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Liste des abréviations

ADN Acide désoxyribonucléique
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Erg Ets related gene

ERK Extracellular Signal-regulated Kinases
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Fli-1 Friend leukemia integration 1

FIt3 fms-like tyrosine receptor-3

GCN4 general control nondepressible 4
G-CSF granulocyte colony-stimulating factor
GH Growth hormone

GIST Gastrolntestinal Stromal Tumor

GM-CSF Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor
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HAT Histone-acétyl-transférases

HBP Hexapeptide Binding Pocket
HDAC Histones desacétylases

HIV Human Immunodeficiency virus 1
HLH Helix-Loop-Helix

HMG High Mobility Group

Hox Homeobox

HPV-16 Human Papilloma Virus de type 16
HRP Horseradish

Hsp70 Heat Shock protein 70

HTH Hélice-Tour-Hélice

IP Iodure de Propidium

JNK c-Jun N-terminal Kinase
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NF-«B Nuclear Factor-kappa B
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NP 40 Nonidet P-40

Nup98 Nucléoporine 98

Oct-1 Octamer 1

OMS Organisation Mondiale de la Santé
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Pbx Pre-B cell leukemia homeobox
PEA3 Polyoma Enhancer Activator 3
PEG Polyéthyleéne Glycol

PFA Paraformaldéhyde

PIM Pbx Interaction Motif

Pit-1 Pituary-specific positive transcription factor 1
PKC Proteine Kinase C

PNT Pointed

PRL Prolactine

RAR Retinoic Acid Receptor

RARE Retinoic Acid Receptor Element
RelA Reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A
RXR Retinoic X Receptor

SAPK Strees Activated Protein Kinase
SCF Stem Cell Factor

SDS Sodium Dodécyl Sulfate
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SWI/SNF SWitch/Sucrose NON Fermentable
TA Température Ambiante
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TGFp
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virus E26
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ng/L
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TATA Box Protein

Tris Buffered Saline

Tris Buffered Saline Tween 20
Ternary Complex Factor

Tris EDTA

Translocation Ets leukemia
Transforming Growth Factor 3
3,3°,5,5° —TetraMethylBenzidéne
12-O-TetradecanoylPhorbol-13-Acetate
Thrombopoiétine
Tris(hydroxymethyl)aminomethane
Thyroid-Stimulating Hormone
Upstream Promoter Element
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Avian Erythroblastosis Virus
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INTRODUCTION

|. Cancer et derégulation de I’expression des genes



Selon les sources de I’OMS, le cancer est responsable de 7,6 millions de décés dans le monde
en 2005 et on estime qu’il en causera 9 millions en 2015 et 11,4 millions en 2030
(http://www.who.int/fr).

Le cancer est un désordre prolifératif qui survient quand 1’équilibre entre la prolifération et la
différenciation cellulaire est rompu. La prédominance de la prolifération sur la différenciation
n’est pas le simple résultat d’une activation de génes nécessaires a la division cellulaire mais
est aussi due a I’inhibition de I’expression d’autres génes limitant la prolifération (Kirmizis et
al., 2004). L’acquisition des caractéristiques de promoteur de prolifération et d’inhibiteur de
mort cellulaire requi¢re de multiples changements génétiques et épigénétiques dans la cellule.
Parmi I’éventail thérapeutique proposé en oncologie, la chimiothérapie antitumorale fait appel
bien souvent & des molécules anciennes comme le 5 fluoro-uracile, le cisplatine, le
méthotrexate, les anthracyclines et les alcaloides de la pervenche. Ces molécules ciblent
principalement ’ADN et agissent au moment de I’étape de synthése de I’ADN ou le fuseau
mitotique et bloque la mitose. Cependant, ces molécules a large spectre d’action possédent un
index thérapeutique limité li¢ tout particulierement a leur faible sélectivité d’action. Depuis la
fin des années 1990 et ’avenement du glivec® dans le traitement des leucémies myéloides
chroniques et des tumeurs gastro-intestinales stromales (GIST) (Wong et al, 2004), la
chimiothérapie antitumorale commence a faire place a de nouvelles molécules plus finement
adaptées a la nature méme de la tumeur et de son environnement.

L’expression inappropriée d’activateur et/ou de répresseur de transcription représente souvent
un stade précoce du développement tumoral. Les facteurs de transcription régulent de
nombreux phénomeénes cellulaires comme la croissance, la différenciation ou encore
I’apoptose. Certains oncogénes ont ¢té identifiés comme étant des facteurs de transcription
capables d’induire des transformations cellulaires responsables de phénomenes néoplasiques.
De nombreuses études montrent I’intérét du ciblage des facteurs de transcription dans le
traitement du cancer (Boyd et al., 1999 ; Pandolfi, 2001 ; Darnell, 2002 ). Les facteurs de
transcription représentent donc une cible intéressante dans le développement de nouvelles
molécules antitumorales. Ainsi la modulation de I’expression des geénes par des petites
molécules antitumorales interagissant de facon séquence spécifique avec ’ADN représente

une stratégie ambitieuse et novatrice pour le traitement des cancers.



ll. Initiation de la transcription des genes et régulation

de leur expression

L’initiation de la transcription est I’un des points de contréle majeur de I’expression des génes
eucaryotes. Depuis environ trente ans, I’utilisation de petites molécules, de nature et de mode
d’interaction a ’ADN différents permet de moduler cette initiation en [’activant ou en
I’inhibant. Pour bien comprendre le mode d’action de ces petites molécules, il est important
de faire le point sur les mécanismes complexes qui régissent le recrutement de I’ARN
polymérase et ainsi, I’initiation de la transcription proprement dite. Les ARN polymérases
permettent la polymérisation des ribonucléotides dans la molécule d’ARN en fonction de la
séquence d’ADN. 1l existe 3 classes d’ARN polymérases dépendantes des genes transcrits : (i)
les ARN polymérases de classe I qui permettent la synthése des ARN ribosomaux (45S, 28S,
18S et 5.8S) (Sommerville et al., 1984) ; (i1) les ARN polymérases de classe II qui contrdlent
la genése des ARN messagers de toutes les protéines ; (iii) les ARN polymérases de classe 111
responsables de la synthése des ARN de transfert ainsi que de I’ARN ribosomal 5S (Ciliberto
et al., 1983). Nous nous intéresserons essentiellement a 1’initiation de la transcription des

genes de type 11

A. La chromatine et le contrble de I'expression des genes

1. Organisation de la chromatine

Dans le noyau de chaque cellule humaine, ’ADN est fractionné et condensé sous forme de
chromatine répartie en 23 paires de chromosomes. Ainsi une molécule d’ADN de longueur
linéaire d’environ 10 cm sera condensée en un chromosome mesurant a peine 10 micrometres
de long. De nombreux complexes protéiques sont impliqués dans cette condensation, les plus
connus ¢tant les histones. Ces protéines contiennent de nombreux résidus lysine et arginine
dont les charges positives interagissent avec le squelette phosphodiester de la double hélice
d’ADN.

L’ADN présente différents niveaux de compaction. L’unité fondamentale de la structure
condensée est le nucléosome ou 146 pb s’enroulent autour d’un octameére d’histones (deux
molécules H2A, H2B, H3 et H4). Dans un second temps, les nucléosomes se compactent et

forment une hélice au rythme de 6 nucléosomes par tour produisant une fibre de 30 nm



d’épaisseur. Les histones H1 permettent de maintenir en place la fibre de 30 nm (Horton et
al., 1993). Cette fibre est finalement condensée en euchromatine (peu condensée) ou en
hétérochromatine (fortement condensée) constituant le troisieme niveau d’organisation

(Figure 1).

= 3 nm

4 :
o e

Fibre de 10 nm Fibre de 30 nm

Figure 1 : Structure et assemblage des nucléosomes.

L’ADN (rouge) est enroulé autour d’un octamere d’histone (bleu) formant le nucléosome. Cette
structure est verrouillée par I’histone H1 (jaune). Le repliement de ces histones forme la fibre de
30 nm (image provenant de: http://148.216.10.83/CELULA/4,2 chromosomes and
chromatin.htm).

Il semble que seuls les geénes localisés dans I’euchromatine soient potentiellement transcrits.
De nombreuses études ont montré I’importance de la structure de la chromatine et notamment
du nucléosome dans la régulation de 1’expression des geénes. Cette structure organisationnelle
de I’ADN n’est pas uniquement un mode de compaction de I’ADN mais elle possede d’autres
roles importants notamment dans les mécanismes de répression de la transcription. Dans les
régions promotrices ou dans les régions activatrices des genes, ces structures doivent étre
¢liminées ou modifiées pour faciliter [’interaction des facteurs de transcription sur

I’ADN (Adams et Workman, 1993).

2. Altération de la structure de la chromatine

Certains mécanismes permettent d’altérer la structure de la chromatine et facilitent I’initiation

de la transcription.

a) Altération structurale
Les facteurs de remodelage de la chromatine sont capables d’éliminer les nucléosomes par
hydrolyse de I’ATP. C’est le cas des protéines SWI/SNF (SWitch/Sucrose NON Fermentable)
(Pazin et Kadonaga, 1997). Ce complexe altére la structure du nucléosome et permet ainsi de

libérer le site d’interaction des facteurs de transcription.



b) Modifications chimiques des histones

L’acétylation des groupements amines libres portés par des résidus lysine des histones
diminuent leurs charges positives nettes et donc leur affinité pour I’ADN. La forme acétylée
des histones est préférentiellement retrouvée au niveau de la chromatine active ou
potentiellement active (Grunstein, 1997). Ainsi, la transcription peut étre activée par des
histone-acétyl-transférases (HAT) et inhibée par des histones-desacétylases (HDAC) (Figure
2).

Corepresseur

transcription

Chromatine condensée hypoacétylée

transcription

Chromatine accessible, hyperacétylée

Figure 2 : Activation de la chromatine par acétylation des histones.

La déacétylation des histones par les HDAC permet le maintien de ’ADN sous forme condensé
alors que ’acétylation des histones par les HAT diminue 1’affinité des protéines pour 1’ADN.
Cette réduction de I’affinité passe par une réduction du nombre de liaisons électrostatiques entre
I’ADN et les protéines.

Certaines protéines non histones comme les facteurs de transcription peuvent aussi &tre
acétylés. L’acétylation de résidus lysine situés dans la partie C-terminale de la protéine p53
par la protéine p300 permet d’activer d’un facteur 30 la fixation du facteur a son site
consensus. Cette activation corréle avec ’effet antiprolifératif de la protéine p53 (Gu et
Roeder, 1997). Le facteur de transcription NF-kB peut lui aussi étre acétylé au niveau de sa
sous unité RelA (Reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A) par les protéines p300 et
CBP (CREB Binding protein). L’acétylation de NF-«xB (Nuclear factor-kappa B) diminue
I’affinité de IkBa pour le facteur de transcription. Ceci permet 1’exportation du facteur de
transcription dans le noyau par exposition du signal de localisation nucléaire. La protéine

RelA peut étre désacétylée par la protéine HDAC3 (Chen et al., 2001).



Actuellement, de nombreux composés inhibiteurs d’histones déacétylases sont en
développement clinique. IIs exercent leur activité cytotoxique par le biais d’un remodelage de
la chromatine mais aussi par ’activation de protéines comme p53. Ces modulations directes et
indirectes de la transcription impliquent des modifications de la croissance, de la survie et de

la mort cellulaire (Marks et al., 2001, Peixoto et Lansiaux, 2006).

Il existe d’autres modifications des histones comme la phosphorylation, 1’ubiquitination ou
encore la méthylation. A I’inverse de 1’acétylation, ces modifications ont souvent lieu sur des
sites spécifiques (Li ef al., 2007). Récemment, un lien a pu &tre établi entre méthylation de
I’ADN et inhibition de la transcription. La méthylation de sites CpG d’un gene sur le résidu
cytosine par une CpG méthyl-transférase diminue I’efficacité de transcription (Razin, 1998 ;
Schiibeler et al., 2000). A I'inverse, des génes inactifs peuvent produire des transcrits suite a
la déméthylation des CpG par la 5-azacytidine (Chiurazzi et al., 1998). La méthylation
pourrait réduire 1’affinité des facteurs de transcription pour leurs sites de reconnaissances
spécifiques ou au contraire, elle pourrait augmenter la capacité de liaison de répresseurs sur
I’ADN. L’un de ces répresseurs, MeCP2 (methyl-CpG-binding protein 2), interagit également
avec des histones désacétylases établissant ainsi un lien moléculaire direct entre méthylation

et déacétylation (Nan ef al., 1998).

B. Région promotrice et partenaires protéigues impliqgués dans

I'initiation de la transcription

1. Larégion promotrice

I1 est difficile d’établir un modele de région promotrice des geénes tant celle-ci est variable.
Cependant, certains motifs basiques sont retrouvés dans un grand nombre de génes comme les
boites TATA, CAAT et GC qui permettent le recrutement de I’ARN polymérase II et un taux
basal de transcription. A ces ¢éléments s’ajoutent des éléments régulateurs spécifiques qui
permettent une régulation intrinséque plus fine dans I’espace et dans le temps, ou extrinseque

en réponse a des stimuli extérieurs.

Dans la majorité des zones promotrices, on trouve une région riche en paires de bases AT

appelée boite TATA (TATA-box) ou «promoteur proximal» de séquence



TATA(A/T)A(A/T). Elle se situe entre les paires de bases -30 et +30 du site d’initiation. Ce
site, aussi appelé promoteur minimal, joue un rdle crucial dans I’initiation de la transcription
(Latchman et al.,1998) par sa capacité a induire un niveau basal de transcription. C’est a ce
niveau que sont recrutés les facteurs de transcription généraux et I’ARN polymérase de type
I (Sentenac, 1985).

En amont de la TATA-box, on peut trouver des ¢léments proximaux ou UPE pour (Upstream
Promoter Element) capables d’augmenter le niveau basal de transcription. Ces éléments sont
retrouvés dans une large variété de génes et permettent la stimulation de ’activité constitutive
du promoteur. On trouve notamment les boites riches en paires de bases GC (connues sous le
nom de GC-box ou encore Sp -box) mais aussi la CCAAT-box (Dynam et Tjian, 1985).
D’autres éléments sont identifiés dans un petit nombre de genes, on les appelle les éléments
régulateurs. Ces séquences permettent I’expression de génes en réponse a un stimulus comme
pour le heat-shock element qui permet I’expression du gene codant pour la protéine Hsp70
(Heat Shock protein) en réponse a une augmentation de la température (Pelham, 1982). Les
¢léments régulateurs sont aussi responsables de 1’expression de genes spécifiques a certains
tissus, c’est notamment le cas de la séquence ATGAATAA reconnue par le facteur de
transcription Pit-1 (pituary-specific positive transcription factor 1). Ces sites sont retrouvés
dans des zones promotrices de geénes exprimés spécifiquement dans la glande pituitaire
antérieure et permettent notamment I’expression de la prolactine (Andersen et Rosenfeld.,
1994).

Une des caractéristiques des geénes eucaryotes est 1’existence d’éléments régulateurs qui
peuvent étre localisés a une grande distance du site d’initiation de la transcription et qui
influent sur le niveau d’expression des genes. Ces ¢léments peuvent se situer en amont, en
aval et méme directement sur le site de transcription. Ils peuvent augmenter I’activité
transcriptionnelle (enhancer) ou la diminuer (silencer). Certains modulateurs sont actifs dans
tous les tissus et augmentent 1’activité des promoteurs alors que d’autres sont spécifiques a
certains tissus. Les modulateurs interagissent avec les protéines impliquées dans le complexe

d’initiation de la transcription par formation d’une boucle sur I’ADN.

2. Le complexe de base

Le complexe de base est composé des facteurs de transcription généraux et de I’ARN
polymérase. Ces facteurs de transcription sont des complexes protéiques nécessaires au

recrutement de I’ ARN polymérase II.



