adapté(tepp

et al. 2000). B/ Formule d'un FT artificiel composé d'un polgale et de linhibiteur
d’histone déacétylase (SAHE)htsuki et al. 2009)

Ensuite, I'équipe de Sugiyama a développé une dieuepproche pour activer la
transcription en utilisant un polyamide conjuguéaaide SuberoylAnilide HydroxAmique
(SAHA) qui est un inhibiteur d’histone déacétyldsehtsuki et al. 2009)Le but de cette
étude était d’induire la transcription de genesriptents requis pour la conversion de
fibroblastes somatiques en cellules souches. Wnailie de plusieurs polyamides couplés au
SAHA en N-term via un bras de liaison composé garxdnonomerep-ala a été synthétisée.
Le criblage de ces molécules a été fait en analysan capacité a induire I'expression de
genes connus pour leur role dans la reprogrammadgbulaire (exemples : Oct-3/4, Nanog,
Sox2...) sans induire de toxicité cellulaire. Ce lagie a permis d’identifier un polyamide
conjugué au SAHA Kigure 25B) qui, par des expériences de ChlIP, conduit a une
augmentation de l'acétylation des histones dangresioteurs des génes Oct-3/4 et Nanog.
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De plus, une augmentation du niveau de trimétrofatie I'histone H3K4, qui est une marque
associée a une chromatine active, a été obséRaalian, Nakano, et al. 2012)’'autres
études du méme groupe ont permis d’identifier d&sufpolyamides conjugués au SAHA
ayant des effets similaires sur d’autres génespatents(Kashiwazaki et al. 2012; Pandian,
Ohtsuki, et al. 2012; L. Han et al. 2013; Sahd.e2@L3; Saha et al. 2014; Anandhakumar et
al. 2014)

Récemment, pour empécher la répression de la trpign, des polyamides ont été
synthétisés pour cibler une séquence riche en@pG afin d’'inhiber leur méthylation par les
méthyltransférasedKang et al. 2014)Une autre approche « compétitive » plus anciguoue
activer la transcription a été décrite. L’interaatid’'un polyamide avec un site spécifique
d’ADN peut empécher la liaison de protéines suméme site. Ainsi, plusieurs polyamides
congus pour se lier sur le site de liaison de &éime 1IE86 (protéine du CytoMégaloVirus
CMV) ont été synthétisés. IE86 est une protéinenaerpour son activité de répresseur de la
transcription d’'une séquence promotrice du CMV.ntéraction du polyamide a permis
d’empécher la fixation du répresseur de la trapton IE86 et donc d’activer la transcription

de séquences spécifiqu@sckinson, Trauger, Baird, Ghazal, et al. 1999)
D.5 Les accessibilités cellulaire et nucléaire deslyamides

En solution, les polyamides montrent une bonneiédfiet une bonne spécificité pour
leur séquence cible d’ADN. Cependant, dans desestuzkllulaires ou animales, ces
caractéristiques des MGBs vont dépendre de nombiairurs dont notamment de leurs
pénétrations cellulaire et nucléaire. Plusieurslé&uont montré que la localisation nucléaire
dépend du type cellulaire, de la structure du pulge, de l'identité du fluorophore conjugué
ou encore du nombre de monomeres imidazoles pgadans le polyamid@elitsky, Leslie,
et al. 2002; Best et al. 2003; Crowley et al. 2@&elson et al. 2004; Nickols et al. 2007; Liu
& Kodadek 2009; Nishijima et al. 2010; Raskatowakt2014) Par exemple, des conjugués
polyamide-BODIPY ont été capables de se localissrsde noyau de cellules humaines
vivantes (cellules T primaires humaing®elitsky, Leslie, et al. 2002)Cependant, dans
d’autres types cellulaires, les conjugués étaiewtus des noyaux et séquestrés dans des
lysosomes et d’autres veésicules cytoplasmiquessiAla fait que la localisation nucléaire
varie avec la structure du polyamide conjugué, ergygue la conception du polyamide et le

choix du fluorophore utilisé doivent étre optimisés
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Les facteurs structuraux pouvant étre impliquéssdiadressage nucléaire des
polyamides ont été étudiés par I'équipe de Dervasyathétisant une série de MGB couplés
a la fluorescéine et en testant leur capacitélacsdiser dans les noyaux d’un large panel de
cellules vivantes de mammiferes, incluant 11 lignde cellules cancéreuses humaines, des
cellules transformées de foie humaines et uneédiglgecellules leucémiques muriri@sst et
al. 2003) D’apres les résultats obtenus, certains facteasblent impliqués dans la
localisation des conjugués. Généralement, les potes conjugués qui se localisaient dans
le noyau étaient composés de 8 monomeres et purtaie charge positive, soit sur le bras de
liaison entre le polyamide et le fluorophore, sait le coudey. Une année plus tard, une
étude similaire a décrit la synthése d’une libeade 100 polyamides, conjugués a différents
types de fluorophores, et testés pour leur capacs localiser dans les noyaux de 13 lignées
cellulaires de mammifereEdelson et al. 2004)Les conjugués ont été congus avec des
variations structurales afin de pouvoir déduire t&@ymtiquement les effets de ces
modifications sur la localisation. Les parameétragliés étaient entre autre : I'influence du
poids moléculaire (la taille du polyamide conjugd@)composition en Im et grala, I'ordre
des monomeéres, la charge, le type et la positionfladorophore. Alors que le poids
moléculaire et la composition en Im semblaient ag ipfluencer la localisation nucléaire des
polyamides conjugués, la position des Im avait cmsséquences sur I'accés aux noyaux ;
cependant, aucune regle générale sur la positisnntidazoles n'a pu étre déduite de cette
étude. Toujours d’apres les résultats de cettee¢tiadprésence d’'ungala au niveau de la
gueue C-term du polyamide et la nature du bragat®h entre le fluorophore et le polyamide
affectaient la localisation nucléaire ; alors que présence d'un groupement acide 2,4-
diaminobutyirique acétylé au niveau du coude pdusagmenter la pénétration dans les

noyaux.

En utilisant dans un test cellulaire « rapporteudes polyamides conjugués a la
dexaméthasone (dex) agissant comme des activatelastranscription, 'équipe de Kodadek
a voulu déterminer les effets de la taille et decdenposition du bras de liaison sur la
pénétration cellulairéLiu & Kodadek 2009) Le test rapporteur consistait a traiter, par les
polyamides conjugués, des cellules exprimant uatépre de fusion contenant le domaine de
liaison a 'ADN (DBD) de Gal4, le domaine de liamsau ligand (ici le ligand est la dex) du
récepteur au glucocorticoide humain (GRLBD) et VP4 est le domaine d’activation de

I'activateur transcriptionnel du virus de I'herg&sgure 26).
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_Polyamide

Membrane nucléaire
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Figure 26 : Schéma du test cellulaire « rapporteus avec un polyamide conjugué a la
dexaméthasone (adapté d@.iu & Kodadek 2009)

Dans sa forme apo (non liee au ligand), la protéimdusion est séquestrée dans le
cytoplasme via son interaction avec la protéinepel@nne Hsp90 (Heat shock protein 90
Kd). L'interaction du domaine GRLBD de la protéide fusion avec la dexaméthasone
couplée aux polyamides permet la libération de HggtQne translocation du complexe dans
le noyau, ou il active la transcription du genep@peur luciférase placé sous le contrdle d’'un
promoteur Gal4 Rigure 26). L’'activité dose-dépendante de la luciférase ampe de
confirmer certains résultats trouvés précédemmant’@quipe de Dervan. La présence de
monomere$-ala pourrait affecter la perméabilité cellulaitera que le recours a un bras de
liaison plus court (éthylénediamine) I'améliore.
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Dans le méme but, Jacobs et Dervan ont rapportgyrthése d'une librairie de
polyamides avec diverses modifications en C-termurpévaluer leurs effets sur la
perméabilité cellulair¢Jacobs & Dervan 2009 utilisation d’un bras de liaison oxime entre
le polyamide et un groupe aromatique fonctionneCeterm, a permis d’augmenter le ciblage
de la séquence cible d’ADN (élément de réponseéaepteur de I'androgéne) dans des
cellules humaines LNCap (adénocarcinome épithéédil prostate). Apres avoir exploré les
modifications en C-term, les modifications sur ¢eidey ont été étudiées pour leurs effets sur
la pénétration cellulaire, la biodistribution eduentuelle toxicité chez la sou(iSieier et al.
2012; Synold et al. 2012; Yang et al. 2Q13addition de groupements aryle sur le coyde
permis d’améliorer la localisation nucléaire dek/amides.

Enfin, la solubilité des molécules peut étre uneiése aux études sur animal. Ainsi,
de récentes études se sont intéressées a amdédiaelubilité des polyamides en solution
aqueuse. A titre d’exemple, l'addition de groupetseamine ou ammonium sur les
monomeres pyrroles a été réalisée et a pu permgtgeaugmentation de la solubilité du
polyamide dans l'ea@Babu et al. 2011; Satam, Babu, Chavda, et al. ;2842am, Babu,
Porte, et al. 2012; Ramos et al. 201Bne autre stratégie développée par I'équipe de
Sugiyama était d’ajouter un groupement polyéthylémgcol en C-term d'un conjugué
polyamide-seco-CBI. Une cytotoxicité accrue et aogmentation de la solubilité ont été
observées avec ce conjug(iéakagaki et al. 2011)Plutbét que de modifier la structure du
polyamide, le groupe de Dervan a augmenté la da&ulen solution aqueuse en utilisant une
formulation contenant de la 2-Hydroxyprogeyclodextrine (Hp8-cyclodextrine) qui est un
carbohydrate utilisé comme agent solubiliséraargrove et al. 2012)Chez des souris, en
utilisant des polyamides solubilisés par de laf-pyclodextrine, les conditions de l'injection
et la pénétration cellulaire ont été amélioréegbablement par une diminution de la

formation d’agrégats dans le plasma.

Les propriétés des polyamides ou MGBs évoquées deits introduction en font
d’excellents candidats pour la construction de senfluorescentes afin de cibler des
séquences d’ADN spécifiques. En effet, contrairenaerx oligonucléotides modifiés, ils ne
sont pas sensibles au pH et ne nécessitent padémaguration de 'ADN pour leur fixation
puisqu’ils sont capables d’interagir dans le pgtibn de ’'ADN db avec leur séquence cible.
De plus, a partir de la séquence cible d’ADN, omtpgrogrammer I'enchainement des
monomeres afin de synthétiser un polyamide spéafide cette séquence donc la synthése
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est simple et ne requiert pas de constructionstiggm®s complexes comme celles utilisées
pour la conception de protéines modifiées. Podr,fils sont capables de pénétrer dans les
cellules et de trouver leur séquence cible d’ADMnss recours a des techniques de
transfection pouvant perturber le fonctionnementlatmorphologie des cellules. Les
polyamides fluorescents répondent bien aux exigemegquises a la conception de sondes
fluorescentes pour visualiser des séquences d’ARN d
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E — Le projet de thése

L’'organisation nucléaire de I'ADN est un facteurpomnant dans le controle de
I'expression génique. La possibilité de visualides séquences spécifiques d'ADN dans des
cellules vivantes permettrait d’observer, en tendes, la dynamique de I'ADN dans le noyau
en utilisant la microscopie de fluorescence. Ledmite projet était le développement d’outils
chimiques qui permettraient d’étudier I'organisatet la dynamique de séquences cibles dans

des cellules vivantes, sans les fixer ni les pebifiéar.

En utilisant comme modeéles des séquences d’ADNé&épé&entromériques, murine et
humaine, le projet de these s’est organisé auteutrals questions principales : Chez la
souris, est-il possible de visualiser les chromtesndirectement dans des cellules vivantes
en utilisant des sondes fluorescentes composéatepaiolyamides ? Et chez 'lhomme, est-il
possible de visualiser les séquencesatellite ? Et existe-t-il des structures appaestaux

chromocentres murins dans les cellules vivantes?

Tout d’abord, la synthese de pyrrole-imidazole polides appelés "ligands du petit
sillon de 'ADN" ou "MGBs" (Minor Groove Binders)ug sont capables de reconnaitre et
d'interagir avec des séquences spécifiques d’ADBeaudu petit sillon a été réalisée dans le
but de cibler des séquences répétées d’ADN centign@emurin et humain. Concernant la
pénétration cellulaire des MGBs, beaucoup de nuatifins structurales ont été testées mais
aucune réegle précise ne semble en découler. Paégoent, la synthése des polyamides a été
entreprise selon la méthode décrite par Krutzi€leamberlin(Krutzik & Chamberlin 2002a;
Krutzik & Chamberlin 2002h)en suivant les regles de reconnaissances étgalieBervan.

Ensuite, ces polyamides ont été purifiés et canaés

Puis avant et apres leur couplage a des fluorophbimteraction de ces polyamides
avec des duplexes d’ADN synthétiques a été étudhiéeitro, par des méthodes physico-
chimiques : dénaturation thermique de I'ADN, retasdr gel d'acrylamide, dichroisme
circulaire et spectroscopie de fluorescence.

Enfin, pour les deux modeles, murin et humain, téiaction de ces sondes

fluorescentes a été étudigecellulo, sur des cellules fixées et vivantes.
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A - Les résultats obtenus avec le modéle murin

Les résultats obtenus avec le modéle murin ont'¢difet de deux publications situées
a la fin de cette partie. Un des article est faéalsur les études physico-chimiques des
polyamides et sondes muririslozeret, Bonan, et al. 2015alors que l'autre inclut les
résultats cellulaire@Nozeret, Loll, et al. 2015)

L'observation de séquences spécifigues d’ADN repsse |'utilisation de sondes
fluorescentes. Les séquences répétées de 'ADNngiégne qui se situent au niveau de loci
chromosomiques spécifiques (centromeres, télomewstituent des cibles idéales pour les
sondes fluorescentes. Leur concentration localélegée, ce qui permet une accumulation du
signal fluorescent au niveau d'une méme région.sDagite étude, le choix de la séquence
cible s’est tourné vers la répétition péricentraomée murine MajSat de 234 pb répétée des
milliers de fois. La séquence consensus de cesitieps a été déterminée par la méthode de
Maxam et Gilber{Manuelidis 1981)

Les sondes doivent étre capables d’interagir a¥¢2N de facon séquence-spécifique

et d’émettre un signal de fluorescence. Dans noa® les sondes fluorescentes ont été
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construites en conjuguant des fluorophores avec pdégamides pouvant interagir avec
I’ADN db.

Pour la partie fluorescence, un des criteres majpour I'imagerie de séquences
d’ADN spécifiques dans des cellules vivantes estpéssibilité de détecter un signal
spécifiqgue produit par les molécules fluorescetitass a leur cible d’ADN et de pouvoir
distinguer ce signal du bruit de fond de fluoreseemenant de molécules non-liées. Pour
contourner ce probleme, plusieurs approches satildes. La premiére est la construction
de sondes fluorescentes en utilisant des fluorgshqui peuvent moduler leur spectre de
fluorescence en fonction de leur interaction avé&®dN, en augmentant l'intensité de
fluorescence (« light-up probes ») et / ou en détdaleur spectre vers une autre longueur
d’'onde (« red or blue shift »). D’apres la litténa les fluorophores de type cyanine sont de
bons candidat§Yarmoluk et al. 1996; Hilal & Taylor 2008) ’autre approche consiste en
I'utilisation de deux fluorophores (donneur et aateer) situés a proximité I'un de l'autre
pour observer un effet FRET (Transfert par RésomahiEnergie de Fluorescend&u et al.
2013) Suite a l'excitation du fluorophore donneur, ilayun transfert d’énergie vers le
fluorophore accepteur qui, excité, émet un sigrelfldorescence a une longueur d’onde

différente qui est donc distingual§leoutorine et al. 2013)

Pour la partie polyamide, le critere important pqermettre de visualiser des
séquences d’ADN dans des cellules vivantes estgifentation de la spécificité de
reconnaissance ; c'est-a-dire de la longueur dédaence reconnue. Deux stratégies ont été
suivies. La premiére était de synthétiser deux ssnd base de polyamides courts ou
polyamides standard (composés par 4 paires de nmayesjrsitués a proximité I'un de l'autre
sur la séquence cible d’ADN afin de pouvoir obserue effet FRET. La deuxiéme stratégie
était de construire un tandem covalent de polyaspidans une orientation « téte a téte », en
utilisant deux polyamides fonctionnalisés par demigements alcyne et azoture permettant
leur conjugaison par une réaction de « chimie-chcka cycloaddition-1,3 dipolaire de

Huisgen.
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A.l Syntheses et caractérisations des MGBs et demdes

fluorescentes murins

A.1.1 Les MGBs murins
A.1.1.1 Les MGBs murins standard

Le Duplexe 1de 30 pb, issu de la répétition murine Maj@aanuelidis 1981)a été
utilisé comme cible modéle pour la synthése deyamoildes et pour les études physico-

chimiques Figure 27).
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Figure 27 : Représentation schématique des differémduplexes utilisés et des
polyamides murins synthétisés

Le Duplexe lest le duplexe cible modele de 30 pb issu depatigon péricentromérique
murine MajSat. Il possede plusieurs sites d’intéacpour chaque MGB (les sites de liaison
pour le polyamidd=1 sont encadrés). Les polyamides synthétisés pobleraette séquence
sont alignés relativement a leurs sites de liaison le Duplexe 1 Le Duplexe 2 contient
uniqguement un site de liaison pour chacun des poigas (le site de liaison pour le
polyamideF1 est encadré) alors que [Buplexe 3n’en contient aucun ; il s’agit du duplexe
contrdle (adapté déNozeret, Bonan, et al. 20)5)
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Le polyamideF1 a été construit de son extrémité N-term a sorémité C-term pour
reconnaitre le duplexe cible dans le sen® 33’ du brin riche en A. Dans le but de
sélectionner la paire de polyamides optimale pesirelxpériences de FRET et pour construire
un tandem antiparallele («téte a téte »), la ®sdhde plusieurs versions du deuxieme
polyamide (appeléeis2-F6) capable de reconnaitre le brin riche en T darseies 5> 3’ a
été entreprise. Ces polyamides ciblent des ségsenigines avec un décalage de 1 a 4 paires
de basesHigure 27). Cette orientation antiparalléle des paires dggmides, sur le duplexe
cible, procure une proximité spatiale des deuxémmites N-term des polyamides ; ce qui
permet la synthése d’'un tandem antiparalléle «a&ététe » de deux polyamides apres la
fonctionnalisation de leurs groupements aminesiteax par des modifications chimiques
(Figure 28). Un autre avantage de cette proximité est laibiliss, apres le marquage des
polyamides par des fluorophores, de construire mises de sondes fluorescentes pour
pouvoir étudier un effet FRET potentiel en raises distances proches entre les fluorophores

donneur et accepteur.

La synthése de ces polyamides a été effectuée memeat sur support solide en
utilisant une résine Bog-ala-PAM selon le protocole décrit par Krutzik ehanberlin
(Krutzik & Chamberlin 2002a; Krutzik & Chamberlird@2b) Les détails de la synthese sont
donnés dans |&igure 28 et dans leChapitre IV (Matériels et méthode$. Le suivi, étape
par étape, de la synthese des polyamides sur dugpimte par des tests a la ninhydrine, qui
réagit avec les amines primaires en produisantcalogation pourpre de Ruhemann, a mis en
évidence une difficulté du couplage d’'un Py direwat a la suite d’'un InfBaird & Dervan
1996) Pour contrer cette difficulté, deux stratégies été suivies. La premiere est de
synthétiser un dimere Py-Im en phase ligudeird & Dervan 1996)En optant pour cette
stratégie, une optimisation du protocole décritéféite en précipitant le produit a I'acide
chlorhydrique avec un suivi du pH, en doublantdume nécessaire au couplage du dimere
sur le support solide et en augmentant le tempsod@lage a 2h. La deuxieme stratégie
consiste a remplacer le Py, qui doit suivre un par un synthonB-ala. De plus, le
remplacement d’un Py par un synthsala peut améliorer I'affinité d’'un polyamide quand
celui-ci est dirigé vers des séquences riches @&t G(Turner et al. 1998; Dervan & Burli
1999; Floreancig et al. 20Q0Ainsi, les analogues des polyamide3, F3 et F4 nommés
F2p, F3# et F4p respectivement ont été synthétisés. Les formutesaeactéristiques
chimiques des polyamides synthétisés sont donmedseexe 1 Aprés leur synthese, les
polyamides ont été analysés par HPLC analytiquehease inverse (Chromatographie en

90



Chapitre 1l — Résultats
Les résultats obtenus avec le modele murin

phase Liquide a Haute Performance), caractérisésspectrométrie de masse (SM) et
spectroscopie UV-visible et enfin, purifiés par HPlpréparative en phase inverse. Les
chromatogrammes obtenus révelent que les produiitaree pureté de 80 a 90% a l'issue des

syntheses. L'exemple de la caractérisation du Mi@Rst présenté dan®hnexe 2
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Figure 28 : Schéma de la synthése peptidique manieties polyamides sur support
solide

La synthése des polyamides s’effectue de leurma&éC-term a leur extrémité N-term. La
premiere étape consiste a déprotéger la résine /Bala-PAM en utilisant une solution TPW
(TFA 92,5% / phénol 5% / eau 2,5%), ce qui permeetlidérer une fonction amine. Les
synthons commerciaux portent une fonction aciddaayrique (encadré de droite) et en
utilisant des activateurs, tels que le HATU (2-(IHdzabenzotriazol-1-yl)-1, 1, 3, 3-
tétraméthyluronium-hexafluorophosphate) (en rose Ilsuschéma), il y a formation d’un
synthon sous forme d’ester activé. En présenceéadarie libre de la résine, I'ester activé
réagit pour former une liaison amide qui couplepkemier synthon sur la résine. Ensuite, il
faut répéter les étapes de déprotection, d’actiraties synthons suivants et de couplage pour
enchainer le nombre de synthons nécessaires aehtibn du polyamide désiré. Une
fonctionnalisation en N-term des polyamides essibés directement sur la phase solide, en
utilisant des « synthons N-terminaux » (encadrérdée). Pour finir, une étape d’aminolyse
par la DMPA (3-(diméthylamino)-1-propylamine) petrde libérer le polyamide de la résine.
Dans I'encadré de droite, les groupements protest®oc sont représentés en noir.

A.1.1.2 Les tandems de MGBs murins

Au sein de notre laboratoire, la synthése de tasd#arpolyamides avait été effectuée
en utilisant différents bras de liais@Aalby et al. 2005; Halby et al. 2001)es résultats de
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I'étude de leur interaction avec leur séquencesaibADN avaient montré qu’ils possédaient
de meilleures affinités et spécificités puisqueéguence reconnue par les tandems était plus
longue. Dans ce travalil, la synthése des tande@é& améliorée et simplifiée en utilisant une
réaction de « chimie-click » : la cycloaddition -tipolaire entre un alcyne et un azoture
catalysée par le cuivre (ou réaction de Huisg@mldal & Tornge 2008; El-Sagheer &
Brown 2012) (voir Chapitre IV — Matériels et méthode}. Des paires de polyamides
modifiés ont été utilisées pour construire ces ¢amsl: soitFl et F2f modifiés, soitF1 et

F4p modifiés Figure 29A etAnnexe 3.
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Figure 29 : Schéma de la synthése et structures d@sidems de polyamides

A/ Schéma de la synthése des tandems de polygmaidesnjugaison de deux polyamides (en
bleu) fonctionnalisés en N-term par des groupemerityne (en rose) ou azoture (en
marron). La réaction de Huisgen, en présence dereupendant 20 min a 90°C dans un
mélange eau 75% / DMSO 25% dans un réacteur a roicdes, permet la formation d’'un
cycle triazole (en vert) qui conjugue les deux aolides. B/ Structure du tanddrfh composé
par les polyamide&1 et K2p. C/ Structure du tande2 composé par les polyamidkdy

et K4B. Le groupement protecteur Boc (en rouge) proteg®hction amine des tandems qui
peut étre utilisée pour le couplage de groupemehitmiques ou de fluorophores.
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Les groupements azoture et alcyne ont été ajonitgsles étapes finales de la synthese
des polyamides, directement sur le support solt®ir la premiére paire de polyamides
(tandemT1), I'acide 2-(Boc-amino)-5-azido-pentanoique aaitaché a la place de l'acige
aminobutyrique N-terminal pour obtenir un analogleeF1 qui contient un groupement
fonctionnel azoture, appel&l. L’acide 4,5-pentynoique a été attaché a l'acide
aminobutyrique N-terminal de2g afin d’obtenir son analogue nomrd2g qui contient un
groupement fonctionnel alcyn€igure 29B et Annexe 3. Pour la construction du deuxieme
tandemT2, le polyamideK1ly porte I'acide 2-(Boc-amino)-5-azido-pentanoiqueadte a
I'acide y-aminobutyrique et non a la place de celui-ciegpdlyamidek4g est I'analogue de
F4p avec le groupement additionnel acide 4,5-pentyr®ign N-term Kigure 29C et
Annexe 3. Donc le tandenT2 posséde un bras de liaison plus long de 5 liaigmie les
deux polyamides afin d’adapter sa structure a ktadce plus longue entre les deux
polyamides sur la séquence cible d’ADN. La réactiten « chimie-click » entre les deux
composants de chaque tandem a été effectuée adad¥din mélange eau 75% / DMSO 25%
dans un réacteur a micro-ondes pendant 20 minah@emT?2 reste soluble dans le milieu
réactionnel et aprés une précipitation a I'éthérapparait comme un pic relativement
homogene en HPLC analytiquénnexe 4. Dans le cas du tandefil, un précipite,
contenant le tandem presque pur, se forme dandliiméactionnel. Les deux produits ont
été ensuite purifies par HPLC préparative et carsgés par spectrométrie de masse et

spectroscopie UV-VisibleAnhnexes 3 et 4)

A.1.2 Les sondes fluorescentes murines

La construction des sondes fluorescentes murinég affectuée en couplant aux
polyamides murins divers fluorophores (commerciauxsynthétisés soit directement au sein
de notre laboratoire soit par des collaborateurs)choix des fluorophoref\(inexe 5 s’est
tourné vers des molécules qui ont la capacité dduteo leur spectre de fluorescence
(décalage de la longueur d’'onde ou augmentatidfirdensité de fluorescence) en réponse a
une interaction avec 'ADN comme la tétraméthylramine (TMR)(Rucker et al. 2003;
Rucker et al. 2004)le thiazole orange (TO)echter et al. 2005)a fluorescéingHsu &
Dervan 2008; Nozeret, Loll, et al. 20180 encore les cyanines Cy3 et Q¥mister 2003;
Hilal & Taylor 2008) De plus, les cyanines Cy3 et Cy5 peuvent étlisémis comme paire de
fluorophores pour des expériences de FREJister 2003; Han et al. 2014)
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La plupart des fluorophores utilisés possedentrangement acide carboxylique et ils
sont soit achetés directement sous forme d'estecivéa (NHS — ester N-
HydroxySuccinimidyle) ou d’isothiocyanate (ITC),isttansformés en esters activés par des
agents tels que le HATU ou fonctionnalisés en isaffanate en greffant une chaine diamine
tert-butyl-N-(3-aminopropyl)carbamate, qui apres dégton par du TFA 10 %, libére une
fonction amine transformée par la suite en [MZinch et al. 2008)Les fluorophores ont été
liés a la fonction amine libre présente a I'extri@il-term des MGBs standarBigure 30)
ou a I'amine des synthons acide amino-pentanoiaqse tandems aprés leur déprotection
(Figure 31).
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Figure 30 : Méthodes de couplages des fluorophorasix MGBs

A/ En utilisant la fonction amine libre du polyamiNH en N-term, exemple du MGBIp,

en bleu) et des fluorophores sous forme d’estetisésc(exemple de I'ester N-succinimidyle
de la 5-carboxyfluorescéine, en rouge, a gauche)cduplage permet la formation d’'une
liaison amide (entourée en vert, a gauche) entrdluerophore et le polyamide. B/ La
fonction amine libre du MGB (NHen N-term, exemple du MGBI, en bleu) peut aussi

réagir avec un fluorophore sous forme d’isothiocyi@n (exemple de la fluorescéine-5-
isothiocyanate, en rouge, a droite) pour former uiaéson thiourée (entourée en vert, a
droite) entre le fluorophore et le polyamide.

En utilisant d'une part 'amine terminale des MG#&sd’autre part des fluorophores
sous forme d’esters activés, la formation d'unésdia amide permet la construction d’'une

sonde fluorescente polyamide-fluorophore. L'exemge la sondeF4g-fluorescéine est
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donné dans I&igure 30A. En ce qui concerne les fluorophores sous fornsaitiiocyanate,
une liaison thiourée conjugue le polyamide au thptiore (I'exemple de la son@dp-FITC

est présenté dans FEgure 30B). Il est important de noter que le couplage auxBdGe
modifie pas les spectres de fluorescence des fhhores. Un tableau récapitulant les
différentes sondes synthétisées a partir des MG@snmstandard et leurs caractéristiques
chimiques est donné émnnexe 6 A titre d’exemple, la caractérisation de la soRdg-FITC

est donnée eAnnexe 7. Enfin, les caractéristiques chimiques des dendems fluorescents
T1-Cy3etT2-FITC (Figure 31) sont présentées émnexe 8
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Figure 31 : Formules des tandems fluorescents murén

A/ Formule du tandenil (en bleu) marqué par le fluorophore Cy3 (en roug§rés sa
déprotection, I'amine présente sur le synthon a@deno-pentanoique (en marron) réagit
avec le fluorophore sous forme d’ester activé doumer une liaison amide (entourée en vert
foncé) pour coupler le fluorophore au MGB afin dmstruire une sonde fluorescenié-
Cy3. B/ Formule du tandem2 (en bleu) conjugué a la fluorescéine isothiocyan&TC, en
rouge) par un une liaison thiourée (entouré en verice) afin d’obtenir la sond€2-FITC.
Les synthong-ala sont représentés en noir.
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A.2 Etudes physico-chimiques de I'interaction des K8Bs murins

et des sondes fluorescentes murines avec I’TADMNvVitro

Le Duplexe 1possede plusieurs sites de liaison pour chacumpalgamides standard
et un site de liaison pour les tandems de polyasnfeigure 27). Par exemple, le polyamide
F1 peut se lier a 4 sites (2 étant partiellement ugses, les sites sont encadrés dans la
Figure 27). Dans le but de déterminer les propriétés detifirade chague polyamide a sa
séquence cible d’ADN, deux autres duplexes ontiiéés. LeDuplexe 2qui n’a qu’un seul
site de liaison pour chacun des polyamides dduplexe 3utilisé comme contréle qui n’a
aucun site de liaison pour les polyamidEgyre 27). L'interaction des polyamides et des
sondes fluorescentes avec ces différents duplexég atudiée par plusieurs méthodes
physico-chimiques (dénaturation thermique de I'ADd¢l-retard, dichroisme circulaire et
spectroscopie de fluorescence) afin de sélectiolesecandidats avec les meilleures affinités

et spécificités pour leur séquences cibles d’ADNes des applications cellulaires.
A.2.1 Cinétique de l'interaction ADN / polyamide

La cinétique de formation des complexes entre 'ABiNet les polyamides est une
considération importante. A titre d’exemple, lanf@ation de triples hélices est un processus
lent qui peut prendre plusieurs heur@®vopashina et al. 2005Ainsi, avant d’étudier
I'interaction ADN / polyamides, il est nécessaire determiner la cinétique de fixation des
MGBs a leur séquence cible d’ADN afin d’adapter éapériences physico-chimiques a la
cinétique de formation des complexes. Dans le Besticher le taux de formation du
complexe entre I®uplexe 2(ayant un seul site d’interaction pour chaque M@Ble MGB
F4p (Figure 32), la méthode « d’arrét de retard sur gel » («-gtogel retardation ») a été
appliquée(Novopashina et al. 2005yvoir Chapitre IV — Matériels et méthodes$. Cette
méthode repose sur la technique de I'électrophagasest fondée sur le déplacement de
molécules chargées (positivement ou négativemensg Keffet d'un champ électrique. Du fait
de leurs caractéristiques propres et en fonctios cenditions de ['électrophorése ces
molécules auront des vitesses de migration difféserklles vont donc se séparer les unes des
autres. Le retard sur gel ou EMSA (Electrophorédobility Shift Assay) débute par
l'incubation d'un oligonucléotide marqué (par flascence ou radioactivité) avec une
molécule supposée interagir avec lui (comme deRimes ou méme des extraits de protéines
cellulaires). Ensuite, la migration du fragmentlgotidique étudié (seul) et celle du fragment
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mis en contact avec la molécule susceptible déxee dessus sont effectuées sur deux pistes
différentes. Alors, si la molécule se fixe effeetivent sur le fragment, la migration de ce
dernier sera plus lente (retard), et la bande spaedante aura migré moins loin sur le gel

(elle est dite retardée). Sinon, les deux bandessau méme niveau sur les deux pistes.

Temps d’incubation (min) : to t,+ 10 t,+ 30 t,+ 60 to+ 120
a b a b a b a b a b

—_t
—_
—_

r
|

-_‘u-sJ

. k‘ u"""‘“
— (—

Figure 32 : Image de I'expérience « d’arrét de retal sur gel » pour étudier la cinétique
de formation d’'un complexe ADN / MGB

Electrophorése sur un gel de polyacrylamide & 2084 dénaturant, dans un tampon TBE
standard (89 mM Tris-HCI, 89 mM acide borique, 2 BMITA, pH 8,3) a 4°C, des mélanges
entre leDuplexe 2marqué a la fluorescéine (0,52 uM) et le polyankidp (1 uM). 10 pL de
chaque mélange ont été chargés sur le gelp,atot10, ©+30, ©H+60 et $+120 min
d’incubation, comme indiqué au-dessus du gel etadiaement soumis a I'électrophorése. t
correspond au moment ou Ruplexe 2a été mis en présence Bép et que les premiers
échantillons ont été chargés sur le gel. A gautdsedeux traits noirs représentent la position
du duplexe d’ADN et le MGB est symbolisé par umtpooir. a : les échantillons contréles
qui contiennent uniquement le duplexe d’ADN elds mélanges ADN/MGB.

Sur laFigure 32 les pistes « a » contiennentDeplexe 2seul et les pistes « b », le
Duplexe 2en présence du MGB4g a différents temps d’incubationg; to+10, $+30, t+60
et b+120 min. Le temps ttorrespond au moment ouDeiplexe 2est mis en présence Bép
et que les premiers échantillons ont été chargékesgel. L’apparition d’'une bande retardée,
dés le tempsot signifie que le complexB®uplexe 2: F4p (1 : 2) est completement formé
presque immédiatement aprés I'ajout du polyamigléefinps de chargement était inférieur a 1
minute). Ainsi, la cinétique de fixation du polyataine représente pas une étape critique a la
formation des complexes ADN / MGB. C’est un avaetagipplémentaire des polyamides

comparés aux TFOs.
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A.2.2 Dénaturation thermique de I'’ADN suivie par sgctroscopie UV

Apres I'étude de la cinétique de formation des dengs ADN / MGB, la question de
la spécificité a été étudiée par la technique damtlgation thermique de '’ADN (ou fusion de
I’ADN) qui consiste a dissocier un double brin d’NCen deux simples brins, en rompant les
liaisons hydrogéne entre les bases azotées deshdieisxcomplémentaires de 'ADN, sous
I'effet d’'une augmentation de la température. Cargment a la dénaturation des protéines,
celle de 'ADN est généralement réversible a caoadigjue le retour aux conditions initiales
soit suffisamment lent. Les bases se ré-appar@est la renaturation. La dénaturation /
renaturation thermique des acides nucléiques prufaeilement suivie par spectroscopie UV
a une longueur d’'onde fixée (classiquement 260 ur pes acides nucléiques) grace a
I'existence d'un effet hyperchrome (augmentation l'ddsorption dans I'UV pendant la
dissociation). En effet, le coefficient d’extinatianolaire de la molécule augmente au cours
de la transition double bri#» simple brin. Ceci est d0 au changement d’envirorereé des
bases de I'ADN qui passent d’'un état empilé dandulglexe a un état désordonné dans le
simple brin. La température a laquelle la moitiés aaeolécules d’ADN est dénaturée est
appelée température de fusion (« melting temperaturl,). Cette température peut étre
obtenue en calculant la dérivée premiére de labeowte fusion et elle correspond a
I'extremum de la courbe dérivée. La températuréudmn dépend de la séquence du duplexe
d’ADN : les séquences riches en paires de bases i@iliquant 3 liaisons hydrogéne, sont
plus stables (i plus élevée) et sont donc plus difficiles a déreatgque les séquences riches

en AeT (2 liaisons hydrogene).

A faible température, les MGBs peuvent interagieale duplexe d’ADN. Quand la
température augmente, le duplexe d’ADN se dissetide MGB « sort» du duplexe
provoquant un effet hypochromique (diminution dab8orption dans I'UV) a 335 nm,
longueur d’onde d’absorption des MGBs. Ainsi, it pessible d’étudier l'interaction ADN /
MGB par des expériences de dénaturation thermigivdespar spectroscopie UV a 260 et
335 nm ; en effet, si la température de fusion dpleke d’ADN augmente en présence du
MGB, c’est qu’il y a une stabilisation du duplexarde MGB due a la formation d’un
complexe ADN / MGB. En déterminant T, (Tm du complexe ADN / MGB - & du
duplexe seul) pour chacun des MGBs, un classemautt gtre effectué afin de trouver la
molécule qui stabilise au mieux le duplexe ciblaDN.
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A.2.2.1 Dénaturation thermique des duplexes d’ADNreprésence des MGBs murins

A.2.2.1.1 Avec les MGBs murins standard

Pour étudier linteraction entre I'ADN et les poiyales par la méthode de
dénaturation thermique suivie par des mesures ofpbsn en spectroscopie UV, deux
paramétres ont été analysés : la stabilisationufilesde d’ADN due a I'ajout de polyamide
(augmentation de lam) et les changements spectraux qui accompagnefisian des
complexes ADN / MGB.

Les profils typiques des courbes de dénaturatiemtlgue suivie par UV dDuplexe
1 (duplexe modéle qui possede 4 sites de liaisom pay seul et en présence d’'un exces
molaire (8 fois) du polyamidel (2 molécules de MGB par site de liaison) ont étegistrés
(Annexe 9. Afin de pouvoir comparer strictement la dénaiorathermique des différents
complexes ADN / MGB, Idbuplexe 2qui posséde un seul site de liaison pour chacsgn de

MGBSs a ensuite été utilisé.

L'exemple du profil de dénaturation thermique BDuplexe 2 en présence et en
absence d’'un exces molaire (6 fois) du MBS est montré dans Rigure 33. Sur la dérivée
premiere de la courbe de fusion, un pic négatif3d Bm (courbe vertdrigure 33B) est
caractéristique de la dissociation du complexe ADWIGB. Pendant la formation du
complexe, le duplexe est fortement stabilisé esgp€rature de fusion passe de 49°C (courbes
bleuesFigures 33AetB) a 67°C (courbes rougdsigures 33AetB) (ATm = 18°C). De plus,
la fusion du complexe ADN / MGB et la dissociatidun duplexe d’ADN sont coopératives et
s'effectuent a la méme température. Les résultatenos avec les différents MGBs sont
récapitulés dans [€ableau 2 Tous les polyamides synthétisés stabiliserduplexe 2(un
seul site d’interaction) mais a des degrés diffiscehes meilleures stabilisations ont été
obtenues avec les polyamidédp et F1 (ATm = 18°C et 17°C, respectivement). Cette
interaction est plutét sélective, toutefois en pnee des différents MGBs testés, une faible
stabilisation du duplexe contro@uplexe 3 qui n’a pas de site de liaison pour les MGBs
(ATm < 5°C), a été observée (exemple du MBEA ; Figures 33Cet D).

99



Chapitre 1l — Résultats
Les résultats obtenus avec le modele murin

07 A/ Duplexe 2 : F4p bl B/ Duplexe 2 : F4

0.6 0.01
> 05 /_- 0,008

0.4 0,006

= 0,004

B o2 0,002

Densité Optigue A (0.D.L.)
=
dAdT

0.1 - e 0
0 0,002
20 30 40 50 ] 70 80 %0
Tempeératures (°C) -0,004 Températures (°C)
0.0 = 0,014
C/ Duplexe 3 : F4p D/ Duplexe 3 : F4p
08 /— 0,012
0.7 0,01
0.6
_/__ 0.008
0.5

0006
04

dAdT?

0,004

0,2 \\_— 0,002

0.1 0
3

Densité Optique A (OLDU,)

. 50 60 70 §
0 0,002
0 40 50 60 70 80
Températures (*C) 0,004 Températures (°C)

Figure 33 : Courbes de fusion des duplexes d’ADN &turs dérivées premieres en
présence et en absence du polyamide murin 4

Les expériences de dénaturation thermique ont fi@éteées dans un tampon cacodylate de
sodium (50 mM) a pH 6,2 contenant 50 mM NaCl, 50Kk@let 1 mM MgGl. A/ Courbes de
fusion duDuplexe 2seul (1,3 uM) a 260 nm (courbe bleue), en présdecé équivalents de
FAB (7,8 uM) a 260 nm (courbe rouge) et a 335 nm (sewerte) et B/ leurs dérivées
premieres. C/ Courbes de fusion du duplexe confidleglexe 3 seul (1,3 puM) a 260 nm
(courbe bleue), en présence de 6 équivalentsafie(7,8 uUM) a 260 nm (courbe rouge) et a
335 nm (courbe verte) et D/ leurs dérivées premieres détails des expériences sont donnés
dans leChapitre IV — Matériels et méthodes

Tableau 2 : Augmentations de la température de di®ciation du Duplexe 2 en présence
de 6 équivalents des différents polyamides murinséterminées par dénaturation
thermique suivie par UV (ATm £ 0,5°C)

Polyamide | F4  F1 F5 FB F6 F4 P2 F3 FB

ATm (°C) 18 17 15 12 11 10 9 9 5

A.2.2.1.2 Avec les tandems de MGBs murins

Les expériences de dénaturation thermique aveduplexe 1 (un seul site
d’interaction pour chacun des tandems) et les tasde polyamide$1 et T2 ont montré que
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la fusion des complexes s’effectuait sur une lg@mme de températurdsidures 34AetB ;
Annexe 10 ; reflétant une faible coopérativité de la déretion des complexes ADN /
tandem et / ou une interaction possible des conmp@sadividuels des tandems sur des sites

secondaires.
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! /
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Figure 34 : Courbes de fusion des duplexes d’ADN &turs dérivées premieres en
présence et en absence du tandem T2

Les expériences de dénaturation thermique ont fi@éteées dans un tampon cacodylate de
sodium (50 mM) a pH 6,2 contenant 50 mM NaCl, 50Kk@¥et 1 mM MgGl. A/ Courbes de
fusion duDuplexe 1seul (1,3 uM) a 260 nm (courbe bleue), en présdecé équivalents de
T2 (7,8 uM) a 260 nm (courbe rouge) et a 335 nm (sewerte) et B/ leurs dérivées
premieres. C/ Courbes de fusion Duplexe 4 (sa séquence est donnée dangigure 35
seul (1,3 uM) a 260 nm (courbe bleue), en préseecé équivalents dé2 (7,8 uM) a 260
nm (courbe rouge) et a 335 nm (courbe verte) dels dérivées premiéres. Les détails des
expériences sont donnés dan€heapitre IV — Matériels et méthodes

En effet, les tandems sont construits a partir dinalogue dé-1 (soit K1 pour le
tandemT1 soit K1y pour le tandeni2) et commer1 a 4 sites potentiels d’interaction sur le
Duplexe 1(Figure 27), alors il est envisageable que la composKiteu tandem interagisse
seule avec un autre site de liaison. C’est pourdaeiétudes approfondies ont été effectuées
en utilisant le tandenm2 et des duplexes plus courBuplexes 45 et 6) dans le but de

minimiser les interactions secondairégy(re 35).
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<> [-alanine (B)
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<» N,N-diméthylaminopropylamine (Dp)

annnn  Lien entre les deux composants du tandem

Figure 35 : Représentation schématique des duplexesurts construits pour les études
de l'interaction du tandem T2 avec 'ADN

Le Duplexe 4possede un site d’interaction pour le tandEintégral, leDuplexe 5est muté
sur le site de liaison du composaly du tandemT2 donc il ne possede que le site de
liaison pour la partieK4p du tandem et enfin IBuplexe 6 posseéde uniquement le site
d’interaction pour la partieK1ly car il est muté sur le site de liaison Hép. Les paires de
bases mutées sont encadrées sur chacun des duplexes

Avec ces duplexes courts, les courbes de fusion atesplexes étaient plus
coopératives Higures 34Cet D). Dans le but de révéler une liaison monodentassiple,
chacun des duplexéset 6 posséde un site d’interaction pour un seul comuoda tandem
T2. Le deuxieme site est muté dans le site de liaigdfly (Duplexe 5 ouK4p (Duplexe §

(Figure 35). Les résultats obtenus par les expériences datwl@tion thermique présentés

102



Chapitre 1l — Résultats
Les résultats obtenus avec le modele murin

dans leTableau 3 montrent I'existence d’'une interaction du tandear pn seul de ses
composant mais la stabilisation Buplexe 4par le tandenT2 est supérieuraATm = 16°C) ;
en effet, l'interaction intégrale du tandem cormagp a I'addition de celles sur |IBaiplexes 5

etDuplexes6 (ATm = 9 et 7°C, respectivement).

Tableau 3 : Augmentations de la température de dissiation des duplexes d’ADN en
présence de 6 équivalents des tandems de polyamidesrins déterminées par
dénaturation thermique suivie par UV ATm £ 0,5°C)

Polyamide ATm (°C) Cible d’ADN
T1 9+ 4* Duplexe 1
T1 0 Duplexe 3
T2 9 +4* Duplexe 1
T2 0 Duplexe 3
T2 16 Duplexe 4
T2 9 Duplexe 5
T2 7 Duplexe 6

*Transition large donc peu coopérative.

De plus, aucune stabilisation @wplexe 3(duplexe contrdle qui ne possede pas de
site d’interaction pour les tandems) n’a été obderiableau 3. La construction de tandems
de polyamides pour augmenter la spécificité enmeaissant une séquence d’ADN plus
longue est donc une approche valable ; car undefatabilisation du duplexe controle
(Duplexe 3 avait été observéeATm <5°C) dans le cas des MGBs standard (voir pour
rappel 8§ Chapitre Il - A.2.2.1.1).

A.2.2.2 Dénaturation thermique des duplexes d’ADNreprésence des sondes

fluorescentes murines

L’interaction entre 'ADN et les sondes fluores@ntomposées par des polyamides
couplés avec divers fluorophores a également étdiéet par dénaturation thermique des
complexes ADN / sonde. Le point de fusion a étémdéné, comme précédemment avec les
MGBs, en utilisant le pic négatif des dérivées desrbes de fusion a 335 nm. Pour les
sondes composées par des polyamides standafdupiexe 2 qui posséde un seul site
d’interaction pour chacune des sondes a été uétiseés résultats obtenus sont présentés dans
le Tableau 4 LesATm sont tres inférieurs a ceux obtenus avec les M@mBiscouplés. Ainsi,
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'attachement d'un fluorophore aux MGBs, quel qusibit, meéne a une déstabilisation
significative du complexe ADN / MGB. Cette déstadation peut étre due, au moins en
partie, au masquage du groupement amine (qui geaitpgotoné) qui est utilisé pour le

couplage du fluorophore.

Tableau 4 : Augmentations de la température de dissiation du Duplexe 2 en présence
de 6 équivalents des sondes fluorescentes murinesnposées par des polyamides
standard, déterminées par dénaturation thermique swie par UV, dans un tampon
cacodylate de sodium (50 mM) a pH 6,2 contenant M NaCl, 50 mM KCI et 1 mM
MgCl2 (ATm £ 0,5°C)

Sonde | F1-FITC F4B-FITC F4p-Cy5 F1-Cy3 F4p-fluo F4-Cy5 F5-Cy5

ATm(°C) 12 9 7 6 6 5 1

En ce qui concerne les tandems de polyamides 8ueresT1-Cy3 et T2-FITC, les
résultats obtenus étaient similaires : une formimlition de la stabilisation des duplexes

d’ADN a été observée.

A.2.2.3 Conclusions des expériences de dénaturatitirermique avec les MGBs murins

Pour conclure sur ces expériences de dénaturdssmigue, les MGBs standard sont
capables d'interagir spécifiguement avec leur dugpleible dADN en augmentant leur
température de fusion. Cependant, ces augmentalitiaseent fortement (de 5 a 18°C) ; ce
qui signifie que des petites variations structigateir les MGBs peuvent entrainer un
changement de leurs propriétés de fixation a 'ADbk deux polyamides standdrdp et F1
stabilisent le mieux le duplexe cible d’ADNTn = 18 et 17°C = 0,5°C, respectivement). Les
tandems de polyamideBl et T2 stabilisent également les duplexes cibles d’ADNiism
I'utilisation de séquences mutées sur un des dieelgaison pour chacun des composants du
tandem a réveélé qu’une interaction « monodentadtait possible ; en revanche, elle est
moins forte que l'interaction complete avec le &mdL’'absence (dans le cas des tandems de
polyamides) ou la faible (pour les MGBs standatdpiéisation du duplexe contréle a permis
de valider la sélectivité de ces molécules. Enfinieraction de 'ADN avec les sondes
fluorescentes (polyamide + fluorophore) a été igmif cependant elle est altérée ;
probablement en partie a cause du masquage dedaocio amine utilisée pour le couplage
des fluorophores.
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A.2.3 Electrophoréses en conditions non dénaturargg« Gel-retard »)

Apres avoir veérifié la formation des complexes ADNIGB, la question de I'affinité
des MGBs pour leur séquence cible d’ADN a été éwmidyar la technique de retard de
migration sur gel de polyacrylamide non dénatufargel-retard »). En utilisant les duplexes
cibles marqués a la fluorescéine et des concemtgatiroissantes de MGBs, leur affinité a pu
étre estimée (les détails des expériences sontédodans leChapitre IV — Matériels et
méthodes.

A.2.3.1 « Gels—retard » des duplexes d’ADN en préasee des MGBs murins

A.2.3.1.1 Avec les MGBs murins standard

Tout d’abord, aucune interaction entre les MGB#\¢diad et leDuplexe 3(contrdle
qui ne possede aucun site de liaison pour les M@Bspu étre observée par cette méthode,
confirmant encore la sélectivité de ces moléculeméxe 1. Ensuite, avec IBuplexe 2qui
posséde un seul site d’interaction pour chaque M@MBIN, les résultats des expériences de

« gel-retard » sont en accord avec ceux obtenudguaaturation thermiqud ébleau 5.

En dépit de leur parfaite correspondance aux redgeeconnaissance de Dervan, les
différents polyamides synthétisés ont montré déférdnces significatives concernant leurs
propriétés d’interaction avec I'’ADN cible. Aprésnubation duDuplexe 2avec les MGBs
F1, F2p, F4, FAB et F5, la migration des échantillons sur gel a révéspparition d’'une
bande retardéeF{gure 36) dont l'intensité augmente en fonction de la comicgion en
polyamides, prouvant la formation d'un complexe ADNMGB. Des constantes de

dissociation apparentes {ky ont pu étre déterminées et sont données darableau 5

En revanche avec les ligand®, F3, F3p et F6, les résultats obtenus par les
experiences de « gel-retard » n’ont pas permiséterminer des Kapp; €n effet, des traces
diffuses (des «smears ») sont présentes entrebdesles Figure 36), suggérant une

dissociation des complexes dans le gel.
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Figure 36 : Images des « gels-retard » des complex&DN / MGB murins

Les électrophoréses ont été effectuées sur desiggislyacrylamide a 20% non dénaturant
dans du tampon TBE a 4°C. Daiplexe 2(qui possede un seul site de liaison pour chacun
des MGBs) a été incubé en présence des différe@Bshtandard murins. Le brin riche en T
du duplexe est marqué a la fluorescéine. Les cdrateans des polyamides sont indiquées
au-dessus de chaque piste des gels et celzugiexe 2est de 0,52 uM dans chaque cas. Les
schémas sur la droite symbolisent la position dpleke (deux traits noirs) et des complexes
ADN / MGB (deux traits noirs avec un point noir $giisant le MGB) apres la migration.
Les bandes retardées détectées prouvent I'existéacsomplexes ADN / MGB. Les détails
des expériences sont donnés dar@Hepitre IV — Matériels et méthodes

Parmi les polyamides dont I'interaction avec I'ARNble a pu étre observée par « gel-
retard », le MGB-4p est celui qui possede la meilleure affinité gfp= 0,15 uM + 0,01 uM),
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et il est a noter que c’est ce méme MGB qui stedbile mieux le duplexe\m = 18°C + 0,5
°C) dans les expériences de dénaturation therm&pre Ky app est 30 fois supérieur a celui de
son analogue aromatigée (qui ne possede pas de syntifieala) et 9 fois supérieur a celui
d’un autre ligand=5 qui peut reconnaitre uniquement des séquenceq Paflleau 5. Il est
également notable que tous les ligands qui stahilifaiblement le duplexe par dénaturation
thermique, et dont le dgppn’a pas pu étre déterminé, ont deux synthons Nwiigtidazole.
Pour les ligands dont I'affinité a pu étre estimsslF2# a deux Im. Cependant, il possede
aussi ungs-ala, qui rend probablement le MGB plus flexiblaip@aciliter son alignement sur
sa séquence cible d’ADN dansDeiplexe 2 La différence entr&2f (Kg,app= 1,29 uM =
0,18 UM etATm = 12°C £ 0,5 °C) eE3f (Kd,appnon déterminée &fTm = 5°C = 0,5 °C) est
tres difficile a rationaliser. La seule différenpose sur la position des deux Im, dans le
domaine C-term des polyamides, qui pourrait pewg-éindre la molécule trop rigide méme

apres l'insertion d’'un@-ala.

Tableau 5 : Constantes de dissociation apparentel{app) des complexes entre le
Duplexe 2 et les différents polyamides, déterminégsr des expériences de retard sur gel
de polyacrylamide non dénaturant a 20%, réalisées 4°C dans du tampon TBE. Les
augmentations de la température de fusion du Duplex2 en présence de 6 équivalents
des MGBs sont données pour rappeATm £ 0,5°C) (voir 8 Chapitre Il - A.2.2.1.1)

Polyamide I, app(L M) ATm (°C)
F4p 0,15 + 0,01 18
F1 0,73 + 0,06 17
F5 1,3 +0,02 15
F2p 1,29 +0,18 12
F6 ] 11
F4 4,4 +0,06 10
F2 ; 9
F3 ; °
F3p ] 5

A.2.3.1.2 Avec les tandems de MGB murins

Aucune interaction entre les tandems de polyanma@sns et leDuplexe 3(contrdle
qui ne posséde aucun site de liaison pour les tanadle MGBs) n'a été observée par cette
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méthode, confirmant encore la sélectivité de cekeontes Figure 37). Avec leDuplexe 1

qui posséede un seul site d’'interaction pour chammtandems de MGBs murins, les résultats
des expériences de « gel-retard » corrélent avecrdsultats de dénaturation thermique
(Tableau 6).

Aprées l'incubation duDuplexe 1 avec les tandem31 et T2, la migration des
échantillons sur gels a réveélé l'apparition d’'uraandie retardée~{gure 37), dont I'intensité
augmente en fonction de la concentration en tandkenpolyamides, prouvant la formation de
complexes ADN / tandem. LesiKppont pu étre déterminés et sont donnés damatéeau 6
Au vu des résultats obtenus par ces expériencéandiemT2 semble posséder une meilleure
affinité pour la séquence cible d’ADN. Des étudescales duplexed,5 et 6 ont donc été
poursuivies afin de déterminer l'affinité du tand&@ quand il se lie soit intégralement (par
ses deux partieQuplexe 4 a sa séquence cible, soit par un seul de sesasan{s (pour la
description des duplexes, voir 8 Chapitre Il - &.2.2). L'affinité deT2 pour leDuplexe 4
qui contient son site de liaison complet est 3@ fupérieure a celles obtenues avec les
Duplexes5 et 6 mutés sur I'un des sites de liaison du tandem. résgltats sont donc en

accord avec ceux obtenus par les expériences ddutétion thermique.

Duplexe 1 Duplexe 3
[Tandem] (uM): 0 0,52 1,04 2,6 4,2 52 0 0,52 1,04 26 42 52

T1 | Nt et b ] S ot | — —— hdhi—uﬂ’J_

—

[Tandem] (uM): o 03 06 09 13 1,7 21 25 0 1 3 6 9 12 15

T2 | g bt btbed— = | |\l e —

Figure 37 : Images des « gels-retard » des complex&DN / tandem murins

Les électrophoreses ont été effectuées sur deslggislyacrylamide a 20% non dénaturant
dans du tampon TBE & 4°C. A gaucheDimlexe 1(qui posséde un seul site de liaison pour
chacun des tandems de MGBSs) a été incubé en petsieffd ou T2. Les bandes retardées
détectées prouvent I'existence de complexes ARINdem. A droite, I®uplexe 3 (qui ne
posséde aucun site de liaison pour chacun des made MGBs) a été incubé en présence de
T1 ou T2. Aucune bande retardée n'a été observée donc aupteuve d’'une quelconque
interaction avec le duplexe contréle n’a été miseeidence. Les concentrations des tandems
sont indiquées au-dessus de chaque piste destgetdies des duplexes d’ADN sont de 0,52
UM dans chaque cas. Le brin riche en T des duplesesnarqué a la fluorescéine. Les
schémas sur la droite de chaque gel symbolisepb&ition du duplexe (deux traits noirs) et
des complexes ADN / tandem (deux traits noirs awepoint noir symbolisant le tandem)
apres la migration. Les détails des expériences donnés dans I€hapitre IV — Matériels

et méthodes
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Tableau 6 : Constantes de dissociation apparentels {app) des complexes entre les
duplexes d’ADN et les tandems de polyamides murirdéterminées par des expeériences
de retard sur gel de polyacrylamide a 20% non dénatant dans du tampon TBE a 4°C
et les augmentations de la température de fusion sleluplexes en présence de 6
équivalents des tandems sont données pour rappdlTm + 0,5°C) (voir § Chapitre Il -
A.2.2.1.2)

Polyamide K,app (L M) ATm (°C) Cible d’ADN
T1 1,93+0,24 9+4 Duplexe 1
T2 0,76 + 0,03 9+4 Duplexe 1
T2 0,19+ 0,05 16 Duplexe 4
T2 580+1,57 9 Duplexe 5
T2 6,83 +£1,97 7 Duplexe 6

A.2.3.2 « Gels-retard » des duplexes d’ADN en présee des sondes fluorescentes

murines

Les expériences de dénaturation thermique ont moqtre le couplage d'un
fluorophore sur un polyamide déstabilisait le coempl ADN / MGB aussi bien dans le cas
des MGBs standard qu’avec les tandems. Aucune batakelée n’a pu étre mise en évidence
dans les expériences de « gel-retard » des congpldkdN / sondes fluorescentes. Afin
d’éliminer I'hypothése d’'un encombrement stérique & la présence de la fluorescéine a
I'extrémité d’'un des brins du duplexe d’ADN, despérences avec des duplexes marqués
radioactivement au phosphaf® ont été effectuées, mais la encore, aucune bataielée
n'a été visible (les détails des expériences sonhés dans I€hapitre IV — Matériels et
méthodes) La forte déstabilisation des complexes engendobgblement leur dissociation

dans les gels donc les kpn’ont pas pu étre déterminés par cette technique.
A.2.3.3 Conclusions des expériences de « gel-retardvec les MGBs murins

Pour conclure sur ces expériences de « gel-retdidpparition de bandes retardées
dont lintensité augmente en fonction de la conediun de polyamides permet de valider
gue les MGBs sont capables de former des compkxes leur duplexe cible d’ADN avec
des affinités micromolaires ou submicromolairesp&elant, les affinités de ces polyamides
pour leur séquence cible sont différentes. Les qmiyamides standarB4p et F1 sont les
plus affins pour le duplexe cible d’ADN {Kpp = 0,15 + 0,01 pM et 0,73 + 0,06 uM,
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respectivement). Ces résultats sont en accord @ec obtenus par dénaturation thermique
(ATm, F4$ = 18°C £ 0,5°C efATm, F1 = 17°C £ 0,5°C). Les tandems de polyamidiéset T2
forment également des complexes avec les duplésles d’ADN. En revanche, I'utilisation
de séquences mutées sur un des sites de liaisoncpacun des composants du tandem a
révélé que des interactions « monodentate » étgiessibles ; cependant, le tandérg
interagit avec sa séquence cible intégrale aveafimité 30 fois supérieure a celles obtenues
avec les séguences mutées sur un site. L'absentmrdte retardée sur les gels avec le
duplexe contrdle a aussi permis de valider la sglezde ces molécules. Enfin, l'interaction

de 'ADN avec les sondes fluorescentes n’a pastqgun@ise en évidence par cette technique.

A.2.4 Dichroisme circulaire

Une autre technique utilisée pour étudier l'intdcac ADN / MGB a été le dichroisme
circulaire (DC), qui est une méthode de choix paiude de molécules chirales en solution
et permet d’obtenir des informations structurales. DC est communément utilisé pour
étudier les macromolécules biologiques telles ¢uBN : soit pour évaluer les changements
de conformation des macromolécules elles-mémetspgor révéler leurs interactions avec de
petites molécules, plus particulierement celles sprit achirales et dont le signal induit est
uniguement da a leur interaction avec la macronudéédEn ce qui concerne les MGBs, ils
sont achiraux et ne sont pas « structurés » eti@ol(C’est uniquement au contact de '’ADN
gu’ils prennent leur forme « d’épingle a chevewntiparallele qui leur permet de reconnaitre
leur séquence cible. Ainsi, les MGBs seuls n'ontuau signal de DC et lorsqu’ils
interagissent avec I'ADN, alors un signal induitpapit qui est une signature du mode
d’interaction des MGBs au sein du petit sillon @IN.