Le premier complexe a intervenir est TFyD dont la sous unité appelée TBP (TATA box
protein) se lie a I’ADN. Cette protéine interagit directement sur la TATA-box et est la seule
composante du complexe basal a interagir de fagon spécifique avec I’ADN. Les autres
composants de TFyD, les TAFs (TBP-associated factors) n’interagissent pas directement avec
la TATA-box mais permettent une réponse aux activateurs de transcription (Tansey et Herr,
1997). Certaines protéines du complexe TF;D permettent la modification de la structure de la
chromatine comme la protéine TAF;250. Cette acétyl-transférase est capable d’acétyler les
histones et permet la décompaction de la chromatine (Mizzen et al., 1996 ; Wu, 1997). La
TBP joue un réle crucial dans la transcription impliquant I’ARN polymérase de type II de part
son interaction avec la TATA-box (Burley et al., 1997). Elle permet la premiére étape de
I’assemblage du complexe d’initiation. La structure de cette protéine a été identifiée par
cristallographie aux rayons X et ressemble a une selle de cheval. La protéine interagit avec
I’ADN et est capable de modifier localement la structure de la double hélice en lui conférant

une forme concave (Figure 3).

Figure 3 : Interaction entre la TBP et la TATA box.

L’interaction entre la TBP (par ces feuillet B en bleu) et la TATA box induit une torsion
importante au niveau de I’ADN permettant le recrutement des facteurs TF;A et TFyB.

La courbure de I’ADN induite par la TBP permet I’assemblage du complexe de transcription
basal. La premiére protéine recrutée est TFjA. Ce facteur stabilise le complexe, il interagit
avec des acides aminés situés sur la partie N-terminale de la TBP et sur des régions situées en
amont de la TATA-box de ’ADN. De plus TFA joue un rdle dans la réponse médiée par les

activateurs de transcription.



TF;B, puis le complexe TFF-ARN polymérase sont recrutés au niveau du site d’initiation de
la transcription (Roeder, 1996). TFyB interagit du coté C-terminal de TBP et permet de faire
un lien entre la TBP et ’ARN polymérase II.

L’ARN polymérase de type II est composée de 12 sous unités de tailles variables (de 10 a 220
kDa) qui interagissent entre elles pour former un complexe multimérique (Sentenac, 1985).
Une des sous unités (la seconde par la taille) contient le site enzymatique responsable de la
réaction de polymérisation. La sous-unité la plus volumineuse du complexe possede une
extrémité carboxy-terminale unique comportant plusieurs répétitions de 1’heptapeptide de
séquence consensus YSPTSPS. Ce polypeptide se localise a 1’extérieur du complexe de
I’ARN polymérase et est accessible a la phosphorylation. Ce domaine carboxy-terminal doit
étre phosphorylé pour permettre 1’initiation de la transcription. Cette phosphorylation est un
moyen de régulation de la transcription, des stimuli extérieurs comme les facteurs de
croissance permettent, par une cascade signalétique une augmentation de la phosphorylation
et donc de la transcription (Dubois et al., 1994). D’autres études ont montré que des protéines
impliquées dans les modifications post-transcriptionnelles peuvent s’associer avec cette
région qui aurait aussi un role dans les phénomenes d’épissage (Corden et Patturajan, 1997).
TFyF, composé de deux sous-unités, est le seul facteur qui reste associé a I’ARN polymérase
pendant la phase d’élongation. Aprées le recrutement de la polymérase, trois autres facteurs se
fixent au complexe : TFyE, TFyJ et TFH. TFyH posséde une activité hélicase qui permet de
décondenser I’ADN et posséde une activité kinase capable de phosphoryler le domaine C
terminal YSPTSPS de I’ARN polymérase II. Cette forme phosphorylée est active et
nécessaire a I’¢longation.

Ce complexe formé de 7 facteurs de transcription généraux et de I’ARN polymérase est
appelé complexe basal de transcription ou complexe stable (Figure 4). Apres Iinitiation de la
transcription, seuls TFyD et TFyA restent liés a ’ADN et permettent le recrutement des autres

membres du complexe basal pour recommencer un cycle de transcription.

I1 existe un second modele d’initiation de la transcription appelé « holoenzyme ». Ce modele
est basé sur la mise en évidence de I’association en solution de I’ARN polymérase avec TFyB,
TFyF, TFE, TFJ et TFH en absence d’ADN. Ce complexe pourrait se lier directement a la
TBP pour débuter la transcription (Pugh, 1996).



Activateurs

N ~_ Site d’initiation

Complexe basal

Figure 4 : Complexe d’initiation de la transcription.

Interaction classique des différents complexes protéiques sur une zone promotrice. L’interaction
entre le facteur de transcription Spl (en violet) et la SP1-box, ainsi que le recrutement d’activateur
(en rouge) et de co-activateur (en vert) permettent la mise en place du complexe basal de
transcription (en bleu) et de I’initiation de la transcription.

La TBP permet également I’initiation de la transcription de geénes qui ne contiennent pas de
TATA-box. Dans ce cas, elle est recrutée par une protéine qui se fixe a I’ADN et chevauche le
site d’initiation de la transcription. La TBP peut alors recruter le facteur TFyB et I’ARN

polymérase de type II pour initier la transcription.

3. Les facteurs de transcription spécifiques

Le contrdle de la transcription est en grande partie géré par les facteurs de transcription. Ce
sont des protéines qui se lient a une séquence spécifique de I’ADN et induisent, facilitent ou
inhibent la transcription des genes. Ils peuvent notamment influer, par le recrutement de
protéines associées, sur le niveau de condensation de la chromatine et sur I’initiation de la
transcription. Ces facteurs sont généralement composés de deux domaines distincts : un
domaine de liaison a I’ADN et un domaine nécessaire a 1’activité transcriptionnelle. Alors que
le domaine de liaison permet au facteur de transcription de reconnaitre un site spécifique de

I’ADN sur un promoteur précis, le(s) domaine(s) qui porte(nt) I’activité transcriptionnelle



permette(nt) le recrutement de la machinerie basale de transcription de fagon directe ou
indirecte via des co-activateurs (Figure 4).

Les facteurs de transcription peuvent étre classés selon leur site de fixation a I’ADN. De
nombreux domaines de liaisons a ’ADN ont été identifiés. On les classe en fonction de
I’homologie de leurs domaines de liaison a ’ADN en « super-classes » (ex : facteurs de
transcription a hélice-tour-hélice) divisée en « familles » (ex : la famille a POU domaine) et
méme en « sous-familles » (ex : Pit-1).

Fonctionnellement, on peut ¢galement distinguer 2 types de facteurs spécifiques :

i) Les facteurs de transcription ubiquitaires. Ces facteurs augmentent 1’efficacité de la
transcription et ont des séquences nucléotidiques cibles présentes dans un grand nombre de
promoteurs de genes dans des tissus tres variés. C’est le cas du facteur de transcription Spl
qui reconnait une boite spécifique riche en paire de base GC : la SpI-box (GGGCGG) (Lania
et al., 1997). Ce facteur est capable d’activer le promoteur du virus SV40 (Simian vacuolating
virus 40), ou la Sp-box est présente en tandem de 6 copies. Ce facteur de transcription
appartient a la super-classe des facteurs de transcription a doigt de zinc. Il posseéde dans son
domaine carboxy-terminal deux régions riches en glutamine qui interagissent avec les TAFs
associ¢es a la TBP. Comme le motif Sp/, la CCAAT-box est présente dans de nombreux
promoteurs de geénes et joue un role essentiel dans 1’activation de la transcription. La CCAAT-
box peut interagir avec différents facteurs de transcription exprimés dans de nombreux tissus.
Le premier facteur de transcription identifi¢ comme interagissant avec la CCAAT-box a été la
protéine CTF (CCAAT-box transcription factor). D’autres facteurs peuvent interagir avec la
CCAAT-box comme C/EBP (CCAAT/enhancer binding protein) ou encore NF-Y (Nuclear
factor-Y) aussi appelé CBF (CCAAT-binding factor). Ce dernier est impliqué dans la
transactivation de nombreux genes comme le géne codant pour ’ADN topoisomérase Ila
humaine (Maity et de Crombrugghe, 1998).

ii) Les facteurs de transcription synthétisés ou activés de facon spécifique dans des tissus
précis et a différents stades du développement. Ces facteurs peuvent étre inductibles,
répondant & un stimulus extérieur. Les séquences qu’ils reconnaissent sont appelées les
¢léments de réponse. Leur dérégulation peut étre responsable de différentes pathologies.

Différents exemples sont développés partie V.



C. Larégulation de I'expression des génes

L’activation ou I’inhibition d’un géne passe par des stimuli externes ou internes entrainant la
liaison d’un certain nombre de facteurs de transcription sur leur site consensus de I’ADN.
Certains activateurs de transcription vont recruter des complexes protéiques capables de
désorganiser les nucléosomes empéchant la formation du complexe basal sur la TATA-box,
alors que d’autres, appelés répresseurs, stabilisent les nucléosomes (Kingston et al., 1996 ;
Felsenfeld et al., 1996). Par exemple, le facteur de transcription CREB (cAMP-regulated
enhancer binding) interagit avec I’élément de réponse CRE (cAMP-regulated enhancer) et il
est activé par phosphorylation par I’intermédiaire de la protéine kinase A en réponse a une
augmentation de la concentration en AMP cyclique dans la cellule (Mellon et al., 1989).
CREB recrute alors la protéine co-activatrice CBP (Chrivia et al., 1993). Deux mécanismes
d’activation de la transcription entrent alors en jeu. Tout d’abord CBP interagit directement
avec TFyB et aide au recrutement de I’ARN polymérase (Nakajima et al., 1997). Ensuite,
CBP recrute d’autres co-activateurs comme la protéine p300 ; ces deux protéines possedent
une activité histone-acétylase rendant la structure de la chromatine compatible avec la
transcription (Ogryzko et al., 1996). Le complexe basal de transcription se met alors en place

et la transcription peut démarrer.



lll. Structure de I’ADN et reconnaissance spécifique par

les facteurs de transcription

A. Structure de 'ADN

Pour comprendre comment les protéines ou les petites molécules interagissent avec I’ADN, il
est nécessaire de revenir sur quelques regles simples qui gouvernent la structure secondaire de
I’ADN.

La structure la plus courante de I’ADN, la forme B, se présente sous forme d’hélice droite qui
contient 10 paires de bases par tour. L’angle formé entre deux paires de bases consécutives est
de 35,9° avec une distance entre deux paires de bases consécutives est de 3,4 A. L’ADN est
formé de deux sillons de taille différente. Le premier, large est appelé grand sillon et le
second, plus étroit, est appelé petit sillon (Figure 5a). La taille des sillons dépend des paires de
bases qui les composent. Il est important de remarquer que chaque paire de base présente une
partie de leur structure dans le grand sillon et une autre dans le petit sillon (Figure 5b). Il a été
établi par le groupe de Rich en 1976 que la reconnaissance spécifique entre I’ADN et les
protéines s’effectue selon un modele simple de donneur et d’accepteur de liaisons hydrogéne
au niveau des sillons de I’ADN (Figure 5¢) (Seeman et al., 1976). Selon les paires de bases et
le sillon ciblés, les réseaux de liaisons hydrogéne potentiellement réalisables entre I’ADN et
les protéines seront différents. Le code de reconnaissance au niveau du grand sillon fait
intervenir 4 liaisons hydrogene alors qu’au niveau du petit sillon ce code est simplifi¢ avec
seulement 3 liaisons hydrogéne. Il existe cependant d’autres types d’interactions faibles moins
spécifiques entre I’ADN et les protéines, comme les interactions ¢électrostatiques ou
hydrophobes entre les résidus de la protéine et le squelette phosphodiester de I’ADN ou
encore les forces de Van der Walls. La prédominance d’interaction au niveau d’un sillon
plutdt que I’autre dépend en grande partie des caractéristiques énergétiques des deux sillons.
L’association d’une protéine au niveau du grand sillon est favorisée par un processus
enthalpique. Le petit sillon est caractérisé par une enthalpie défavorable qui peut étre
contrebalancée par des caractéristiques entropiques favorables. Ces différences énergétiques
sont en grande partie dues a la différence des propriétés d’hydratations des deux sillons,
notamment au niveau des sites riches en paires de bases AT. Sur ces séquences, le petit sillon

de I’ADN présente un haut niveau d’hydratation et d’organisation qui apporte une



contribution entropique positive lorsqu’il est désorganisé par une molécule ou une protéine

(Haq, 2002 ; Privalov et al., 2007).
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Figure 5 : Structure de I’ADN de forme B.

a) Structure de I’ADN. Les chaines phosphodiesters des deux brins d’ADN sont représentées en
bleu et en rouge. Les deux sillons de I’ADN présentés sont de profondeur presque identique mais
de largeur différente. b) Orientation des paires bases au niveau des deux sillons de I’ADN c¢) Code
de reconnaissance des différentes paires de bases A-T/T-A et G-C/C-G au niveau des deux sillons
de ’ADN.



B. Motifs de reconnaissance de I’ADN des facteurs de transcription

Afin de bien positionner les acides aminés essentiels a 1’établissement des liaisons hydrogene
spécifiques entre les protéines et I’ADN, les facteurs de transcription sont dotés d’un motif de
reconnaissance de I’ADN.

Ces trente derniéres années, les connaissances sur les domaines de liaison a ’ADN des
facteurs de transcription ont connu un essor considérable. L’amélioration des techniques
(Résonance magnétique de surface (RMN), cristallographie aux rayons X, modélisation
moléculaire) permet de mieux appréhender ces interactions spécifiques qui représentent la
base méme de la modulation de 1’expression des geénes. Les différents motifs présentés ici
sont ceux qui sont le plus souvent retrouvés dans les facteurs de transcription. La plupart
d’entre eux reconnaissent le grand sillon de ’ADN ou ils forment des liaisons faibles et
spécifiques avec les paires de bases. Ces structures permettent d’orienter certains acides
aminés au niveau de paires de bases précises de la double hélice. Ces modeles permettent de
comprendre comment des modifications locales de la structure de la double hélice (induites
par exemple par des petites molécules) peuvent étre dramatiques pour cette reconnaissance

ADN/facteurs de transcription.

1. Le motif hélice-tour-hélice

Le motif hélice-tour-hélice (HTH) est retrouvé dans la plupart des facteurs de transcription
procaryotes et eucaryotes. On le retrouve notamment dans la famille des facteurs de
transcription a homéodomaine. Le HTH est généralement défini comme un segment de 20
résidus s’organisant en deux hélices a liées par un coude (tour), formant un angle de 120°
entre les deux hélices. Ce motif peut étre complété par une ou plusieurs hélice(s) du coté C-
terminal et un bras de six acides aminés du c6té N-terminal. La ou les hélice(s)
supplémentaire(s) permette(nt) d’orienter le motif HTH au niveau du grand sillon de I’ADN
alors que le bras du c6té N-terminal interagit avec le petit sillon de I’ADN.

La seconde hélice o du motif HTH est ’hélice de reconnaissance qui se lie au grand sillon de
I’ADN de manicere s€quence-spécifique (Whartonn et al., 1984). Le positionnement correct de
I’hélice dans le grand sillon de ’ADN est primordial car il permet 1’alignement des acides
aminés au niveau du site consensus de I’ADN et dépend des structures adjacentes a ce

domaine minimal (Figure 6a). La reconnaissance de sites consensus s’effectue par des



interactions spécifiques entre les paires de bases et les acides aminés présents au niveau de
I’hélice de reconnaissance. De fagon intéressante, la seule mutation du résidu lysine en
position 9 de I’hélice de reconnaissance de la protéine Bed (Bicoid) en une glutamine confére
a cette derniere les propriétés de reconnaissance de la protéine Antp (Antennapedia ) (Figure
6b). En effet, cette lysine effectue des liaisons hydrogéne avec I’oxygéne 6 et 1’azote 7 du
résidu guanine du site consensus Bcd, alors que le groupe amide de la glutamine dans la
méme position reconnait une adénine par formation de liaisons hydrogeéne avec les azotes N6

et N7 .
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Figure 6 : Motif hélice-tour-hélice.

a) L’hélice de reconnaissance du motif HTH se positionne au niveau du grand sillon de I’ADN ou
elle effectue des liaisons spécifiques. (http://arapaho.nsuok.edu/~ biology/Tutorials/DNAbinding
.htm). b) Le résidu en position 9 de I’hélice de reconnaissance des protéines Antp et Bed permet
de discriminer la reconnaissance des sites consensus 3’-ATTAAC et 3’-ATTAGG par formation
de liaisons hydrogéne spécifiques.