A.2.4.1 Interaction ADN / MGBs murins

A.2.4.1.1 Avec les MGBs murins standard

L’équipe de Gursky a démontré qu’en présence deesegs cibles d’ADN, les profils
des spectres de DC de la bis-nétropsine ont desefoparticulieres qui dépendent de sa
conformation au sein du petit sillon de I'ADN : diaire monomoléculaire, « épingle a
cheveux » parallele ou antiparallele, orientaticarapiéle ou antiparalléle bimoléculaire
(Surovaya et al. 2001)
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Les expériences de dichroisme circulaire ont ét&uites en titrant une solution de
duplexe cible d’ADN Duplexe 1qui posséde plusieurs sites d'interaction pourM&3Bs)
par des solutions des différents MGBs synthétiBéss tous les cas, les MGBs se lient a leur
ADN cible puisqu’un spectre de DC induit a été abtéandis qu’aucun signal de DC n’a été
observé avec les MGBs seuls en solution. La présétm signal induit large et positif entre
300 et 400 nm est caractéristique d’'une interactiotie les MGBs et ’ADN double brin
(longueur d’onde d’absorption des MGB§Yang et al. 2012)Les spectres différentiels de
DC (le spectre de DC de 'ADN a été soustrait) desx polyamides les plus affird etF4p4
en complexe avec IBuplexe 1sont donnés dans I€sgures 38Aet B, respectivement. lIs
présentent chacun une large bande entre 300 etndD@ui révele une interaction des

polyamides avec IBuplexe 1

En comparaison avec les spectres modeéles établSypaky,F44 a un spectre de DC
induit typique de la signature d’'un positionnement« épingle a cheveux » antiparalléle au
sein du petit sillon du duplexe cible d’ADNrigure 38B) ; alors queF1l a un spectre
legerement différent Figure 38A). Cependant, ce dernier ressemble plus a un spectr
caractéristique du positionnement en « épingleevealx » antiparalléle plutét qu’aux autres
orientations(Halby et al. 2007)La différence de forme des spectres eRttect F4f repose
probablement sur le remplacement d’un Py par uthsyr-ala dans le dérivé4p, ce qui

peut changer légerement I'environnement du compdds / MGB dans le petit sillon.

La saturation des courbes de titration commencesdfajout de 4 équivalents del
qui a quatre sites de liaison sur la séquendeuplexe 1(Figure 38C) et de 2 équivalents de
F4p qui a deux sites de liaison sur la séquencBuhiexe 1(Figure 38D), ce qui correspond

a une stoechiométrie 1 :1.

Les spectres de DC induits des MGB&p et F5 en interaction avec I'ADN
ressemblent a ceux obtenus a¥dc En revanche, poudf4 ayant la plus faible affinité, les
spectres ont une forme légérement différente ehgdlaude des signaux est relativement
faible, comme ceux obtenus avedleplexe 3(contréle qui n’a aucun site d’interaction pour
chacun des MGBs) avec lequel une interaction néciBgue des MGBs murins a été
détectéeKigures 38EetF). De plus, I'interaction des MGBs avec ’ADN neogoque pas de
changement significatif des signaux de DC de 'ADdonc les polyamides ne causent pas de

changement majeur.
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Figure 38 : Spectres différentiels de dichroisme r@iulaire des complexes ADN / MGB

Les expériences de dichroisme circulaire ont étéckfées dans un tampon Tris-HCI (50
mM) & pH 7,5 contenant 50 mM NaCl, 50 mM KCI et W mlgChk. Spectres de DC
différentiels des complexes ADN : MGB,DAfplexe 1: F1, B/ Duplexe 1: F48, E/ Duplexe

3: F1l et F/Duplexe 3: F4B. Les spectres de DC de I'ADN sont soustraits. §xdstions de
duplexes d’ADN a 2,5 puM sont titrées par des soh#tide polyamides a 250 uM (voir
description dans I€hapitre IV — Matériels et méthodgsLes concentrations de polyamides
apres chaque ajout sont indiquées a droite de cedmure. Courbes de titration : ellipticité
des complexes @uplexe 1: F1 et D/ Duplexe 1: F4, a 335 nm aux concentrations de

polyamides indiquées.

A.2.4.1.2 Avec les tandems de MGBs murins

Les spectres de dichroisme circulaire enregistrés es tandems de polyamides et les

duplexes cibles d’ADN étaient similaires a ceuxeolis aved=1 (Figure 38A) ; ce qui
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suggere un positionnement en « épingle a cheveuntiparalléle des tandems de polyamides
au sein du petit sillon de 'ADN. A titre d’exempldes spectres de DC différentielsTdzen
complexe avec I®uplexe 4(qui possede le site d’interaction intégral pd@j sont donnés
dans laFigure 39A.

& 150N

0. A Duplexe 4 : T2 w B/ Duplexe 3 : T2
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.’\_ 1
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Figure 39 : Spectres différentiels de dichroisme m@ulaire des complexes ADN / tandem
Les expériences de dichroisme circulaire ont étéctkfées dans un tampon Tris-HCI (50
mM) a pH 7,5 contenant 50 mM NaCl, 50 mM KCI etM MgCk. A/ Duplexe 4: T2 et B/
Duplexe 3: T2. Les spectres de I'ADN sont soustraits. Des smigtide duplexes d’ADN a
2,5 UM sont titrées par une solution de tandem alggmides a 250 uM (voir description
dans leChapitre IV — Matériels et méthodgsLes concentrations dE2 apres chaque ajout
sont indiquées a droite de chaque figure. C/ Cosirbe titration : ellipticité du complexe
Duplexe 4: T2 a 334 nm aux concentrations de tandem indiquées.

La courbe de titration dDuplexe 4par T2 (Figure 39C) montre une saturation du
duplexe des I'ajout d'une concentration équimoldiegandem (2,5 uM). De plus, une preuve
supplémentaire de la meilleure spécificité du tamghar rapport aux polyamides standard est
gu’'en présence dDuplexe 3 (contrble qui ne posséde pas de site d’interagtiour le
tandem), aucun spectre induit n’a été obseRigufe 39B). Cependant, avec les duplexes
mutés chacun sur un site de liaison pour un degosamts du tandenD(plexe 5et6), des
spectres similaires a ceux obtenus aveDuplexe 4(ayant le site intégral pour le tandem)
ont été enregistrés, mais toutefois avec une amigliplus faible (ellipticité maximale plus
faible), et les courbes de titration atteignent saturation a des concentrations de tandem

plus élevées (2 - 3 équivalentdhnfiexe 13. Ces résultats appuient I'hypothése d'une
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interaction « monodentate » du tandem de polyam&lex chacun des duplexes d’ADN

mutés.
A.2.4.2 Interaction ADN / sondes fluorescentes mures

Les spectres de dichroisme circulaire enregistvés &s sondes fluorescentes sont
similaires a ceux obtenus avec les MGBs non coyptésqui suggere une conformation en
« épingle a cheveux » antiparallele des sondesefigentes dans le petit sillon de 'ADN et
donc que le couplage a un fluorophore ne modifie Ipamode d’interaction du polyamide
avec 'ADN. Cependant, a I'exception des spectrieermus avec le tandei2-FITC, les
amplitudes des signaux de DC sont plus faiblesoglles obtenues avec les polyamides non
couplés aux fluorophores. Ceci pourrait reflétepéate d’affinité des sondes pour 'ADN
comparée aux MGBs non couplés et la diminutioradstdbilité des complexes ADN / sondes
fluorescentes. Plusieurs exemples de spectres deld3Gondes fluorescentes lors de leur

interaction avec des duplexes d’ADN sont donnés tiamnexe 13
A.2.4.3 Conclusions des expériences de dichroisnieglaire

Les résultats des expériences de dichroisme direutant permis de valider les
résultats obtenus par les autres techniques etodéren que les polyamides ne se structurent
gu’au contact de leur ADN cible. En effet, les @ohides en solution n'ont pas de spectres de
DC et c’est lors de leur interaction avec '’ADN go’signal de DC induit apparait. De ces
expériences, il apparait donc que des complexes ADINGB murins se forment, et les
expériences avec un duplexe contrble montre unadefdnteraction non-spécifique des
polyamides. De plus, en comparaison avec les gmenipdeles établis par Gursky, la forme
des spectres obtenus apporte des informationsassirdcture des complexes ADN / MGB.
Les résultats suggerent un positionnement danscan®rmation d’ « épingle a cheveux »
antiparallele des MGBs murins au sein du petibsilie ’ADN. L’interaction de 'ADN avec
les tandems de polyamides et les sondes fluorescanirins a également été vérifiée.

Ainsi, 'ensemble des résultats obtenus par cedesétphysico-chimiques a révelé que
les polyamide$-1, F2p et F4p étaient les meilleurs candidats pour la conswuactie sondes
fluorescentes a base de polyamides. Des expérialediRET ont été réalisées avec ces
molécules (voir § Chapitre Il - A.2.5.2) et ils aaissi été couplés en tandems de MGBS (

et T2). Le polyamideF5 qui reconnait des séquences A/T, semblait aussiugt candidat
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intéressant mais qui pourrait s’avérer peu spaafigour des études cellulaires car le génome
murin contient d’'autres régions riches en A et B flus,F1 et F5 sont séparés par une
distance assez longue surDeiplexe 1; ce qui pourrait compliquer la construction d’'un

tandem et la possibilité d’observer un effet FRET.
A.2.5 Spectroscopie de fluorescence

L’étude des sondes fluorescentes murines a ététemswrsuivie par des expériences
de spectroscopie de fluorescence dans le but dsrseine modulation de leur spectre
d’émission de fluorescence lors de leur interactivec leur cible d’ADN. Aussi, en utilisant
des paires de sondes donneur / accepteur, unFREeT a été étudié lorsque les sondes sont
situées a proximité I'une de l'autre sur la séqeerible d’ADN.

A.2.5.1 Interaction ADN / sondes fluorescentes mures

Aucun changement des profils d’émission de flueese des fluorophores n'a été
mis en évidence aprés leur conjugaison aux diftérpolyamides. Lors de l'interaction des
sondes fluorescentes (polyamide + fluorophore) &¥daN cible, des modifications de leur
intensité de fluorescence ont été observées. Daewtavaient déja montré des résultats
similaires(Rucker et al. 2003; Rucker et al. 2004; Fechtexd.e2005; Hsu & Dervan 2008)
Dans notre cas, une forte augmentation séquenodigpé de lintensité de fluorescence (36
fois, soit 9 fois supérieure a celle observée @sqce du duplexe contrdle) a été observée
lors de l'interaction dé-1-FITC avec le duplexe cible d’ADNDuplexe 1 (Figure 40B et
Tableau 7). Pour les MGBs marqués par des fluorophores jgie ¢yanine, 'augmentation de
I'intensité de fluorescence était plus faible, maigjours supérieure en présence du duplexe
cible Duplexe ) comparée a celle avec le duplexe contrbleplexe 3. A titre d’exemples,
les spectres de fluorescence des soRdeSy3 F4p-CyS5etF4p-FITC seules ou en présence
des Duplexes let 3 sont donnés dans ldsgures 40A C et D. Le Tableau 7 résume

I'ensemble des résultats obtenus.
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Figure 40 : Spectres de fluorescence des sondes mas en absence et en présence des
duplexes d’ADN

Les expériences de fluorescence ont été condusies wh tampon Tris-HCI (10 mM) a pH
7,5 contenant 50 mM NaCl, 50 mM KCI et 1 mM MgCEks concentrations des duplexes
d’ADN et des sondes fluorescentes sont de 2 pMspestres de fluorescence des sondes
seules sont représentés en bleu, ceux en présenbriglexe 3 (contréle qui ne posséde
aucun site d’interaction pour chacune des sondesjoeige et en présence @uplexe 1
(cible qui possede plusieurs sites d’interactionipchacune des sondes) en vertFA/Cy3,

B/ F1-FITC, C/F4B-Cy5 et D/FAB-FITC (voir description dans |€hapitre IV — Matériels

et méthodeps

La modulation des spectres d’émission de fluoreszees sondes a été observée avec
le Duplexe 1(cible, courbes vertdsigure 40), mais aussi et plus faiblement ave®lgplexe
3 (contrdle, courbes rougdsigure 40). Le bruit de fond de fluorescence des sondes en

présence du duplexe contrble peut s’expliquer parpossible interaction non-spécifique des
fluorophores avec 'ADN.
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Tableau 7 : Augmentations des intensités de fluoresnce des sondes murines (2 uM) en
présence des duplexes d’ADN (2 uM) cible (Duplexg &t contr6le (Duplexe 3) dans un
tampon Tris-HCI (10 mM) a pH 7,5 contenant 50 mM N&I, 50 mM KCl et 1 mM

MgCl2

Nom Duplexe 1 Duplexe 3
F1-FITC x 36,2 x 4
F4B-FITC x5 x 25
FAB-Cy5 x 3,7 x 1,4

F1-Cy3 x 2,2 x 1,4
F2B-CyS x 1,2 x 1,04

En résumé, les résultats obtenus ont pu mettrevideree une influence de la nature
du fluorophore utilisé. Une augmentation plus faked’intensité de fluorescence des sondes a
éte observée avec les MGBs marqués par la FITCsiAes comparanEl-FITC et F48-
FITC, le type de polyamide semble avoir un impact sitecaugmentation observée. Dans
'ensemble, la sond&1-FITC semble étre le candidat le plus prometteur powvpio

observer un signal de fluorescence dans des erpésa’imagerie cellulaire.

A.2.5.2 Transfert par résonance d’énergie de fluoszence (FRET) des sondes

fluorescentes murines

Les sonde$1-Cy3 (donneur) efF24-Cy5 ou F44-Cy5 (accepteurs) sont susceptibles
de former des paires de sondes fluorescentes padieéun effet FRET.

Les premieres expériences ont été conduites avesotwe F24-Cy5 en tant
qu'accepteur, mais l'effet FRET observé n’était pzgtimal puisque lintensité de la
fluorescence émise par Cy5 était faible comparéeelie observée pour Cy3. En effet,
I'extinction compléte de la fluorescence #&-Cy3 n'a pas été observédr{nexe 19.
Ensuite, le méme type d’expérience a été réaligémplacant la sonde2f-Cy5 par la sonde
F4p-Cy5 (Figure 41).

Cependant, aucune différence significative n’an@se en évidence entre les intensités
de fluorescence (induite par FRET) de Cy5 coupl#@&B F2# qui est proche dE1 sur la
séquence cible d’ADN ou au MGB4p qui est plus distant del. En éloignant les deux
sondes sur la séquence cible d’ADN, aucune améborale l'effet FRET n'a pu étre

observée.
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La Figure 41 montre les spectres de fluorescencd-tle€Cy3 seule et en présence de
F44-Cy5 complexées ou non duplexe 1(cible d’ADN). En excitant la sonde donneuse a
510 nm, une émission de fluorescence de la sondeptice typique de Cy5 avec un
maximum a 660 nm apparait. L'effet FRET observétshsifie avec des concentrations
croissantes de sonde acceptrice (dégradé de Fagtse 41), de telle sorte qu’un effet plus
important a été observé a une concentration deesandeptrice supérieure (6 uM) a une
concentration équimolaire de sonde donneuse-Qy3 2 uM). Cependant I'extinction

compléte de la sond€l-Cy3n’a pas pu étre obtenue.

Intensité de fluorescence
(U.R. normalisées)

530 580 630 680 730
Longueurs d’onde (nm)

Figure 41 : Expériences de FRET entre les sondes nmes F1-Cy3 et F$4-Cy5 en
présence du duplexe cible d’ADN

Les expériences ont été réalisées dans un tampgerHQ! (10 mM) a pH 7,5 contenant 50
mM NaCl, 50 mM KCI et 1 mM Mg£lILa longueur d’'onde d’excitation était de 510 nin e
I'émission a été enregistrée dans la gamme 5300-rifB. Les concentrations d.-Cy3 et
du Duplexe 1sont de 2 uM. En bleu, le spectre de fluorescdrda sonde donneugd-Cy3
seule. En bleu cyan, le spectre de fluorescenda slende acceptricE4p-Cy5 seule a 2 uM.
En rouge les sonddsl-Cy3 (donneur) eF4p-Cy5 (accepteur) a 2 uM sans I’ADN. En vert,
les sonde$-1-Cy3 et F4B-Cy5 en présence dDuplexe 1 Le dégradé de verts symbolise
'augmentation de la concentration #df-Cy5 : en vert clair - 2 uM, en vert foncé - 4 uM et
en vert tres foncé — 6 uM. En excitant la sondendaeeF1-Cy3 a 510 nm, une émission de
fluorescence a 660 nm typique de Cy5 (sonde adcepapparait : c’est I'effet FRET.

A.2.5.3 Conclusions des expériences de fluorescence

Une augmentation de l'intensité de fluorescence stesles murines a été observée
lors de leur interaction avec le duplexe cible dM\DAvec le duplexe contrdle, une faible
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augmentation a été mise en évidence qui poursilte¥ d’une interaction non-spécifique des
fluorophores avec 'ADN. D’apres les résultats de expériences, la sond&-FITC semble
étre le meilleur candidat pour des expériences atlienie cellulaire. En utilisant les sondes
F1-Cy3 et F28-Cy5 ou F44-Cy5 des effets FRET ont pu étre observés lorsqu'elles
interagissent a proximité l'une de l'autre sur kEqeence cible d’ADN. Cependant, ces

derniers n’étaient pas optimaux.

A.3 Etudes de l'interaction des sondes fluorescerg@nurines avec
I’ADN In cellulo

Pour finir, les sondes fluorescentes ont été éealpdur leur capacité a détecter leurs
séquences cibles d’ADN dans un contexte cellul&redes criteres majeur pour I'imagerie
de séquences d’ADN spécifiques, dans des cellilesites, est la possibilité de détecter un
signal spécifique produit par les molécules fluoeedes liees a leur cible d’ADN et de
pouvoir distinguer ce signal du bruit de fond defescence qui peut étre di a la présence de
molécules non-liées. L'objectif était de pouvoirswaliser ces structures nucléaires

directement dans des cellules vivantes, en utilisan

- d’'une part la capacité des séquences péricentigued murines a s'associer sous
forme de chromocentres, et ainsi de permettre goenaulation de signal fluorescent a des

loci spécifiques (due a la présence de multiplpétions) et,

- dautre part les propriétés des sondes précédemuwrrites qui sont capables
d’augmenter leur intensité de fluorescence lordede interaction avec la séquence d’ADN

spécifique.
A.3.1 Cellules murines vivantes
A.3.1.1 Problémes de pénétration nucléaire

Tout d’abord, les études ont été conduites avec slmsdes marquées par les
fluorophores de type cyanine (Cy3 et Cy5) couplés lMGBs par une liaison amide (pour
rappel voir § Chapitre Il - A.1.2). Des images @dules fibroblastiques murines NIH-3T3
vivantes aprés un traitement de 24h (temps d'inbomanécessaire a I'obtention d’'un bon

rapport signal / bruit de fond) par 2 uM (concetidras optimales) des sond€4-Cy3 et
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F4p4-Cy5 sont représentées dansHeyure 42 Une bréve étape de lavage par du tampon
phosphate salin (PBS) a été effectuée préalableanknprise d'image en chambre humide a
37°C. Deux problemes majeurs ont été mis en évalenec I'utilisation de ces sondes : une
absence de pénétration nucléaire et la présencmméreux agrégats fluorescents dans le

cytoplasme, surtout avec la sortele Cy3 (Figure 42A).

Figure 42 : Images de cellules murines vivantes NH3T3 traitées par F1-Cy3 et F$-Cy5
Images de cellules murines NIH-3T3 vivantes traitgar 2 uM deé=1-Cy3 (A) ouF4p-Cy5

(B) pendant 24h. 1 : les images de fluorescen@: é&s superpositions des images akée
Cy3 (A/2) ouF4p-Cy5 (B/2), en rouge et de la lumiere blanche, en @3istre d’échelle : 10
pum (voirChapitre 1V - Matériels et méthodgsour les conditions détaillées des expériences).

Pour tenter de résoudre ces problemes de pénétratdes expériences de

nucléofection (transfection nucléaire) et de petilisation des cellules par des détergents, a
différentes concentrations, comme le Tween 20 osajponine ont été menées avec ces
mémes sondes ; mais la viabilité des cellules af@tément altérée et aucun marquage

nucléaire n’a été observé.

Concernant les agrégats fluorescents, quatre tpetratégies ont été suivies : 1) un
changement de milieu de culture en éliminant leiséde veau fcetal (SVF) car celui-ci
pourrait provoquer I'agrégation de molécules, Zdhubilisation des agrégats par I'utilisation
de différentes concentrations de BHeyclodextrine(Gould & Scott 2005; Hargrove et al.
2012) (pour rappel voir 8 Chapitre | — D.5), 3) I'élogment du fluorophore de la partie
polyamide en allongeant le bras de liaison aveg supplémentaire en N-term du polyamide

(synthése de la sondelfy-Cy5; la formule du MGBF4py est donnée eAnnexe 1), ou
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encore 4) difféerentes gammes de concentrationsoddes ont été testées. Aucune de ces
expériences n'a permis d’améliorer la pénétratindéaire. Cependant la privation de SVF a

permis d’éviter la formation d’agrégats fluoressent
A.3.1.2 Changements de fluorophores

L’hypothése impliquant le fluorophore comme étantagigine des problemes de
pénétration nucléaire a été testée en utilisaritd@bord des fluorophores tels que TO, S24
ou la coumarine MM14 (les structures des fluoroph@ont présentées dansnhexe 3 qui
ont des masses molaires inférieures a celle desrmga Ces fluorophores ont été couplés aux
MGBs par des liaisons amide ou par « chimie-clicin de vérifier I'importance du bras de
liaison entre le fluorophore et le MGB, mais la @ecaucun marguage nucléaire n'a été

observé.

Par la suite, l'utilisation de la fluorescéine etgbn analogue isothiocyanate (FITC) a
révélé que le bras de liaison avait effectivemerg influence sur la pénétration cellulaire
(Figure 43). Le MGB F4p a été couplé, d'une part a I'ester N-succinimidgie la 5-
carboxyfluorescéine en formant une liaison amidedetutre part a la FITC par une liaison
thiourée. Avec la sond&4p-fluorescéine les résultats obtenus étaient similaires a ceux

observés avec les fluorophores de types cyakiigeie 43A).

En revanche, aved-4p-FITC (Figure 43B) et F1-FITC (Figure 43C), une
pénétration nucléaire a été observée. Les pradilsmdrquage ponctuel sous forme de foyers
semblaient indiquer que les sondelsFITC et F48-FITC marquent les séquences d’ADN
répétées péricentromériques murines associéesfaone de chromocentres. Ces résultats
ont apporté les premieres indications que les soffiderescentes a base de polyamides
permettent la détection de séquences cibles d’ARNsdles cellules vivantes. Le meilleur
rapport signal / bruit de fond a été obtenu aved-1TC (Figure 43C). Ces résultats sont en
accord avec ceux obtenus lors des expériencesettragcopie de fluorescence puisqu’une
forte augmentation de l'intensité du signal de faszcence a été observée avec cette sonde
lors de son interaction spécifique avec le duplgkke (voir § Chapitre Il - A.2.5.1). De plus,
aucune perturbation de la morphologie des celloledu rythme de division cellulaire n'a été
observée aprés 5 jours d'incubation. Le traitenpantces sondes fluorescentes n’est donc pas

cytotoxique.
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A/

B/

C/

D/ 560 ms 1120 ms 1680 ms 2240 ms

Figure 43 : Images de cellules murines vivantes NH3T3 traitées par les sondes
marquées par la fluorescéine et son analogue isaticiyanate (FITC)

Images de cellules murines NIH-3T3 vivantes traitpar 2 uM deF4p-fluo (A) ou FAp-
FITC (B) ouF1-FITC (C et D) pendant 24h. 1 et 3 : les images de @soence, 2 et 4 : la
superposition des images &dp-fluo (A/2) ouF4p-FITC (B/2) ouF1-FITC (C/2 et 4), en
rouge et de la lumiére blanche, en gris. D/ Imagdesfluorescence dE1-FITC prises a
différents temps au niveau d'un méme champ delellBarre d’échelle : 10 pum (voir
Chapitre IV - Matériels et méthodgsour les conditions détaillées des expériences).

L’identification de I'importance d’'une liaison thicée a conduit a la conception de

cyanine sous forme d’isothiocyanat&1{Cy3-ITC). Malheureusement cette sonde ne
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pénétrait toujours pas dans les cellules (un tablegapitulant I'ensemble des sondes
fluorescentes synthétisées est donné damnéxe 5.

Cependant, un inconvénient a utiliser la FITC ‘estinction rapide de la fluorescence
de la sonde (photoblanchiment) qui est un obstadéeprise d’'images successives et donc a
une étude dynamique des cellules. Des efforts ont c&té faits pour améliorer la prise
d’'images en utilisant un milieu de culture DMEM(Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
qui est déplété de deux vitamines (riboflavine yidoxal) et en ajoutant du rutin qui est un
flavonoide de plante servant a éliminer les radichiores de l'oxygéne Higure 43D)
(Bogdanov et al. 2012 Ces conditions ont permis d’améliorer Iégéreniestconditions de
prise d'images mais I'extinction du signal étaitjturs trop rapide et ne permettait pas de
suivre en temps réel I'évolution des séquences méaxy Une autre stratégie pour éviter cette
photosensibilité de la FITC était d'utiliser d’aegrfluorophores de structures similaires mais
moins sensibles a la lumiére (véinnexes 5 et i C’est pourquoi des dérivées de rhodamine
ont aussi été utilisés mais sans succes. Seulutgofphore Oregon Green sous forme
d’isothiocyanate (OG-ITC) couplé au MARL (F1-OG-ITC) a permis d’obtenir les mémes
résultats que ceux en présence Ee&-FITC, mais sans aucune amélioration de la

photosensibilité.

Des expériences cellulaires similaires ont aussi téhtées avec les tandems de
polyamide murins, soit1l marqué par Cy3, soit2 marqué par la FITC. Mais la aussi aucune

pénétration cellulaire n’a pu étre observée.
A.3.1.3 Controles

Dans le but de vérifier que les profils de margsagecléaires obtenus n’étaient pas
« cellulaire-dépendant », des expériences ont détécteces dans des cellules MEF
(fibroblastes murins). Le méme profil de marquage gelui obtenu dans les cellules NIH-
3T3 a été obtenu apreés le traitement des cellule par 2 uM dé€-1-FITC (Figure 44A).

D’autre part, le traitement de cellules NIH-3T3 parfluorophore FITC seul, non
couplé a un polyamide, a permis de vérifier qUuEITEC n’était pas a I'origine du marquage
nucléaire observé. Des expériences avec des MGByuggpar la FITC qui n’interagissent
pas spécifiguement avec la séquence cible d’AlDNjtro, comme dans le cas #2-FITC

(Figure 44B), ou qui ne posséde pas de site d’'interaction aséquence cible d’ADNArl-
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[N
—
D~

FITC : N-term - Py-Py-Py-Py-Im-B-Py-Im - C-term ;Figure 44C) ont également
effectuées et aucun marquage nucléaire sous foerfmydrs n’'a été observé.

Figure 44 : Images de cellules murines vivantes tiig@es par des sondes couplées a la
FITC

Images de cellules murines MEF (A) ou NIH-3T3 (Ekvivantes traitées par 2 uM .-
FITC (A) ou F2-FITC (B) ou ctrl-FITC (C) pendant 24h. 1 et 3: les images de
fluorescence, 2 et 4 : la superposition des imatgeB1-FITC (A/2 et 4) ouF2-FITC (B/2)

ou ctrl-FITC (C/2) en rouge et de la lumiere blanche en gres.sbndeF2-FITC (B) a été
utilisée comme contréle négatif car le MGB murianstard F2 n’interagit pas, in vitro, avec
la séquence cible d’ADN et la sondil-FITC (N-term - Py-Py-Py-Py-Im-5-Py-Im - C-
term) n’a pas de site de fixation sur la séqueribeeanurine. Barre d’échelle : 10 um (voir
Chapitre IV - Matériels et méthodgsour les conditions détaillées des expériences).
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A.3.2 Cellules murines fixées

Dans le but de valider la localisation spécifiges dondes fluorescentes au niveau des
séquences d’ADN répétées péricentromériques muries expériences de colocalisation
entre la sond&1-FITC et des marqueurs connus de ces régions ont é&e&efes sur des
cellules NIH-3T3 fixées (les détails des expérisnsent donnés dans [€hapitre V-
Matériels et méthode$. Le marquage des cellules fixées par 2 uMrFtlé=ITC pendant 30
min révele un profil de marquage ponctuel (imagegducheFigure 45 similaire a celui
observé dans les cellules vivantes. Un marquagéi@utel avec le DAPI, qui permet de
visualiser les chromocentres murins compte tenladéchesse de ces séquences en paires
A/T, montre une superposition importante des signde F1-FITC et du DAPI Figure
45A). 87% du signal dé&1-FITC colocalise avec le signal du DAPI sur n = 19 neyau
(coefficient de Pearson = 0,82). Les mémes résuttat été obtenus avec I'histonekdmes
(Figure 45B) qui est enrichie au niveau des chromocentresna(iice et al. 2003]pour
rappel voir 8§ Chapitre | — B.2.1.1). 97% du sigdalF1-FITC colocalise avec le signal de
HsKomes sur n = 16 noyaux (coefficient de Pearson = 0,88).

La localisation dd=1-FITC au niveau des séquences cibles a également diéevér
par des expériences de FISH en utilisant une sAbdé/ LNA (oligonucléotide « Sat Maj »
ciblant une séquence d’ADN péricentromérique myifmséquence de cette sonde est donnée
dans leChapitre IV — Matériels et méthode$ (Figure 45C) et la superposition des deux
signaux valide la bonne localisation de la soRdeFITC. 98% du signal de « Sat Maj »
colocalise avec le signal del-FITC sur n = 10 noyaux (coefficient de Pearson = 0,68).
signal fluorescent obtenu avec la soRdeFITC est donc majoritairement détecté au niveau
des régions péricentromériques, ce qui indique ligulee spécifiguement les séquences

d’ADN péricentromériques murines.

En revanche, le signal fluorescent de la protématromérique CenpB entoure les
foyers marqués par « Sat Maj » (et déiicFITC), et le profil du marquage ne se superpose
pas a ceux décrits précédemment ; ce qui prouve FHEITC serait une sonde

majoritairement péricentromérique (coefficient éaiRRon = 0,28).

Le rapport signal / bruit de fond est aussi en gaweF1-FITC ; ce qui est en accord

avec les résultats de spectroscopie de fluoresqeoire8 Chapitre Il - A.2.5.1).
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Figure 45 : Expériences de colocalisation sur desltules murines NIH-3T3 fixées

Images de cellules NIH-3T3 fixées traitées par 2 gé&F1-FITC pendant 30 min et les
autres marqueurs connus des chromocentres telsegDAPI (A) ou la marque #Kome; (B)

ou « Sat maj» (C) et des centroméres avec CenpB AC Expérience de marquage
fluorescent de la sond&1-FITC (& gauche) et du DAPI (au milieu). A droite, la
superposition des signaux d€l-FITC (en vert) et du DAPI (en rouge). Les profils de
l'intensité de ces signaux sont donnés dans 'ericdé droite. B/ Expériences de marquage
fluorescent de la sondel-FITC (a gauche) et d'immunomarquage fluorescent de€oiie;

(au milieu). A droite, la superposition des signaleF1-FITC (en vert) et de kKome; (en
rouge). Les profils de l'intensité de ces signaortsdonnés dans I'encadré de droite. C/
Expériences de marquage fluorescent parFITC (a gauche) et d’immunoFISH avec la
sonde « Sat Maj » oligonucléotidique péricentrompéei contenant des LNAs (au milieu) et de
la protéine centromérique CenpB (a droite). En-dess a gauche la superposition des
signaux deF1-FITC (en vert) et de « Sat maj » (en rouge) et a draédle des signaux de
« Sat Maj » (en rouge) et de CenpB (en blanc).fdrefils de lintensité de ces signaux sont
donnés dans les encadrés du bas (les détails gesiences sont donnés daneapitre 1V

— Matériels et méthodes

Dans les cellules fixées, des profils de marquagédasres a celui dé&1-FITC ont été
obtenus avec les sondedp-FITC, F4p-fluo, F1-Cy3 F44-Cy5 F1yRNH2.MM14 et T1-
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FITC. De plus, en utilisant les mémes sondes contrgles pour les études sur cellules

vivantes, aucun marquage ponctuel n’a pu étre végeigure 46).

Profils d'intensité des signaux de F2-FITC et du DAPI
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Figure 46 : Images de cellules NIH-3T3 fixées trages par le DAPI et la sonde murine
controle F2-FITC

Images de cellules murines NIH-3T3 fixées traifggas2 uM deF2-FITC pendant 30 min et
du DAPI. A gauche, le marquage fluorescent de radsacontréleF2-FITC, au milieu celui
du DAPI et a droite, la superposition des signaa¥8-FITC (en vert) et du DAPI (en bleu).
Les profils de l'intensité de ces signaux sont @sntlans I'encadré de droite (les détails des
expériences sont donnés dan€hapitre IV — Matériels et méthodgs

A.3.3 Conclusions des expériences cellulaires

L’interaction de sondes fluorescentes composéesigarpolyamides couplés a des
fluorophores avec ’ADN dans un contexte génomiguété vérifiee sur des cellules murines
NIH-3T3 et MEF fixées et vivantes. Les études allutes fixées ont permis de valider la
localisation des sondes testées au niveau desgégé@icentromériques murines ; en effet, un
marquage ponctuel typique des chromocentres ab&éna. Ce profil est superposable a
ceux observés en présence des marqueurs connuhmesocentres tels que le DAPI, la
marque HKomes et une sonde LNA « Sat Maj». En ce qui concemaldtection de la
protéine centromérique CenpB, les signaux fluomscese situent autour des foyers
péricentromériques observés. Des profils de mamjsmilaires ont été obtenus avec les
sonded-1-FITC, F4B-FITC etF1-OG-ITC apres le traitement de cellules NIH-3T3 vivantes.
Ainsi, trois sondes fluorescentes composées parpdgamides ont permis la détection
spécifigue des structures nucléaires formées par déquences d'ADN répétées
péricentromériques murines dans des cellules wgar@ependant, un probléme d’extinction
rapide du signal de fluorescence persiste et @estméliorer pour étudier plus en détails la

dynamique de ces structures.
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A.4 Conclusions générales des resultats obtenus ave modele

murin

Dans ces travaux sur le modéle murin, nous avamdiéctde maniere approfondie
l'interaction entre une série de polyamides et éer Iconjugués fluorescents avec une
séquence d’ADN qui est représentative des regi@mcentromériques des chromosomes
murins. Cette étude a tout d’abord impliqué deshipdts physico-chimiques pour optimiser
la conception de sondes fluorescentes a baseslyinpdes. Afin d’améliorer la spécificité
en ajustant au mieux la longueur de la séquenannee par les polyamides, une nouvelle
méthode de synthese de tandems a été élaborédiganuune réaction de « chimie-click »

afin de construire simplement un tandem « téteeart@e MGBs standard.

Nous avons montré que la formation des complexedN ADpolyamide est un
processus rapide et que la cinétique de formatesadmplexes n’est donc pas un facteur
critigue. Une conclusion importante de ces expégsnest que la conception de sondes
fluorescentes a base de polyamides en respectamédées de reconnaissances établies est
nécessaire mais pas suffisante pour obtenir dedesoefficaces, affines et spécifiques. Les
propriétés de linteraction entre 'ADN et des MGBss similaires ciblant des séquences
voisines sur le duplexe cible d’ADN sont différenten terme d’affinité et semblent reposer
sur des facteurs structuraux qui ne sont pas to&ale compris a ce jour. A titre d’exemple,
nous avons vu que linsertion d'un synthala a la place d’'un Py suivant un Im a un effet
positif sur I'affinité du MGBF4p. Cependant le couplage d’un fluorophore en N-tdiam
polyamide affecte significativement I'affinité dgsolyamides pour leur séquence cible
d’ADN. Ces résultats nous démontrent qu’il est imbgat de validerin vitro, l'interaction de
chaque sonde avec sa séquence cible d’ADN par d¢lodes physico-chimiques avant

d’envisager des applications cellulaires.

En utilisant les techniques spectroscopiques deatdation thermique et de
dichroisme circulaire, nous avons observé une daibteraction non-spécifique entre les
polyamides standard et un duplexe contréle, quipossede pas de sites d’interaction.
Toutefois, nous avons montré que les tandems @atédte » composés par deux polyamides
unis par un bras de liaison flexible sont une boalternative pour augmenter la spécificité

(exemple du tandenT?2). L’inconvénient de ce type de molécule vient detdraction
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indépendante de ses deux composants avec leumséqeible d’ADN, mais avec une affinité
plus faible.

Finalement, les MGBs avec les meilleures affingespécificités ont été couplés avec
différents fluorophores, et des études de speapisale fluorescence ont permis d’observer
un faible effet FRET non optimal, mais surtout uaegmentation de lintensité de
fluorescence des sondes lors de leur interactiénifsggue avec le duplexe cible d’ADN. Par
la suite, I'étude de ces sondes dans des cellulemes fixées et vivantes ont permis de
mettre en évidence le rdle crucial du choix du riydore utilisé en ce qui concerne la
pénétration cellulaire. La détection spécifigue desmocentres via les séquences d’ADN
répétées pericentromériques murines a été possale des cellules fixées avec I'ensemble
des sondes testées (sauf avec les sondes contEigalis important, trois sondes ont aussi
permis de visualiser les séquences cibles directemi@ns des cellules murines vivantes.
Ainsi, ce travail a permis de montrer, pour la pegmfois, que la stratégie d’avoir recours a
des polyamides standard, ligands de 'ADN périaantirique, couplés a des fluorophores
peut étre utilisée pour la visualisation de strrggunucléaires formées par les séquences

répétées dans des cellules vivantes.
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B - Les résultats obtenus avec le modéele humain

Chez I'homme, le choix de la séquence cible s'estrne vers la répétition
centromériquen-satellite de 171 pb qui est la plus abondanteqoigtie est présente en
millions de copies sur les régions centromériquesods les chromosomes humafiiéu &
Manuelidis 1980)Les objectifs étaient de vérifier si dans lesute$ humaines vivantes, les
séquencea-satellites centromériques étaient observablediksant des sondes fluorescentes
a base de polyamides et si d’éventuelles structieggparentant aux chromocentres murins
étaient identifiables. Dans ce but et en tenantptendes résultats obtenus avec le modeéle
murin, deux stratégies ont été suivies : la symthths polyamides standard reconnaissant des
séquences d’ADN de 5 - 6 pb et la synthése de poties longs composés par 6 a 8 paires de

monomeres (pour rappel voir § Chapitre | - D.3.2.2)

B.1 Synthéses et caractérisations des MGBs et desdes

fluorescentes humains

B.1.1 Les MGBs humains

Le Duplexe 7de 26 pb, issu d’'une répétitiensatellite humaine a été utilisé comme
cible modele pour la synthése des polyamides hwsreipour les études physico-chimiques

in vitro (Figure 47).

Les polyamides standakHil, Hb1l etHbb1 ont été construits de leur extrémité N-term
a leur extrémité C-term pour reconnaitre le duplexda@le dans le sens 53'. Afin
d’augmenter la spécificité pour leur séquence aileDN, des polyamides longs de 6 a 8
paires de monomeres ont aussi été synthétidég, (Hbb2, Hb3, Hbb3, Hb4 et Hbb4)
(Figure 47).

La synthese de ces polyamides a été effectuée cqrénédemment (voir 8 Chapitre
Il - A.1) pour le modele souris en utilisant unsin@ Bocp-ala-PAM selon le protocole décrit
par Krutzik et ChamberlifKrutzik & Chamberlin 2002a; Krutzik & Chamberlird@2b) Les
détails de la synthése sont donnés darisdare 28 et dans |eChapitre 1V (Matériels et

méthodes.
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Duplexe 7 e’ e’ e’ ad N+ C

5
TAATCAATTTG TGATGTGTCATTATG

ATTAGTTAAACACTACACAGTARATAC

3!

3 — Q-0 5!
Hbb1 0 -0 C-—N
OO~~~ —=
mmz[ 3 o Ve We o
Symboles: O N-méthylpymrole (Py)
O _8_0_8_s_0 8=
Hbb3| D= ==
— [ > O N-méthylimidazole (Im)
< B-alanine (B)
Duplexe 3 = et _r__acidc? -aminobutyrique (v)

5'- GGGTGAGGAGGAGGGAGATCGGTCA -3'
3'- CCCACTCCTCCTCCCTCTAGCCAGT -5' <> N,N-diméthylaminopropylamine (Dp)

Figure 47 : Représentation schématique des deux dieges utilisés et des polyamides
humains synthétisés

Le Duplexe 7 est le duplexe cible modele de 26 pb issu d’'upétiion centromeérique:-
satellite humaine. Il possede un site d’interactmmur chaque MGB (le site de liaison pour
les polyamides$il, Hb1l ou Hbb1 estencadré). Les polyamides synthétisés pour ciblie ce
séquence sont alignés relativement a leurs siteliatd®n sur leDuplexe 7. Le Duplexe 3
utilisé comme duplexe contrdle ne contient auctende liaison pour chacun des polyamides
humains.

En ce qui concerne la synthese des polyamides |d@gemplacement d’'un Py qui
doit suivre un Im par un synthghala a été effectué. En effet, les polyamides stahdont
composeés par 4 paires de monomeres Py / Im pouyudestions de rigidité structurale due a
la présence de monomere(s) Im. Pour compenserrggtiéé structurale, des monomeres
ala ont été ajoutés a la place des Py. Ces chamggemaffectent pas la reconnaissance des
paires de base de 'ADN. La nature flexible du bBgntp-ala permet essentiellement au
polyamide de se repositionner pour suivre la cowrlai le pas de I'hélice d’ADN lors de

I'interaction. Les résultats des études physicondipies avec le MGB muriR4# ont montré
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gue ce monomere pouvait aussi améliorer I'affimté polyamide pour sa séquence cible
d’ADN (voir § Chapitre Il — A.2).

Ainsi, deux séries de polyamides ont été concuaspremiere composée par les
MGBs H1 (sansp-ala), Hbl, Hb2, Hb3 et Hb4 dont le hombre de monomerpsala varie
mais dont la position sur la partie C-term des M@Bisconstante ; et la deuxieme composée
par les MGBsHbb1, Hbb2, Hbb3 et Hbb4 dont le nombre et la position des synthfrala
varient Figure 47). Les formules et les caractéristiques chimiques différents polyamides
humains synthétisés sont donnéesfanexe 15 Lors de la synthése des MGBs longs, des
difficultés ont été rencontrées qui sont probableniiées a la capacité limitée de la résine
utilisée. Pour les polyamidé4b3 et Hbb3, la synthese a pu étre réalisée en augmentant les
temps et les volumes de couplage. Cependanthodiret Hbb4, malgré plusieurs tentatives
notamment en utilisant des trimeres de Py, prépgaaablement, afin de limiter le nombre
d’étapes de couplage, les polyamides ont toujotésobtenus, avec des rendements tres
faibles, contaminés par d’autres produits insépasapar HPLC. De ce fait, les études de

I'interaction entre 'ADN et les MGBs n’ont pas ptre poursuivies avedb4 etHbb4.

Apres leur synthese, les polyamides ont été amnalyaé HPLC analytique en phase
inverse, caractérisés par spectrométrie de madde €6 par spectroscopie UV-visible et
enfin, purifies par HPLC préparative en phase iseefl’exemple de la caractérisation du
MGB humainHb1l est présenté dang\hnexe 16.

B.1.2 Les sondes fluorescentes humaines

Compte tenu des résultats obtenus avec le modeia,naifluorophore utilisé pour la
construction des sondes fluorescentes humainesla EtTC. En utilisant, d’'une part I'amine
terminale des MGBs et d’autre part le fluoropharassforme d’isothiocyanate, la formation
d'une liaison thiourée a permis la construction ndusonde fluorescente polyamide-
fluorophore (voir pour rappel I&igure 30). Un tableau récapitulant les caractéristiques
chimiques des difféerentes sondes fluorescentes inesi@st donné eAnnexe 17 (a titre

d’exemple, la caractérisation de la sohtbed-FITC est donnée eAnnexe 1§.
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B.2 Etudes physico-chimiques de l'interaction des KABs et des

sondes fluorescentes humains avec I’ADM vitro

B.2.1 Dénaturation thermique de '’ADN suivie par sgctroscopie UV
B.2.1.1 Dénaturation thermique des duplexes d’ADNreprésence des MGBs humains

Comme pour le modele murin, I'interaction entre DN et les polyamides a été
étudiée par la méthode de dénaturation thermiqiwespar spectroscopie UV. Les profils
typiques des courbes de dénaturation thermiquBuplexe 7(duplexe cible qui posséde un
site de liaison pour chacun des MGBs humains) stegn présence d’'un excés molaire (6

équivalents) d'un polyamidéjbbl, sont donnés dans agure 48A.

La formation d’'un complexe avec le MGB conduit aeuforte stabilisation du
duplexe : sa température de fusion passe de 641€bes bleuedsigures 48Aet B) a 78°C
en présence ddbbl (courbes rougesigures 48AetB) (ATm = 14°C £ 0,5°C). Les résultats
obtenus avec les difféerents MGBs humains sont doroens leTableau 8 Tous les
polyamides synthétisés stabilisentDaplexe 7mais a des degrés différents. Les meilleures
stabilisations ont été obtenues avec les polyantitdset Hb2 (ATm > 20°C) qui possédent

des synthong-ala uniguement sur la partie C-term des polyamides

Tableau 8 : Augmentations de la température de dissiation des duplexes cible
(Duplexe 7) et contrdle (Duplexe 3) en présence fe&quivalents des différents
polyamides humains déterminées par dénaturation thenique suivie par UV (ATm
0,5°C)

Nom ATm (°C) duDuplexe 7 ATm (°C) duDuplexe 3
Hb1l > 20* 4
Hb2 > 20* 4,5
Hbb2 16 3
Hb3 15 2
Hbbl 14 3
H1 12,3 2
Hbb3 12 1

*Le spectrophotométre utilisé pour ces expériemeepermettait pas d’enregistrer des températuppsrigures
a 83°C.
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Cette interaction est plutdt sélective ; toutefas, présence des différents MGBs
testés, une faible stabilisation du duplexe coatbilplexe 3 qui n’a pas de site de liaison
pour les MGBs ATm < 5°C), a été observée (exemple du MBBb1 (ATm = 3°C + 0,5°C) ;
Figures 48CetD).
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Figure 48 : Courbes de fusion des duplexes d’ADN &turs dérivées premieres en
présence et en absence du polyamide humain Hbb1

Les expériences de dénaturation thermique ont fi@éteées dans un tampon cacodylate de
sodium (50 mM) a pH 6,2 contenant 50 mM NaCl, 50Kk@et 1 mM MgGl. A/ Courbes de
fusion duDuplexe 7seul (1,3 uM) a 260 nm (courbe bleue) et en piEsele 6 équivalents
deHbbl (7,8 uM) a 260 nm (courbe rouge) et a 335 nm (sewerte) et B/ leurs dérivées
premieres. C/ Courbes de fusion du duplexe confidleglexe 3 seul (1,3 puM) a 260 nm
(courbe bleue) et en présence de 6 équivalentsbtd (7,8 uM) a 260 nm (courbe rouge) et
a 335 nm (courbe verte) et D/ leurs dérivées pregsieLes détails des expériences sont
donnés dans I€hapitre IV — Matériels et méthodes

En comparaison avedbl, le ATm obtenu avec le MGB humain stand&td, qui ne
differe que par lI'absence d'un synth@rala est nettement inférieur (12°C). Ce résultat
coincide avec les résultats obtenus avec le madeta : I'insertion d’'un synthoifi-ala peut
améliorer les propriétés de l'interaction ADN / MGBe plus, en comparahtbl avecHbbl

qui posséde un monoméiala supplémentaire sur la partie N-term du polglnia position

et / ou le nombre des synthdisla semble aussi influencer les propriétés deefaction.
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B.2.1.2 Dénaturation thermique des duplexes d’ADNreprésence des sondes

fluorescentes humaines

L’interaction entre 'ADN et les sondes fluoresantomposées par les polyamides
humains couplés a la FITC a également été étudiédgnaturation thermique des complexes
ADN / sonde. Des profils typiques des courbes deatigation thermique dDuplexe 7
(duplexe cible) ou dDuplexe 3(duplexe contrdle) seuls et en présence d’'un excsire (6
équivalents) de la sond¢bb1-FITC ont été enregistrésigure 49). En présence ddbbl-
FITC, la Tm duDuplexe 7passe de 64°C a 68,5°6Tm = 4,5°C + 0,5°CFigures 49 AetB)
alors qu’en présence dduplexe 3 le ATm est<1°C (x 0,5°C,Figures 49 CetD). LesATn
obtenus avec les différentes sondes humaines somtéd dans |&ableau 9 et ils sont
inférieurs (environ 10°C de différence) a ceux obteavec les MGBs non couplés. Ces

résultats sont similaires a ceux obtenus avec Eaeanurin.

Tableau 9 : Augmentations de la température de dissiation des duplexes cible
(Duplexe 7) et controle (Duplexe 3) en présence @equivalents des différentes sondes
humaines déterminées par dénaturation thermique swuie par UV (ATm £ 0,5°C)

Nom ATm (°C) duDuplexe 7 ATm (°C) duDuplexe 3
Hb2-FITC 9 <1
Hb1-FITC 5,5 <1
Hbb1-FITC 4,5 <1
Hb3-FITC 4 <1
Hbb2-FITC 3,5 <1

H1-FITC 2,2 <1
Hbb3-FITC 2 <1

Ainsi, le couplage d'un fluorophore aux MGBs, qugl’il soit, mene a une
déstabilisation importante du complexe ADN / MGRett€ déstabilisation peut étre due, au
moins en partie, au masquage du groupement amin@dqt étre protoné) qui est utilisé pour
le couplage du fluorophore.

La sonde humaine qui stabilise le mieux le dupletbée Duplexe 7 est la sonde
Hb2-FITC (ATm = 9°C +0,5°C).
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Figure 49 : Courbes de fusion des duplexes d’ADN &turs dérivées premieres en
présence et en absence de la sonde humaine Hbb1-€IT

Les expériences de dénaturation thermique ont fi@éteées dans un tampon cacodylate de
sodium (50 mM) a pH 6,2 contenant 50 mM NaCl, 50Kk@et 1 mM MgGl. A/ Courbes de
fusion duDuplexe 7seul (1,3 uM) a 260 nm (courbe bleue) et en pEsele 6 équivalents
de Hbb1-FITC (7,8 uM) a 260 nm (courbe rouge) et a 335 nm (oeurerte) et B/ leurs
dérivées premiéres. C/ Courbes de fusion du dupteré&rdle Duplexe 3 seul (1,3 uM) a
260 nm (courbe bleue) et en présence de 6 équigatlsHbb1-FITC (7,8 uM) a 260 nm
(courbe rouge) et a 335 nm (courbe verte) et Dfdalérivées premieres. Les détails des
expériences sont donnés dan€hapitre IV — Matériels et méthodes

B.2.1.3 Conclusions des expériences de dénaturatithrermique

Pour conclure sur ces expériences de dénaturatiemmique, les MGBs humains
standard et longs sont capables d'interagir sppafnent avec leur duplexe cible d’ADN en
augmentant leur température de fusion. Cependastaggmentations varient fortement ; ce
qui signifie que des petites variations structigaseir les MGBs peuvent entrainer un
changement de leurs propriétés de fixation a 'ADNs deux polyamidesibl et Hb2
stabilisent le mieux le duplexe cible dADMTmn > 20°C £ 0,5°C). En comparant les

différentes structures des MGBSs, l'introductionyamthon(s)p-ala dans la partie C-term du
polyamide Hb1, Hb2 et Hb3) semble favorable, alors que l'addition d’'un symtip-ala
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supplémentaire dans la partie N-terbbl1, Hbb2 et Hbb3) semble défavorable. La faible
stabilisation du duplexe contrdle a permis de \alidh sélectivité de ces molécules. Enfin,
I'interaction de I’ADN avec les sondes fluorescanfgolyamide + fluorophore) a été vérifiée.
Elle est cependant fortement altérée, probablereanpartie a cause du masquage de la

fonction amine utilisée pour le couplage des flphiares.

B.2.2 Electrophoréses en conditions non dénaturargd« Gel-retard »)
B.2.2.1 « Gels—retard » des duplexes d’ADN en prész des MGBs humains

Tout d’abord, aucune interaction entre les MGBs &us et leDuplexe 3(controle
qui ne possede aucun site de liaison pour les M@Bspu étre observée par « gel-retard »,

confirmant encore la sélectivité de ces molécules.

En dépit de leur parfaite correspondance aux redgeseconnaissance de Dervan, les
polyamides synthétisés ont montré des différencesarnant leurs propriétés d’interaction
avec I’ADN cible. Apres I'incubation dDuplexe 7avec les MGBs humairidl, Hb1, Hbb1,
Hbb2 etHbb3, la migration des échantillons sur gel a réva@parition d’'une bande retardée
(Figure 500 dont lintensité augmente en fonction de la conegitn en polyamides,
prouvant la formation d’'un complexe ADN / MGB. Lesnstantes de dissociation apparentes
(Kd,app ONt pu étre estimées et sont données dahaldkau 10

En revanche avec les ligandb2 et Hb3, I'apparition d’'une deuxieme bande retardée
suggere la formation d’'un complexe ADN / MGB deusture différente Kigure 50). En
effet, un second mécanisme d’interaction avec I'ADBprésenté sur I&igure 51, est
envisageable. Deux molécules de MGBs dans une wgoafmn ouverte pourraient s’insérer
dans le duplexe d’ADN. De plus, en comparifi2 et Hbb2 ou Hb3 et Hbb3, la seule
différence repose sur la position des synthdada ; ainsiHb2 et Hb3 pourraient étre «plus
flexibles » puisque tous les synthofisala sont situés du méme cété de «I'épingle a

cheveux » ; ce qui favoriserait peut étre son duver
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Figure 50 : Images des « gels-retard » des complex&DN / MGBs humains

Les électrophoreses ont été effectuées sur deslggislyacrylamide a 20% non dénaturant
dans du tampon TBE a 4°C. Daplexe 7 (qui posséde un seul site de liaison pour chacun
des MGBSs) a été incubé en présence des difféere@B8shvhumains. Le brin riche en T du
duplexe est marqué a la fluorescéine. Les conceotia des polyamides sont indiquées au-
dessus de chaque piste des gels et cellBuhlexe 7 est indiquée a gauche en gris. Les
schémas sur la droite symbolisent la position dpleke (deux traits noirs) et des complexes
ADN / MGB (deux traits noirs avec un ou deux poimass symbolisant les MGBs) apreés la
migration. Les bandes retardées détectées prouteastence de complexes ADN / MGB.
Les détails des expériences sont donnés dabkdeitre IV — Matériels et méthodes
Toutefois, c’est le MGBHb2 qui possede la meilleure affinité {kp= 0,07 pM =
0,004 puM), et il est remarquable que c’est aussdes MGBs qui stabilise le mieux le
duplexe d’ADN ATm > 20°C = 0,5 °C). Il est également notable que deg$ MGBs Kb2,
Hbb2, Hb3 et Hbb3) sont plus affins que les MGBs standarl (Hb1 et Hbbl) pour leurs
séquences cibles d’ADN alors gu'ils ne stabilispas plus le duplexe par dénaturation
thermique Tableau 10. Le chauffage des longs MGBs entraine probablémeur
déstructuration et, du fait de leur longueur, ce&Bd4 mettraient plus longtemps a se
conformer de maniere a pouvoir interagir avec '’ADBbluble brin. En comparant deux a deux
les structures des MGBEII1 / Hbb1l ouHb2 / Hbb2 ouHb3 / Hbb3), ceux qui possédent les

synthong3-ala dans leur partie C-terrhllif1, Hb2 et Hb3) ont toujours une meilleure affinité
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et stabilisent mieux le duplexe dans les expérnieedénaturation thermique par rapport a
leur homologue qui, soit ne posséde pa-@da H1), soit possede aussi rala dans la

partie N-term.

Tableau 10 : Constantes de dissociation apparent@sad,app) des complexes entre le
Duplexe 7 et les différents polyamides humains, d&minées par des expériences de
retard sur gel de polyacrylamide non dénaturant a @%, réalisées a 4°C dans du tampon
TBE. Les augmentations de la température de fusiodu Duplexe 7 en présence de 6
équivalents des MGBs sont données pour rappeAm = 0,5°C) (voir § Chapitre Il -
B.2.1.1)

Polyamide I, app(L M) ATm (°C)
Hb2 0,07 +0,004* > 20
Hbb2 0,085 + 0,005 16
Hb3 0,09 + 0,01* 15
Hbb3 0,11 + 0,02 12
Hb1 0,17 + 0,02 =20
Hbb1 0,38 + 0,01 14
H1 0,43 + 0,015 12,3

*Les Kq,appOnt été estimés par rapport a la premiére baridedee.

Duplexe 7+ Hb2 en "épingle a cheveux"
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Figure 51 : Modeéles hypothétiques de l'interactiorentre le duplexe cible d’ADN et Hb2

Le Duplexe 7 est le duplexe cible modele de 26 pb issu de petitdon centromérique
humainea-satellite. Il posséde un site d’interaction poer MGB humainHb2. En haut,
I'interaction entre leDuplexe 7 et le MGBHb2 dans une conformation « d’épingle a
cheveux » antiparallele selon les régles de recmsamce établies. En bas, l'interaction
hypothétique de deux MGBbh2 dans une conformation ouverte.
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Enfin, comme pour le modéle murin, I'interactiorsd®ndes fluorescentes humaines
avec 'ADN n’a pas pu étre vérifiée probablement@&son de la dissociation des complexes

dans le gel.

B.2.2.2 Conclusions des expériences de « gel-retard

Pour conclure sur ces expériences de « gel-retdes»MGBs humains standard et
longs sont capables de former des complexes avecdigplexe cible d’ADN avec des
affinités micromolaires ou submicromolaires. Cemamngdles affinités de ces polyamides pour
leur séquence cible varient beaucoup. Le polyartodg Hb2 est le plus affin, dans des
expéeriences de gel-retard, pour le duplexe cibhD (Kg,app= 0,07 uM = 0,004 uM) ; ce
résultat est en accord avec celui obtenu par dexiatn thermique ATm, Hb2 > 20°C %
0,5°C). Les longs MGBsHb2, Hbb2, Hb3 etHbb3) sont plus affins, dans des expériences de
gel-retard, que les MGBs standaidll( Hb1l et Hbb1) pour leurs séquences cibles d’ADN,
alors qu’ils ne conduisent pas a une augmentatimimportante de la température de fusion
du duplexe. De plus, les MGBs qui possedent letheysp-ala dans leur partie C-terrli§1,

Hb2 et Hb3) ont toujours une meilleure affinité et stabilisém mieux le duplexe dans les
expériences de dénaturation thermique par rappedrehomologue qui, soit ne possede pas
dep-ala H1), soit posséde aussi rala dans leur partie N-term. Le nombre et la pmsitde
synthon(s)p-ala semble étre un facteur important pour la Btébiles complexes ADN /
MGB. L'apparition d’'une deuxiéme bande retardéecaes MGBsHb2 et Hb3 suggeére la
formation d’'un complexe ADN : MGB avec une stcechétnie (1 : 2). L’absence de bande
retardée sur les gels avec le duplexe controlesai germis de valider la sélectivité de ces
molécules. Enfin, l'interaction de ’ADN avec lesrgles fluorescentes n’a pas pu étre mise en

évidence par cette technique.

B.2.3 Dichroisme circulaire
B.2.3.1 Interaction ADN / MGBs humains

Suite aux résultats obtenus par les expériences gid-retard », I'hypothese d’'un
mode d’interaction particulier entre les MGBb2 ou Hb3 et leDuplexe 7a été étudiée par
dichroisme circulaire. Les expériences ont été gibesl en titrant une solution de duplexe
cible d’ADN (Duplexe 7 qui possede un site d’interaction pour chaque M@B) des

solutions des differents MGBs humains synthétifess tous les cas, les MGBs se lient a
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leur ADN cible et un spectre de DC induit a étéealnt En effet, les polyamides en solution
n'ont pas de spectres de DC et c’est au contatbAD& gu’ils se structurent et qu’un signal
de DC induit apparait. Les spectres differentidddC des polyamidddl, Hbl, Hb2 etHb3

en complexe avec Buplexe 7sont donnés dans legyures 52A B, E etF, respectivement.
lIs présentent tous une large bande entre 300 @tr#® qui révele une interaction des
polyamides avec IBuplexe 7(pour rappel voir 8 Chapitre 1l - A.2.4). En comguigaon avec
les spectres modeles établis par Gurgkyrovaya et al. 200,1Jes spectres de DC induits
ressemblent a la signature d’un positionnement @pirgle a cheveux » antiparalléle au sein

du petit sillon du duplexe cible d’ADN.

La difféerence de forme des spectres emife (Figure 52A) et Hbl (Figure 52B)
repose probablement sur la perte d’'un hétérocyahes de dérivdHbl ou a l'introduction du
synthonp-ala qui peut changer Iégerement I'environnementataplexe ADN / MGB dans
le petit sillon. En ce qui concerne les autres MGRsIrs spectres de DC induits sont
similaires a ceux obtenus avidbl, a I'exception de ceux dgb2 etHb3. PourHb2 (Figure
52E) etHb3 (Figure 52F), la seule différence avec les spectresiié (Figure 52B), est la
présence d'une double bosse entre 320 et 360 ntte Gleservation conforte l'idée d’'une
interaction dans une conformation légérement diffe¥ mais ne permet pas de valider

I'hypothese d’une interaction de deux MGBs « oweravec le duplexe d’ADN.