2. Le motif a doigts de zinc

Ce second type de domaine d’interaction a I’ADN contient un atome de zinc comme ¢élément
structurant. Il existe 3 familles de protéines a doigts de zinc. Tout d’abord le motif a doigts de
zinc proprement dit, constitué d’environ 30 acides aminés dont la structure est maintenue par
un atome de zinc lié a deux résidus cystéine et deux résidus histidine. Il constitue notamment

le domaine d’interaction de la protéine TF;A. La seconde famille contient environ 70 résidus



et est retrouvée dans les récepteurs stéroidiens ou deux atomes de zinc sont liés chacun par
quatre résidus cystéine.

La séquence en acides aminés retrouvée dans les facteurs de transcription possédant un motif
a doigts de zinc deux cystéines, deux histidines est le suivant : Tyr/Phe-X-Cys-X-Cys-X;.4-
Cys-X3-Phe-Xs-Leu-X,-His- X3 4-His-Xs, ou X représente un résidu a caractére variable. Cette
structure contient deux cystéines (en rouge) et deux histidines (en bleu) invariables qui
interagissent avec I’atome de zinc (Figure 7a). Entre la seconde cystéine et la premiére
leucine, on retrouve 12 acides aminés. Ces derniers sont composés de résidus leucine,
phénylalanine ainsi que des acides aminés basiques trés conservés indispensables a
I’établissement de liaisons spécifiques avec I’ADN. Un unique motif a doigts de zinc ne
permet pas de reconnaitre a lui seul une séquence spécifique; il est alors indispensable qu’une
protéine posséde plusieurs motifs a doigts de zinc pour reconnaitre une séquence spécifique.
C’est pour cela que cette séquence est répétée successivement trois fois ou plus au sein du
domaine de liaison a I’ADN (Figure 7c), on retrouve notamment neuf motifs répétés dans le

facteur de transcription TFjA.

Figure 7 : Structure du motif a doigts de zinc.

a) Les deux histidines (en bleu) et les deux cystéines (en jaune) interagissent avec 1’atome de zinc,
servant de base a la formation de I’hélice o (en rose) et au feuillet § (en gris). b) Dans I’interaction
entre le motif a doigts de zinc et I’ADN, I’hélice a effectue des liaisons spécifiques avec le grand
sillon de I’ADN alors que les feuillets B se lient au squelette phosphodiester de I’ADN. c) Les
facteurs de transcription a doigts de zinc possedent plusieurs motifs consécutifs responsables de la
reconnaissance  spécifique  de I’ADN  (modélisation  réalisée a  partir du
site http://arapaho.nsuok.edu/~biology/Tutorials/DNAbinding.htm).

Dans cette structure, I’atome de zinc engage 4 liaisons avec les cystéines et les histidines et
sert d’échafaudage a 1’établissement des structures secondaires et tertiaires du motif. Ce

domaine forme deux feuillets B anti-parall¢les et une hélice a adjacente (Figure 7b) (Lee et



al., 1989). L hélice a effectue des contacts spécifiques avec le grand sillon de I’ADN pendant
que les feuillets B effectuent des contacts avec le squelette phosphodiester de I’ADN. L hélice
a, et plus particulierement les résidus situés entre les deux histidines, posséde donc un role
critique dans la reconnaissance spécifique de I’ADN (Nardelli ez al., 1991 ; Choo et Klug,
1994).

3. Les motifs a domaine basique

a) Le motif leucine zipper

Cette structure est présente dans de nombreux facteurs de transcription comme C/EBP
(CCAAT/enhancer binding protein), GCN4 (general control nondepressible 4)ou encore les
protéines oncogénes Myc, Fos et Jun. Ce motif consiste en une région riche en leucine ou cet
acide aminé y est retrouvé tout les sept résidus (Hurst, 1996). Ce domaine a la capacité de se
dimériser avec un segment d’hélice a pour former le domaine leucine zipper. La substitution
d’un résidu leucine par une valine abolit totalement la capacité de ces protéines a former des
diméres ce qui, par la méme occasion, inhibe I’interaction entre les protéines et I’ADN. Les
hélices permettant I’interaction entre les deux protéines sont orientées parallélement et dans la
méme direction (Figure 8a). Les motifs leucine zipper des deux protéines (semblables aux
deux composantes d’une fermeture éclair) sont capables d’interagir entre elles comme une
glissieére pour former un dimere stable (Figure 8a). Par opposition aux motifs HTH et doigts
de zinc, le motif leucine zipper n’est pas en soit le domaine d’interaction avec I’ADN et
n’effectue pas de contact direct avec ’ADN. Cependant, il facilite le contact entre une région
adjacente riche en résidus basiques et le grand sillon de I’ADN (Figure 8b,c). En accord avec
ce modele, des mutations sur les domaines basiques inhibent I’interaction ADN/protéines
mais n’inhibent pas la formation du dimere. Ainsi la spécificité de reconnaissance des facteurs
de transcription a leucine zipper est déterminée par la séquence en acides aminés du domaine

basique.



Figure 8: Motif leucine zipper.
a) Les domaines riches en leucines des deux protéines interagissent de fagcon paralléle avec la
méme orientation. b) L’interaction entre les domaines leucine zipper (en jaune) des deux protéines
permettent le bon positionnement des régions riches en résidus basiques (en bleu). c) Interaction

entre le dimeére de protéines a leucine zipper et le grand sillon de I’ADN (modélisation réalisée a
partir du site http://arapaho.nsuok.edu/~biology/Tutorials/DNAbinding.htm).

b) Le motif hélice-boucle-hélice
Le domaine HLH (pour Helix-Loop-Helix) est constitu¢ de 40 a 50 acides aminés formant
deux hélices o séparées par une boucle (Figure 9) (Littlewwod et Evan, 1995). Comme
précédemment, ce motif ne se lie pas directement a I’ADN, il est complété par des régions
basiques capables d’interagir de facon spécifique avec I’ADN. Ces protéines forment des
diméres via I’interaction entre des résidus hydrophobes situés sur les hélices a (Figure 9a).
Dans la plupart des protéines a HLH, le domaine basique est adjacent au domaine HLH et
effectue des interactions spécifiques avec I’ADN (Figure 9a-b). Le domaine HLH joue donc
un role similaire au motif leucine zipper permettant la dimérisation de deux protéines, ce qui

facilite les interactions entre I’ADN et le complexe protéique.




Figure 9 : Motif Hélice-boucle-Hélice.

a) Les deux hélices (en bleu) du domaine HLH effectuent des liaisons hydrophobes entre-elles
(traits pointillés jaunes). L’hélice a (généralement la plus longue) de chaque monomeére du
complexe effectue des interactions spécifiques électrostatiques et hydrogéne (traits pleins blancs)
avec I’ADN (en rouge). b) Les régions basiques des protéines interagissent au niveau du grand
sillon de I’ADN. (modélisation réalisée a partir du site http://arapaho.nsuok.edu/~biology
/Tutorials/DNAbinding.htm).

4. Autres domaines

La grande majorité des facteurs de transcription identifiée dérive de ces motifs de liaison a
I’ADN. Il existe néanmoins d’autres motifs de reconnaissance moins fréquents. Sept familles
de protéines, facteurs de transcription ou protéines impliquées dans la structure de la
chromatine, possédent des hélices o orientées de maniere différente de celles décrites
précédemment. C’est notamment le cas des protéines HMG (High Mobility Group) ou encore
des histones (Figure 10). L’octamére d’histone adopte une structure cylindrique autour de
laquelle ’ADN vient s’enrouler. Les hélices a effectuent de nombreux contacts avec le
squelette phosphodiester pour stabiliser la distortion de I’ADN. Aucune de ces hélices ne
s’incerent dans les sillons de I’ADN, il existe donc trés peu de contacts entre les histones et
les paires de bases. C’est pour cela que I’interaction entre ces protéines et ’ADN est non
spécifique (Luger et al., 1997). Pour les protéines HMG, chaque sous unité comprend 3
hélices a qui forment un L. Les hélices 1 et 2 interagissent avec les paires de bases et le
squelette phosphodiester au niveau du petit sillon de ’ADN ce qui cause de séveres
distorsions de la structure de I’ADN (Murphy et al., 1999). D’autres protéines, comme par la
protéine TBP, possedent des motifs totalement différents et interagissent avec I’ADN par

I’intermédiaire de feuillets B (Figure 10).



Protéine HMG / " Histone

Figure 10 : Autres motifs d’interaction a I’ADN.
Les protéines HMG et histones possédent des hélices o impliquées dans la reconnaissance plus ou
moins spécifique de ’ADN (figure tirée de Luscombe et al., 2000). L’interaction entre ces
protéines et I’ADN provoque de fortes modifications structurales de la double hélice.



V. Inhibition de I’expression des géenes par

reconnaissance spécifiqgue de ’ADN

De nombreuses équipes dévellopent des agents qui modulent 1’expression de certains génes
par reconnaissance spécifique de la double hélice. La capacité d’inhiber la fixation d’un
facteur de transcription oncogene a sa séquence cible ; ou au contraire, d’activer 1’interaction
d’un facteur anti-oncogéne a son site consensus représente une approche thérapeutique tres
prometteuse.

Certaines régles régissent 1’interaction entre ces composés et I’ADN. La plupart d’entre elles
rejoignent celles énoncées pour I’interaction entre ’ADN et les protéines. Cependant, elles
nécessitent d’étre complétées a cause des différences d’orientation et de structure entre les
molécules et les protéines. Les molécules qui interagissent au niveau du petit sillon de I’ADN
sont ancrées dans celui-ci, il est donc important que la molécule adopte une courbure proche
de celle du petit sillon de I’ADN pour se positionner correctement. La taille ainsi que 1’angle
formés par la molécule doivent respecter les caractéristiques de flexibilité¢ de la double hélice
(Goodsell et Dickerson, 1986 ; Zhurkin ef al., 1991). Ces caractéristiques sont dépendantes de
la nature des bases qui compose la séquence d’ADN. Comme pour les protéines, le complexe
molécule/ADN doit étre stabilisé par des liaisons faibles de différents types: 1) liaisons
hydrogéne, par I’intermédiaire de groupements accepteurs et donneurs de liaison hydrogene
(Zakrzewska et al., 1987) ; ii) liaisons électrostatiques, c’est pour cela que la plupart de ces
composés sont des molécules cationiques pouvant interagir avec le squelette phosphate
¢lectronégatif de ’ADN ; iii) liaisons hydrogéne indirectes par 1’intermédiaire de molécules

d’eau pour assurer la stabilité entre I’ADN et son ligand (Brown ef al., 1990).

A. Les lexitropsines, dérivés de la distamycine et de la nétropsine

1. La distamycine et la nétropsine

a) Structure

La distamycine et la nétropsine sont des composés naturels (Figure 11) formées de 2 ou 3
cycles pyrroles liés les uns aux autres par des groupements amides capables d’effectuer des
liaisons hydrogéne avec les paires de bases de I’ADN. La partie C-terminale (définie par

homologie avec les séquences peptidiques) de ces deux molécules posséde un groupement



propylamidine. La partie N-terminale de la distamycine porte un groupement formyle alors
que la nétropsine porte un groupement guanidine (revue: Wemmer, 2000 ; Dervan et

al., 2005 ).

N-terminale
N-terminale Q)L /Q—< /Q( J\\ /Q—< /Q(
Distamycine Netropsine T\(

NHZ NH,

C-terminale C-terminale

Figure 11 : Structures chimiques de la distamycine et de la nétropsine.

b) Interaction avec ’ADN

Ces dérivés reconnaissent des séquences riches en paires de bases AT au niveau du petit sillon
de ’ADN. (Patel, 1982 ; Kopka ef al., 1985 ; Coll et al., 1989 ; Pelton et Wemmer, 1989). Le
compos¢ disymétrique distamycine s’oriente dans la double hélice, le c6té N-terminal de la
molécule interagit avec une région 5’ riche en adénine (Van Dyke et al., 1982). Pour la
nétropsine les deux orientations sont €équivalentes quelque soit I’enchainement des paires de
bases AT. La distamycine a la capacité de former des dimeéres au niveau des séquences riches
en paires de bases AT (Pelton et al., 1989) alors que la nétropsine se fixe uniquement sous
forme de monomeére. Cette différence s’explique par le nombre de charges portée par les
molécules. Les deux charges positives de la nétropsine empéchent la formation de dimeére

(répulsion des charges).

¢) Reconnaissance des paires de bases G *C et C*G

Pour comprendre les mécanismes de reconnaissance de I’ADN par des petites molécules, il
est indispensable de bien connaitre la nature et I’organisation spatiale des substituants portés
par les différentes paires de bases au niveau du petit sillon. La différence importante entre les
appariements A*T et G*C provient du groupement amine situé sur I’atome de carbone 2 de la
guanine (Figure 5c). Ce dernier crée un encombrement stérique important qui empéche la
reconnaissance du petit sillon par les petites molécules.

I1 est important de pouvoir créer des molécules capables de reconnaitre les paires de bases GC
afin de moduler la fixation de facteurs de transcription qui reconnaissent des sites consensus

contenant ces paires de bases. Pour créer des molécules capables d’interagir avec les paires de




bases GC, il est nécessaire de diminuer I’encombrement stérique et d’établir de nouvelles
liaisons avec le groupement amine de la guanine. Dans cette hypothese, les équipes de
Dickerson et Lown (Lown ef al., 1986) ont remplacé un cycle pyrrole de la nétropsine par un
cycle imidazole. Malgré cette modification, les nouvelles molécules n’ont pas montré de
préférence significative pour les séquences contenant des paires de bases GC par rapport aux
sites riches en paires de bases AT (Lee et al., 1988). Des composés pyrrole-imidazole-pyrrole
(PyImPy) dérivés de la distamycine ont également été synthétisés. Ces molécules, du type
lexitropsine se fixent préférentiellement sur la séquence AAGTT par rapport a la séquence
AAATT (Dwyer et al., 1992). La reconnaissance entre la molécule et la séquence s’effectue
alors sous forme de dimére antiparallele. La stucture du petit sillon au niveau des séquences
contenant des paires de bases GC étant moins profond mais plus large que celui des sites
riches en paires de bases AT (Heinemann et al., 1992), I’interaction de deux molécules permet
un meilleur ancrage au sein de la double hélice. De plus, le dimere permet d’augmenter la
spécificité de fixation a ’ADN par 1’établissement d’un plus grand nombre de liaisons
hydrogéne. Néanmoins, ces liaisons n’augmentent pas I’affinité de la molécule pour ’ADN a
cause de la proximité entre la cytosine du brin complémentaire et le cycle imidazole porté par
la seconde molécule. Pour une meilleure interaction avec les paires de bases GC, des
hétérodimeres PyImPy et PyPyPy sont utilisés. Ceci permet de discriminer la reconnaissance
des appariements G*C (par le couple de molécule Im-Py) par rapport aux appariements C*G

(par le couple Py-Im) (Figure 12a) (Geierstanger et al., 1994).

d) Discrimination entre les appariements A°T et T*A

Ce code de reconnaissance établi par 1’agencement de cycles pyrroles et imidazoles possede
une dégénérescence au niveau de la reconnaissance des appariements AT et TeA,
I’appariement des cycles Py-Py ne discriminant pas ces deux sites. Le remplacement d’un
pyrrole par un cycle hydroxypyrrole (Hp) permet d’introduire un nouveau groupement
fonctionnel capable d’effectuer des liaisons hydrogéne préférentielles avec le carbonyle de la
thymine (Figure 12b) (White et al., 1998). Ainsi le couple Hp-Py reconnait préférentiellement

I’appariement T*A et le couple Py-Hp interagit préférentiellement avec I’appariement AeT.

e) Augmentation de l’affinité et de la sélectivité de séquences

Pour éviter que les deux molécules du dimeére n’interagissent sous forme de monomeéres

indépendants, les deux molécules composant le dimere ont été liées de fagon covalente par



différents linkers intramoléculaire (Figure 12¢) (Mrksich et al., 1993 ; 1994, Parks,
1996 ).

’ Reconnaissance site AT riche ‘ ’ Reconnaissance paires de bases G-C
a) GAAAAC GAAATTC GAAGTTC GAACTTC
00 90O+ + L & & a%a

D-OO® 4

. 4 & & e 4 & &
CTTTTG CTTTAAG CTTCAAG CTTGAAG

- { Reconnaissance paires de bases A-T et T-A% ---------------

by GAA TC GAA TC GAA TC GAA TC
+>-=‘00-.-<+ — S See +>:::<+ +m

CTT AG CTT AG CTT AG CTT AG

——————————————————————— ’ Liaisons intramoléculaires ‘—-—-—-—-—-—-—-—-—-—4—-—-—-

) AGATA AGATA AGATA-, AGATA
+

hairpin
+

% \
TCTAT TCTAT NTCTATS TCTAT

B

d) TTGTTAACAG @ Cycle pyrrole -+ Groupement amidine terminale

OO 0@ @ Cycle imidazole — L!nkerlntrémoleculalre
AACAATTGTC @ Cycle hydroxypyrrole ... Linker flexible

Figure 12 : Reconnaissance polyamines/ADN.

a) Le groupement amidine terminal interagit avec les paires de bases AT. La reconnaissance entre
les paires de bases G®C et C®G s’effectue par le remplacement d’un cycle pyrrole par un
imidazole (accepteur de liaisons hydrogéne). b) Discrimination entre les paires de bases A®T et

T®A par le cycle hydroxy-pyrrole (donneur de liaison hydrogene). c) Liaisons covalentes
possibles entre les deux molécules du dimeére. Les molécules les plus utilisées étant les haipins. d)
Flexibilité apportée a la molécule par des linkers du type glycine ou B-alanine. Ces linkers sont
reconnus par les paires de bases AT.

En résumé, le design a fagon de molécules reconnaissant des séquences spécifiques de 1

et al.,

’ADN

a ¢té rendu possible par une meilleure compréhension des interactions entre les paires de

bases. L affinité entre les polyamines et ’ADN est optimale pour des molécules qui possédent

une structure composée de 5 cycles consécutifs au maximum. Les composés plus longs sont

moins affins a cause des différences entre la courbure du petit sillon et la courbure des

molécules qui les €éloignent I’'un de 1’autre (Kielkopf et al., 1997). Pour palier a ce probléme

des linkers flexibles (glycine et B-alanine) ont été ajoutés a I’intérieur de la molécule.

Cette

flexibilité facilite le positionnement optimal des différents cycles dans le petit sillon (Figure

12d).



2. Effets biologiques

a) Distribution cellulaire

S’il est possible d’établir des regles précises de la reconnaissance séquence-spécifique entre
les pyrrole-imidazoles-polyamides et I’ADN, la distribution cellulaire de ces composés est
régie par des régles plus complexes. De plus, ces molécules ne sont pas fluorescentes, ce qui
complique 1’étude de leur distribution cellulaire.

Ces composés pénctrent dans la cellule par un processus de diffusion. Pour rendre ces
molécules fluorescentes, toute une série de dérivés possédant un fluorophore a été synthétisée.
Mais 1’ajout d’un fluorophore peut cependant modifier la distribution de ces composés. En
effet, méme si ces molécules gardent, pour la plupart d’entre elles, une spécificité équivalente
a la molécule sans le fluorophore, leur affinité pour I’ADN est diminuée d’un facteur 10.

La distribution nucléaire des polyamides dépend tout d’abord du type cellulaire (Belisky et
al., 2002). Des études de relation structure/distribution ont montré que la présence sur la
partie C-terminale d’un résidu B-alanine est défavorable a la pénétration du composé dans le
noyau. La distribution cellulaire de ces composés dépend aussi de I’enchainement des cycles
qui compose la molécule. La masse moléculaire du composé n’influe pas sur la distribution du
produit. (Best et al., 2003 ; Edelson et al., 2004). Il est donc assez difficile de prédire la

localisation cellulaire de ces molécules au regard de leur structure.

b) Inhibition de [’expression des genes

L’inhibition sélective du géne codant pour I’ARNr 5S par le blocage stérique du facteur de
transcription TFijA sur sa séquence cible a été le premier modele d’inhibition de I’activité
d’un facteur de transcription par les composés lexitropsines. Ces molécules interagissent avec
I’ADN sur la séquence 5’-TGGTTA et bloquent 1’acces au petit sillon du quatriéme domaine
a doigts de zinc du facteur de transcription (Neely et al., 1997; Gottesfeld et al., 1997), ce qui
a pour conséquence d’empécher le recrutement de I’ARN polymérase III.

Par la suite, de nombreux exemples de modulation de la fixation de facteurs de transcription
par les lexitropsines ont été décrits. Certains composés inhibent I’interaction du complexe
ternaire TFD/TFyA/ADN sur la TATA box (Ehley ef al., 2002) alors que d’autres inhibent
I’interaction entre la CCAAT box et le complexe NF-Y sur le promoteur du gene Topo Ila.
(Hochhauser et al., 2007).

L’interaction entre de multiples facteurs de transcription et I’ADN est nécessaire a la synthése

du virus HIV-1 (Human Immunodeficiency virus I). La combinaison de deux polyamines



interagissant sur le promoteur de HIV-1 permet d’inhiber 1’activité de liaison a I’ADN de trois
facteurs de transcription TFyD, Ets-1 et LEF-1 (Lymphoid enhancer bining factor 1) bloquant
ainsi la réplication du virus dans des lymphocytes isolés. (Dickinson ef al., 1998).

D’autres molécules inhibent DI’interaction a I’ADN du facteur de transcription NF«kB.
L’interaction des polyamines au niveau du petit sillon modifie la structure de I’ADN ce qui
empéecherait la protéine p60 d’interagir avec le grand sillon de la double hélice (Wurtz ef al.,
2002).

Cependant, I’inhibition par les lexitropsines de facteurs de transcription qui interagissent au
niveau du grand sillon de I’ADN n’est pas toujours possible. Les modifications de la structure
de I’ADN induites par les polyamines ne sont pas toujours suffisantes pour bloquer 1’acces au
grand sillon, c’est notamment le cas du facteur de transcription GCN4. Ainsi, pour réussir a
inhiber la fixation de ce facteur a I’ADN, deux types de molécules bifonctionnelles ont été
synthétisées. Tout d’abord des composés possédant un motif Arg-Pro-Arg. Le peptide
cationique porté par la molécule interagit avec les phosphates electro-négatifs de I’ADN et
empeche le facteur GCN4 de reconnaitre le squelette phosphate de la double hélice (Bremer et
al., 1998). La seconde stratégie utilisée pour bloquer I’interaction entre GCN4 et I’ADN a été
d’ajouter un groupement intercalant dérivé de I’acridine au composé polyamine. L’intercalant
se fixe alors au niveau du site de reconnaissance du facteur de transcription GCN4 et induit
des changements considérables de la structure du grand sillon. Ceci a pour conséquence
d’abolir I’interaction entre le facteur de transcription et I’ADN (Fechter et al., 2003).

I1 est également possible d’empécher le facteur de transcription ESX de se fixer sur le site
ETS binding site (EBS) dans la zone promotrice du géne codant pour le recepteur HER2/neu.
Cette inhibition bloque I’expression du récepteur HER2 dans des mod¢les de transcription in
vitro utilisant des extraits nucléaires. Néanmoins, la faible distribution nucléaire du composé

n’a pas permis de valider ce résultat dans la cellule (Belitski ef al., 2002).

Ces composés représentent donc un modele d’étude intéressant. De plus, les connaissances
accumulées lors du développement de ces molécules ont servi de base a 1’¢laboration de

nouveaux composés aux structures plus originales.



B. Les dérivés DB

Comme pour les lexitropsines, des études qui ont été elles menées au laboratoire en
collaboration entre le Dr Christian Bailly et les équipes d’Atlanta ont permis de définir les
spécificités d’interaction des dérivés DB avec I’ADN au niveau du petit sillon de la double
hélice.

1. Relation structure/affinité, structure/sélectivité

a) Structuredu bérénil et du DB75
Les dérivés DB sont des analogues des composés bérénil et de la pentamidine (Figure 13).
Ces composés sont classiquement utilisés dans le traitement d’infections parasitaires. Le
bérénil interagit au niveau du petit sillon de I’ADN ou il reconnait trois paires de bases AT
consécutives. Le DB75 est un dérivé diphényl-furane (figure 13a). Le remplacement du
groupement central triazéne (bérénil) par un cycle furane (DB75) permet d’élargir 1’angle
formé par le composé (de 121 a 125° (Figure 13b)). Cet élargissement de quatre degrés
augmente la distance entre les carbones portés par les groupements amidines terminales (11.9
A pour le bérénil a 12.5 A pour le DB75) et I’affinité de la molécule pour I’ADN car il permet
un meilleur ancrage dans le petit sillon. Méme si cette différence parait minime (0,6 A) elle
est suffisante pour accroitre la reconnaissance par la molécule pour ’ADN. En effet, le DB75

se fixe sur 4 paires de bases AT consécutives (Laughton et al., 1996).

Le mode d’interaction entre ’ADN et chacune des molécules est différent : pour le bérénil,
une des extrémités amidine terminale interagit directement avec I’ADN et ’autre extrémité
indirectement par I’intermédiaire d’une molécule d’eau (Figure 13d). Pour le complexe
bérénil/ADN, 1’atome d’azote N; forme une liaison hydrogeéne avec I’atome d’azote Nj de
I’amine portée par I’adénine 18 ; a 'autre extrémité, I’atome d’hydrogéne porté par I’atome
d’azote N effectue des liaisons hydrogene avec 1’atome d’oxygeéne O4 de 1’adénosine 6 et de

I’atome d’azote N3 de I’amine portée par I’adénine 5 par I’intermédiaire d’une molécule d’eau.
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Figure 13 : Structures et interactions du bérénil et du DB75 avec I’ADN.

a) Structure de la pentamidine b) c) Structure, taille et angle formé par les composés bérénil et
DB75. ¢) Liaisons hydrogéne formées par le bérénil (2 gauche) et le DB75 (a droite) avec
I’ADN. Les traits pointillés rouges représentent les liaisons hydrogene directes et les traits
pointillés bleus représentent les liaisons hydrogene établies par I’intermédiaire d’une molécles
d’eau.

Pour le DB75, les deux groupements amidines interagissent directement avec I’ADN. Un des

atomes d’hydrogene porté par les atomes d’azotes en position N; et N,3 effectue des liaisons




hydrogene avec I’atome d’oxygene O, des thymines 8 et 20 (figure 13¢). Des interactions de
van der Walls stabilisent le complexe entre chacune de ces molécules et ’ADN en particulier
entre les carbones C;; et Cy, des cycles furanes et les sucres des thymidines T8 et T20. Enfin,
des liaisons électrostatiques s’établissent entre les amidines terminales chargées positivement

a pH physiologique et le squelette phosphate électronégatif de I’ADN.

b) Dérivés diphényl-furanes

Comme nous venons de 1’évoquer, la courbure de la molécule joue un réle important dans son
affinité et son mode d’interaction a I’ADN entre le bérénil et le DB75. Dans cette optique des
nouveaux composés pour lesquels les groupements amidines présentes différentes positions
ont été syntétisés. La modification de 1’angle de la molécule formé par le déplacement des
groupements amidines sur les cycles phényles en position para-para (DB75), méta-para
(DB555) ou méta-méta (DB359) (Figure 14a) change totalement le mode de fixation,
I’affinité, la sélectivité et la cinétique d’interaction de la molécule a I’ADN.

En effet, Le DB555 interagit faiblement sur les séquences riches en paires de bases AT au
niveau du petit sillon de ’ADN et plus fortement sur des séquences riches en paires de bases
GC sous forme d’intercalation. Le DB359 interagit quant a lui avec I’ADN uniquement sous

forme d’intercalation sur des séquences riches en paires de base GC (Nguyen et al., 2002).

Comme nous 1’avons vu, le DB75 se fixe sur 4 paires de bases AT successives. Ce sont les
amidines terminales qui permettent la reconnaissance spécifique des dérivés pour les
séquences riches en paires de bases AT. Des molécules aux amidines terminales diversement
substituées ont été synthétisées (Figure14b). Il existe un degré de liberté important au niveau
des substitutions possibles apportées sur ces groupements, méme si certaines d’entre elles sont
plutdt défavorables. L’ajout de groupements cyclopropyles (DB181) et surtout isopropyles
(DB180) et cyclopentyles (DB244) (figure 21c) augmente [’affinité des molécules pour
I’ADN. Cette meilleure affinité s’explique par I’augmentation de la surface de contact entre le
groupement amidine substitué et I’ADN, qui permet de nouvelles liaisons non covalentes par
I’intermédiaire de molécules d’eau. Il n’est cependant pas possible d’affirmer que les
composés possédant des amidines substituées sont tous plus affins pour ’ADN que le DB75
non substitué, le composé 3-pentyle (DB226) étant moins affin pour I’ADN que le DB75
(Trent et al., 1996 ; Wilson et al., 1998).
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Figure 14 : Structurse et affinités relatives des composés diphényl-furanes.

a) Structure des composés DB75, DB555 et DB359 b) Structures des dérivés DB substitués au niveau
des groupements amidines c) Affinité relative des dérivés DB pour les séquences riches en paires de

bases AT (AT riches) ou GC (GC riches) de I’ADN.

¢) Les dérivés phényl-furane-benzimidazoles
Dans le but d’augmenter la spécificité de séquence d’interaction des dérivés DB a I’ADN, de
nouveaux composés ont encore été synthétisés dans lesquels un ou les deux cycle(s)
phényle(s) ont été substitués par un ou deux cycle(s) benzimidazole(s). Ces modifications ont
permis d’obtenir deux nouvelles molécules : 'une asymétrique aboutissant au composé

phényl-furane-benzimidazole (DB293) et [’autre symétrique correspondant au dérivé

dibenzimidazole-furane DB270 (figure 15a).



Le DB293 se fixe sous forme de dimére antiparalléle dans le petit sillon de I’ADN sur des
séquences spécifiques contenant des paires de bases AT et GC. Cette molécule garde
néanmoins la capacité d’interagir sous forme de monomere sur des séquences riches en paires

de bases AT de I’ADN (Figure 15c).
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Figure 15 : Structures et affinités relatives pour I’ADN du DB293 et du DB270.

a) Structure des composés symétrique (DB293) et asymétrique (DB270). b) Capacité d’interaction
relative des dérivés DB pour les séquences riches en paires de bases AT et 5’ATGA. c¢) Le DB293
interagit sur les sites riches en paires de bases AT sous forme de monomére. La reconnaissance au
site ATGA s’effectue sous forme de dimere antiparallele au niveau du petit sillon de I’ADN.

Le dérivé symétrique DB270 se fixe uniquement sous forme de monomeére aux séquences
riches en paires de bases AT au niveau du petit sillon. Jusqu’alors, aucun dérivé dicationique
n’avait montré la capacit¢ de former des dimeres de maniére coopérative du fait de la
répulsion des charges positives et de 1’encombrement stéréochimique des molécules. Des
expériences d’empreintes des sites de reconnaissance utilisant différents agents de clivage de
I’ADN (DNAse I, radicaux libres, photosensibilité aux anthraquinone-2-sulfonate) ont montré
que le DB293 posseéde une grande spécificité d’interaction avec la séquence 5’-ATGA et son
complémentaire 5’- TCAT. L’orientation de la séquence d’ADN est importante dans cette
interaction spécifique, les séquences 3’-ATGA et 3’-TCAT n’étant pas reconnues par le

DB293 (Figure 15¢) (Wang et al., 2000 ; Bailly et al., 2001).



D’un point de vue interaction ADN/molécule, la guanine du site 5’-ATGA forme des liaisons
hydrogéne avec le benzimidazole d’une premiére molécule dont le groupement NH pointe
vers I’extérieur du petit sillon. L’adénine du brin complémentaire 5’-TCAT est quant a elle
reconnue par le benzimidazole de la seconde molécule avec son groupement NH pointé vers
I’intérieur du petit sillon. Les deux paires de bases AT aux extrémités de la séquence ATGA
et de son complémentaire forment des liaisons hydrogeéne spécifiques avec les amidines
terminales des deux dérivés DB293. Chaque paire de bases de la séquence de reconnaissance
forme des liaisons hydrogeéne avec au moins une des deux molécules du dimere. Cette
reconnaissance sous forme de dimeére implique des modifications locales de la structure de
I’ADN mises en évidence par 1’augmentation du clivage par différents agents sur des sites
proches de la séquence de reconnaissance du composé (Bailly et al., 2001).