De plus, la saturation des courbes de titrationagigtinte seulement apres I'ajout
d’environ 4 équivalents de chacun des MGBg\ires 52C D, G etH) sauf pouHb3 le plus
long des MGBs. Toutefois, il est difficile d’établune relation entre cette différence de
stcechiométrie apparente et I'hypothése d’une iatiera dans une conformation ouverte des
MGBsHb2 etHb3 avec leDuplexe 7

Comme pour le modele murin, les spectres obtenas BDuplexe 3(contréle qui
n'a aucun site d’'interaction pour chacun des MGBsa&ins) ont une forme légérement
différente avec une amplitude plus faible ; ce gspmble indiquer une faible interaction non-
spécifique des MGBs humains avec la cible d’ADNifexe 19. D’autre part, I'interaction
des MGBs avec I'ADN ne provoque pas de changemgntfisatif des signaux de DC de
I’ADN.
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Figure 52 : Spectres différentiels de dichroisme r@ulaire des complexes ADN / MGB

Les expériences de dichroisme circulaire ont étéctkfées dans un tampon Tris-HCI (50
mM) a pH 7,5 contenant 50 mM NaCl, 50 mM KCI et W mlgChk. Spectres de DC
différentiels des complexes ADN : MGBDAfplexe 7: H1, B/Duplexe 7: Hb1, E/Duplexe

7 : Hb2 et F/Duplexe 7 : Hb3 Les spectres de DC de ’ADN sont soustraits. §mstions
de duplexe d’ADN a 2,5 uM sont titrées par destawis de polyamides a 250 uM (voir
description dans I€hapitre 1V — Matériels et méthodgsLes concentrations de polyamides
apres chaque ajout sont indiquées a droite de cadigure. Courbes de titration : ellipticité
des complexes @uplexe 7: H1, D/ Duplexe 7: Hb1, G/ Duplexe 7: Hb2 et H/Duplexe

7 : Hb3, a 335 nm aux concentrations de polyamides indisué
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B.2.3.2 Interaction ADN / sondes fluorescentes hurnmes

Les spectres de dichroisme circulaire enregistnésc des sondes fluorescentes
composees par les différents polyamides humainpléswa la FITC sont similaires a ceux
obtenus avec les MGBs non couplés ; ce qui suggéeele couplage a un fluorophore ne
modifie pas le mode d’interaction des polyamidescdfADN. Cependant, les amplitudes des
signaux de DC sont plus faibles que celles obteawes les polyamides non couplés aux
fluorophores ; ce qui est en accord avec la pedé#irdté pour 'ADN cible des sondes
fluorescentes en comparaison avec les MGBs nonléowgi donc a la diminution de la
stabilité des complexes ADN / sonde fluorescentigsi®urs exemples de spectres de DC des
sondes fluorescentes lors de leur interaction alesc duplexes d’ADN sont donnés dans

I’ Annexe 20

B.2.3.3 Conclusions des expériences de dichroisnrewlaire

Les résultats des expériences de dichroisme direutant permis de valider les
résultats obtenus par les autres techniques. Dexpesiences de DC, il apparait donc que des
complexes entre I'ADN cible et les differents MGBsmains synthétisés (seuls ou couplés
avec un fluorophore) se forment, et les expériermesc un duplexe contréle ne montre
gu’'une faible interaction non-spécifigue de cesyaolides. Les différentes formes des
spectres de DC suggérent des différences subtiles ks propriétés de linteraction entre
I’ADN et les MGBs. En comparaison avec les speatneslieles établis par Gursky, la forme
des spectres obtenus apporte quelques indicatiom$asstructure des complexes ADN /
MGB. Les résultats suggerent un positionnement dares conformation d’ « épingle a
cheveux » antiparallele des MGBs humains au seimpeatit sillon de 'ADN. Cependant,
aucune conclusion ne peut étre faite en ce quiesorc/’interaction dans une conformation
ouverte des MGBBIb2 etHb3.

Ainsi, I'ensemble des résultats précédents a réyédéles polyamides longs pouvaient
étre une bonne alternative pour la constructiosatales fluorescentes ; en effet, les affinités
estimées déib2, Hbb2, Hb3 et Hbb3 sont supérieures a celles des polyamides stamtiard
Hbl et Hbbl. De plus, l'introduction de synthon(g}ala du cété C-term des polyamides
semble favorableHbl, Hb2 etHb3). Tous ces polyamides humains ont été couplés-fra
afin de vérifier si une modification du spectrefiimrescence des sondes s’effectuait lors de

leur interaction avec ’ADN.
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B.2.4 Spectroscopie de fluorescence
B.2.4.1 Interaction ADN / sondes fluorescentes hunmaes

Dans cette étude, aucun changement des profilsigsb@én de fluorescence de la FITC
aprés son couplage aux différents polyamides husnaia été observé. En revanche,
l'intensité de fluorescence des sondes (polyamidituerophore) change en présence de
I’ADN cible. Une augmentation séquence-spécifigeel’ohtensité de fluorescence (17 fois,
environ 4 fois supérieure a celle observée en pogsdu duplexe contréle) a été observée lors
de linteraction deHbl1l-FITC avec leDuplexe 7 (duplexe cible d’ADN) Figure 53 et
Tableau 11).

Hb1-FITC, excitation a 480 nm

Intensité de fluorescence
(U.R. normalisées)

e

500 520 540 560 580 600 620 640
Longueurs d'onde (nm)

Figure 53 : Spectres de fluorescence de la sondenmaine Hb1-FITC en absence et en
présence des duplexes d’ADN

Les expériences de fluorescence ont été condudies wh tampon Tris-HCI (10 mM) a pH
7,5 contenant 50 mM NaCl, 50 mM KCI et 1 mM MgCEks concentrations des duplexes
d’ADN et de la sonde fluorescente sont de 2 pMsgdseetre de fluorescence de la sonde seule
est représenté en bleu, celui en présenc®udplexe 3(contréle qui ne possede aucun site
d’interaction pour la sonde) en rouge et celui eégence diDuplexe 7(cible qui posséde un
site d’interaction pour la sonde) en vert.

Pour les autres MGBs, 'augmentation de l'intensiééfluorescence était plus faible,
mais toujours supérieure en présence du dupleie @hplexe 3 qu’en présence du duplexe

contréle DPuplexe 3. L’ensemble des résultats obtenus avec les sofidesescentes
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humaines est donné dans Tableau 11 La modulation des spectres d’émission de
fluorescence des sondes a été observée en prékeDaplexe 7(cible, courbe verterigure
53), mais aussi plus faiblement avecDeplexe 3(contréle, courbe rougésigure 53. Le
bruit de fond de fluorescence des sondes en présknduplexe contrbéle est sans doute di a

une interaction non-spécifique du fluorophore ai&DN.

Tableau 11 : Augmentations des intensités de fluaseence des sondes humaines (2 M)
en présence des duplexes d’ADN (2 uM) cible (Duplex’) et contrdle (Duplexe 3) dans
un tampon Tris-HCI (10 mM) a pH 7,5 contenant 50 mMNacCl, 50 mM KCI et 1 mM
MgCl2

Nom Duplexe 7 Duplexe 3
Hb1-FITC x 17 x 4,5
Hb2-FITC x 95 x 3,5
Hb3-FITC x 3 x1,1
Hbb2-FITC x 29 x 1,2

H1-FITC x19 x 1,06
Hbb3-FITC x 1,5 x 1,06
Hbb1-FITC x 1,4 x1,1

En résumé, les résultats obtenus ont pu mettrevider&ee une influence de la nature
du MGB. Encore une fois, I'insertion de synthorfisgla du cété C-term du polyamiddi{l,
Hb2 etHb3) semble favorable. En effet, c’est avec ces mé@@8s couplés a la FITC que
les augmentations de l'intensité de fluorescence &3 plus fortesTableau 11). Ainsi les
résultats obtenus par la spectroscopie de fluonescsont en accord avec les résultats
précédents.

B.2.4.2 Conclusions des expériences de fluorescence

Une augmentation de l'intensité de fluorescencestesies humaines a été observée
lors de leur interaction avec le duplexe cible dM\DAvec le duplexe contrdle, une faible
augmentation a été mise en évidence qui poursulte¥ d’une interaction non-spécifique du
fluorophore avec I'ADN. D’aprés les résultats ds expériences, les sonddb1-FITC et
Hb2-FITC semblent étre les meilleurs candidats pour deérepces d'imagerie cellulaire.
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B.3 Etudes de I'interaction des sondes fluorescemstdiumaines

avec I’ADN in cellulo

Selon des études précédentes menées sur des xdikdes au sein de notre
laboratoire(Ollion 2014) les séquenceassatellite centromériques humaines seraient capable
de s’associer pour former des structures nucléapgmrentées aux chromocentres murins.
Les sondes fluorescentes, précédemment décriteadedopropriétés de reconnaissance pour
une séquence modeéle ont été évaluke#tro, ont ensuite été testées pour leurs performances

comme outils de visualisation de ’ADN centromégedumain dans des cellules en cultures.
B.3.1 Cellules vivantes

Pour réaliser ces expériences, des cellules fiasbigues humaines RPE-1 vivantes
ont été traitées pendant 24h (temps d’incubatiaressaire a I'obtention d’un bon rapport
signal / bruit de fond) par 2 uM (concentration imatle) de I'ensemble des sondes
fluorescentes humaines synthétisées. Aucune pationbde la morphologie des cellules ou
du rythme de division cellulaire n'a été observgea 24h d’incubation. Le traitement par ces
sondes fluorescentes n’est donc pas cytotoxique. ave étape de lavage par du tampon
phosphate salin (PBS) a été effectuée préalablemknprise d'image en chambre humide a

37°C. Trois types de résultats ont été obtenusrdgtgésentés dansfégure 54.

1) Tout d’abord, les sondé#bh1-FITC (Figure 54A) et Hbb1-FITC ont conduit au
méme type de profil de marquage : les noyaux seifdnmément marqués sans distinction de
structures nucléaires particulieres. De plus, suFijure 54A, la présence d’'une cellule
vivante en division suggére que le traitement pardondes fluorescentes ne perturbe pas le
fonctionnement cellulaire et la visualisation dasocnosomes montre que seulement I'’ADN

est marqué par ces sondes.

2) Ensuite, avec la sond¢l-FITC (qui ne possede pas de syntifala), un faible
signal nucléaire et aussi la présence de petiéggatg fluorescents ont été obserd@guyre
54B). Ce résultat montre l'importance de linsertioiurd synthonp-ala pour faciliter la

pénétration cellulaire d’un polyamide qui possedexdsynthons Im.

3) Enfin, avec les sondes fluorescentes composaesep longs polyamidedib2-
FITC (Figure 54C), Hbb2-FITC, Hb3-FITC et Hbb3-FITC) aucune pénétration cellulaire
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n'a été observée. De plus, la présence de nomlagnégats fluorescents suggere qu’en raison
de leur taille, ces sondes pourraient s’agrégeucempécherait probablement le passage de

la membrane cellulaire.

Al R

B/

C/

Figure 54 : Images de cellules RPE-1 vivantes traies par les sondes fluorescentes
humaines

Images de cellules humaines RPE-1 vivantes trap@es2 pM deHb1-FITC (A) ouH1-
FITC (B) ou Hb2-FITC (C) pendant 24h. 1: les images de fluorescence etles
superpositions des images de fluorescence EdeFITC (A/2) ouH1-FITC (B/2) ouHb2-
FITC (C/2), en rouge et de la lumiére blanche, en gBarre d’échelle: 10 um (voir
Chapitre IV - Matériels et méthodepour les conditions détaillées des expériences).

Ces résultats semblent indiquer que dans des elluimaines vivantes, les sondes
fluorescentes, a base de polyamides, préparéesums de ce travail ne permettent pas la
détection de structures nucléaires s’apparentdesahromocentres, comme celles observées

dans le modéle murin.
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B.3.2 Cellules fixées

Dans le but de vérifier la localisation potentiedles sondes fluorescentes au niveau
des séquences d’ADN répétées centromériques husngirsatellite), des expériences de
colocalisation entre la sonétb1-FITC et un marqueur de ces régions ont aussi éte efest
sur des cellules RPE-1 fixées (les détails desrexpzes sont donnés dansGbapitre V-
Matériels et méthode}. Le traitement des cellules fixées par 2 uMHid.-FITC pendant 30
min révele un marquage de tous les noydtigure 55), similaire a celui observé dans les
cellules vivantes. De plus, un marquage avec le IDAR marqueur générique de I'ADN,
montre une superposition significative des signdexb1-FITC et du DAPI Figure 55 a

gauche, coefficient de Pearson = 0,986).

——Hb1-FITC

Hb1-FITC
0.8 - . ! —DARI
/ AW, -

—PCY

08 | Wi

04

Intensité relative (U.R.)
Intensite relative (L.R.)

1] 5 10 15 20 25 30 35 o 5 10 15 20 25 30 35
Distance (um) Distance (pm)

Figure 55 : Expériences de colocalisation sur desltules humaines RPE-1 fixées

Images de cellules RPE-1 fixées traitées par 2 gMlll-FITC pendant 30 min et le DAPI
(@ gauche) ou la sonde « PCY » (a droite) qui estmarqueur des séquencessatellite
humaines. En haut a gauche, I'expérience de mamg@lagrescent de la sondtb1-FITC et

du DAPI. En bas a gauche, la superposition desasigrdeHb1-FITC (en vert) et du DAPI
(en bleu). Les profils de I'intensité de ces signaant donnés dans I'encadré de gauche. En
haut a droite, I'expérience de marquage fluoresqeantHb1-FITC et de FISH avec la sonde
« PCY » oligonucléotidique centromérique composge ges LNAs. En bas a droite, la
superposition des signaux ttb1-FITC (en vert) et de « PCY » (en rouge). Les profils de
I'intensité de ces signaux sont donnés dans I'erécdd droite (les détails des expériences et
la séquence de la sonde PCY sont donnés da&lisdpitre IV —Matériels et méthodgs
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La localisation potentielle ddb1-FITC au niveau des séquences cibles a ensuite été
étudiée par des expériences de FISH en utilisaatsonde LNA (oligonucléotide « PCY »
composeé par des LNAs et ciblant les séquences d’Ai3hitellite centromériques humaines ;
la séquence est donnée dan€tapitre IV — Matériels et méthode$ (Figure 55, a droite).

Un profil de marquage ponctuel a été obtenu ave¥.RCabsence de superposition des
signaux obtenus avedbl-FITC et PCY suggéere qu’avec le modéle humain, les sonde
fluorescentes construites dans ce travail ne péentgbas de localiser les séquences répétées
centromériques de maniere sélective. En effetigeas fluorescent obtenu avéthl-FITC

est détecté dans tous les noyaux, et donc cettie dororescente marque '’ADN en général

mais pas de fagcon séquence-spécifique.

Dans les cellules fixées, des profils de marquamdasres a celui dedb1-FITC ont
été obtenus avec les sondé¢s-FITC, Hbb1-FITC, Hb2-FITC (Annexe 23, Hbb2-FITC,
Hb3-FITC etHbb3-FITC. Dans les cellules vivantes, le faible marquagmgde cas deil-
FITC) ou son absence (dans les castde-FITC, Hbb2-FITC, Hb3-FITC etHbb3-FITC)
est d0 a un probléme de pénétration cellulaire.dtegctures de ces sondes ne semblent pas

optimales pour permettre le passage des membraseastiules humaines.

De méme, sur des cellules humaines fixées GM12888némes types de marquage

ont été observés.
B.3.3 Conclusions des expériences cellulaires

L’interaction des sondes fluorescentes avec 'AD¥siun contexte génomique a été
étudiée sur des cellules humaines RPE-1 fixéesvantes. Les études sur cellules fixées
n‘'ont pas permis de valider la localisation desdesntestées au niveau des régions
centromériques humaines ; en effet, un marquagetpeina été observé avec un marqueur
spécifique de ces régions (PCY) mais pas ave®ledes fluorescentes synthétisées. Le profil
de marquage obtenu est superposable a celui du BA&UI indique que les sondes marquent
I’ADN uniformément. Apres le traitement de cellulR®PE-1 vivantes, un marquage de tous
les noyaux a été obtenu avec les sondes fluorescarimposées uniquement par des
polyamides standard. Cependant la présence ddesellivantes en division indique que le
traitement par ces sondes ne perturbe pas le domement cellulaire et de plus, la
visualisation des chromosomes suggeéere que seuN’ABEt marqué. Ces sondes fluorescentes

composées par des polyamides n'ont cependant pamsispéa détection spécifique de
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structures nucléaires formées par les séquenceBNI’'fepétées centromériques humaines

dans les cellules fixées et vivantes.

B.4 Conclusions générales des résultats obtenus ave modele

humain

Dans ces travaux réalisés dans des modeles humains,avons étudié de maniére
approfondie l'interaction entre une série de polighlas et leurs conjugués fluorescents avec
une séquence d’ADN représentative des régionsaregtiques des chromosomes humains.
Cette étude a tout d’abord impliqué des méthodegsipbrchimiques pour évaluer
'importance de modifications structurales surtBraction entre les polyamides et I’ADN.
Afin d’améliorer la spécificité de l'interaction dees sondes, la longueur de la séquence
reconnue par les polyamides a été ajustée et thésam de longs polyamides a été réalisée

apres le développement d’une procédure de syntdpiseisée.

Nous avons montré que des complexes ADN / polyased®erment. Cependant, nous
avons observé que les propriétés de linteractidred’ADN et des MGBs de tailles variables
different fortement en termes d'affinité. Une carsibn importante de ces expériences
physico-chimiques est que linsertion d'un synthfrala dans la partie C-term des
polyamides est favorable pour l'interaction ave&DN. A titre d’exemples, nous avons vu
que le polyamide standakil (sansp-ala) est moins affin et stabilise moins le dupleise
d’ADN que Hb1 (qui possede un synth@irala dans sa partie C-term). En compatdiot et
Hbb1, il apparait que seule l'introduction de synthdiiiala du cété C-term des polyamides
est favorable. La synthese de polyamides longs leeégalement une bonne alternative pour
concevoir des polyamides plus affins (vbib2 versusHbl), mais des différences dans le
mode d’interaction de ces longs polyamides ont tpai @servées. Ces différences restent a
étre étudiées en détails par des méthodes physioueties et de modélisation moléculaire

afin d’'étre mieux caractérisées.

Comme précédemment pour le modéle murin, nous aags® mis en évidence que le
couplage d'un fluorophore en N-term des polyamiafiecte significativement leur affinité
pour leur séquence cible d’ADN. Ces résultats déreah qu’il est important de validein
vitro, I'interaction de chaque sonde avec sa séquebted’/ADN par des méthodes physico-

chimiques avant d’envisager des applications ceties.
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Finalement des études de spectroscopie de fluoresaent permis d’observer une
augmentation de l'intensité de fluorescence dedemfors de leur interaction spécifique avec
le duplexe cible d’ADN.

Par la suite, les études de ces sondes dans d@esélumaines fixées et vivantes,
n'ont pas permis de détecter spécifiquement lesesamps d’ADN répétées centromériques
humaines, contrairement aux modéles murins. Ent,eacun marquage « séquence-
spécifique » ni a fortiori aucune structure appgemux chromocentres murins n’a été visible
avec ces sondes. En ce qui concerne la pénétaihutaire, I'importance de l'insertion d’'un
synthonB-ala a été mise en évidence en compardneétHbl. De plus avec les longs MGBs,
la présence de nombreux agrégats fluorescents ldansellules vivantes suggére qu’une

interaction intermoléculaire de ces sondes senaisageable.

Ainsi, ce travail a permis de montrer que les paiigkes longs peuvent étre une bonne
alternative aux polyamides standard pour la coostmu de sondes fluorescentes. Ces sondes
sont plus affines. Cependant, des optimisation& dgructure du polyamide ou de la nature
de la sonde restent nécessaires afin de permereénétration efficace des sondes dans les
cellules. De plus, le choix de la séquence cibésinpeut-étre pas optimal et des études bio-
informatiques approfondies restent a réaliser dénsélectionner la séquence cible idéale.
Néanmoins, un marquage de '’ADN a pu étre obseveé &es sondes fluorescentes et dans
les cellules vivantes, la présence de cellules ieisioh indique que le traitement par les
MGBs fluorescents ne perturbe pas le fonctionnenua# cellules et la possibilité de

visualiser les chromosomes suggere que seul 'ABINmarqueé.
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Chapitre Il - Conclusions, discussions et
perspectives

A — Conclusions et discussions

L’ensemble de ces travaux de thése a permis lehéyatde plusieurs polyamides
(MGBs ou ligands du petit sillon de 'ADN) qui ormtté utilisés, apreés leur couplage a
différents fluorophores, comme sondes fluorescesfiesde visualiser des séquences répétéees

d’ADN directement dans des cellules.
La formation des complexes ADN / MGB

Les études physico-chimiques de linteraction dalggmides avec 'ADN db par les
méthodes de dénaturation thermique et de « gefdretant permis de valider la formation
des complexes ADN / MGB et celles de dichroismeut#ire ont apporté des informations
sur la structure probable de ces complexes. La amaigon des spectres différentiels de DC
induits des MGBs en complexe avec '’ADN avec descsBps modeles suggere que les
polyamides se positionnent dans le petit sillofABN dans une conformation « d’épingle a
cheveux » antiparalléle. Les différentes formesspestres de DC suggerent des différences
subtiles dans les propriétés de l'interaction eR&BN et les MGBs. Les résultats obtenus
par ces différentes méthodes ont révélé que lacteon entre 'ADN et des polyamides ayant
des structures trés semblables peut étre trésbilaret doit étre étudiée préalablement a

I'utilisation de ces polyamides comme sondes flsoeates pour des applications cellulaires.
Le synthong-ala

Plusieurs facteurs semblent cruciaux pour amélibaéinité de ces molécules pour
leur séquence cible d’ADN. A titre d’exemples, ksides avec le modéle murin nous ont
appris que des MGBs ayant deux synthons Im sudsessit peu affins pour leur séquence
cible d’ADN (exemples des polyamides murif2 et F3, Figure 27). Aussi, la synthése du
polyamide murinF44 a montré l'intérét de remplacer le monomere Ryésdirectement a la
suite d’'un Im par un synthdiala. En effet, I'affinité de ce dernidf4f, Kg,app= 0,15 + 0,01
KLM) s’est révélée bien meilleure que celle de swiague sanB-ala F4, Kd,app= 4,4 + 0,06
K1M). De plus, grace aux études sur le modele hynimmportance de ce synthdiala pour
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la pénétration cellulaire a été mise en évidenceoemparant le MGBH1, qui ne pénétre pas
ou trés peu dans les cellules, avec ses analdthest Hbbl, qui possedent des synthdiis
ala et marquent I'ensemble des noyaux. Enfin, empewant les MGBs humaih$bl etHbbl
avec leurs analogues plus longs, une précisiotasposition de ce synthon a été observée :
c’est dans la partie C-term des polyamides qugnéhenf-ala semble favorable (meilleure
affinité et augmentation de l'intensité de fluorsce des sondes plus forte).

La spécificité des MGBs

Parmi les trois stratégies suivies pour augmeatepécificité des polyamides, celle de
synthétiser des polyamides longs semble la plumetteuse. En effet, malgré la possibilité
d’observer un effet FRET avec les paires de sofidesescentes murindsl-Cy3/ F24-Cy5
ou F1-Cy3/ F4p-Cy5 celui-ci n’était pas optimal puisque l'extinctidatale de la sonde
donneuse K1-Cy3) n'a pas été possible et I'intensité maximale 'denission de la sonde
acceptrice n'a pas été atteinte. Ensuite, avecofstouction des tandems de polyamides
murins en utilisant la « chimie-click » de Huisgamnicune amélioration de I'affinité n'a été
visible et une interaction parasite « monodentatles composantes individuelles de ces
tandems a été observée par les différentes teadmsjofuysico-chimiques, cependant avec des
affinités plus faibles. La synthése de polyamidesn&ins longs a été optimisée et ces
polyamides ont montré de meilleures affinités gasedolyamides courts standaktb@, Kd,app
= 0,07 £ 0,004 uM versublbl, Kgapp = 0,17 = 0,02 uM). Toutefois, I'apparition d'une
deuxieme bande retardée lors des expériences deretgrd » suggere une interaction dans
une conformation ouverte des MGBs lordjs2 et Hb3 avec ’ADN. Ces derniers possedent
deux synthong-ala du méme cbété de « I'épingle a cheveux », éepqurrait en favoriser

I'ouverture.

Le choix du fluorophore pour la construction de sodes fluorescentes

pY

En paralléle des études de linteraction ADN / MAB, couplage des MGBs a
différents fluorophores a été effectué. L'étude lilteraction de ces sondes (MGB +
fluorophore) avec 'ADN a révélé, dans tous les, cage le couplage d’'un fluorophore a un
polyamide déstabilise le complexe formé avec 'ADBh effet, dans les expériences de
dénaturation thermique, des différencesAdm, d’environ 10°C ont été observédif, ATm
=18 £ 0,5 °C versuB4p-FITC, ATm = 6 = 0,5 °C). De plus, les spectres de DC indigs

sondes en complexes avec 'ADN ont des amplitudies faibles et aucune bande retardée
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n'a pu étre observée par la méthode de « gel-reta@ktte perte d’affinité des sondes par
rapport aux MGBs seuls est probablement liée awguzae de la fonction amine (qui peut
étre protonée) lors du couplage aux fluorophores.ré&anche dans des expériences de
spectroscopie de fluorescence, une augmentatidintensité de fluorescence des sondes a
été observée lors de leur interaction spécifiquecde duplexe cible d’ADNH1-FITC :
augmentation de 36,2 fois avec le duplexe cibtieet fois avec un duplexe controle).

Les résultats de ces études physico-chimiques enmip de mettre en évidence les
candidats les plus prometteurs pour les applicateatiulaires F1-FITC etF44-FITC pour
le modéle murin etlb1-FITC etHb2-FITC pour le modéle humain.

La pénétration cellulaire et le marquage nucléaire

Des cellules murines et humaines ont été traitées2puM de chacune des sondes
synthétisées. Tout d’abord, seules les sondes @esquar les fluorophores FITC ou OG-ITC
ont montré une capacité a pénétrer dans les ceMivantes. La nature du fluorophore ainsi
que celle de son bras de liaison au polyamide enfte dramatiquement la pénétration
cellulaire. Ainsi, le MGBF4p, couplé a la fluorescéine par une liaison amideemére pas
dans les cellules alors q&dg-FITC, dont le fluorophore est couplé par une liaisaautée,
pénétre dans les cellules. Des profils de marqnagiaire ponctuels ont été observés dans
des cellules murines vivantes avec les sorde&ITC, F1-OG-ITC et F48-FITC, et des
profils de marquage similaires ont été observés dis cellules fixées. Par la suite, des
expériences de colocalisation ont été réaliséeg palider la localisation des sondes
fluorescentes au niveau de leur séquence cible N'APest-a-dire au niveau des régions
péricentromeériques murines qui sont capables dss@@er pour former des structures
nucléaires appelées «les chromocentres ». Lesawigrfluorescents du DAPI, de
I'oligonucléotide « Sat Maj» et de la marquesKkimes, connus pour marquer les
chromocentres murins, coincident bien avec ceuemist avec les sondes MGBs. En
revanche, le signal fluorescent de la protéine roerérique CenpB entoure les foyers
marqués par « Sat Maj » EL-FITC. Le profil du marquage obtenu ne se superposeapas
ceux décrits précédemment ; ce qui indique EaeFITC est une sonde majoritairement
péricentromérique. En conclusion, dans cette étdds, sondes, a base de polyamides,
marquées par divers fluorophores ont permis lactéte des séquences d’ADN répétées

péricentromeériques murines dans des cellules firédis sondes fluorescentes ont permis
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d’'observer ces mémes séquences directement damelleles vivantes. Mais, I'extinction
rapide du signal fluorescent obtenu ne permet pésidier la dynamique des séquences
répétées dans les cellules vivantes et une optionsaltime de ces sondes demeure donc
nécessaire. En ce qui concerne le modéle humatraitement des cellules vivantes par les
difféerentes sondes synthétisées a conduit & typiestde marquage distincts. Le premier,
obtenu avedbl-FITC et Hbb1-FITC, consiste en un marquage uniforme des noyaux sans
révéler de structures nucléaires particulieresaetisualisation des chromosomes, dans les
cellules vivantes en division, montre que seulenf&fN est marqué par ces sondes. Le
deuxieme, obtenu avéd¢l-FITC, montre un signal nucléaire de trés faible inténsnettant

en évidence, la encore, l'importance de linsertidm synthonf-ala pour favoriser la
pénétration dans les cellules quand les polyamictegiennent deux synthons Im. Le
troisieme, obtenu avec les sondes composées pé&ongs polyamidesHb2-FITC, Hbb2-
FITC, Hb3-FITC et Hbb3-FITC), ne présente aucun marquage nucléaire. De pdus, |
présence d’agrégats fluorescents suggére gue gs fmlyamides ont tendance a interagir
entre eux. Enfin, dans des cellules humaines fixéesmarquage nucléaire uniforme a été
observé avec I'ensemble des sondes humaines sgetg®tUn marquage additionnel avec le
DAPI, qui est un marqueur générique de '’ADN, a m@mne superposition des signaux des
sondes synthétisées et du DAPI, alors qu’avec onees LNA, ciblant les séquences
satellites centromériques humaines, un profil deqoege ponctuel non superposable a ceux
décrits précédemment a été obtenu. Les sondes mesnaiarquent donc tout 'ADN sans
reconnaissance spécifique des séquences d'inf&oét. conclure, les études sur le modéle
humain ont apporté des informations sur I'importares modifications structurales des
MGBs afin de permettre la construction de sondesrdélscentes avec des meilleures
propriétés d’affinité et de spécificité. En effletls longs polyamides semblent étre une bonne
alternative mais des optimisations sont nécessaeas permettre leur pénétration dans les
cellules vivantes. Aussi, malgré leur manque deifipigé, les sondes fluorescentes humaines
composées par les polyamides standards peuvenitiéigsées dans les cellules vivantes pour
marquer ’ADN sans perturber le fonctionnement cihules.

Ainsi, ce travail de thése a permis de validetilization des polyamides fluorescents
comme des nouveaux outils pour visualiser des segserépétées d’ADN dans les cellules.
Des améliorations restent cependant a apportersaserdes afin de pouvoir étudier la
dynamique des séquences répétées d’ADN en intex@tgsendant la division cellulaire. Ces
outils pourraient alors révéler des aspects imptstde la biologie des séquences répétées des

chromosomes.
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B - Perspectives

Les travaux présentés dans cette thése s’inscrivdanis une perspective
d’identification et de développement de nouveautlopour I'étude de la dynamique des
séquences répétées d’ADN, et plus particulierendest régions centromériques, dans des
cellules vivantes. lls ont porté sur la synthésend&cules qui sont des polyamides composés
par des monomeéres N-méthylpyrrole et N-méthylimidazegalement appelés MGBs) et leur
couplage a des fluorophores. lls ont notamment jsed& mieux comprendre les parametres
pouvant influer sur les propriétés de I'interactemtre les polyamides et 'ADN. L’ensemble
des résultats obtenus au cours de ces travauxede flermet de proposer un certain nombre
d’optimisations structurales qui pourraient permeeti’améliorer les performances de ces
sondes fluorescentes comme outils de visualisatemséquences d’ADN répétées dans les

cellules vivantes.
Le fluorophore

Au cours des expériences de traitement des celialemes vivantes par difféerentes
sondes fluorescentes, nous avons pu constateroftance de la nature du fluorophore (dans
notre cas avec une structure similaire a celleadeITC) et d’'une liaison thiourée entre la

partie polyamide et le fluorophore pour obtenir boene pénétration nucléaire des sondes.