L’interaction entre le DB293 et différentes séquences portant un ou deux point(s) de mutation
sur le site 5’-ATGA a été étudi¢e. Les paires de bases centrales TG sont primordiales pour
cette reconnaissance : une mutation sur ces bases annule la reconnaissance du DB293 pour
I’ADN. Le DB293 reconnait préférentiellement la séquence 5’-ATGA, néanmoins certains
autres sites sont reconnus par le dimere. L’ affinité relative de la molécule pour ces différents
sites est présentée sur la Figure 16¢ (Tanious et al., 2003).

De nouveaux dérivés de la famille du DB293 avec des substitutions au niveau des amidines
terminales ou au niveau du cycle benzimidazole (Figure 16) ont été synthétisés. Ces
molécules ont aussi permis d’affiner les connaissances sur le ciblage des séquences
nucléotidiques. 11 s’est avéré que la reconnaissance spécifique sous forme de dimére suit des
régles trés strictes. La plupart des modifications apportées (modification du cycle
benzimidazole, modification des amidines terminales) abolissent la reconnaissance du site
ATGA (Figure 16a-b). Ces molécules gardent tout de méme une bonne affinité pour les sites

riches en paires de bases AT ou ils interagissent sous forme de monomeére (Wang et al., 2001).
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Figure 16 : Structures, affinités relatives et spécificité d’interaction de composés phényl-

furane-benzimidazoles.

a-b) Structures et affinité relative des composés du type phényl-furane-benzimidazole. b) Capacité
d’interaction relative des dérivés DB pour les séquences 5’ATGA sous forme de dimeére et les
séquences riches en paire de base AT sous forme de monomére. Séquences reconnues par le
compos¢ DB293 sous forme de dimeére. Les symboles (+++), (++) et (+) correspondent
respectivement aux sites de forte, moyenne et faible affinité. Le symbole (-) correspond aux sites
de perte d’interaction entre le composé DB293 et I’ADN.

En résumé, le cycle benzimidazole joue un role primordial dans la reconnaissance de

séquences ATGA tout comme les groupements amidines terminaux qui forment des liaisons n



avec le cycle phényle de ’autre membre du dimére indispensable a la stabilisation du dimeére.
Seul le remplacement des amidines terminales par des groupements guanidinium (DB704)
permet de garder la fixation coopérative sous forme de dimére. Néanmoins, cette modification

implique une diminution de I’affinité de la molécule pour ’ADN.

Comme pour le DB75 diphényl-furane, I’angle formé par la molécule est important pour la
reconnaissance a I’ADN. Le DBS818 différe du DB293 par le remplacement du cycle furane
par un cycle thioféne (remplacement de 1’oxygeéne par un souffre) qui a pour conséquence
d’augmenter I’angle formé par la molécule (Figure 17). Cette variation de quelques degrés
abolit la fixation au site ATGA mais confére a la molécule une grande affinité pour les
séquences riches en paires de bases AT, 10 fois supérieure a celle du DB293 pour cette méme
séquence. Ce changement d’angle modifie le positionnement des substituants portés par la
molécule (amidines terminales et le cycle benzimidazole) qui peut alors former de nouvelles

liaisons hydrogéne avec I’ADN (Mallena et al., 2004).

Figure 17 : Modélisation plane comparative entre le DB293 et le DB818.

Le DB818 (en vert) adopte une forme moins concave que le DB293 (en gris). La distance
entre les deux atomes d’azotes portés par les amidines est de 14.4 A pour le DB818, alors
qu’elle est de 12.9 A pour le DB293 (Mallena et al., 2004).

Pour mieux caractériser encore les interactions des DB au niveau du petit sillon , de nouveaux
composés diphényl-benzimidazoles ont été synthétisés comme (i) le DB911, dont les
substituants phényle et benzimidazole en position méta lui conférent une courbure proche des
autres composés DB et (i1) le composé linéaire DB921, substitué en para, qui possede une
structure presque linéaire (Figure 18a). La structure du DB921 pouvait paraitre non
compatible avec une interaction classique au niveau du petit sillon. Il s’avére pourtant que ce
produit linéaire posséde une affinité proche de celle observée pour le composé courbe DB818

sur les sites riches en paires de bases AT, alors que le composé courbe DB911 possede une



affinité semblable a celle observée pour les autres composés DB. Des études de
cristallographie aux rayons X et de modélisation moléculaire ont permis d’¢lucider le mode de
fixation du DB921 a I’ADN. Le groupement amidine terminal port¢ par le cycle
benzimidazole effectue des liaisons hydrogéne avec I’atome d’oxygéne de la thymine 8
(Figure 18b) directement dans le petit sillon. Le groupement NH du cycle benzimidazole
effectue des liaisons hydrogeéne avec 1’atome d’oxygéne O, de la thymine 7. L’amidine a
I’autre extrémité se situe a D’extérieur du petit sillon et ne peut pas former de liaisons
hydrogene directes avec I’ADN. Par conséquent, ce groupement effectue un réseau de liaisons
hydrogéne indirectes par I’intermédiaire de molécules d’eau. Cette structure énergétiquement

favorable confére a cette molécule une trés grande affinité pour I’ADN (Miao et al., 2005).
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Figure 18 : Structures, angles formés par le DB911 et le DB921 et interactions a I’ADN.

a) Structure et ellipticité des composés DB911 et DB921. La courbure des molécules est
représentée en rose b) Représentation schématique des liaisons hydrogeéne directs et indirectes par
(par I’intermédiaire de molécules d’eau (W)) formées par I’interaction du composé DB921 et la
séquence d’ADN d(CGCGAATTCGCG), (Miao et al., 2005).

De maniére générale, les relations structure/affinit¢ de ces composés phényl-furane-
benzimidazoles ont permis d’établir plusieurs conclusions :
(1) Pour un grand nombre de substitutions, la reconnaissance des s€quences riches en paires de

bases AT semble constante.




(i1) Le développement de ces dérivés a fait évoluer les connaissances sur la reconnaissance
spécifique au niveau du petit sillon de ’ADN et a permis d’établir de nouvelles régles :

- Des composés dicationiques, comme le DB293, peuvent former des diméres pour
interagir sur des séquences contenant les paires de bases GC, ce qui d’un point de vue
énergétique paraissait défavorable.

- De plus, méme si I’angle formé par la molécule est primordial pour une bonne
reconnaissance des amidines terminales a 1’ADN, certaines molécules planes peuvent
interagir fortement avec I’ADN par 1’établissement de liaisons hydrogéne par 1’intermédiaire
de molécules d’eau.

Ces ¢tudes ont donc permis de développer des molécules (DB293) originales capables de
reconnaitre des sites qui contiennent les paires des bases GC et des composés qui, comme le

dérivé diphényl-furane DB75, reconnaissent des sites riches en paires de bases AT.

2. Activité biologique des composés DB

a) Activité antiparasitaire

Les pentamidines, comme le bérénil, sont classiquement utilisés dans le traitement des stades
précoces d’infections parasitaires comme Pneumocystis carinii (pneumocystose), Plasmodium
falciparum (paludisme), Trypanosoma brucei rhodesience (maladie du sommeil) ou encore
Giardia lamblia (giardiase) (Bouteille et al., 2003 ; Bray et al., 2003). Les composés DB,
analogues des pentamidines possédent une forte activité antiparasitaire (De Souza et al.,
2004). 11 existe une importante corrélation entre I’activité antiparasitaire des composés DB et
leur affinité pour les séquences riches en paires de bases AT de I’ADN.

Les molécules dicationiques pénétrent majoritairement dans le parasite par transport actif par
des transporteurs comme la P2 adénosine/aminopurine (Carter et al., 1995). La perte de
fonction de ce transporteur est impliquée dans des mécanismes de résistance a ces agents
(Matovu et al., 2003). Des expériences de microscopie de fluorescence montrent une
accumulation rapide des composés diamidines dans le kinétoplaste (Wilson et al., 2005). Cet
organite sert d’unique mitochondrie du microorganisme et joue un role crucial dans sa survie

(Figure 19a).



Appareil de Golgi

ADN maxicercle

ADN du kinétoplaste ADN minicercle

Noyau

kinétoplaste

Figure 19 : Parasite a kinétoplaste.

a) Schéma d’un parasite a kinétoplaste (www.itg.be/.../03 African_trypanosomiasisp4.htm). b)
Photographie de microscopie électronique montrant 1’enchevétrement des ADN maxicercles et
minicercles du kinétoplaste (www.bio.umass.edu/micro/faculty/klingbeil.html).

L’ADN du kinétoplaste est constitu¢é d’un réseau de centaines de molécules d’ADN
circulaires topologiquement liées de deux types (Figure 19b) : un petit nombre de maxicercles
de 23 kb de séquences homologues aux ADN mitochondriaux des eucaryotes et un grand
nombre de minicercles (1kb) de séquences hétérogeénes. Les maxicercles codent pour les ARN
ribosomiaux et pour les protéines mitochondriales nécessaires a la synthése d’énergie
(Simpson, 1987). Les minicercles codent pour des ARN guides (ARNg) indispensables a
I’édition des ARN messagers issus des maxicercles (Blanc et al., 2002). Les ADN minicercles
possédent de nombreuses régions non codantes riches en paires de bases AT qui induisent une
certaine topologiec a I’ADN. Les molécules dicationiques ciblent spécifiquement ces
séquences au niveau du petit sillon. L’interaction des composés DB sur ces ADN circulaires
modifie leurs caractéristiques topologiques. Ces contraintes vont bloquer 1’acces a certaines
protéines : topoisomérases, polymérases et nucléases, indispensables au maintien de I’organite
et a la survie du parasite (Chen et al., 1993 ; Beerman et al., 1992).

Le mécanisme d’action des dérivés dicationiques passe par la destruction du kinétoplaste qui
intervient apres 24 h de traitement. Une localisation secondaire du composé est observée dans
le noyau et dans des vésicules acides appelés acidocalcisomes, impliquées dans la

séquestration de molécules cationiques et phosphatées (Figure 20).
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Figure 20 : Microscopie de fluorescence du trypanosme b. brucei chez une souris infectée
apres injection de 7.5 umol/Kg de dérivé DB75.

Les différents organelles sont anotés comme suit : noyaux (%) kinétoplaste (») acidocalcisomes
(=»). On note une accumulation rapide du composé dans le kinétoplaste. Aprés 4H de traitement,
une fluorescence secondaire apparait dans les vésicules acides. L’intensité de fluorescence dans le
kinétoplaste disparait au bout de 24 h de traitement, ce qui correspond a la destruction du
kinétoplaste (figure tirée de Wilson et al., 2005).

Les dérivés pentamidines sont utilisés dans le traitement des stades précoces de la
parasitémie. Le DB289, prodrogue du DB75 est actuellement en essai clinique de phase 2
dans le traitement des a Pneumocystis carinii. Cette prodrogue posséde une bonne
biodisponibilit¢ due a I’apport de substituant O-méthoxyl sur les amidines terminales. Ces
substituants permettent de masquer les charges positives du DB75. Le DB289 est métabolisé¢
dans la cellule par les cytochromes P450 (permettant la O-deméthoxylation) et cytochromes

b5 (permettant une déhydroxylation réductrice) (Figure 21) (Wilson et al., 2005).
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Figure 21 : Métabolisme du DB289 dans la cellule.



b) Activité cellulaire

Des tests de cytotoxicité ont mis en évidence ’activité cytotoxique de certains composés DB
de type diphényl-furane sur des lignées cellulaires tumorales. Cette toxicité serait liée a leur
affinité pour les séquences riches en paires de bases AT de I’ADN (Neidle et al., 1997). Mais,
pour interagir avec I’ADN dans la cellule, les composés doivent traverser la membrane
cytoplasmique et pénétrer dans le noyau. L’étude de la distribution cellulaire des composés
DB a été effectuée par microscopies de fluorescence et confocale. Contrairement aux
lexitropsines, les dérivés DB possédent une fluorescence intrinséque avec une longueur
d’onde d’excitation située en général entre 360 et 380 nm pour une longueur d’onde
d’émission située entre 450 et 500 nm. Méme si le mécanisme par lequel ces molécules tres
hydrophiles pénétrent dans la cellule est encore mal connu, il a ét¢ mis en évidence une
accumulation rapide des dérivés DB dans la cellule, mais le mécanisme d’internalisation n’est
pas encore ¢lucidé. Un simple phénomeéne de diffusion est a exclure, il existe trés
certainement des transporteurs spécifiques comme chez le parasite pour le transport des
pentamidines (transporteur a adénosine P2) (de Koning et al., 2001). De plus, des transports
actifs permettent a certains composés de type polyamines (putrescine, spermidine, spermine)
de pénétrer dans la cellule (Satriano et al., 2001).

A T’inverse des polyamines, il est apparu que des regles précises gouvernaient la localisation
nucléaire ou cytoplasmique des composés DB. La distribution cellulaire des composés DB est
variable : (i) les composés DB purement nucléaires, (ii) les composés DB strictement
cytoplasmiques et (iii) les composés DB qui se localisent a la fois dans le noyau et dans le

cytoplasme (Figure 22).

Les groupements amidines terminaux sont ainsi des éléments cruciaux pour la distribution des
composés DB dans la cellule comme ils jouent aussi un role dans la reconnaissance de
séquence spécifique de I’ADN. En effet, dans la série diphényl-furanes, ’ajout de
groupements aromatiques sur ces amidines terminales confére une localisation cytoplasmique
(Figure 22a) a ces composés, a I’instar des composés DB569, DB613 et DB667 (Lansiaux et
al., 2002a).
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Figure 22 : Distribution intracellulaire de derives diphényl-furanes.

Influence des a) substituants et b) du nombre de charges portés par les amidines sur la distribution
des composés diphényl-furanes. A gauche : a) structure chimique des composés qui portent des
groupements amidines aromatiques ou non b) structure chimique des composés mono- (DB607),
di- (DB75) ou tétracationiques (DB182). A droite : Localisation intracellulaire des composés
visualisée en microscopie de fluorescence. Image de microscopie confocale (x63) sur cellules de
mélanome B16. En bleu : fluorescence intrinséque des composés DB. En vert : fluorescence du
DiOC6, marqueur cytoplasmique. Image de droite: supperposition (Lansiaux et al., 2002a;
2002b).

De plus, le nombre de charge porté par ces goupements influent aussi sur la distribution de ces
composés. Ainsi, les composés monocationiques (DB607) pénétrent moins efficacement dans
la cellule et possédent une localisation cytoplasmique. Quant aux composés polycationiques,
ils pénétrent efficacement dans la cellule et se localisent dans le noyau (Figure 22b) (Lansiaux
et al., 2002b).

La localisation nucléaire des dérivés DB est dépendante de leur affinité pour I’ADN. La pré-

incubation des cellules avec 1’agent intercalant daunomycine a mis en évidence une



délocalisation du dérivé DB75 dans le cytoplasme. En effet, la daunomycine interagit avec
I’ADN et empéche I’interaction du complexe DB75/ADN qui va alors se relocaliser dans le
cytoplasme (Figure 23). Le phénomene responsable de la localisation cytoplasmique de
certains dérivés DB est encore mal connu. Cependant des expériences de microscopie
confocale ont montré une co-localisation des dérivés DB cytoplasmiques avec des
fluorophores spécifiques de la mitochondrie. Il existe trés certainement une compétition entre
I’affinit¢ des composés DB pour I’ADN nucléaire et 1’électronégativité relative de la

mitochondrie.
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Figure 23 : Compétition entre la daunorubicine et le DB75.
Visualisation en microscopie de fluorescence de la compétition nucléaire entre le DB75 et la
daunorubicine sur lignées HT29 et B16 (d’apres Lansiaux et al., 2002 b).
Si, a ce jour, la fixation de ces molécules a ’ADN est relativement bien comprise et
documentée par des approches biochimiques, peu d’informations sont disponibles quant aux
effets de ces molécules sur la machinerie protéique nucléaire qui régule I’utilisation du
matériel génétique. Connaitre ces effets permettrait d’affiner la spécificité d’action de ces

molécules et de développer des molécules plus sélectives.



V. Modeles d’études et leur implication dans le cancer

Dés les années 1970 et la découverte des premiers oncogenes, les facteurs de transcription ont
¢été identifiés comme étant des pieces essentielles dans les processus de cancérogenese. Six
des premiers oncogenes décrits étaient des facteurs de transcription. Leur dysfonctionnement
est a I’origine de nombreuses pathologies. C’est notamment le cas de la protéine c-Myc
(cellular myelocytomatosis), dont la surexpression est retrouvée dans de nombreuses cellules
transformées (Cole et McMahon, 1999). Les facteurs de transcription Fos et Jun sont eux
aussi des oncogenes. Ils sont capables d’interagir en homodimere (Jun/Jun) et en hétérodimere
(Fos/Jun). La surexpression de ces protéines aboutit a une croissance cellulaire incontrolée
(Jonhson et Nakamura, 2007). Vu le nombre important de facteurs de transcription impliqués

dans de tels phénomeénes, seuls nos modeles d’études sont présentés par la suite.

A. HOxA9 et les leucémies

1. Les génes hox : organisation et fonction

a) Role dans le développement

Les génes hox (homeobox) sont treés conservés au cours de I’évolution et proviennent de la
multiplication d’un cluster ancestral (Duboule, 2007). Ces génes sont impliqués dans le
développement embryonnaire et dans I’identification des structures le long de 1’axe antéro-
postérieur de D’embryon (Daftary et Taylor, 2006). Cette fonction cruciale dans Ia
morphogenese de I’embryon est intimement liée a la répartition de ces geénes le long des
chromosomes. Ainsi, chez la drosophile les génes situés coté 3’- sont exprimés dans des
stades précoces du développement, alors que les geénes situés en 5’- sont exprimés dans des
phases tardives (Mlodzik et al., 1988). Ces geénes permettent le développement et la mise en
place de nombreux segments du corps de la drosophile. L’identité¢ des segments du corps est
déterminée par la combinaison de 1’expression des génes sox. Chez les vertébrés, ces clusters
montrent un arrangement spatial et temporel identique. Il existe au moins 39 protéines
appartenant a la famille Hox divisées chez I’homme en 4 clusters A, B, C et D respectivement
localisés sur les chromosomes 7, 17 12 et 2. Chaque cluster est composé de 9 a 11 genes
(Figure 24). Les genes qui portent un numéro identique dans les différents clusters sont
appelés geénes paralogues et sont exprimés en parallele. Chez ’homme, la perte de fonction
d’un geéne peut étre compensée par ces paralogues. De plus il existe une certaine redondance

fonctionnelle entre les génes adjacents d’un méme cluster. Cependant, une mutation double



ou triple de génes paralogues résulte en une transformation sévere. Ces redondances de
fonctions permettent une compensation entre les génes #ox et montrent leur importance dans
le développement. Les génes hox interviennent aussi dans la mise en place du systéme
reproductif (Hsieh-Li et al., 1995). 1l est assez difficile de déterminer le role de chaque
protéine Hox car elles interagissent souvent en combinaison, a des concentrations différentes
sur des séquences légérement différentes et avec des affinités pour I’ADN variables. Toutes

ces  caractéristiques composent le code Hox  (Pellerin et al, 1994).
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Figure 24: Représentation schématique de I’organisation génomique des clusters des génes

hox chez les mammiferes et paterne d’expression embryogénique.

Les geénes hox situés coté 3’- sont exprimés dans les régions antérieures de 1’axe du corps et les
genes situés en 5°- sont exprimés dans des régions plus postérieures. Les domaines colorés
représentent les limites d’expression des génes (tiré de Daftary et al., 2006).

b) Role des genes hox chez I’adulte

(1) Maintien de la plasticité

Chez I’adulte, I’expression des geénes hox fait encore 1’objet de multiples investigations. Ces
genes permettraient le maintien de la plasticité de certains tissus ou organes qui continuent

d’évoluer comme 1’appareil reproducteur féminin (Daftary et al., 2006).



(2) L’hématopoicse
Les génes hox jouent un role fondamental dans 1’hématopoiése. De nombreux geénes sox sont
exprimés dans les cellules hématopoiétiques (Figure 25). Les différents types cellulaires qui
constituent le systéme hématopoiétique subissent un renouvellement perpétuel. Les cellules
souches de la moelle osseuse se multiplient et se différencient pour donner les cellules
retrouvées dans le sang. Les génes hox présentent un profil d’expression important dans ce
systéme. Ils sont exprimés en fonction du type cellulaire. Ainsi, les cellules CD34+ expriment
les génes des clusters A et B, alors que les cellules CD34- n’expriment pas ces clusters.
(Sauvageau et al., 1994). Certaines protéines Hox se retrouvent uniquement dans un type
spécifique comme HoxC4 dans les lymphocytes. D’autres se retrouvent dans tous les types
cellulaires comme HoxC8, HoxB9 et HoxA7. Les génes appartenant au cluster D ne sont pas

exprimés dans les cellules hématopoiétiques.
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Figure 25 : Expression des genes hox dans les cellules hématopoiétiques.

Les clusters A, B et C contiennent tous les trois des protéines retrouvées dans les différents types
cellulaires hématopoiétiques, a I’inverse du cluster D. Chaque type cellulaire est représenté par les
symboles différents précisés en dessous (d’apreés Lawrence et Largman, 1992).

L’expression des génes sox n’est pas uniquement corrélée au type cellulaire mais aussi au
stade de différenciation des cellules sanguines. Une expression temporelle lice a la
topographie génomique est retrouvée. Ainsi, les génes situés du coté 3’ sont activés dans des
stades plus précoces du développement hématopoiétique que les geénes situés en 5°. Par
exemple, HoxB2 est exprimé dans les cellules pluripotentes progénitrices alors que HoxB7 ne
I’est pas (Lawrence ef al., 1992). 1l est assez difficile d’établir le role des protéines Hox dans

la différenciation des cellules hématopoiétiques normales & cause de leur faible taux



d’expression. Ceci est néanmoins possible pour certaines protéines, ainsi il a é&té montré que la
répression de HoxB6 permet la maturation des cellules érythroides (Mathews et al., 1991).
Certaines protéines Hox ont des effets antagonistes entre elles ou de manicre dépendante des
co-facteurs. Ainsi, HoxA 10 réprime I’expression du géne cybb codant pour la glycoprotéine
gp91™™* alors que HoxA9 D’active en collaboration avec Pbx (Pre-B cell leukemia homeobox)
ou la réprime en collaboration avec Meis-1 (Myeloid ecotropic viral integration site 1
homolog) dans des cellules différenciées. Le géne cybb (cytochrome b-245 beta polypeptide)
est un acteur important dans la différenciation des cellules myéloides. Le contrdle de ces
geénes par des protéines Hox témoigne de leur implication dans la myélogenése (Bei ef al.,
2005). La surexpression de la protéine HoxA9 est d’ailleurs associée a un phénomene

d’expansion des cellules progénitrices.

2. Reégulation de I’expression des génes hox

Chez I’embryon comme chez I’adulte, les génes hox sont régulés par de nombreuses
hormones qui agissent par I’intermédiaire de leurs récepteurs. Cette régulation est controlée
par les acides rétinoiques, les oestrogénes, la progestérone et la 1,25-
dihydroxychlolecalciferol (métabolite de la vitamine D).

Ainsi, la séquence RARE (reinoic acid receptor element), reconnue par les facteurs de
transcription RAR (reinoic acid receptor) et RXR (reinoic X receptor), activée par les acides
rétinoiques se retrouve dans la zone promotrice des genes hoxal, hoxbl et hoxb4 (Langston et
al., 1992 ; Marshall et al., 1994). La régulation de I’expression des geénes par les acides
rétinoiques reste toutefois limitée aux genes situés sur la partie 3> des chromosomes et donc
précocement exprimés dans I’embryogenése.

Les oestrogenes régulent ’expression de geénes situés coté 5° comme hoxa9, hoxal0 et
hoxall exprimés dans les domaines postérieurs de 1’axe du corps (Block et al.,2000).

La vitamine D permet la régulation de certains geénes via 1’élément de réponse VDRE
(Vitamine D Response Element) présent dans la zone promotrice de hoxal0 dans les cellules

hématopoiétiques et de ’endomeétre (Du et al., 2005).



3. L’homéodomaine

a) Structure et reconnaissance spécifique

Au niveau structural, toutes les protéines Hox possédent un domaine trés conservé de 183
paires de bases connu sous le nom d’homéobox. Cette région code pour un domaine de 61
acides aminés appelé¢ homéodomaine. Il adopte une structure HTH qui interagit avec la
séquence d’ADN minimale 5’-TANT-3". La troisi¢éme paire de bases est dépendante de la
protéine Hox (Laughon ef al., 1991). Des expériences de retard en gel ont mis en évidence
I’importance des bases flanquantes 3’- dans la reconnaissance du site consensus (Catron et al.,
1993). L’homéodomaine est composé de trois hélices a dont les hélices 2 et 3 composent le
motif HTH et d’un bras N-terminal. Des études de RMN (Otting et al, 1990) et de
cristallographie aux rayons X (Kissinger et al, 1990) montrent que la structure de
I’homéodomaine permet une bonne orientation de I’hélice de reconnaissance (hélice 3) dans
le grand sillon de I’ADN. Le bras amino-terminal interagit avec le petit sillon adjacent en
effectuant des liaisons hydrogéne avec les bases et les sucres (Figure 26). Parmi les protéines
Hox, la région la plus conservée de ’homéodomaine est I’hélice de reconnaissance. Pourtant,
les protéines Hox ne reconnaissent pas toutes des séquences identiques. L’¢lément
déterminant discriminant la reconnaissance entre les différentes protéines fut révélé par des
expériences d’empreintes & la DNasel couplées a des expériences d’interférence de
méthylation. La méthylation de I’adénine en position N3 modifie la base au niveau du petit
sillon de ’ADN, alors que la méthylation en N7 des guanines modifie la base au niveau du
grand sillon. Les méthylations au niveau du petit sillon de I’ADN inhibent I’interaction entre
la protéine a homéodomaine et ’ADN alors que les méthylations au niveau du grand sillon
(N7 de la guanine) n’empéchent pas I’interaction (Draganescu et al., 1995). L’orientation du
bras amino-terminal de I’homéodomaine est donc un acteur prépondérant dans la

reconnaissance spécifique des différentes protéines Hox avec I’ADN.
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Figure 26 : Interaction entre I’lhoméodomaine de Hoxa9 et I’ADN.
L’hélice de reconnaissance 3 du motif HTH interagit avec le grand sillon de la double hélice
d’ADN. Cette structure est stabilisée par la seconde hélice du motif HTH ainsi que par 1’hélice 1
de I’homéodomaine. Coté N-terminal de I’homéodomaine, le bras interagit avec le petit sillon de
I’ADN. (modélisation effectuée a partir du site: http://arapaho.nsuok.edu/~biology/Tutorials
/DNAbinding. htm).

L’homéodomaine et la formation d’hétérodimere

Comme les protéines Hox se lient a ’ADN avec une faible spécificité, il a trés vite été
proposé qu’elles agissaient avec des cofacteurs et que seuls les hétéro-dimeres seraient dotés
d’une reconnaissance suffisante pour rendre compte de leur fonction in vitro. Il est
aujourd’hui clairement démontré que les protéines Hox se lient a I’ADN de fagon coopérative
avec des cofacteurs de la famille TALE (three amino acid loop extension) (Chang et al.,
1995). Les protéines TALE possédent un homéodomaine particulier qui présente trois acides
aminés supplémentaires entre les résidus 23 et 24 de la boucle séparant les hélices 1 et 2. Ces
résidus permettent 1’interaction protéine/protéine avec les facteurs de transcription Hox.
Ainsi, le complexe HoxA9/Pbx se lie au site 5’-ATGATTTA-3" et possede une spécificité de
liaison accrue comparé au monomere Hox.

La protéine HoxA9 reconnait la protéine Pbx1 par un hexapeptide situé du c6té N-terminal de
I’homéodomaine. Ce dernier aussi appelé PIM (Pbx Interaction Motif) posséde une structure
en coude P capable d’interagir avec une poche appelée Hexapeptide Binding Pocket (HBP) de
la protéine Pbx (Chang ef al., 1995 ; LaRonde-LeBlanc et al., 2003). Cette poche est formée
par trois acides aminés situés entre 1’hélice 1 et 2 de la protéine Pbx (constituée des acides

aminés 23a, sérine 23b et asparagine 23c¢) et de la partie C-terminale de I’hélice 3 (Figure 27).
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Figure 27 : Structure du complexe ternaire HoxA9/PBX/ADN sur la séquence
ATGATTTA.

a) Les deux protéines a homéodomaine HoxA9 et Pbx1 interagissent ensemble pour reconnaitre la
séquence ATGATTTAcgac. b) Les interactions entre I’hexapeptide de HoxA9 (en vert) et la poche
HBP de Pbx1 (en bleu) mettent en jeu des liaisons faibles (d’aprés LaRonde-Leblanc ef al., 2003).

Les protéines paralogues Hox9 a 13 ont la capacité de former des dimeres avec les protéines
Meis qui appartiennent aussi a la famille TALE. Cependant, ’interaction entre HoxA9 et
Meisl ne fait pas intervenir le domaine PIM de la protéine HoxA9. Des expériences de
mutagenése ont mis en évidence que I’interaction entre HoxA9 et les protéines Meis ne fait
pas intervenir ’homéodomaine. Les contacts entre les deux protéines s’effectuent via des
interactions entre la partie N-terminale de la protéine HoxA9 et la région C-terminale de

I’homéodomaine des protéines Meis (Shen ef al., 1999).

4. Réle dans laleucémogenese

Le facteur de transcription HoxA9 joue un rdle central dans différents types de leucémies
comme les leucémies aigués myéloides (LAM), les leucémies aigu€s lymphoides-T (LAL-T),
les syndromes myélodysplasiques (SMD). C’est pour cela qu’il représente une cible
antitumorale trés intéressante. Sa surexpression est souvent retrouvée chez les patients en
échec thérapeutique et elle est corrélée a un mauvais pronostique (Golub et al., 1999). Le role
précis du facteur de transcription HoxA9 dans la leucémogenese n’est pas clairement défini.

Ceci est notamment dii aux phénomenes de compensation de fonctions qui existent entre les



différentes protéines de la famille Hox. Ainsi, la modulation de I’expression d’une de ces
protéines peut passer inapercue par 1’activation ou la surexpression d’autres membres de la
famille Hox. La multiplication des modéles d’étude engendre parfois des résultats et des
conclusions différentes voir opposées.

Le facteur de transcription HoxA9 est normalement exprimé dans les stades intermédiaires et
assez tardifs de la différenciation en cellules myé¢loides (Daftary et al., 2006). HoxA9 est
exprimé dans les cellules CD34+ et il est sous-exprimé pendant la différenciation des autres
types cellulaires.

Pour déterminer le role de HoxA9 dans la leucémogenése, de nombreuses études in vitro et in
vivo sont fréquemment menées. Dans la plupart des cas, la protéine HoxA9 seule ou avec ses
cofacteurs est surexprimée dans différents types cellulaires. Par la suite, différents types
d’études ont été mises en ceuvre : 1) I’identification des génes cibles de HoxA9 seul ou avec
ses cofacteurs a été étudiée par des approches de microarrays ; ii) le potentiel de HoxA9 a
immortaliser et/ou a permettre la prolifération des cellules a été évalué par des tests
clonogéniques ; iii) le potentiel leucémogene de HoxA9 a été¢ déterminé par implantation de
ces cellules chez la souris. Cependant, la diversité des modeles cellulaires induit parfois des

résultats aux conclusions divergentes.

a) Le monomere HoxA9

Des études de microarrays sur lignées myéloides (U937), érythroides (K562) et lymphoides
(Jurkat) dans lesquelles la protéine HoxA9 a été surexprimée par transfection, montrent des
profils d’expression qui présentent des changements plus importants dans les cellules
my¢loides par rapport aux cellules lymphoides (Dorsam et al., 2004). Ce résultat suggere que
les effets de HoxA9 dépendent du contexte cellulaire. Ainsi, la surexpression de HoxA9 dans
les cellules myéloides réprime I’expression d’anti-oncogeénes comme jun-b ou lyn alors
qu’elle permet la surexpression d’oncogenes comme c-myb et des membres de la famille
ras (eps8 et raplB). La surexpression de ces génes permet la transformation de cellules en
culture (Lipsick et al., 1999 ; Altschuler et al., 1998). D’autres protéines cibles de HoxA9
sont associées a la leucémogenése comme HoxB2 et Pim1.