Toutefois, I'extinction de fluorescence des sondéifisées est trop rapide pour
permettre une prise d'images successives. Récemuaentravaux du groupe de Merkx ont
démontré la faisabilité pratiqgue de coupler destigep et des protéines fluorescentes telles
que la YFP (Yellow Fluorescent Protein) et la CER/gn Fluorescent Protein) avec les
pyrrole-imidazole polyamides en utilisant une r&actde «ligation chimique native »
(Janssen et al. 2019y1éme si les résultats obtenus dans cette étudsmepas optimaux
(perte de l'affinité des polyamides pour leur séumaecible), cette approche originale mérite
d’étre considérée. Une stratégie analogue pouktest envisagée dans le but d’améliorer la
durée de vie de fluorescence des sondes syntletisés ce travail et ainsi, elles pourraient

étre utilisées afin d’étudier la dynamique des séqas répétées au cours du cycle cellulaire.

D’autre part, une diminution de l'affinité des MGB%té observée aprés leur couplage

a un fluorophore. Cet effet néfaste pourrait éoatiecarré par le déplacement du site de
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couplage du fluorophore sur le polyamide. En effiet, changement de position du
fluorophore, comme par exemple sur le coydpermettrait de libérer la fonction amine N-
terminale des MGBs qui pourrait alors étre protoréeainsi favoriserait I'interaction avec la
cible d’ADN. Une autre approche envisageable sdrattliser la réaction de « chimie-click »
avec (Besanceney-Webler et al. 201dy sans cuivréBaskin et al. 2007pour coupler le
fluorophore au polyamideén situ, directement dans les cellules. A titre d’exemplans un
travail de Rodriguez, Miller et al, la pyridostajnqui est un ligand des structures G-
quadruplexes de 'ADN, a été fonctionnalisée pagoupement alcyne afin d’étre couplae
cellulo au fluorophore Alexa fluor 594 (fonctionnalisé per groupement azide) en utilisant
un kit « Click-iT » disponible commercialement (itnegen) qui permet de réaliser la
« chimie-click » directement dans des cell{lesdriguez et al. 2012En appliquant une telle
approche aux MGBs, l'affinité des polyamides seélant supérieure a celles de leurs
conjugués fluorescents, on peut supposer qu'ilsmeaitraient mieux leur cible dans les
cellules ; 'autre avantage étant que les MGBsmdfient pas de problemes de pénétration
cellulaire. De plus, l'utilisation de fluorophore®nt I'extinction de fluorescence est moins
rapide, tels que les cyanines (par exemples Cy3yB), pourrait alors devenir possible. A
plus long terme, en utilisant ces sondes coupléesirad fluorophores directement dans les
cellules, des expériences de FRET pourraient étrisageables. Elles permettraient de cibler
des séquences plus longues en utilisant une pa@resomdes fluorescentes, avec pour
conséquence d'améliorer la spécificité des sonde®witant les problemes d’agrégation

potentielle rencontrés avec les longs polyamidearpappel voir le 8 Chapitre 1l — B.3.1).
Les polyamides

En ce qui concerne les MGBs, plusieurs possibilgéavent étre proposées dans

I'optique d’améliorer leurs propriétés de reconsarce de 'ADN.

Tout d’abord, pour les tandems de polyamides, tleteé de modélisation moléculaire
pourraient permettre de comprendre si une structllernative des tandems, dans une
orientation « téte a queue » plutdt que « tétdext&erait plus favorable a l'interaction avec
'ADN db. Aussi, ces études structurales approfeadiourraient apporter des informations
sur le bras de liaison entre les deux parties ddeta de polyamides : doit-il &tre plus rigide
ou plus flexible afin de permettre un bon positement du tandem au sein du petit sillon de
la double hélice d’ADN ?
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Récemment, I'équipe de Sugiyama a publié des travaur les répétitions
télomériques humaines (TTAGGGHans lesquels un trimére « téte a queue » conErsé
trois blocs de polyamides en « épingle a cheve(ixigure 56B) pouvant reconnaitre une
séquence d’ADN de 18 pb a été corigawamoto et al. 2015) a spécificité du trimere est
nettement améliorée par rapport a celle obtenue aveandem composé de deux polyamides
(Figure 56A) décrit préecédemment par cette méme équifevamoto et al. 2013)La
comparaison du marquage fluorescent des télomaresdes cellules humaines fixées avec le
trimére couplé au TAMRA par rapport a celui obtewvec le tandem fluorescent a révélé une
forte diminution du bruit de fond={gures 56AetB). En s’inspirant de ces travaux, une telle
approche pourrait aussi étre envisagée pour cildsr séquences d’ADN répétées

centromeériques.
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Figure 56 : Représentation schématique du tandem €u trimere de polyamides ciblant
les répétitions télomériques humaines

A/ A gauche, le modéle schématique du tandem fuen¢ de 2 polyamides, couplé au
TAMRA, avec une orientation «téte a queue » elamibles répétitions télomériques
humaines. A droite, I'image de fluorescence d’ugianod’une cellule fixée humaine Hela 1.3
marqué par ce tandem fluorescent (10 nM). B/ A gaute modéle schématique du trimére
fluorescent de 3 polyamides couplé au TAMRA, aver arientation « téte a queue » et
ciblant les répétitions télomériques humaines. 8itdr I'image de fluorescence d’un noyau
d’une cellule fixée humaine Hela 1.3 marqué patrieere fluorescent (50 nM). L’hexagone
gris représente la charniére entre les polyamidess Py et Im sont représentés par les
cercles vides et noirs respectivementfalanine par un losange blanc et I'étoile jaune
représente le fluorophore TAMRA. Barre d’échellepm (les images des cellules sont tirées
de (Kawamoto et al. 201})

De plus, nous avons pu constater grace aux résulést expériences de dénaturation

thermique avec le tandef? que l'interaction avec sa séquence cible entienelgisait a une
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stabilisation thermigue du duplexe cible d’ADN adai et non coopérative. En effet,
'augmentation des températures de fusion obteaues les duplexes mutés sur chacun des
sites de fixation étaient de 9°C et 7°C, alors lgusTm du duplexe contenant le site intégral
pour le tandenT?2 était de 16°C (pour rappel voir 8 Chapitre Il 2/&.1.2). En changeant le
bras de liaison du tandem, par exemple en le reéna@ms flexible, il serait sans doute
possible d’augmenter la coopérativité entre lesxdsous-unités et ainsi d’améliorer les

propriétés de I'interaction de ces tandems aveDNA

Enfin en ce qui concerne les longs MGBSs, 'ouvertde « I'épingle a cheveux » (pour
rappel voir laFigure 51 et le 8 Chapitre Il — B.2.2.1), méme si elle resteore hypothétique,
pourrait étre empéchée en synthétisant des polganaidalogues cycliques (pour rappel voir
8§ Chapitre | — D.3.2.1). De plus, I'ajout d'une i@ positive sur les coudes pourrait

favoriser I'interaction avec 'ADNLI et al. 2013)

Au-dela des améliorations structurales des polyasjite choix de la séquence cible

dans les régions centromériques pourrait égaleétemtevu.
La séquence cible d’ADN

Avec le modéle murin, les chromocentres qui cowedpnt a I'agrégation des
séquences peéricentromériques murines ont pu ésengds directement dans des cellules
fixées et vivantes avec les sondes fluorescentemsa de polyamides. En revanche avec le
modéle humain, en utilisant le méme type de moés;uin marquage nucléaire uniforme de
'ADN a été observé sans distinction de structurasléaires particulieres apparentées aux
chromocentres murins. Trois hypothéses peuvent étnéses en ce qui concerne les
différences observées entre les modéeles murin reaimuen termes de structures nucléaires

révélées par les sondes MGBs.

La premiere hypothése est que I'accessibilité dgsences d’ADN est différente dans
les deux espeéces. Il est possible que les séquahd&N centromériques soient plus
condensées chez 'homme par rapport a la sourigngore que la présence de protéines
centromeériques spécifiques empéche les polyamidestcents de se fixer. La poursuite de
cette étude avec lutilisation de sondes MGBs phines (voir ci-dessus pour les

modifications structurales des polyamides qui setasusceptibles d’améliorer I'affinité de
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ces molécules) permettrait sans doute d’apporterédtaircissements sur ces questions qui

restent ouvertes.

La deuxieme hypothése est que le nombre de sitdxateon des polyamides par
séquence cible serait plus important chez la sopeisnettant ainsi de détecter un signal chez
cette espece mais pas chez 'homme. En tenant eodest données existantes, il y aurait en
moyenne 19,5 sites de fixation par répétition neidantre seulement 4,8 sites de fixation par
répétition humaine (communication personnelle décLBonger). Cependant, a I'heure
actuelle, le nombre exact de répétitions au nivdEwes séguences n’est pas connu car ces
régions centromériques ne sont encore que pantiietie séquencées a cause des difficultés
techniques liées a leur caractére répétitif. Ds,gliest a noter que les répétitions des régions
centromeériques sont tres conservées chez la salass que chez ’lhomme, ces régions sont
plus polymorphes ; ce qui pourrait influer sur teanbre de sites de fixation disponiljléssel
& Choo 1989; Lee et al. 1997)

Enfin, la troisieme hypothése est que I'enrichissentes séquences cibles au niveau
des régions centromériques par rapport au restgdome, qui permet de distinguer le signal
du bruit de fond, soit différent. Une analyse «ioifmrmatique » des séquences disponibles
pour les génomes de ces deux especes (communigatiisonnelle de Loic Ponger) montre
un enrichissement de 3 chez la souris ; c'esteglitau niveau des régions centromeériques,
le motif d'intérét est retrouvé toutes les 10 plrslqu’il est retrouvé toutes les 31 pb dans le
reste du génome. Chez ’homme, cet enrichissenstmteel,5 car le motif est retrouvé toutes
les 33 pb au niveau des régions centromeériques qioil est retrouveé toutes les 50 pb dans le
reste du génome. Une telle différence d’enrichigsgnentre les deux espéces pourrait —elle

expliquer les différences de comportement des MfiBsescents ?
Une autre utilité des molécules synthétisées

La dynamique des séquences répétées peut étreeectadus deux aspects: leur
organisation nucléaire ou leur transcription. Aladges travaux qui ont été réalisés pendant
cette thése et pour lesquels les polyamides sysdisébnt été employés comme outils de
visualisation, il serait également intéressantilider ces molécules afin d’étudier leurs effets
sur la transcription de ces séquences répétées (opel voir le § Chapitre | — B.1.2). En
effet, seuls ou couplés a des protéines comme idembs déméthylases (afin de voir I'effet

sur la marque EKgmes) ou des déacétylases ou bien a des groupemertsofumels tels que
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des agents alkylants (comme par exemples le chtarein(\Wurtz & Dervan 2000pu des

complexes de platine) ou des nucléases chimiguesnie la bipyridine}Simon et al. 2008)

ils pourraient avoir une influence positive ou négasur I'expression transcriptionnelle. Ces
déréglements induits par les polyamides pourrapgrimettre d’étudier les mécanismes
impliqués et les effets biologiques associés aalastription des régions centromériques. On
sait notamment que des transcrits non codants idegsrégions centromériques sont
impliqués dans I'assemblage de la chromatiBgmery et al. 2009)pour rappel voir le §

Chapitre 1 — B.1.2). Leur fixation pourrait aussit@iner une absence d’interaction ou un
déplacement de protéines ou de facteurs a l'origimemodifications potentielles dans le
fonctionnement cellulaire. Ainsi, des informatioe®emplémentaires importantes sur la

fonction de ces séquences répétées pourraierdlgBues.
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A — Réactifs

Les monomeres utilisés pour la synthése des potiesnil’'acide 4-(Boc-amino)-1-
méthyl-1H-pyrrole-2-carboxylique, I'acide 4-(Boc-am)-1-méthyl-1H-imidazole-2-
carboxylique, la N-Bo@-alanine, I'acide N-Bog-aminobutyrique et I'acide 2-(Boc-amino)-
5-azido-pentanoique sont achetés chez Bachem (@gynmu Polypeptide Laboratories
(France). Les agents activateurs, le HATU ((2-(ZH)zabenzotriazol-1-yl)-1, 1, 3, 3-
tétraméthyluronium-hexafluorophosphate) et I'HOAt1-Hydroxy-7-azabenzotriazole)
viennent de chez « Molekula» (UK). La résine Beala-PAM (Bocg-alanine-(4-
carbonylaminométhyl)-benzyl-ester-copoly-(styrémaryl-benzéne)) vient de chez Merck.
Les esters N-hydroxysuccinimide des fluorophore8 M§HS-Cy3), Cy5 (NHS-Cy5) et de la
rhodamine (NHS-Rhod) et la fluorescéine isothio@fansont achetés chez FluoProbes et
Santa Cruz. La coumarine MM14 a été donnée pauipegde Marie-Paule Teulade-Fichou,
Institut Curie, Orsay, France. Les fluorophores noammerciaux S24 ((E)-1-(4-
carboxybutyl)-4-(4-(diméthylamino)styryl)pyridiniunedide) (Barni et al. 1986¢t TO ((2)-
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1-(5-carboxypentyl)-4-((3-méthylbenzo[d]thiazol-2{Bylidene)méthyl)quinolinium
perchlorate)Yarmoluk et al. 1996pnt été donnés par Serguiy M. Yarmoluk de I'lngtde
Biologie Moléculaire et de Génétiqgue (National Aeary of Sciences of Ukraine). Leurs
syntheses sont décrites dans les publications amer#tes ci-dessus. Les autres réactifs (sels
ou monomeres) viennent des sociétés Sigma-AldAchgs, Merck, Fluka et les solvants sont
achetés chez Carlo Erba. lls sont utilisés sandfigation préalable. Le THPTA
(Tris(HydroxyPropyl)TriazolméthylAmine) a été donngar le professeur T. Brown

(Université de Southampton, UK) ou acheté chez Sigidrich.

Les oligonucléotides utilisés sont synthétisés lpasociété Eurogenetec (Seraing,
Belgique). Délivrés sous forme lyophilisée, ils soamis en suspension dans de I'eau bi-
distillée. Leur concentration est déterminée parcspscopie d’absorbance a 260 nm en
utilisant les coefficients d’extinction molaire) (donnés dans |&ableau 12 Toutes les
solutions stocks d’oligonucléotides sont ensuiteseovées a -20°C dans de I'eau bi-distillée.

Tableau 12 : Liste des oligonucléotides utilisés da ce manuscrit

Nom Longueur (pb) ¢ (L.molt.cntl) Séquence
Duplexe 1 30 326400 5'-GAG-GAA-AAC-TGA-AAA-AGG-TGG-AAA-ATT-TAG-3’
261000 3-CTC-CTT-TTG-ACT-TTT-TCC-ACC-TTT-TAA-ATC-5’
Duplexe 2 18 196900 5-AAC-TGA-AAA-AGG-TGG-AAG-3’
152500 3-TTG-ACT-TTT-TCC-ACC-TTC-5'
Duplexe 3 25 263200 5-GGG-TGA-GGA-GGA-GGG-AGA-TCG-GTC-A-3’
208900 3-CCC-ACT-CCT-CCT-CCC-TCT-AGC-CAG-T-5'
Duplexe 4 15 169100 5-AAA-AAG-GTG-GAA-AAT-3’
128800 3-TTT-TTC-CAC-CTT-TTA-5’
Duplexe 5 15 168400 5-AAA-AAG-GTG-GAA-GAT-3’
127900 3-TTT-TTC-CAC-CTT-CTA-5’
Duplexe 6 15 168400 5-AAG-AAG-GTG-GAA-AAT-3’
127900 3-TTC-TTC-CAC-CTT-TTA-5’
Duplexe 7 26 256700 5-TAA-TCA-ATT-TGT-GAT-GTG-TCA-TTA-TG-3'
267900 3-ATT-AGT-TAA-ACA-CTA-CAC-AGT-AAT-AC-5'

B — Tampons

Pour les expériences de spectroscopie, des tangpon&bsorbent pas ou peu dans le
domaine de longueurs d’'onde étudiées, entre 2@0G&nhm et qui n'ont pas de propriétés de
fluorescences notables, sont utilisés (comme Is-HI@l a pH 7,5). Les expériences de
dénaturation thermique nécessitent des tamponslelgii varie peu avec la température, ce
qui est le cas du tampon cacodylate a pH 6,2 étpsur ces expériences. Tous les tampons

utilisés pour les expériences de spectroscopigezorent 50 mM de NaCl, 50 mM de KCl et
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1 mM de MgC}. Un tampon standard TBE 1X (89 mM Tris-HCI, 89 naldide borique, 2
mM EDTA, a pH 8,3) est utilisé pour les expériend&tectrophorese.

C - Appareils

Les analyses et purifications par chromatographigde haute performance en phase
inverse sont effectuées sur des HPLC analytiquepréparative de marque Agilent
Technologies 1200 pilotées par le programme AgifehemsStation. Les gradients utilisés
sont linéaires 0 — 100% d’acétonitrile / 0,1% TFacifle trifluoroacétique). L'analyse des
produits est effectuée sur une colonne analytiqueteyd¥ XBridge C18 5um 4,6x250 mm
pendant 25 min a un débit de 2 mL / min et leuifipation est effectuée sur une colonne
préparative Waters XBridge C18 5um 19x250 mm pen22min a un débit de 10 mL / min.
Les analyses de spectrométrie de masse Q-TOFqmraipray (ESI Q-TOF) sont effectuées
sur un instrument Q-Star (Applied Biosystems, Cahweuf, France) en mode positif par
I'équipe de la plateforme de spectrométrie de mafiseMuséum National d’Histoire
Naturelle. Les échantillons sont dilués dans duhar&l. Les spectres UV-visible et les
courbes de dénaturation thermique sont enregistrésles spectrophotometres Uvikon XL
UV-visible (Secomam, Nova Analytic Compagny) avee passeur thermostaté de 10
échantillons et 2 références. Pour les mesuressafbhnce dans I'UV a l'aide de ces
spectrophotometres, des cuves en quartz (HellnemcEj de parcours optique 1 cm et de
contenance 500 — 600 pL sont utilisées. Ces cuwessisstallées dans un support mobile
thermostaté piloté par le logiciel ThermAlys (Du@aTGmbH). Un thermostat Julabo F25,
piloté par le logiciel Easy Temp Professional estisé pour gérer et enregistrer les
températures. Les gels de polyacrylamide sont aéalpar un scanner fluorescent Typhoon
9410 (GE Healthcare) avec une longueur d'onde datken de 532 nm et un filtre
d’émission & 526 nm. Les spectres de dichroismeulaire sont enregistrés sur un
spectropolarimétre Jasco J810, a lampe de Xéndh \(L5efroidie par I'air), purgé par de
I'azote afin d’enlever 'ozone pour préserver lgstemes optiques et équipé d’'un passeur de
6 échantillons, thermostaté par effet Peltier. $gsctres de fluorescence sont enregistrés sur
un fluorimétre SPEX Fluorolog Il (Jobin-Yvon-Horihaa lampe de Xénon (450 W),
possédant deux monochromateurs pour I'émission.ddess en quartz transparentes et de
trajet optique 1 cm sont utilisées. Les réactioascathimie-click » sont effectuées dans un

réacteur a micro-ondes Monowave 300 (Anton Paar).
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D - Synthése des polyamides

La synthése de type peptidique des polyamides Nwimdtrrole / N-méthylimidazole
est effectuée manuellement sur un support solidgiksant la méthode décrite par Krutzik et
Chamberlin(Krutzik & Chamberlin 2002a; Krutzik & Chamberlin0@2b) Les différentes

étapes sont détaillées ci-apres.

La résine Bocf-ala-PAM : En utilisant 100 mg de résine de capacité théergd,5
mmol /g, la capacité minimum est de 0,05 mmolegoetpte tenu des rendements obtenus
apres les différentes synthéses, la capacité estiteda résine dépasse 0,06 mmoles ; c’est
pourquoi les calculs ci-dessous ont été effectnésoasidérant la capacité de la résine a 0,06

mmoles.

Tableau 13 : Les différents réactifs pour la synthee du MGB F4 de séquence Nterm-
v2-Py8-Py7-Py6-Py5¢1-Py4-Py3fala2-Im1-p-Dp-Cterm
Nom des Masse Molaire Quantité Nombre d’équivalents par Masses pesées

réactifs (g / mol) (mmoles) rapport a la résine (mg)
Résine - 0,06 - 100
Im1 241,3 0,24 4 57,9
DCC 206,3 0,24 4 49,5
HOAT 136,1 0,24 4 32,7
Bala2 189,2 0,48 8 90,8
HATU 380,2 0,432 7,2 164,2
Py3 240 0,24 4 57,6
HATUs 380,2 0, 216 3,6 82,1
Py4 240 0,24 4 57,6
HATU, 380,2 0, 216 3,6 82,1
vl 203,2 0,48 8 97,5
HATU,1 380,2 0,432 7,2 164,2
Py5 240 0,24 4 57,6
HATUs 380,2 0, 216 3,6 82,1
Py6 240 0,24 4 57,6
HATUs 380,2 0, 216 3,6 82,1
Py7 240 0,24 4 57,6
HATU- 380,2 0, 216 3,6 82,1
Py8 240 0,24 4 57,6
HATUs 380,2 0, 216 3,6 82,1
v2 203,2 0,48 8 97,5
HATU,> 380,2 0,432 7,2 164,2
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Procédure générale

Préparation de la résine :A température ambiante, 100 mg de résine Bata-PAM
sont déposés dans une colonne avec un filtre e der porosité 4. Deux lavages avec du
solvant DCM (DiChloroMéthane) sont effectués pusrésine est laissée 15 min dans ce
méme solvant pour qu’elle gonfle. Une agitation caume baguette métallique en acier
inoxydable est nécessaire pour éliminer les bujlespeuvent se former. Ensuite, le solvant
est élué plus rapidement sous pression d’azote. IRuiésine est lavée 2 fois par du DMF
(DiMéthylFormamide) et laissée 15 min dans ce méateant. Pour finir, la résine est rincée
3 fois par du DCM.

Déprotection de la résine : Pour libérer la fonction amine protégée par un
groupement Boc sur la résine Bp@la-PAM, un volume de solution TPW (TFA 92,5 % /
phénol 5 % / eau 2,5%, préparée au préalable etgapa I'aide d’une pipette en plastique)
suffisant pour recouvrir la résine est ajouté darslonne. La résine est laissée 1 min dans la
solution TPW puis 1 min et enfin 3 min (en remplaca chaque fois la solution TPW). Pour
finir, la résine est rincée 3 fois par du DCM (premavage par du DCM car le TFA est
miscible dans le DCM mais pas dans le DMF) et 8 far du DMF (solvant utilisé pour le

couplage des synthons sur la résine).

Activation du premier synthon et son couplage surd résine : L’activation des
synthons Pyy et p-ala s’effectue en présence de HATU dans un mélaegé00 uL de
DMF : NMP (N-Méthyl-2-Pyrrolidone) (1 :1). L’activen des synthons Im et du dimere Py-
Im s’effectue en présence de HOAt et de DCC dansnalange DMF : NMP (1:1). Le
HATU est I'agent de couplage utilisé pour actives synthons Py§-ala ety et le HOALt est
'agent de couplage utilisé en association aveD@C pour activer les synthons Im ou le
dimére Py-Im. Pour finir I'activation des différengynthons, 12 équivalents de DIEA (N, N-
DilsopropylEthylAmine) sont ajoutés (129,3 mg/mmalensité = 0,742). Une incubation de
10 min maximum est préalable a I'ajout du mélangela résine. La DIEA est une base
permettant de générer des conditions basiquesip@auplage en déprotonant complétement

les fonctions amines utilisées pour les différeatsplages.

En ce qui concerne le synthon Im et le dimére Pydlactivation a température
ambiante dure 2 h. Le synthon Im est ajouté au H@lae dans 300 pL de NMP et au DCC
dilué dans 300 pL de DMF. Le dimere Py-Im est dissdans 600 pL de DMF sec
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(doublement des volumes pour faciliter la dissohitiet le DCC et 'HOAt dissouts dans 600
uL de NMP sont ensuite ajoutés. Une étape de tagdtion de 3 min a 4000 rpm et une

filtration (filtre de porosité 4) du précipité dée sont nécessaires avant I'ajout de la DIEA.

Fixation des synthons :Le couplage du synthon sur la résine est effepaungant 25
min sous agitation par I'azote (ou 2 h pour le depeEnsuite, la colonne est vidée et la

résine est rincée 3 fois par du DMF et 3 fois pabD€CM.

Déprotection du premier synthon par TPW: La méme procédure que celle utilisée
pour la déprotection de la résine par la solutienTBW est suivie, sauf pour la déprotection
des synthons Im qui se fait en deux étapes : lmigre dure 1min et la deuxieme 10 min.
Enfin la résine est lavée 3 fois par du DCM eti8 fiar du DMF.

Activation et couplage des synthons suivants puiggrotection: Les mémes étapes
de déprotection et de couplage sont alternées 'adguixation du dernier synthon sur la

résine.

Fin de la synthese et lavage de la résind.a résine est lavée 2 fois par du DMF puis
une série de lavages est effectuée : 3 fois DMBISSDCM, 2 fois DMF, 2 fois DCM, 3 fois
MeOH (Méthanol), 3 fois DCM, 3 fois MeOH, 2 fois MCet 5 fois éther.

Récupération de la résine En utilisant une pipette Pasteur, la résine diatiser est

récupérée, I'éther est enleveé puis la résine ebigsésous-vide.

Aminolyse : L'étape finale, qui consiste a décrocher le polgarsynthétisé de la
résine, est effectuée pendant 14 — 16 h voir tlauteiit & 55°C dans un bain thermostaté en
ajoutant 0,75 mL de DMPA (N, N-DiMéthylaminoPropyt#ne). Pour finir, la résine est
filtrée puis rincée par 500 pL de DMPA et un voluériivalent de DCM. Une précipitation
au diéthyléther est effectuée et le produit esseoreé a - 20°C. Une faible quantité du produit
obtenu est prélevée et dissoute dans du MeOH &éifectuer des analyses par HPLC
analytique (gradients linéaires 0 — 100% d’acétibait 0,1% TFA pendant 25 min a un débit
de 2 mL / min) et par spectrométrie de masse pa@uifier la pureté du produit et le
caractériser (voiAnnexes let 2). Ensuite, les produits synthétisés sont purifiass HPLC
préparative (gradients linéaires 0 — 100% d’acétiteni 0,1% TFA pendant 22 min a un deébit
de 10 mL / min).
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Une réaction de « chimie-click » (cycloaddition Hipolaire de Huisgen) catalysée
par le cuivre a été utilisée pour coupler en tandenx polyamides en « épingle a cheveux »
(Meldal & Tornge 2008)Des polyamides fonctionnalisés en N-term par glesipements
alcyne ou azoture sont synthétisés sur suppodeseln utilisant de I'acide 2-(Boc-amino)-5-
azido-pentanoique ou de l'acide 4,5-pentynoique ncensynthons N-terminaux. lls sont
dissouts en quantité équimolaire dans 500 uL de OMSune concentration de 10 - 15 mM.
Cette solution est mélangée avec des solutionsuaqaede sulfate de cuivre (300 uL, 50
mM), d’ascorbate de sodium (300 pL, 50 mM), de TARBOO pL, 50 mM), du tampon
acétate de triéthylammonium (300 pL, 1M), du DMSXBQ uL) et complétée par de I'eau
pour obtenir un volume final de 3 mL. Le mélangé @ssuite placé dans le réacteur a
microonde sous irradiation a 90°C pendant 20 mirs smitation magnétique. Si le tandem
précipite pendant la réaction, ce précipité edectd par centrifugation pendant 5 min a 4000
rpm, dissout dans du DMSO (200 pL) et dilué daead’ (250 pL). Les solutions contenant
les produits synthétisés sont traitées par uneeée chélation CHELEX (400 péquiv. / mL,
BioRad) dans le but d’enlever les ions de cuivne.edces molaire de résine (3 fois) est ajouté
aux solutions qui sont agitées quelques minuteseatrifugées. L'eau contenue dans le
surnageant est enlevée par évaporation sous vids @roduits finaux sont ensuite purifiés

par HPLC dans les mémes conditions que cellestdégour les polyamides.

E - Marquage fluorescent des polyamides

La fonction amine N-terminale des polyamides oumiize libre des tandems de
polyamides sont couplées soit aux esters N-hydumomsimide, soit aux groupements
isothiocyanate des fluorophores en respectantrt@sqoles donnés par les fournisseurs. 2 mg
(1,2 - 1,5 umol) des polyamides dissouts dans diBbt (70 — 100 pL) et 2 — 4 équivalents
de fluorophores sous formes d’esters activés @otiiocyanate dans du DMF sec (70 — 100
puL) sont mélangés ensemble avec de la DIEA (12véquhprés 2 — 3h d’incubation a
température ambiante a I'abri de la lumiére, leamgé est ajouté goutte a goutte sous
agitation dans du diéthyléther (8 volumes). Le ipiéx est séparé par centrifugation (3 min ;
12000 rpm), rincé par du diéthyléther et séché sales Le produit est ensuite dissout dans
100 puL de DMSO et purifié par HPLC préparative diess mémes conditions que celles

utilisées pour les polyamides.
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Les fluorophores sous forme d'acide carboxyliquet sactivés par du HATU. Les
polyamides (2 mg; 1,2 — 1,5 pmol) sont dissoutssddu DMF sec (200 uL) et ensuite, le
fluorophore (3 équiv.), le HATU (2,8 équiv.) etDAEA (12 équiv.) sont ajoutés. Le mélange
est agité pendant 2 — 3h a température ambiandd de la lumiere. Le produit est ensuite

précipité puis purifié par HPLC préparative.

La caractérisation des conjugués (polyamide + @pbore) est effectuée par

spectrométrie de masse et spectroscopie UV-vigioie Annexes 7et18).

Pour les expériences biophysiques, les polyamitldesesondes fluorescentes sont
dissouts dans du MeOH ou du DMSO.

F - Electrophorése sur gel de polyacrylamide non

dénaturant (expériences de « gel-retard »)

L’électrophorése de gels de polyacrylamide en dardinon dénaturante (native)
permet d’observer d’éventuels complexes formédgsaduplexes d’ADN et les polyamides.
Cette méthode est fondée sur le déplacement decuhedé chargées (positivement ou
négativement) sous l'effet d'un champ électrique faXx de leurs caractéristiques propres et
en fonction des conditions de I'électrophorese hoelg€cules auront des vitesses de migration
différentes ; elles vont donc se séparer les uassadtres.