De nombreuses études montrent que la surexpression de HoxA9 induit des LAM apres une
longue période de latence. La protéine HoxA9 est capable de bloquer la différenciation des
cellules progénitrices murines en culture stimulées au GM-CSF (granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor) ; par contre, ces mémes cellules ne proliférent pas en présence de

SCF (stem cell factor) et se différencient en neutrophiles quand le GM-CSF est remplacé par



du G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor) (Calvo et al., 2000). Cette méme étude a
été réalisée avec le cofacteur Meis-1 (Calvo et al., 2001). Tandis que Meis-1 seul est
incapable d’induire des leucémies sous 1’action des cytokines, HoxA9 et Meis-1 sont capables
de supprimer la différenciation de ces cellules induite par le G-CSF et permettent la
prolifération des cellules en culture avec du SCF. La régulation des phénomeénes de
différenciation et de prolifération induite par HoxA9 est donc cytokine-dépendante.

Cependant, les mécanismes responsables de ces phénoménes sont encore mal connus.
b) HoxAO9 et ses cofacteurs

(1) Meis-1

Meis-1 est un cofacteur de HoxA9 dans I’induction rapide de leucémies. Le caractere
leucémogéne reste en grande partie tributaire de HoxA9 puisque des cellules progénitrices de
moelle osseuse transformées par Meis-1 seule n’induisent pas de LAM apres réimplantation
chez la souris. Les cellules transformées avec HoxA9 seul, sont capables d’induire des LAM
au bout de 185 +/-17 jours alors que les progéniteurs transformés avec HoxA9 et Meis-1
induisent des LAM dés 54 +/-9 jours (Thorsteinsdottir ez al., 2001 ; Kroon et al., 1998). Meis-
1 est alors considéré comme un « accélérateur de leucémogénese ».

Les génes HoxA9 et Meis-1 seraient en partie responsables du caractére leucémogene des
protéines MLL (mixed-lineage leukemia). Le géne MLL (11g23) est impliqué dans de
nombreuses translocations et perd sa partie régulatrice carboxy-terminale, ce qui lui confére
son activité transformante. Des embryons de souris qui sont déficients en protéine MLL ne
sont pas viables et présentent un défaut d’expression des génes hox qui se traduit par des
aberrations dans I’identité des segments du corps (Yu et al., 1995). Ces protéines chimeres
sont retrouvées dans certains cas de leucémies myéloides mais surtout dans les lymphoides
(Armstrong et al., 2001). Les leucémies qui présentent cette translocation possédent un
mauvais pronostique car les thérapies classiquement utilisées dans le traitement des leucémies
lymphoides s’avérent peu efficaces. Des expériences utilisant un geéne inductible MLL
montrent la surexpression de HoxA9 et de Meis-1. Le caractére transformant de MLL serait
en partie dii a la surexpression de ces deux geénes par action directe sur le promoteur. Les
cellules différenciées (c-Kit-, Grl+ et Macl+) qui surexpriment les protéines HoxA9 et Meis-
1 ont la capacité de se dédifférencier (c-Kit+, Grl- et Macl-) (Zeisig et al., 2004). Dans ce
modele MLL, la surexpression du récepteur tyrosine kinase Flt3 (fins-like tyrosine receptor-3)

a aussi été montrée. Le groupe de Wang a d’ailleurs proposé que 1’acquisition du caractére



leucémogéne de HoxA9 et Meis-1 passerait par la surexpression de la protéine Flt3 (Wang et
al., 2005), protéine intervenant dans I’expansion des cellules leucémiques (Griffin et al.,
2004). Cette hypothése a été contredite récemment par le groupe de Lavau, qui a montré que
des souris Flt3-/- qui sur-expriment les protéines HoxA9 et Meis-1 gardent un caractére
leucémogéne identique aux souris Flt3-/+ (Morgado et al., 2007).

Les mécanismes qui gouvernent 1’effet synergique des facteurs de transcription HoxA9 et

Meis1 dans la leucémogenése restent cependant mal connus.

(2) Pbx

Certains membres de la famille Pbx agissent aussi comme cofacteur de HoxA9 et Meis1 dans
la cancérogenése. Ainsi, des mutations de HoxA9 sur le site d’interaction du cofacteur Pbx2
diminuent le potentiel oncogénique de HoxA9/Meisla dans des progéniteurs myéloides
(Schnabel et al., 2000).

La localisation nucléaire de Pbx est régulée par les protéines la famille Meis (Berthelsen et
al., 1999) telles que Meis-11 et PREP1. Bien que PREPI posséde une certaine homologie
avec Meis-1, elle n’interagit pas avec HoxA9 mais garde la capacité de relocaliser Pbx dans le
noyau. La co-expression de PREP1 et HoxA9 ne transforme pas plus rapidement des cellules
de moelle osseuse de souris par rapport aux cellules qui surexpriment HoxA9 seul

(Thorsteinsdottir et al., 2001).

¢) La translocation t(7;11) et la protéine Nup98/HoxA9

La protéine de fusion Nup98/HoxA9 a été¢ identifiée en 1996 dans les leucémies myéloides.
Elle implique la translocation t(7;11)(p15;p15) (Nakamura et al., 1996) et est présente de
fagon rare mais récurrente dans les LAM et les SMD (syndromes my¢élo-prolifératif). Le géne
Nup98, localisé en position 11pl5, code pour une nucléoporine de 98 kDa. Elle est un
constituant des pores nucléaires qui régulent le trafic nucléo-cytoplasmique des ARNSs et des
protéines. Nup98/HoxA9 est une protéine chimere composée du domaine amino-terminal de
Nup98, conservant le domaine d’interaction protéine-protéine au niveau du pore nucléaire
fusionné au domaine carboxy-terminal de HoxA9 contenant son domaine d’interaction a
I’ADN.

Le mode d’action de la protéine chimérique semble complexe. Différentes hypothéses existent
quant au caractére leucémogéne de cette translocation. Il pourrait s’agir d’une simple
augmentation de I’expression de HoxA9 dont la fonction resterait inchangée. La protéine

chimére pourrait aussi réguler négativement la fixation de la protéine HoxA9. Un role



spécifique de Nup98 peut étre envisagé, d’autant qu’un autre géne codant pour une
nucléoporine (Nup214) a déja été impliqué dans les fusions de génes au cours de la
leucémogenese (t(6 ;9)(p23;q34)) (Kraemer et al., 1994). D’autre part, la présence d’une
protéine chimére peut rendre compte d’une localisation aberrante d’une protéine a
homéodomaine dans le pore nucléaire, ce qui pourrait interférer avec la fonction normale de
Nup98. Ceci serait susceptible d’aboutir a des anomalies de répartition intracellulaire de
certaines protéines. Par ailleurs, la cassure du chromosome 7 qui a lieu lors de la translocation
t(7;11) prive les génes HoxA10, HoxA11 et HoxA13 de séquences de régulation en particulier
d’un élément de réponse RARE qui pourrait avoir des répercussions dans la leucémie
(Soulier, 1996).

La portion amino-terminale de HoxA9 tronquée lors de la translocation contient un site de
répression de la transcription. Cependant, cette seule délétion ne permet pas d’expliquer le
caractére leucémogene de Nup/98HoxA9 (Kroon et al., 2001). Il existe deux cassures
possibles au niveau du géne de la nucléoporine Nup98 au niveau d’un site qui contient des
répétitions FG (Phe-Gly). Ce site est indispensable pour le contact des protéines qui subissent
le transport nucléo-cytoplasmique méme si sa fonction précise n’est pas définie. Des
mutations sur ce site au niveau de la protéine chimére ont mis en évidence 1’'importance de ces
sites dans I’activation de la transcription (Kasper et al., 1999). Cette région répétée a la
capacité d’interagir avec la protéine CBP qui recrute p300, co-activateur de la transcription
(Chapitre II).

La capacité de Nup98/HoxA9 a induire des SMD pouvant aboutir a des LAM a été souvent
décrite (Kroon et al., 2001 ; Calvo et al., 2002 ; Ghannam et al., 2004 ; Takeda et al., 2006 ).
Ainsi, dans les cellules souches hématopoiétiques, 1’expression de Nup98/HoxA9 entraine un
SMD qui évolue en LAM chez la souris apreés une période de latence de quatre mois. Cette
période peut étre accélérée par la co-expression de Meis1. On sait pourtant que Meis-1 se lie a
HoxA9 par son domaine amino-terminal absent dans la protéine de fusion. Le phénomeéne
impliquant Meis-1 est encore mal connu. La comparaison entre les cellules souches
hématopoiétiques exprimant Nup98/HoxA9 ou HoxA9 seul suggere que I’effet prolifératif est
supérieur pour les cellules Nup98/HoxA9, mais la capacité a induire des LAM est supérieure
pour les cellules exprimant HoxA9. Ce résultat suggére que les caractéres prolifératifs et
transformants sont indépendants.

Des expériences de co-transfection entre Nup98/HoxA9 et BCR/ABL ont mis en évidence
une synergie entre ces deux protéines pour induire des LAM chez la souris. Sept a 9 jours sont

suffisants pour induire une LAM chez les souris exprimant les deux protéines, alors que la



protéine Nup98/HoxA9 seule induit une LAM au bout de 52+/-4 jours et que BCR/ABL seul
est incapable d’induire une LAM, mais induit un SMD de cellules matures (Mayotte et al.,
2002). BCR/ABL (Breakpoint cluster region/Abelson) serait impliqué dans la prolifération et
la survie sans affecter la différenciation alors que Nup98/HoxA9 conférerait des avantages de
croissance hématopoiétique mais surtout bloquerait en premier lieu la différenciation (Dash et
al., 2001). Le remplacement de BCR/ABL par une autre protéine chimeére impliquant une

tyrosine kinase comme TEL/PDGFBR montre les mémes effets.

5. Régulation de la protéine HoxA9

a) Le TGFp (transforming growth factor )

Méme si tous les mécanismes de régulation de la protéine HoxA9 sont loin d’étre connus,
certains mécanismes ont ¢€té décrits. Le TGFP régule de nombreuses fonctions durant
I’hématopoiese incluant la différenciation, la prolifération et I’apoptose. Il a été montré que
I’activation de Smad4 par le TGFP inhibe la capacité transformante de HoxA9. Smad4
interagit directement avec 1’homéodomaine de HoxA9 ou de Nup98/HoxA9 et bloque
I’activité de liaison a ’ADN. La protéine HoxA9 comme d’autres protéines Hox permet le
maintien des cellules souches hématopoiétiques dans un état non différenci¢ (Wang et al.,

2006).

b) Les phosphorylations
HoxA9 possede différents sites de phosphorylation. Dans [’homéodomaine, il existe un site
STRK contenant la sérine 204 spécifiquement phosphorylable par la protéine kinase C (PKC).
La phosphorylation de ce site empéche la fixation de HoxA9 a ’ADN. Ainsi, les cellules
immortalisées avec HoxA9 et traitées au TPA (12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate,
activateur de D’activité tyrosine kinase de la PKC) sont capables de se différencier. Au
contraire, une inhibition de [D’activité kinase par le bisindolylmaleamide 1 (inhibiteur
spécifique de la PKC) empéche la différenciation des cellules préalablement traitées au TPA

(Vijapurkar et al., 2004).

¢) Localisation subcellulaire de HoxA9

Des expériences de western blot sur extrait nucléaire de cellules hématopoiétiques immatures
montrent une augmentation rapide du taux de HoxA9 dans le noyau apres traitement par la

TPO (thrombopoiétine) alors que le niveau global d’expression de HoxA9 reste identique. La



TPO active I’expression de Meis-1 et donc la formation du complexe HoxA9/Meisl. Des
mutations sur le site d’interaction de Meis-1 sur la protéine HoxA9 montrent que ce site est
crucial pour la localisation nucléaire de HoxA9. Il a été montré que Meis-1 bloque le signal
NES (nuclear export signal) de Pbx chez la drosophile. Les génes Hox contiennent deux
signaux de localisation nucléaire (NLS) et des signaux NES qui peuvent étre inhibés par
phosphorylation (Maizel et al., 1999). Meis-1 pourrait aussi réprimer ce signal en

interagissant avec HoxA9 (Kirito et al., 2004).

d) Epissage alternatif de HoxA9

Les genes hox sont connus pour produire des transcrits alternatifs codant pour différentes
isoformes dont le rdle physiologique est mal connu (Popovic et al., 2007). L’épissage
alternatif de HoxA9 peut aboutir a la protéine HoxA9T qui ne posséde pas d’homéodomaine.
Cette protéine tronquée est présente dans de nombreuses especes comme chez 1’homme, la
poule et la souris. HoxA9T garde la capacité d’interagir avec le facteur de transcription CBP,
activateur de transcription (Dintilhac et al., 2004). Il pourrait donc exister une compétition
entre HoxA9 et HoxA9T dans le recrutement de CBP comme protéine co-activatrice de la
transcription. Cette protéine pourrait étre un moyen de contrdle de I’activité de HoxA9 par la

compétition dans le recrutement de la protéine CBP.

B. Les facteurs de transcription a POU domaine

Le nom de POU domaine dérive des initiales des trois premiers facteurs de transcription
découverts possédant cette structure : Pit-1 (Bodner et al., 1988), Oct-1 (Muller et al., 1988)
et Unc-86 (Finney et al., 1990). Cette région bipartite unique est composée de deux motifs
HTH indépendants liés par un linker peu conservé. Ces motifs sont appelés POU
homéodomaine (POUy) et POU spécifique (POUs). Les génes qui codent pour les facteurs de
transcription & POU domaine sont répartis sur des chromosomes différents et ne sont pas

organisés sous forme de cluster comme c’est le cas pour les génes hox (Xia et al., 1993).



1. Classification et fonctions

Ces genes possédent des fonctions importantes dans le développement et la différenciation
cellulaire. A TI’heure actuelle, 15 membres de cette famille ont ét¢ découverts chez les
mammiferes. [Is se classent en six sous-familles basées sur I’homologie de séquence du POU
domaine. La classe I (Pit-1) intervient chez les mammiféres dans la genese et le maintien de
trois types cellulaires endocrines différents dans la glande pituitaire antérieure (Li et al.,
1990). Pit-1 est responsable de I’expression des génes de la prolactine (PRL), de ’hormone de
croissance (GH, pour Growth Hormone) et de ’hormone stimulant la thyroide (TSHf, pour
thyroid-stimulating hormone) (Bodner et al., 1988 ; Ingraham et al., 1988 ; Steinfelder et al.,
1991). Ces genes interviennent dans le développement et le maintien des cellules
somatotropes, lactotropes et thyrotropes dans la glande pituitaire. Oct-1 (octamer) et Oct-2
appartiennent a la classe II et possédent un role dans le développement neuroendocrinien
(Andersen et al., 1993). La classe III est représentée par les facteurs de transcription Brn-1, -2
et —4 (Brain) . Brn-2 intervient dans la formation du noyau hypothalamique et de la glande
pituitaire postérieure (Nakai et al., 1995 ; Schonemann et al., 1995). Les autres membres de la
sous-famille sont importants pour le fonctionnement neuroendocrinien et le développement.
Les membres du groupe IV comme Brn-3 sont importants pour le développement sensoriel,
mais ne sont pas impliqués dans le systéme neuroendocrinien (Mc Evilly et al., 1996). Les
membres de la classe V comme Oct-3 et 4 sont exprimés dans les cellules souches
embryonnaires et dans les phases précoces de la neurogenese (Nichols et al., 1998). Le facteur
de transcription Brn-5, membre de la classe VI, est fortement exprimé dans la région
hypothalamique (Andersen et al., 1993) alors que RPF-1, autre membre de la sous-famille,
est exprimé dans la rétine et dans diverses populations de neurones au sien de 1I’hypothalamus

dorsal (Zhou et al., 1996).