La méthode décrite pour les triples hélices a étisae avec quelques modifications
(Boutorine & Escudé 2007A la place du troisiéme brin oligonucléotidiquies solutions
stocks de polyamides ou de sondes fluorescente6(LuM) sont préparées dans du MeOH
ou du DMSO. Des gammes de solutions a des contiensalifférentes de polyamides (seuls
ou couplés a des fluorophores) sont préparéesdiateampon TBE 1X standard a pH 8,3 en
présence des duplexes d’ADN (15 — 520 nM, chaqueardration est indiquée dans les
légendes des figures) dont un brin est marqué paflubrescéine a l'extrémité 3’ ou
radioactivement par du phosphaté® a lextrémité 5. Le marquage radioactif des
oligonucléotides (0,5 UM dans 16 pL d’eau) avec exteemité 5’OH libre est effectué dans
un volume final de 20 uL par 0,5 pL de T4 polynotide kinase (10 unités / mL, New
England Biolabs (NEB)) dans 2 pL de tampon kind€eX a pH 7,6 contenant 70 mM Tris-
HCI, 10 mM MgC} et 5 mM Dithiothréitol) en présence de 1,5 pLyeféP-ATP (3000 Ci /
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mmol, Amersham Biosciences). L'excés ge?P-ATP est retiré lors d'une étape de
purification sur une microcolonne chromatographigiBo-Spin). Les oligonucléotides
marqués radioactivement ont été utilisés lors dpérences de « gel-retard » avec les sondes
fluorescentes pour éliminer I'hypothése d’'un encaamnient stérique di a la présence de la

fluorescéine (voip.109.

Un mélange de glycérol, de bleu de bromophénoketyiene cyanol (jusqu'a 8% de
glycérol et 0,06% des indicateurs) est ajouté athastillons, contenant 'ADN et / ou les
polyamides (volume final de 20 uL), qui sont chasffa 90°C pendant 3 min, refroidis
lentement puis stockés a 4°C jusqu’a leur utilsatiUn aliquote de chaque échantillon (10
pL) est chargé en chambre froide sur les gels tia@ylamide non dénaturant a 20% dans
du tampon TBE 1X (épaisseur de 0,5 mm, rapportll@crylamide / bis-acrylamide ;
polymérisé par 0,06 % de TEMED (N, N, N, N'-Tétréthyléthylénediamine) et 0,6% de
persulfate d’ammonium). Ensuite, I'étape de migmratélectrophorétique est effectuée dans
du tampon de migration (TBE 1X) a 4 - 8°C a unesgaimce contrélée de 5 Watt. Aprés la
migration, les gels sont analysés sur le scannghdgn. Pour les gels radioactifs, un séchage
préalable (transfert des gels sur du papier WhatBMHKl) suivie d’'une exposition sur un
écran radiosensible (GE Healthcare) est nécegsaire’analyse des gels. Ensuite, I'écran est
numerisé a l'aide d’'un scanner Typhoon. Les imaga®rées sont analysées en utilisant le
logiciel ImageJ pour déterminer les pourcentagesodwersion en complexe dans chacun des
cas. Les constantes de dissociation apparentggylsont estimées selon le protocole décrit
pour les triples hélicegNovopashina et al. 2005; Boutorine & Escudé 2007)

Les expériences de cinétique sont effectuées ksanti la méthode « d’arrét de retard
sur gel » en chambre froide a 4 — 8 (\MMovopashina et al. 2005Un mélange (100 pL)
contenant le duplexe d’ADN marqué a la fluorescéing2 uM) et le polyamide (1 uM) dans
du tampon TBE 1X avec 5% de glycérol, du bleu dartmphénol et du xylene cyanol est
préparé comme décrit ci-dessus, si ce n’est qpelimmide est ajouté juste avant le premier
chargement. Le premier échantillon (10 puL) est ghammédiatement sans incubation puis
des aliquotes de 10 pL sont pris a des intervdietemps 10, 30, 60 et 120 min d’incubation
apres I'ajout du polyamide et chargés dans les pibites d’'un méme gel non dénaturant (en
parallele des échantillons controles sans polyamidgres chaque chargement, les
échantillons sont soumis a la migration électroptique. Pour finir, le gel est scanné sur un

scanner Typhoon et analysé par le logiciel ImageJ.
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G — Expériences de spectroscopie

G.1 Absorbance

La spectroscopie ultraviolet-visible est une tegheide spectroscopie mettant en jeu
les photons dont les longueurs d'onde sont dader®ine de I'ultraviolet (200 nm — 400
nm), du visible (400 nm — 750 nm) ou du prochearduge (750 nm - 1400 nm). Soumises a
un rayonnement dans cette gamme de longueurs dlesdmolécules absorbent la lumiére et
sont susceptibles de subir une ou plusieurs trang) électronique(s). Cette technique
d'analyse est souvent utilisée pour déterminerolacentration d'une entité chimique en

solution, en utilisant la Loi de Beer-Lambert :

A.=-logwol/lo=¢1C

oul / lg est la transmittance de la solution (sans unitégst I'absorbance ou densité optique
a une longueur d'onde(sans unité)g; est le coefficient d’extinction molaire (en L / mbl
cm), | est la longueur du trajet optique dans la solutianersée (elle correspond a I'épaisseur
de la cuve utilisée (en cm)) €test la concentration molaire de la solution (en fg. Le
spectrophotometre UV-visible mesure lintensité ldelumiere | passant au travers d'un
échantillon et la compare k, lintensité de la lumiére passant dans un échantide
référence contenant le méme solvant que celuisétipour I'échantillon dans une cuve
identique. En mesurant I'absorbance des différemstalsitions contenant les molécules
d’intérét et commé et¢; sont connus, cette équation a permis de déterresatifférentes
concentrations de nos solutions. kesles polyamides sont calculés en multipliant le Ioiem
de noyaux aromatiques contenus dans chaque moléauk333 (a titre d’exemple, le MGB

F1 contient 8 noyaux aromatiques donc sggst 66664 L / mol / cm).

L’'absorbance des acides nucléigues entre 200 enB0@st exclusivement due aux
systéemes insaturés conjugués et aux fonctions cg@dsprésents dans les bases puriques et
pyrimidiques. En effet, la contribution du squedefthosphate n’est mesurable qu'a des
longueurs d’onde inférieures a 190 nm. Le maximuabgbrption dépend donc de la
séquence, de la structure et de la compositiorasash Il est compris entre 254 nm pour des

séquences riches en purines et 270 nm pour desrsggguriches en pyrimidines. En ce qui
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concerne les polyamides, les hétérocycles pyrioimidazole conférent a ces molécule leur
capacité a absorber a des longueurs d’onde erfiretZB0 nm.

G.2 Dénaturation thermique des complexes ADN / poamide ou

ADN / sonde fluorescente

L'étude des interactions entre des acides nucléigtieles ligands est rendue possible
par le changement des propriétés d’absorbanceadeld’ nucléique et / ou du ligand. Cela
nécessite néanmoins une absorption des ligands wiamsgamme de longueurs d’ondes
différente de celle de I'ADN, au-dela de 300 nm pxemple. Ce qui est le cas des
polyamides.

Les spectrophotometres utilisés possedent un dotdikceau qui permet la
soustraction, lors de l'acquisition, du spectresdlvant ou du tampon de référence. Une
premiére étape consiste a réaliser une ligne de &éasc 2 cuves contenant la solution de
référence, permettant ainsi l'initialisation etntése a zéro du signal entre les deux charriots.
Cette ligne de base est généralement realisée@a 200 nm, a une vitesse de 500 nm / min,
avec un pas de 1 nm. Le spectre d’absorbance devéacontenant I'échantillon est ensuite
mesuré entre 240 et 400 nm pour les acides nuelgiagt jusqu’a 700 nm pour les sondes

fluorescentes a une vitesse de 500 nm / min edgrde 1 nm.

Les expériences de dénaturation thermique suiviespactroscopie d’absorbance
permettent de mesurer la stabilité d’une structurdonction de la température. En effet, la
variation des propriétés d’absorbance de I'échantila des longueurs d’onde bien choisies
(voir ci-dessous), peut témoigner d’'un changementfarmationnel de la molécule. En
fonction de sa structure (double ou simple bri@),dénaturation thermique d'un ADN
structuré peut s’accompagner d’'une hyperchromi@tégmentation de I'absorbance) alors
gu’une hypochromicité (diminution de I'absorbanpet étre visible pendant sa renaturation.
Dans le cas des polyamides, une hypochromicitépsi®e a une longueur d’onde bien
spécifiqgue de 335 nm. Les spectrophotométres stigsra des thermostats qui permettent la
régulation thermique des passeurs d’échantillongst-aé-dire le chauffage et le
refroidissement a des gradients de températuresdgtnis (0,2°C / min). La concentration
en acides nucléiques doit étre choisie pour obtemé variation du signal d’absorbance de

'ordre de 0,1 ce qui est généralement le cas eplagant & une absorbance a 260 nm
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comprise entre 0,7 et 1,2. Le programme ThermAlgsmgt I'enregistrement a intervalle
régulier de I'absorbance des échantillons (9 auimax), avec un temps d’'intégration de 1 s,
et de la température relevée par une sonde immeageeune cuve. Les données sont ensuite
exportées sous forme de tableur (Excel). Les vanatd’absorbance a une longueur d’onde
de référence (680 nm dans notre cas), ou aucuraigardépendante de la structure étudiée

n'est attendue, sont soustraites aux absorbancas@es aux autres longueurs d’onde.

Les courbes de dénaturation thermique obtenuesermis¥g une transition qui se
déroule sur une gamme restreinte de températuee/p@ de transition marque le passage de
la forme associée de la molécule a basse températns sa forme dissociée a haute
température. Il est possible de déduire de cesbesusigmoidales la température de demi-
transition T, qui correspond a la température pour laquelle 5% molécules ont été
dénaturées. Pour faciliter la détermination des [Es dérivées premiéres des courbes de
fusion par rapport a la température sont calcudédss températures de fusion correspondant

aux extremums de ces courbes sont déterminées.

Le protocole utilisé est aussi similaire a celucritépour les analyses des triples
hélices(Boutorine & Escudé 2007PDe 3 a 9 échantillons (500 pL chacun dans 50 reM d
tampon cacodylate de sodium a pH 6,2 contenantMMN&Cl, 50 mM KCI et 1 mM MgG)
sont préparés dans des cuves en quartz a facesiepiparalleles, transparentes et de trajet
optique 1 cm. Chaque échantillon contient 1,3 pMldplexe d’ADN et des concentrations
croissantes de polyamides de 0 a 8 équivalentsine®laar rapport aux duplexes d’ADN. Les
solutions sont couvertes par quelques gouttes lé’minérale et les cuves sont fermées
hermétiguement par des bouchons en téflon pouepnrélévaporation. Les cuves contenant
les échantillons sont ensuite déposées dans leeyportle cuves, thermostaté, du
spectrophotometre. Les échantillons sont chaufféssedensités optiques a 260, 335 et 680
nm sont mesurées toutes les 5 min pour chaque tldranDeux cycles de mesures sont
effectués : la dénaturation pendant le chauffage@ea 95°C et la renaturation pendant le
refroidissement de 95 a 20°C. Les données sonttersxportées et traitées en utilisant le
logiciel Microsoft Excel.

G.3 Spectres différentiels de dichroisme circulaire

Le dichroisme circulaire (DC) est une méthode daxchour I'étude de molécules

chirales en solutions, et donc une méthode paeuhent attractive pour l'étude de
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systémes biologiques. Le DC est communément utp@ér étudier les macromolécules
biologiques soit pour évaluer les changements déoomation de celles-ci, soit pour révéler
leurs interactions avec de petites molécules, péuticulierement celles qui sont achirales et

dont le signal de DC induit est uniquement diU & ileteraction avec la macromolécule.

Le signal de DC d’'une molécule est défini par |Hédence d’absorption entre la

lumiére polarisée circulairement a gauélteet celle polarisée a droifed.

DC = Ag — Ad

En pratique, le spectropolarimetre possede un rnatelui photoélastique qui produit
alternativement une lumiére polarisée circulairemandroite puis a gauche avec une
fréquence de changement de 50 Hz. Lorsque la lem@#ntensité constante, traverse un
échantillon chiral, une fluctuation d’intensité @hase avec le modulateur de fréquence
apparait. Les photons transmis sont détectés painatomultiplicateur qui produit un courant
dont 'amplitude dépend du nombre de photons imtglece qui génere le signal DC (positif
ou négatif en fonction de la phase du courantratérpiloté par le modulateur).

Entre 200 et 300 nm, les spectres de DC des acid®giques résultent des transitions
dues aux couplages entre les bases, lorsqu’elidsesapilées dans une structure chirale (par
exemple de type hélicoidale). Le signal refleteridotation des bases entre elles. Les
polyamides sont, tres généralement, des molécalasakes qui ne présentent aucun spectre
de DC en solution. Mais, au contact de ’ADN, #sséructurent et acquiérent un signal de DC

induit, entre 300 et 400 nm, qui est caractérigtide leur interaction.

Le spectropolarimétre utilisé, Jasco J-810, esamypareil monofaisceau. Il est donc
nécessaire d’enregistrer une ligne de base comdspbd au tampon sans molécule (ou avec
'ADN pour la soustraction de son spectre) lors tdates les mesures réalisées. Il est
d’ailleurs préférable d’effectuer le spectre du pam dans la méme cuve en quartz que la
mesure elle-méme, chaque cuve pouvant avoir ulstgnDC intrinseque. L'acquisition des
spectres de DC est réalisée a l'aide du logiciedcBp Manager développé par Jasco. Le
balayage pour les polyamides est généralementeéfele 400 & 240 nm a une vitesse de 200
nm / s avec un pas de 1 nm, une largeur de bandendeet un temps de réponse de 1 s. Le
signal de DC est généralement faible et les specésultant bien plus « bruités » que des

spectres d’absorbance ; il est donc préférablecdiaaler plusieurs spectres (3 en moyenne)
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pour limiter le bruit de fond. Le passeur d'échléoni est thermostaté a 20°C par un effet
Peltier piloté directement par le logiciel Spedtanager. Une sonde de température externe,

immergée dans une cuve, permet de mesurer la tatapgréelle de la cuve.

Des solutions de duplexes d’ADN (500 pL, 2,5 pMhglan tampon Tris-HCI & pH
7,5 contenant 50 mM NaCl, 50 mM KCI et 1 mM MgCéont placées dans des cuves en
quartz a faces optiques paralléles, transparemtds &ajet optique 1 cm. Les échantillons
contenant les solutions de duplexe d’ADN sont eégrgar des solutions de polyamides
dissouts dans du MeOH ou du DMSO a 250 uM. Aprémued ajout de la solution de
polyamides (1 - 2 pL), les spectres de dichroisirmilaire sont enregistrés trois fois dans
une gamme de longueur d’onde 240 — 400 nm. Ledrsatisns de la ligne de base et du
spectre de DC de I'ADN sont effectuées manuellersante logiciel Spectra Analysis fourni

par Jasco ou aprés exportation des données baoutsEscel.
G.4 Spectres de fluorescence

La fluorescence est un outil puissant pour l'arelges propriétés dynamiques de
fluorophores d’'intérét biologique. En effet, la malle reste pendant un temps suffisamment
long dans un état excité pour que son émissiotudeskcence reflete son environnement ; il
est donc possible de caractériser une interactiuine edes molécules par I'étude des
modifications des propriétés de fluorescence d’'daeces substances. A titre d’exemple,
I'utilisation du phénomene de Transfert par RésoaatfEnergie de Fluorescence (FRET)
entre deux fluorophores résulte du transfert dgeerd’excitation d’'un donneur de
fluorescence vers un accepteur et se produit parais d’un couplage trés faible entre le
moment de transition d’émission du donneur et lement de transition d’absorption de
I'accepteur.

Dans notre cas, la fluorescence des sondes sw@beta base de polyamides est
exaltée lorsqu’elles interagissent avec I'ADN, cei des rend intéressantes pour des
applications de détection de I'’ADN par microscogéefluorescence.

Des solutions aqueuses de sondes fluorescente albgpolyamides (1 — 3 uM) dans
un tampon Tris-HCI a pH 7,5 contenant 50 mM Na@, M KCI et 1 mM MgCi sont
placées dans des cuves en gquartz transparentestedjet optigue 1 cm. Des solutions de

duplexes d’ADN sont ajoutées pour obtenir une cotraéon finale de 2 uM et des spectres
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de fluorescence sont enregistrés avant et apréquehajout. Les longueurs d'onde
d’excitation sont 480 nm (FITC), 510 nm (Cy3) et06@m (Cy5) et les spectres sont
enregistrés dans des intervalles de longueurs d’'&@d — 650 nm (FITC), 530 — 750 nm
(Cy3) et 630 — 750 nm (Cy5). Les fentes du spdcinaimetre sont de 0,5 mm en excitation

et de 2,5 mm en émission.

Pour les expériences de FRET, une solution de deixdgy3 (donneur) a 2uM dans le
méme tampon que celui décrit ci-dessus est plagge ane cuve en quartz identique a celles
précédemment décrites. Les spectres de fluoressamteenregistrés plusieurs fois puis les
sondes (accepteurBRp-Cy5 ou F44-Cy5 sont ajoutées pour obtenir une concentrationdinal
de 2 uM et les spectres sont également enregiginésiite, I'ajout du duplexe d’ADN a 2 uM
(concentration finale) est effectué et les spedoes enregistrés plusieurs fois. Pour finir, une
titration avec des concentrations croissantes ddesoacceptrices est effectuée. Les spectres
de fluorescence sont enregistrés dans la gammeordpudurs du donneur (Cy3) et de
I'accepteur (Cy5) 530 — 750 nm apreés I'excitatienddnneur (Cy3) a 510 nm.

Les intensités de fluorescence obtenues au cowsdifi@rentes expériences sont
exportées, traitées (Excel) et normalisées entee D afin de permettre la comparaison des

différents résultats.

H — Etudes Cellulaires

H.1 Culture cellulaire

H 1.1 Cellules murines NIH-3T3 et MEF

Les lignées cellulaires murines NIH-3T3 ou MEF stuitivées dans des flasques T75
contenant 10 mL de milieu liquide (Dulbecco’s mastif Eagles’s medium (DMEM)
supplémenté par 10 % de sérum de veau feoetal (SMFobio)), sous atmosphére contrélée
(37°C, 5 % CQ). Tous les 2 ou 3 jours, les cellules sont déesligar un traitement de 5 min

a la trypsine a 37°C puis diluées et remises epesisson dans du milieu frais.

Pour les expériences sur cellules fixées, dflules, remises en suspension dans 300
puL de milieu de culture, sont ensemencées sur aeelles 22x22 mm (Thermo Fisher

Scientific Menzel), d’épaisseur moyenne de 0,17,04Gnm, nettoyées au préalable dans un
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plasma cleaner Femto v4 (Diener electronic GmbHJé&tosées dans des plaques 6 puits.
Apres 2h, 2 mL de milieu frais sont ajoutés danaqcie puits et, afin que les cellules
adherent, elles sont incubées dans une étuve a j88¢@Q’'au lendemain pour obtenir une
confluence d’environ 70%. Les lamelles sont endawées trois fois par du PBS 1X, fixées
par une solution de paraformaldéhyde (PFA) a 4%s dain PBS 1X pendant 10 min a
température ambiante et finalement lavées trois fair du PBS 1X. Une fois fixées, les

cellules sont stockées a 4°C dans du PBS 1X pernuaamiois maximum.

Pour les expériences sur cellules vivantes, 3x&0ules, remises en suspension dans
200 pL de milieu de culture, sont ensemencées diemsicro-lamelles de verres quadrillées
« ibiTreat » (Ibidi, Biovalley) puis placées dangeletuve a atmospheére contrdlée. Aprés 24h,
le milieu de culture est remplacé par une solutlertraitement contenant 199 uL de milieu
frais et 1 pL d’'une solution de polyamide fluoredca 400 uM dans du DMSO, pour avoir
une concentration finale de polyamide de 2uM, pesscellules sont incubées a 37°C (5%
CO,) pendant 24h. Avant l'acquisition des images pacroscopie de fluorescence, les
cellules sont lavées brievement deux fois par d& RE pour enlever I'exces de molécules
fluorescentes et le PBS 1X est remplacé, sous tonslistériles, par un milieu de culture
modifié pour I'imagerie, le DMEMIP (Euromedex) supplémenté par 16 uM de Rutin (Sigma
Aldrich) qui est un flavonoide de plante servardlieniner les radicaux libres de I'oxygene
(Bogdanov et al. 2012Une incubation de 30 min a 37°C (5% de2C@ans ces conditions

est effectuée avant la prise d'images.
H.1.2 Cellules humaines RPE-1

La lignée cellulaire humaine RPE-1 a été cultivarsddes flasques T75 contenant 10
mL de milieu liquide (Roswell Park Memorial Instéumedium (RPMI)) supplémenté par
10% de SVF, sous atmosphére controlée. Tous lesjaurs, les cellules sont décollées par
un traitement de 5 min a la trypsine a 37°C puisédis et remises en suspension dans du

milieu frais.

Pour les expériences sur cellules fixées, les méétases que pour les cellules
murines sont suivies mais le nombre de celluldsédis est de 5x10 de méme que pour les

expériences sur cellules vivantes ol le nombrestleles est de 1,5x$0
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H.1.3 Cellules humaines GM12878

La lignée cellulaire humaine GM12878 est cultivéesaspension dans des flasques
T25 contenant 20 mL de milieu liquide (RPMI) suppénté par 15% de SVF, sous
atmospheére controlée. Tous les 2 jours, les cellbat diluées et remises en suspension dans

du milieu frais.

La fixation des cellules en suspension differe tégeent : 2 x 19 cellules sont
reprises dans 300 uL de PBS 1X et déposées suamede de verre préalablement nettoyée
et traitée avec un revétement en poly-L-lysine 0,L%dhésion des cellules s’effectue en 5
min. Elles sont ensuite traitées avec 1 mL de PBX Ppendant 1 min, puis fixées pendant 10
min dans une solution de PFA a 4% diluée dans do ®BX. Les cellules sont enfin lavées

par 3 bains de PBS 1X et conservées dans du PBfI Ixaximum 1 mois a 4°C.
H.2 Marquage in situ des cellules fixées

Dans le but de faciliter les manipulations le jai@s expériences, les lamelles sont
fixées sur des lames de verre 26 x 76 mm un utitlida la colle « rubber cement » (BHV).

Trois types d’expériences ont été effectués.

Pour la visualisation combinée du DAPI et des M@Bsrescents, le marquage par
les polyamides fluorescents est effectué en preereincubant les lamelles dans le noir
pendant 30 min, a température ambiante dans 50'yrie ¢olution de polyamide a 2 pM.
Ensuite, les cellules sont lavées brievement paPB8 1X avant une étape de post-fixation
qui consiste a incuber les cellules dans 100 pbeal'solution de PFA a 2% dans du PBS 1X
pendant 10 min. Puis trois rincages dans une solue Triton X-100 0,05% dans du PBS
1X sont effectués. Le marquage de I’ADN est régbiaél’addition d’une solution de DAPI a
70 nM (Sigma-Aldrich) pendant 5 min a températumgbi@nte. Apres une breve étape de
lavage dans du PBS 1X, les lamelles sont montées déposées sur une lame apres I'ajout
d’'une goutte de milieu de montage PPD8 présenaafiibrescence (Sigma-Aldrich, solution
a 1mg / mL dans un mélange de PBS 1X / glycérol S0@H 8 ajusté par un tampon
carbonate / bicarbonate). Enfin les lamelles soelié&es avec du vernis, conservées a 4°C a

court terme et a -20°C a long terme.
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Pour la visualisation combinée des MGBs fluorescehtles sondes FISH, les cellules
sont perméabilisées avec une solution de Tritor0&4 0,5% dans du PBS 1X, lavées trois
fois par une solution de Triton X-100 a 0,05% ddasPBS 1X, traitées par une solution de
0,1 N HCI pendant 2 min, rincées deux fois, équeéis 5 min dans du SSC 2X et traitées par
une solution de SSC 2X / 50% de formamide déionigémpérature ambiante pendant au
moins 30 min avant I'hybridation. Les sondes FIStdvjennent de la société Eurogenetec
(Belgique) et sont des oligonucléotides marqués3’epar le fluorophore Cy3. Elles sont
composées soit par des séquences mixtes ADN / LMNAr pcibler la répétition
péricentromeérique satellite majeure murine («Sat  aj M 5'-
gACgACtTGaAAaATgACgAAaTC -3, les lettres minuscaleeprésentent les modifications
LNASs), soit uniqguement par des LNAs pour ciblerrépétition centromérique-satellite
humaine (« PCY » 5'- tttgtgatgtgtg- 3’). Les sotuts d’hybridation sont préparées en diluant
les sondes oligonucléotidiques a une concentratioale de 1 UM dans une solution
d’hybridation contenant 50% de formamide déiongkg]a solution de Denhardt 1X (réactifs
de chez Sigma Aldrich), du sulfate de dextran 10%% de dodécylsulfate de sodium (SDS)
et diluée dans un tampon SSC 2X a pH 5,6. Sur té @és lamelles, 45 pL de la solution
d’hybridation sont déposés. Les lamelles sont dkasfen atmosphere humide pendant 3 min
a 85°C, puis lentement refroidies & 37°C a unesséale 1°C / s pour renaturer 'ADN. Ceci
est effectué dans un appareil PCR (MJ Researclagughlamelle est lavée deux fois dans du
tampon SSC 2X a 63°C et une fois dans du SSC 2xhpédrature ambiante. Le marquage par
les polyamides fluorescents est ensuite effectusnmo® décrit précédemment. Les lamelles
sont enfin montées avec du PPD8 sans marquagelpiede I'ADN.

Pour la visualisation combinée des MGBs fluoreemt des protéines
(immunocytochimie), les cellules sont perméabikségec une solution de Triton X-100 a
0,1% dans du PBS 1X pendant 5 min a températuréaatebpuis lavées deux fois dans du
PBS 1X. Apres une étape de saturation dans und¢isolde « blocking reagent » a 1,5%
(Roche Applied Science ; poudre, a laquelle estta@0,05% de Tween 20, et diluée dans du
SSC 2X a pH 6,3), 'immunomarquage est effectuéirmmbant les anticorps primaires
pendant 90 min a température ambiante en chambredbu en lavant trois fois avec la
solution de Triton X-100 a 0,1% dans du PBS 1Xjmmubant les anticorps secondaires 45
min a température ambiante en chambre humide @ansit puis en lavant trois fois par la
solution de Triton X-100 & 0,1% dans du PBS 1X.
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Tous les anticorps sont dilués dans une solutionsateration contenant 1% de
« blocking reagent ». Les anticorps primairesaésisont les suivants :

- CenpB (clone H65, 1/200, polyclonal de lapin, Sabtaz) pour la détection des
centromeéres
- HsKomes (1/400, polyclonal de lapin, Upstate, Milliporepyr la détection des

régions péricentromeériques murines

Les anticorps secondaires sont dilués a 1/200 ldasution de saturation et sont les
suivants :

- Anticorps anti-lapin produit chez la chévre et cgnjé au Cy3 (Jackson
ImmunoResearch)
- Anticorps anti-lapin produit chez la chevre et cgyé au Cy5 (Jackson

ImmunoResearch)

Dans le cas des expériences d'immuno-FISH, uneriexqo@ d'immunocytochimie est
suivie d’'une expérience de FISH, aprés une étaeenédiaire de post-fixation (PFA 2% /
PBS 1X pendant 10 min puis trois fois PBS 1X / 0,I%ion X-100). Pour la détection
simultanée des sondes FISH et des MGBs fluoresckamtpérience de FISH est effectuée

préalablement au marquage par les MGBs fluorescents
H.3 Acquisition des images par microscopie

Les acquisitions d’images sont réalisées un utitisen microscope inversé a épi-
fluorescence de marque Zeiss (Axio Observer Z1)ip&gd'un objectif a immersion a huile

plan-apochromat 63x 1,4 NA et des filtres suivdhtbleau 14 :

Tableau 14 : Les différents filtres de microscopietilisés pour I'acquisition des images

Fluorophore/Colorant Excitation Dichroique  Emission Source Lumineuse

DAPI G365 FT395 BP445/50 LED : 365 nm
FITC BP470/40 FT495 BP525/50 LED : 470 nm
Cy3 BP546/10 FF555 BP583/22 HXP120 Metal Halide
Cy5 BP643/20 FF660 BP684/24 LED : 625 nm
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L’huile d’immersion utilisée a pour indice de réftian 1,518 a 23°C. Le logiciel ZEN
2012 est utilisé pour I'acquisition et le traiterheles images. Un filtre gaussien (1 :1:1) est
appligué a toutes les images pour lisser le sigmallte & Cordelieres 2006)Les
quantifications et les mesures de Pearson ontéstlisées sur les images originales par

Francois Loll.

Le coefficient de Pearson est obtenu a l'aide dwlute JACoP pour ImageJ. Les
différents canaux sont comparés deux a deux, piaelpixel, au niveau de leurs intensités

respectives. Le résultat est compris entre 0 (padélation) et 1 (corrélation parfaite).
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Annexes

Annexe 1 : Structures en « épingle a cheveux antiglele » et caractéristiques

chimiques des MGBs murins

v MGB FL1:
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MGB F1 : C;HgN,,0,,
M = 1320,64 g/mol
SM (ESI+) : M=1320,68 g/mol
Temps de rétention sur HPLC analytique Tr = 24,3 min
Rendement final estimé : 82 %

v MGBF2:
(o] o o
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MGB F2 : C,H,,N,,0,,
M =1321,63 g/mol
SM (ESI+) : M=1321,64 g/mol
Temps de rétention sur HPLC analytique : Tr = 12,73 min
Rendement final estimé : 74 %

v MGB F2p:

—N H W) Nf‘}_ \N \ HNT @
Ny M /\/“\N/L&NH“/A“N NH s M
N R

MGB F2p : C(H,N,,0,,
M = 1270,62 g/mol
SM (ESI+) : M=1270,66 g/mol
Temps de rétention sur HPLC analytique : Tr = 20,8 min
Rendement quantitatif par rapport a la capacité théorique de la résine

Le synthorg interne est représenté en noir.
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v. MGB F3:
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MGB F3: C,H,,N,,0,,
M =1321,63 g/mol
SM (ESI+) : M=1321,63 g/mol
Temps de rétention sur HPLC analytique : Tr = 12,76 min
Rendement final estimé : 24 %

v' MGB F3p :
H,N\/\/‘i T e o o
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MGB F3p : C;uH;xN,,0,,
M =1270,62 g/mol
SM (ESI+) : M=1270,66 g/mol
Temps de rétention sur HPLC analytique : Tr = 12,6 min
Rendement final estimé : 63 %

Le synthorg interne est représenté en noir.

v MGB F4:

o o a o o
ZM N Ry = =
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MGB F4 : C;HN,,0,,
M = 1320,64 g/mol
SM (ESI+) : M=1320,67 g/mol
Temps de rétention sur HPLC analytique : Tr = 12,76 min
Rendement final estimé : 67 %
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v MGB F4§ :
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MGB F4 : CigHygN,, 0y
M =1269,63 g/mol
SM (ESI+) : M=1269,66 g/mol
Temps de rétention sur HPLC analytique : Tr = 12,69 min
Rendement final estimé : 60 %

Le synthorg interne est représenté en noir.

v MGB Fapy :
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MGB Fiy : C4HgN,,0,,
M = 1354,68 g/mol
SM (ESI+) : M=1354,68 g/mol
Temps de rétention sur HPLC analytique : Tr = 12,63 min
Rendement final estimé : 49 %

Le synthorg interne est représenté en noir et le syntheopplémentaire en rouge.

v MGB F5:
o o o o
HHNMH‘CK\KH‘CH\"{T)KH‘CA““
oY ! "5 i
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2 2 o [s] o

MGB F5 : C . HgN,,0,,
M = 1248,61 g/mol
SM (ESI+) : M= 1248,62 g/mol
Temps de rétention sur HPLC analytique : Tr= 12,75 min
Rendement final estimé : 90 %
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v MGB F6 :
0 o b o i
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MGB F6 : C;,H,,N,,0,,
M =1321,63 g/mol
SM (ESI+) : M= 1321,64 g/mol
Temps de rétention sur HPLC analytique : Tr = 12,56 min
Rendement final estimé : 76 %
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Annexe 2 : Caractérisation des MGBs murins

v' Exemple du chromatogramme analytique du MGB murin F brut (avec un
temps de rétention Tr = 12,76 min) :

DADI, Sig=310,16 Ref=off (Karine/F4)
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v' Exemple du spectre de masse du MGB murin F4 (M = 28,67 g/mol) :
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v' Exemple du spectre d’absorbance UV-visible du MGB nrin F4 (absorbance
caractéristique des MGBs entre 280 et 340 nm) :

08

0.6

Densité Optique (O.D.UL)

260 280 300 320 340 360 I A00

Longueurs d'onde (nm)

Les détails sur les conditions des analyses somié@odans I€hapitre IV (Matériel
et Méthodes.
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Annexe 3 : Formules et caractéristiques des MGBs mins fonctionnalisés en N-term et
des deux tandems de polyamides murins

v" Formules des MGBs modifiés composant les tandemsdss deux tandems de
polyamides dans une orientation « téte a téte »
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K1 etK1ly sont les analogues &4 protégés par un groupement Boc et fonctionnalisés
en N-term par un azoture. lls different par la loegr du lien N-termK2p et K4p sont les
analogues d&2p etF4p, respectivement. lls portent des groupements akym N-termT1
et T2 sont des tandems antiparalléles de polyamidesptigies et construits par une réaction
de cycloaddition 1,3-dipolaire catalysée par leviientreK1 et K2 (T1) ou K1y et K4p
(T2), respectivement (adapté @¢ozeret, Bonan, et al. 20)5)
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Tableau 15 : Caractéristigues des MGBs murins fonannalisés en N-term et des
tandems murins

Masse molaire . Masse molaire
) Tr HPLC analytique
Nom Formule brute calculée (min) obtenue par SM
min
(g/mol) (g/mol)
Boc-K1 ~ CegHsoN25013 1475,71 26,44* 1475,73
Boc-K1ly  C73HoeN26014 1560,76 11,77 1560,76
K23 CeaHg2N22012 1350,65 23,75* 1350,66
K4p CesHgaN21012 1349,65 10,71 1349,66
T1 C128H163N47023 2726,3 23,72* 2726,36
T2 C133H171N47024 2810,36 13,44 2810,39

*Pour I'analyse des composantsTeet du tanderl, un gradient d’HPLC différent a été utilisé (060%
acétonitrile en 45 min).

'Pour I'analyse des autres produits, le gradiemtdsted décrit dans I€hapitre IV (Matériels et Méthodes a
été utilisé.

197



Annexe 4 : Caractérisation des tandems de polyamidanurins

v' Exemple du chromatogramme analytique du tandem T2K1yK4p) brut (avec un
temps de rétention Tr = 13,44 min) :

DAD1, 5ig=310,16 Ref=ofl (Karine/K1y-K4p)
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600

400

200

04

| 8.565

1|9.081

— 13447

min

v' Exemple du spectre de masse du tandem T2 (M = 2839,g/mol) :

BB ZRBEEBEE AR

Tniensity, counts

[M+4H]*

&

&

«

= ! 7281162 HuJpe78
o.mo.wﬁ‘% a3 9701518 i
s

937,

[M+3H]>*

[M+2H]?*

14061941

50 700 750 800 850

00 950 1000 100 100 1150
P

1200 1250

1300 1356

1400 1450 1500

v' Exemple du spectre d’absorbance UV-visible du tande T2 (absorbance
caractéristique des MGBs entre 280 et 340 nm) :

0.7

0.6

0,5

04

Demnsité Optique (0.D.U.)

280

320 340
Longueurs d'onde (nm)

KL

380

A0

Les détails sur les conditions des analyses samtéodans |I€hapitre IV (Matériel

et Méthodes.
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Annexe 5 : Structures et caractéristiques chimiquedes différents fluorophores utilisés

Tableau 16 : Noms, structures, masses molaires (gsth et longueurs d’onde d’excitation

(Aex, NM) et d’émission Lem, NnM) des différents fluorophores

Masse
Nom Structure . Aex Aem
molaire
Coumarine MM-14 N
e 2032 350 495
HO 00
(MM14)
Cyanine3-NHS ester
554,7 550 570
(Cy3)
Cyanine3-sulfate-NHS
ester 726,84 550 570
(Cy3-sulf)
Cyanine3-isothiocyanate
555,32 550 570
(Cy3-ITC)
Cyanine5-NHS ester
580,74 649 670
(Cy5)
Cyanineb-sulfate-NHS
ester 752,87 649 670
(Cy5-sulf)
Fluorescéine-ITC 2
NOL 3914 494 521
(FITC) g D,
HO N=C=§
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Masse

Nom Structure _ Aex Aem
molaire
Fluorescéine-NHS ester
473,39 494 521
(fluo)
Oregon Green 488-NHS
509,38 496 524
(OG-NHS)
Oregon Green 488-ITC
510,07 496 524
(OG-ITC)
S24 767,33 450 495
Tétraméthylrhodamine-
NHS ester 528,18 529 596
(TMR-NHS)
Tétraméthylrhodamine-
ITC 528,18 529 596
(TMR-ITC)
TO 504,11 505 530
TO-azoture 324,13 505 530




Annexe 6 : Caractéristiques des différentes sondesurines synthétisées a partir des

MGBs standard

Tableau 17 : Caractéristiqgues des sondes murinesroposées par des MGBs standard

Nom Masse molaire calculée (g/mol) o HPLC ) Masse molaire obtenue
analytique (min) par SM (g/mol)
F1-Cy3 [CosH118N24012]" 1759,91 14,35 1758,89*
F1-Cy3-sulf [CoaH11:N24018S]"  1931,83 20,8 1932,86*
F1-Cy3-ITC [CorH 12N26012S]" 1875,95 13,4 1875,9
F1y®NH2.Cy3 [CosH116N25012]* 1774,92 13,53 1773,94*
F1y®NH2.MM14 C77H90N26015 1619,71 10,06 1619,65
F1y®NH2.TQO [CasH10N2g01,S]F  1740,81 10 1741,02
F1-TO [CeH10IN24012S]" 1707,79 14,3 1708,05
F1-S24 [CsaH10dN24012]" 1627,82 13,34 1627,78
F1-FITC Cs4Ho1N23016S 1709,67 13,76 1709,67
F1-TMR-NHS [CssH101N24015]" 1733,79 12,24 1732,79*
F1-TMR-ITC Co2H10dN26015S 1848,82 10,7 1848,84
F1-OG-NHS Ca4HegF2N22017 1714,67 13,25 1714,68
F1-OG-ITC CagHosF2N24017S 1830,71 13,25 1830,70
F2-FITC Cs3HooN24016S 1710,67 12,52 1710,68
F23-Cy5-sulf [CoaH11MN24018S,]" 1909,84 23,8 1908,89*
F3-FITC Cs3HooN24016S 1710,67 12,51 1710,67
F4-Cy5 [CosH117N24012]* 1785,93 14,69 1784,93*
F43-Cy5 [Co2H116N23012] " 1734,92 14, 61 1733,92*
F4By-CyS [CoeH123N24013]* 1819,97 14,68 1818,97*
F4By-Cy5-sulf  [CoH12N24016S]"  1991,88 14,7 1992,88*
F4B-fluo CgiHgaN21017 1627,67 13,84 1627,67
F43-FITC Cg1HooN22016S 1658,66 13,2 1658,65
F5-Cy5 [CosH113N22011]" 1713,9 14,66 1712,9*
F6-Cy5 [CoaH116N25012]* 1786,92 14,72 1785,93*

*La différence de 1 fréquemment observée est duetallanges de protons dans les conditions d’andkyse
spectrométrie de masse.
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Annexe 7 : Caractérisation des sondes murines congites a partir des MGBs standard

v' Exemple du chromatogramme analytique de la sonde mime F4B-FITC brute

(avec un temps de rétention Tr = 13,2 min) :

aud DADL A, Sig=310,8 Ref-off (Karine/F4p-FITC) "
10 i)
404 i
50
40+ &
30 4 [
R g 8= 2
10 = ‘E lE i 8
e
25 's. 7.5 10_ 2' 5 15 17.5 20 |
wa - DADL B, Sig=494.8 Ref=off (Karine/F4p-FITC) s
14- o
12 il
s
084
064
o4
02
25 s 78 10 128 18 178 20 ]

v' Exemple du spectre de masse de la sonde murineFBITC (M = 1658,65 g/mol) :

T
8 s 88885888 N8B EHEEEEEEEEE

—
[M+2H]2
o
[M+3H]3*
-

s 412177 4942002 uu«r‘“ " 7636198
e N I N oT I g yreee
et e N

e

v" Exemple du spectre d’absorbance UV-visible de la sde murine F43-FITC
(absorbances caractéristiques : MGB (280-340 nm) &TC (400-530 nm)) :

Densité Optique (0.0,1.)

o

360 410 A6l

Longueurs d’onde (nm)

Les détails sur les conditions des analyses samétodans I€hapitre IV (Matériel

et Méthodes.

202



Annexe 8 : Caractéristiques des sondes fluorescestmurines construites a partir des

tandems murins

Tableau 18 : Caractéristiques des tandems fluoresges murins

. ] Tr HPLC Masse molaire obtenue
Nom Masse molaire calculée (g/mol) . .
analytique (min) par SM (g/mol)
T1-Cy3 [CissH198N4agO24]"  3165,58 28,78 3164,58*
T2-FITC  Ci54H182N48029S 3199,40 14,28 3199,42

*La différence de 1 frequemment observée est duetallanges de protons dans les conditions d’andkyse
spectrométrie de masse.

Annexe 9 : Courbes de fusion du Duplexe 1 et segidées premiéres en présence et en

absence du polyamide murin F1

14 A/ Duplexel : F1 0025 B/ Duplexe1 : F1
1.2 / 0,02
——// 0,015

0,005

=
o -

=
o
dA/dT?

=
-

g

Densité Optique A (O.D.U.)

0

=
]

20
-0,005 Températures (°C)

20 30 40 50 60 70 20
Températures (°C) -0,01

Les expériences de dénaturation thermique ont fi@éteées dans un tampon cacodylate de
sodium (50 mM) a pH 6,2 contenant 50 mM NacCl, 50 K@llet 1 mM MgGl Un exces (8
fois) de MGBF1 est mis en présence fwplexe 1(1,3 uM) qui possede 4 sites de liaison
pour F1 (soit 2 molécules de MGB par site de liaison) CAlrbes de fusion dDuplexe 1
seul a 260 nm (courbe bleue) et en présencélda 260 nm (courbe rouge) et a 335 nm
(courbe verte) et B/ leurs dérivées premieres. eémpérature de fusion dDuplexe 1
augmente de 57°C a 81°@Tm = 24°C) en présence d€l.
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Annexe 10 : Courbes de fusion du Duplexe 1 et seérivées premieres en présence et en

absence du tandem murin T1

16| A/ Duplexe 1 : T1 0025 B/ Duplexe 1 : T1

) /_— 0.02
2 12

0,013

0,01
= 0.005

]
0.4 R 20 30 40 . 60 70 0

0,003

Densité Optigue A (O.DU.)
=
P
dAMT®

20 30 A0 50 L] 70 80 a Températures (°C)

Températures (°C) -0.01

Les expériences de dénaturation thermique ont fi@éteées dans un tampon cacodylate de
sodium (50 mM) a pH 6,2 contenant 50 mM NaCl, 50 K@llet 1 mM MgGl. Un exces (6
fois) de tandenTl1 est mis en présence Gwplexe 1(1,3 uM) qui posséde un site de liaison
pour T1. A/ Courbes de fusion dduplexe 1seul a 260 nm (courbe bleue) et en présence de
T1 a 260 nm (courbe rouge) et a 335 nm (courbe vated/ leurs dérivées premiéres. La
température de fusion dduplexe 1augmente mais 8Ty, est difficile & définir compte tenu
de la largeur des pics des courbes rouge et verte.
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Annexe 11 : Exemples de « gel-retard » avec le degk contrble et les MGBs murins

[MGB] (uM): 0 1 2 4 6 8 10 12 15

[MGBj(uM): 0 1 2 4 6 6 8 10 12 15

F3B e | SR T T e— — ‘

[MGB]| (uM): o 010203 04 050,75 1 1,25 1,5 15

|
\

F4p “N‘-“—d\—.u_auu—au—u-—v'-‘w

[MGB] (uM): 0 05 1 2 3 4 5 6 15

F4 —“‘-/‘—JL_JL J\ I — J i\ J |e

F5 | e e e e e e e ——

[MGB]| (uM): o o5 15 25 S 75 10 15

|
|

Fo6 (Y R — Y w— w— e

Les électrophoreses ont été effectuées sur deslggislyacrylamide a 20% non dénaturant

dans du tampon TBE a 4°C. Deiplexe 3(contrdle qui ne posseéde aucun site de liaisomr pou
chacun des MGBSs) a été incubé en présence deatlifeMGBs murins. Le brin riche en T du

duplexe est marqué a la fluorescéine. Les conceoti des polyamides sont indiquées au-
dessus de chaque piste des gels et cellBuhlexe 3est de 0,52 uM dans chaque cas. Les
schémas sur la droite symbolisent la position dpleke aprés la migration. Aucune bande

retardée n'a été observée donc aucune preuve djureécongue interaction avec le duplexe

contrble n’a été mise en évidence.
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Annexe 12 : Spectres de dichroisme circulaire difféntiels des complexes ADN / tandem

de polyamide murin avec les duplexes courts mutéarsun site

Duplexe 6 : T2

A\

4 15M

YA/ Duplexe 5 : T2 B/

L1

e~

: N M

340 360 380 A0

D-D*? {mdeg)
D-D* (mdeg)

1 170

340 360 380 400 W Longueurs d'onde (nm})

w4 320

Longueurs d'onde (nm)

c/ Duplexe 5: T2 . D/ Duplexe 6 : T2

D-D°{mdeg)

D-D° (mdeg)

' & &8 ] 12 ' ¢ ' »
Concentrationde T2 () Concentrationde T2 (uM)

Les expériences de dichroisme circulaire ont étéctkfées dans un tampon Tris-HCI (50
mM) avec 50 mM NaCl, 50 mM KCI et 1 mM MgCpectres de DC différentiels des
complexes ADN : tandem, Blplexe 5: T2 et B/Duplexe 6: T2. Les spectres de DC de
I’ADN sont soustraits. 2,5 UM des solutions de dxes d’ADN sont titrés par une solution de
tandem a 250 pM (voir description dans @Gdapitre IV — Matériels et méthodgs Les
concentrations de tandem de polyamides apres chaju# sont indiquées a droite de
chaque figure. Courbes de titration : ellipticitéesl complexes (Duplexe 5: T2 et D/
Duplexe 6: T2, a 333 nm aux concentrations de polyamides indigué
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Annexe 13 : Spectres de dichroisme circulaire difféntiels des complexes ADN / sonde

fluorescente murine

& 15pM

Duplexe 2 : F1-FITC

YA Duplexe 2 : F1-Cy3 B/

& 17pM

D-D* (mdeg)

N\ T

340 360 380 A00

/f Longuecurs d'onde (nm)

Duplexe 1 : T2-FITC

Duplexe 2 : F4p-FITC 30
10 C’! A1 - D!! 4 aspm
Gy 23
20
3 ' 15 -
W ]
3 210
£ E
b2 10 i
a0 S— B s
A M40 JL'VU e 300 320 340 380 400 A ’ \ 1unt
o5 Longueurs d'onde (nm) [ o S ~ s
f 24 ,."J‘ P 320 30 360 IEQ 100

Longueurs d'onde (nm)

=10

Les expériences de dichroisme circulaire ont étéckfées dans un tampon Tris-HCI (50
mM) avec 50 mM NaCl, 50 mM KCI et 1 mM MgCpectres de DC différentiels des
complexes ADN : sonde fluorescente DAiplexe 2: F1-Cy3, B/ Duplexe 2: F1-FITC, C/
Duplexe 2: FAB-FITC et D/ Duplexe 1: T2-FITC. Les spectres de DC de 'ADN sont
soustraits. 2,5 uM des solutions de duplexes d’Abht titrés par des solutions de sondes
fluorescentes a 250 uM (voir description dan€hapitre IV — Matériels et méthodgsLes
concentrations de sondes apres chaque ajout sdiguges a droite de chaque figure.
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Annexe 14 : Expériences de FRET entre les sondes nmes F1-Cy3 et F3-Cy5 en

présence du duplexe cible d’ADN

Intensité de fluorescence
(U.R. normalisées)

530 580 630 680 730
Longueurs d'onde (nm)

Les expériences ont été realisées dans un tampgerHQ! (10 mM) avec 50 mM NacCl, 50
mM KCl et 1 mM MgGla pH 7,5. La longueur d’onde d’excitation était 880 nm et
I'émission a été enregistrée dans la gamme 5300-rifB. Les concentrations ¢.-Cy3 et
du Duplexe 1sont de 2 uM. En bleu, le spectre de fluorescdeda sonde donneusd-Cy3
seule. En rouge les sondes donndekeCy3 et acceptrice=2p-Cy5 (2 pM) sans 'ADN. En
vert, les sonde$-1-Cy3 et F2B-Cy5 en présence diDuplexe 1 Le dégradé de verts
symbolise I'augmentation de la concentration E2g-Cy5 : en vert clair - 2 uM, en vert
foncé - 4 uM et en vert tres foncé — 6 uM. En ertila sonde donneugel-Cy3 a 510 nm,
une émission de fluorescence a 660 nm typique &e(€bnde acceptrice) apparait : c’est
I'effet FRET.
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Annexe 15 : Structures en « épingle a cheveux angifallele » et caractéristiques

chimiques des MGBs humains

v MGB H1:

Y \o* O* @* @»\;
y \/v Y\/”"\/\}"”’f@ YQJ/ \n/(:>\

MGB H1 : Co,H,oN,,0,,
M =1321,63 g/mol
SM (ESI+) : M=1321,62 g/mol
Temps de rétention sur HPLC analytique Tr = 12,08 min
Rendement quantitatif par rapport a la capacité théorique de la résine

v" MGB Hb1:
~W Y\/”"%j’m&

MGB Hb1 : le-lml\ulnoII
M = 1270,62 g/mol
SM (ESI+) : M= 1270,63 g/mol
Temps de rétention sur HPLC analytique Tr = 12,02 min
Rendement quantitatif par rapport a la capacité théorique de la résine

0

v' MGB Hbb1 :
o
/\/Y EVJ\ /O)K HN \\ NH
N
I \N H \N H \N : 2‘
H
/NWHNYNEA}NMH?(\/NI&}\N °

(o} H
MGB Hbb1 : Cs,H,,N,,0,,
M =1219,61 g/mol
SM (ESI+) : M=1219,60 g/mol
Temps de rétention sur HPLC analytique Tr = 11,62 min
Rendement quantitatif par rapport a la capacité théorique de la résine
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v' MGB Hb2 :

b & t% {% @;A @* @* O*
\/\/“"Y\/““%)N”A:L N Y(} WNH%luu

MGB Hb2 : C;oH ;)N;0,5
M =1708,8 g/mol
SM (ESI+) : M= 1708,78 g/mol
Temps de rétention sur HPLC analytique Tr = 12,40 min
Rendement final estimé : 76 %

v" MGB Hbb2 :

A N T

S o L p ot L D1

MGB Hbb2 : C,yH,;(N3,0,5
M = 1708.8 g/mol
SM (ESI+) : M= 1708,8 g/mol
Temps de rétention sur HPLC analytique Tr = 12,30 min
Rendement final estimé : 98 %

v' MGB Hb3:

i W @* {v\ {v o*m@* @/‘k
i “"%3"”*(@ Y~ %j’”m/\f““%} «Q

MGB Hb3 : Cy,H,,,N;,0,,
M = 1952,89 g/mol
SM (ESI+) : M= 1952,95 g/mol
Temps de rétention sur HPLC analytique Tr = 12,52 min
Rendement final estimé : 22 %
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v" MGB Hbb3:

it ieateetegy O ’\*@* 2000
l\/‘VWY@ i %1H W~ "\nﬂ/ Q

MGB th3 2 tC.J,]HmI\J:HOlT
M = 1952,89 g/mol
SM (ESI+) : M= 1952,91 g/mol
Temps de rétention sur HPLC analytique Tr = 12,29 min
Rendement final estimé : 72 %

v MGB Hb4 :

/\/\/HNY\/HN%}NHMNY\/ %} WNH%)WM

MGB Hb4 : C;(H,,3N3,04
M = 2145,98 g/mol
SM (ESI+) : M= 2145,96 g/mol
Temps de rétention sur HPLC analytique Tr = 12,67 min

v MGB Hbb4 :

\
\

/P!I HN}'):}’NH\(&} e \r{) )/\)'N%j’h'ﬁ(\/ \N/@

MGB Hbb4 : C,, H,,;N;,0,,
M = 2145,98 g/mol
SM (ESI+) : M= 2145,98 g/mol
Temps de rétention sur HPLC analytique Tr = 13,56 min

Les synthong internes sont représentés en noir.

211



Annexe 16 : Caractérisation des MGBs humains

v' Exemple du chromatogramme analytique du MGB humairHb1 brut (avec un
temps de rétention Tr = 12,02 min) :

DAD1, Sig=310,16 Ref=ofT (Karine/Hb1)
u B
b
2000 - ¥
|
1500 -
1000 [
w w
500 & b
- [}
0 —— 1 L —
T — —T T T —TT T I — T T T
0 25 5 75 10 12.5 15 17.5 20 el

v' Exemple du spectre de masse du MGB humain Hb1 (M £70,62 g/mol) :

6363105

I RERX R R

X3

[M+2H]>*

o
EYZEEESSEEEES

xa288RZF8

:n,‘xw [M+3H]3+
[M+H]*

79250
2010 131.5794\ | 22015 000766 PITON 7177054 mawe 12716732
00 30 40 40 %0 0 60 @0 700 750 e 80 w0 90 1000 0% 100 100 1200 170 130
PO

@

v' Exemple du spectre d’absorbance UV-visible du MGB timain Hb1 (absorbance
caractéristique des MGBs entre 280 et 340 nm) :

Densite Optique (0.D.1.)
=

240 260 280 300 30 340 3

380 4}

Longueurs d'onde (nm)

Les détails sur les conditions des analyses samtédans |€hapitre IV (Matériel
et Méthodes.
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Annexe 17 : Caractéristiques des différentes sondasmaines synthétisées a partir des

MGBs

Tableau 19 : Caractéristiques des sondes humaingmshétisées a partir des MGBs

Masse molaire

Tr HPLC

Masse molaire

obtenue par SM

Nom Formule brute
calculée (g/mol) analytique (min)
(g/mol)
H1-FITC Cs3HooN24016S 1710,67 13,20 1710,67
Hb1-FITC CgoHgoN23016S 1659,66 13,29 1659,68
Hbb1l-FITC  C77HsgsN22016S 1608,65 13,03 1608,65
Hb2-FITC  CiooH11aN31020S 2097,83 13,48 2097,84
Hbb2-FITC  CiooH111N31020S 2097,83 13,18 2097,83
Hb3-FITC  Ci12H12dN35022S 2341,93 13,53 2341,96
Hbb3-FITC  Ci12H12dN35022S 2341,93 13,32 2341,95

213



Annexe 18 : Caractérisation des sondes humaines

v' Exemple du chromatogramme analytique de la sonde Imaine Hb1-FITC brute
(avec un temps de rétention Tr = 13,29 min) :

DAD1 A, Sig=310,16 Ref-off (Karine/Hb1-FITC) -
mAL 3
?_l_
1500 o
1000 -
500 8 |
o
LE s
........................
5 5 15 10 125 5 115 20 mi
. Sig=49 - Carine/Hb1-FITC
may 4 DADL B, Sig=494,8 Ref-off (Karine/Hb 1-FITC) P
n L)
15
1o
e i 8
E S —— _'—I 5 o
FE |
104 :
-] g -] (] 125 15 75 20 mir|

v' Exemple du spectre de masse de la sonde Hb1-FITC (1659,68 g/mol) :

— —
-
140. [M+3H]3+
-
-
- s
H
: -
[
.
. [M+2H]?*
.
.
e

v' Exemple du spectre d’absorbance UV-visible de la sde humaine Hb1-FITC
(absorbances caractéristiques : MGB (280-340 nm) &1 TC (400-530 nm)) :

12

Densité Optlque (0.0,

240 290 340 300 440 450 340

Longueurs d'onde (nm)

Les détails sur les conditions des analyses somié@odans I€hapitre IV (Matériel
et Méthodes.

214



Annexe 19 :

humain

A/

Duplexe 3 : H1

& 15

D-D? (mdeg)

_apM

400

360
Longueurs d'onde (nm)

340 380

320

Duplexe 3 : Hb2

4 15aM

D-D° (mdeg)
=

1M
300 340 360 380 400

Longueurs d'onde (nm)

320

D-D? (mdegz)

D-D® (mdeg)

Spectres de dichroisme circulaire difféntiels des complexes ADN / MGB

B/

Duplexe 3 : Hb1

& 150

300 320 340 360

Longueurs d'onde (nm)

D/ Duplexe 3 : Hb3

4 I5puM

320

340
Longueurs d'onde (nm)

Les expériences de dichroisme circulaire ont étéctkfées dans un tampon Tris-HCI (50
mM) a pH 7,5 contenant 50 mM NaCl, 50 mM KCI et W mlgChk. Spectres de DC
différentiels des complexes ADN : MGBDAplexe 3: H1, B/ Duplexe 3: Hb1, C/Duplexe

3: Hb2 et D/Duplexe 3 : Hb3 Les spectres de DC de I’ADN sont soustraits. §aégtions
de duplexe d’ADN a 2,5 uM sont titrées par destawis de polyamides a 250 uM (voir
description dans I€hapitre IV — Matériels et méthodgsLes concentrations de polyamides
aprés chaque ajout sont indiquées a droite de cadogure. Pour faciliter la comparaison,

bY

les échelles sont similaires a celles présentées da Figure 52 (voir p.142 pour les
expériences de dichroisme circulaire des complere® leDuplexe 7et les differents MGBs

humains.
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Annexe 20 : Spectres de dichroisme circulaire difféntiels des complexes ADN / sonde

fluorescente humaine

s B/

Duplexe 7 : H1-FITC B Duplexe 3 : H1-FITC
14 <
N : L.
/ °:
I‘(]%% 2300 510 5140 0 “hl:_-_l 100 y .'“M
5 ‘\2_# Longueurs d'onde (nm) “‘.gﬁ - _“’::h_____,lu

Longueurs d onde (nmy

Duplexe 3 : Hb1-FITC

0
8 3
2 i 0
T b/ p Aot 41 @ S
= N €18 5N TER
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_ — ~ad 1M 3 ,
] " y = — —— -
24 i M3 M0 M b W o
= ] 4 . e
W Leagucurs d'onde (nm) 340 360 380 400
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< Xl Duplexe 3 : Hb2-FITC

L 15

D-1¥ {madeg)
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“ Longueurs d'ende (nm)
o H b plexe 3 : Hb3-FITC
Rl /"_\' i
E n %

e 10 10 360 350 100

Longueurs d'onde (nm)

Longueurs d'onde (nm}

Les expériences de dichroisme circulaire ont étéctkfées dans un tampon Tris-HCI (50
mM) a pH 7,5 contenant 50 mM NaCl, 50 mM KCI et W mlgChk. Spectres de DC
différentiels des complexes ADN : MGBDAplexe 7: H1-FITC, B/Duplexe 3: H1-FITC,

C/ Duplexe 7: Hb1-FITC, D/ Duplexe 3: Hbl-FITC, E/ Duplexe 7: Hb2-FITC, F/
Duplexe 3: Hb2-FITC, G/ Duplexe 7: Hb3-FITC et H/ Duplexe 3: Hb3-FITC. Les
spectres de DC de ’ADN sont soustraits. Des smhgtides duplexes d’ADN a 2,5 uM sont
titrées par des solutions de polyamides a 250 udir @escription dans le&Chapitre IV —
Matériels et méthodgsLes concentrations de polyamides apres chagoet aont indiquées

a droite de chaque figure.
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Annexe 21 : Expériences de colocalisation sur deslicles humaines RPE-1 fixées

Profils d'intensit¢ des signaux de Hb2-FITC et du DAPI Profils d'intensité des signaux de Hb2-FITC et de PCY

1
/ \"w, J-P'.

——Hb2-FITC

HbIHTC
—DAM1

—_—PCY

.]nt.cn:;i.h.i- n:-laéire n:LR}
Intensité relative (ULR.)

o b 10 135 20 23 30 ] L] 10 15 20 25 30
Distance (pm) Distance (pum)

Images de cellules RPE-1 fixées traitées par 2 gMuR-FITC pendant 30 min et le DAPI
ou la sonde « PCY » qui est un marqueur des séqaensatellite humaines. En haut a
gauche, I'expérience de marquage fluorescent dmtaleHb2-FITC et du DAPI. En bas a
gauche, la superposition des signaux Hle2-FITC (en vert) et du DAPI (en bleu). Les
profils de I'intensité de ces signaux sont donrgissd’encadré de gauche. En haut a droite,
I'expérience de marquage fluorescent pdb2-FITC et de FISH avec la sonde « PCY »
oligonucléotidique centromérique contenant des LN&sbas a droite, la superposition des
signaux deHb2-FITC (en vert) et de « PCY » (en rouge). Les profildidéensité de ces
signaux sont donnés dans I'encadré de droite (&aild des expériences sont donnés dans le
Chapitre IV — Matériels et méthodgs
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