2. Le POU domaine: structure et fonctions

Parmi les facteurs de transcription, les protéines a POU domaine sont uniques de par la
présence d’éléments structurellement indépendants POUy et POUs. Ces régions fonctionnent
de fagon coopérative, ce qui confére aux facteurs de transcription a POU domaine une
étonnante flexibilité. Ce principe est démontré par I’interaction de Oct-1 sur différents sites
consensus et notamment 1’octamére 5°- ATGCAAAT pour lequel le domaine POUs reconnait

le site ATGC et la région POUy le site AAAT (Figure 28). L’orientation et I’espacement entre



ces deux domaines peut varier et I’habilité des protéines 8 POU domaine a reconnaitre un site
consensus dépend en partie de la taille et de la flexibilité du linker qui sépare les deux motifs
HTH (Li et al., 1993). La diversité des sites reconnus par les facteurs de transcription 8 POU
domaine dépend aussi de la flexibilité importante des liaisons établies entre I’ADN et I’hélice
de reconnaissance. Cette flexibilité est plus importante que celle retrouvée chez les protéines a
homéo-domaines (Cleary et al., 1995). Le facteur de transcription Pit-1 reconnait de multiples
sites retrouvés sur des régions promotrices de génes exprimés dans la glande pituitaire comme
le promoteur codant pour la prolactine (Bodner ef al., 1988) ou encore son propre promoteur
qu’il auto-régule (Mc Cormick et al., 1990). Les sites reconnus par Pit-1 sont variables et
peuvent étre du type 5°-ATGA/T ATA(A/T)(A/T)(A/T) retrouvés dans de nombreuses
régions promotrices qu’il régule. Pit-1 peut interagir sous forme de monomere, d’homodimere

ou d’hétérodimére, notamment avec Oct-1 (Voss ef al., 1991).

Octamere Promoteur ICP4 Promoteur ICPO

—_—

GTATGCAAATAAGG GGCGGTAATGAGATAC 'CATG TAATGAGATTC
CATACGTTTATTCC CCGCCATTACTCTATG G:I'ACGATTACTCTAAG

~

Figure 28 : Flexibilité dans la reconnaissance sur différents sites consensus par les

facteurs de transcription a POU domaine : exemple de Oct-1.

Le facteur de transcription Oct-1 est capable de reconnaitre différents promoteurs grace a la
grande flexibilité de reconnaissance du POU domaine. Les fléches représentent 1’orientation des
domaines POUy et POUs. Les pointillés montrent la seconde orientation possible de Oct-1 sur la
séquence promotrice ICPO (Phillips et al., 2000).

Au niveau fonctionnel, certaines caractéristiques sont communes aux protéines a POU
domaine (Andersen et Rosenfeld, 2001). Ainsi, les membres d’une méme sous-classe tendent
a reconnaitre des sites consensus de séquences tres homologues. De méme, des membres de
classes différentes peuvent reconnaitre des séquences identiques avec la méme affinité. De
plus, toutes les protéines a POU domaine reconnaissent, avec des affinités différentes,
I’octamere 5°’-ATGCAAAT initialement identifi¢ comme séquence cible de Oct-1. Le site
reconnu sur I’ADN est primordial a la fixation, il détermine le mode d’interaction (monomere,
homo ou hétérodimere) et le recrutement des protéines associées au facteur de transcription.

Ainsi, I’interaction entre Oct-1 et OCA-B sur le sitt TATGARAT inhibe la transcription alors



que l’interaction entre Oct-2 et OCA-B sur ce méme site ’active. Les séquences qui
juxtaposent le site consensus jouent elles aussi un role dans la reconnaissance spécifique du
facteur de transcription.

La structure du POU domaine des protéines Pit-1 et Oct-1 a ét¢ mise en évidence par
cristallographie et RMN. Les similarités de structure permettent d’établir des bases quant a
I’interaction des protéines a POU domaine et I’ADN. Ainsi, le domaine POUg est composé de
74 & 82 résidus alors que le domaine POUy contient 60 acides aminés. La taille du linker est
trés variable (entre 15 et 56 résidus) ce qui confere a la protéine une plus ou moins grande
flexibilité d’interaction a I’ADN (Jacobson et al., 1997). Individuellement, les deux domaines
HTH peuvent interagir avec I’ADN avec une faible affinité (Verrijzer et al., 1990). Pour avoir
une interaction de forte affinité, il est indispensable que chacun des deux domaines se lie a
I’ADN. Le domaine POUs présente quatre hélices a alors que le domaine POUy est constitué
de trois hélices. Pour ces deux régions, le motif HTH est composé par les hélices 2 et 3, avec
I’hélice 3 comme hélice de reconnaissance (Figure 29) (Klemm et Pabo, 1996). Les deux
domaines HTH n’effectuent aucune liaison entre eux, ce qui participe a augmenter la

flexibilité de la protéine.

Figure 29 : Structure du POU domaine lié a I’ADN.

Interactions entre les hélices de reconnaissance de POUg (a) ou POUy (b) et ’ADN. La
reconnaissance s’effectue via des liaisons hydrogéne et électrostatiques entre certains résidus des
hélices alpha et I’ADN. Les hélices de reconnaissance sont positionnées dans le grand sillon. ¢)
Structure tridimensionnelle de Pit-1 et de Oct-1 sur le site octamére. Pour Pit-1 et Oct-1, le
domaine POUy est orienté de fagon similaire (en violet) alors que les domaines POUg (en violet
pour Pit-1 et en orange pour Oct-1) sont orientés sur les cotés opposés de I’ADN (Jacobson ef al.,
1997).



Les protéines a POU domaine modulent la transcription en interagissant avec d’autres
protéines. Ces interactions protéine/protéine s‘effectuent via le POU domaine. Le mode
d’interaction entre les deux partenaires dépend du facteur de transcription 8 POU domaine et
de la protéine reconnue.

L’activation de la transcription s’effectue par des contacts entre les régions C-terminales ou
N-terminales du POU domaine et des co-activateurs ou co-répresseurs de la transcription. Ces
séquences amino- et carboxy-terminales sont trés variables entre les différentes protéines
POU (Tanaka et Herr, 1990). Le facteur de transcription Pit-1 peut étre associé au complexe

protéique CBP/p300 par son domaine POUy afin d’activer la transcription (Xu et al., 1998).

3. Implication dans le cancer

Dans la plupart des cas, les facteurs de transcription a POU domaine jouent un role
prépondérant dans la différenciation cellulaire. Les dérégulations de I’expression de certains

de ces facteurs de transcription sont impliquées dans des phénomenes de tumorogenese.

a) Le facteur de transcription Pit-1

I1 existe une controverse concernant le role de Pit-1 dans les tumeurs pituitaires. Une étude
effectuée sur quinze tumeurs de la glande pituitaire a montré une expression normale du
facteur de transcription Pit-1 et des génes qu’il module (Pellegrini et al., 1994), alors que des
¢tudes menées auparavant avaient révélé qu’une surexpression de Pit-1 pouvait étre retrouvée
dans ces types de tumeurs (Delhasse et al., 1993 ; Asa et al., 1993). De plus, I’utilisation
d’oligonucléotides anti-sens de Pit-1 avait mis en évidence, non seulement un arrét de la
transcription des genes cibles GH et PRL, mais aussi I’inhibition de la prolifération des
cellules somatotrophes et lactotrophes. Cette inhibition a ét¢é montrée par des études
d’incorporation de thymidine [*H] (Castrillo ez al., 1991).

Il a aussi été montré que Pit-1 est exprimé dans d’autres tissus et types cellulaires comme
dans le placenta (Bamberger et al., 1995), certaines cellules leucémiques (HL-60 et Raji)
(Delhasse et al., 1993) et méme dans les glandes mammaires (Gil-Puig et al., 2002). La
protéine Pit-1 est surexprimée dans les cancers du sein ou elle pourrait avoir un réle dans les
processus de cancérisation. Des expériences de transfection de la protéine Pit-1 dans des
cellules MCF-7 (cancer du sein) montrent une augmentation de la prolifération dose-
dépendante (Gil-Puig et al., 2005). L’augmentation de la prolifération serait donc due a la

surexpression de Pit-1 et non I’inverse. De plus, ’augmentation de 1’expression de GH dans



les glandes mammaires est associée a des désordres prolifératifs incluant le carcinome invasif
ductal. Pour la prolactine, il a été rapporté qu’au moins 44% des patientes atteintes d’un
cancer du sein possedent une hyper-prolactinémie durant certains stades du développement de

la maladie (Holtkamp et al., 1984).

b) Les facteurs de transcription Brn-3

La sous famille IV est constituée de trois protéines Brn-3a, Brn-3b et Brn-3c aussi appelées
Pou4fl, Poudf2 et Poudf3. Ces facteurs de transcription sont codés par trois génes différents.
L’implication de Brn-3a et Brn3-b dans les processus de cancérogenese de tissus ou ces

protéines sont normalement peu exprimées est bien établie.

(1) La protéine Brn-3a

La protéine Brn-3a voit son expression augmentée d’un facteur 300 dans les cancers du col de
I’utérus de type 3 (CIN3 cervical intra-epithelial neoplasia) ou elle active notamment
I’expression des protéines transformantes E6 et E7 du papilloma virus de type 16 humain
(HPV-16) (Ndisang et al., 1998 ; Schiffman et al., 1993). L’utilisation d’ARN anti-sens a
permis de mettre en évidence le réle de Brn-3a dans I’expression du HPV : une diminution du
taux de Brn-3a est corrélée a une diminution de I’expression de HPV (Ndisang et al., 1999).
La diminution du taux d’expression de Brn-3a réduit la capacité des cellules SiHa (cellules du
cancer du col de I’utérus) a former des tumeurs chez la souris et montre une diminution de
I’expression de la protéine HPV E6 et de I’oncogene cellulaire Bel-2 (Ndisang et al., 2001).

Le facteur de transcription Brn-3a est aussi fortement exprimé dans les sarcomes d’Ewing et
dans les tumeurs neuro-épithéliales. Il a été proposé que Brn-3a jouerait un rdle dans ces
pathologies, tout comme dans les tumeurs neuroendocrines ou Brn-3a pourrait exercer un role
oncogénique. Dans ces tumeurs, un taux ¢levé en protéine Brn-3a présage d’un mauvais

pronostique (Leblond-Francillard et al., 1997).

(2) La protéine Brn-3b
Le facteur de transcription Brn-3b joue un rdle clef dans la croissance et la prolifération
cellulaire des cancers du sein (Dennis et al., 2001). La surexpression de Brn-3b dans des
lignées de cancer du sein permet d’inhiber 1I’expression de la protéine anti-oncogéne BRCA-1
(Breast cancer 1) (Budhram-Mahadeo et al., 1999). De plus, des expériences de microarrays

ont montré que cette surexpression active I’expression de la protéine CDK4 (Cyclin-



dependant Kinases). Cette protéine est importante dans la régulation de la croissance
cellulaire (Samady et al., 2004).

Brn3-b posseéde aussi un role significatif dans la croissance et la prolifération des cellules de
neuroblastome in vitro et in vivo. Des tests de croissance cellulaire montrent une
augmentation d’un facteur 5 de la croissance des cellules de neuroblastomes ou le facteur de
transcription Brn-3b est surexprimé. Ainsi, l’injection chez la souris de cellules de
neuroblastome surexprimant Brn-3b permet une augmentation rapide du volume tumoral par
rapport a des cellules ne sur-exprimant pas la protéine (Irshad et al., 2004). De plus, des tests

d’invasivité suggerent que Brn-3b contribue au potentiel invasif de ces cellules.

C. Les facteurs de transcription de la famille Ets

La premicre protéine identifiée possédant un domaine ETS provient du virus E26 (avian
erythroblastosis virus) et porte le nom de v-ets (E Twenty-six). Basé sur ’homologie de
séquence du domaine d’interaction avec I’ADN, de nombreuses protéines Ets ont été
identifiées dans de nombreux organismes. Chez I’homme, on en dénombre actuellement 27
(Sharrocks, 2001). Ces protéines sont impliquées dans de nombreux processus au cours du
développement mais aussi chez 1’adulte. La dérégulation des protéines Ets par une expression
inappropriée ou une fusion avec une autre protéine peut entrainer des processus de

cancérogenese.

1. Structure des facteurs de transcription ETS

Les membres de la famille ETS sont divisés en sous-familles en fonction de leur élément de
reconnaissance a I’ADN. La plupart d’entre eux ont leur domaine Ets du c6té C-terminal,
cependant certains comme la sous famille des TCF (Ternary Complex Factor) posseédent leur
domaine Ets du c6té N-terminal. En plus de ce domaine, certains facteurs possédent en N-
terminal un autre domaine trés conservé appelé PNT (pointed) de type HLH permettant les

interactions protéines-protéines (Figure 30a).
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Figure 30 : Membres de la famille ETS et interaction a I’ADN.

a) Structure schématique des membres de la famille ETS. Chaque protéine contient un site Ets (en
vert). Le domaine HLH correspond au site PNT (en bleu). AD , domaine d’activation ; ID,
domaine d’auto-inhibition ; RD, domaine de répression (Oikawa et al., 2002). b) Organisation
structurale de I’interaction entre la protéine Fli-1 et I’ADN. La plupart des contacts avec I’ADN
s’effectue via les résidus de I’hélice 3, R355 et Y356 de ’aile formée entre les feuillets 3 et 4 et
K327 et M330 situés sur le tour du motif HTH (Liang et al., 1994). c) Interaction entre deux
protéines TEL par leur domaine HLH. Les résidus basiques (en rouge) effectuent des liaisons
électrostatiques avec les résidus acides (en bleu) portés par 1’une des hélices a de la seconde
protéine. Des liaisons hydrophobes entre les hélices (résidus en vert) stabilisent également cette
interaction (Kim et al.,2001).

a) Le domaine Ets

Le domaine Ets d’interaction a 1’ADN est constitué de 85 acides aminés et reconnait la
séquence minimale GGA(A/T) appelée EBS (Ets Binding Sequence) (Seth et Watson, 2005).

Les protéines ETS interagissent avec I’ADN via un motif HTH modifi¢ appelé winged helix-



turn-helix. Ce domaine est englobé dans une structure composée de trois hélices a et quatre
feuillets B (Kodandapani et al., 1996) organisés de la fagon suivante : al-f1-p2-02-03-B3-p4.
Les hélices 2 et 3 composent le motif HTH avec I’hélice a3 comme hélice de reconnaissance.
La plupart des contacts entre I’ADN et la protéine ont lieu au niveau de 1’hélice a3, au niveau
de « I’aile » formée entre les feuillets B3 et 4 et aussi avec le tour situ¢ entre les hélices a2 et 3
(Figure 30b). Deux résidus arginine trés conservés de 1’hélice a3 établissent des liaisons
spécifiques avec les deux guanines du site EBS. Les sites réellement reconnus par les
différentes protéines ETS dépendent des séquences flanquantes du site minimal GGA(A/T).
L’interaction entre les protéines ETS et le site consensus est également facilitée par
I’interaction avec d’autres facteurs de transcription comme AP-1 pour le promoteur du geéne

de la métalloprotéinase 1 (mmp-1).

b) Le domaine PNT

Le second domaine conservé retrouvé chez les protéines ETS est le domaine PNT. Cette
région composée de 65 a 85 résidus est retrouvée dans 11 des 27 protéines ETS humaines, elle
permet ’interaction protéine-protéine et 1’oligomérisation. Des analyses structurales ont
montré que cette région présente une architecture unique composée d’un motif HLH englobé
dans cinq hélices a. Ce motif est capable d’interagir avec d’autres protéines possédant un

motif similaire (Figure 30c) (Kim et al., 2001).

2. Fonctions des protéines ETS

Les protéines ETS possédent des fonctions trés variées et sont impliquées dans différents

processus biologiques (Sharrocks et al., 2001).

a) Fonctions cellulaires

Des ¢études in vitro ont permis d’identifier divers roles des protéines ETS. Par exemple, les
facteurs de transcription appartenant a la sous-famille TCF sont généralement impliqués dans
la régulation de la prolifération en réponse a I’activation de la voie ERK (Extracellular
Signal-regulated Kinases) (Treisman et al., 1994). D’autres protéines ETS, comme Ets-1 et
Ets-2 interviennent dans 1’apoptose avec un rdle pro- ou anti-apoptotique. Leur réle dans ce
processus est souvent défini par le partenaire protéique (Oikawa et Yamada, 2003). Ets-1 peut
notamment former un complexe stable dans les cellules souches embryonnaires avec p53,

CBP/p300 et I’ADN pour induire 1’apoptose (Xu et al., 2002). Le facteur de transcription Ets-



1 est aussi impliqué dans des phénomeénes de sénescence par activation du géne p16 qui induit

un blocage du cycle cellulaire et permet 1’entrée des cellules en sénescence.

b) Différenciation cellulaire

Un des roles les plus connus des protéines ETS est celui de la régulation de 1’hématopoicse.
Ainsi, Ets-1 possede un role central dans la survie des cellules T et pour la production des
cellules NK (Natural Killer) (Bories et al., 1995 ; Muthusamy et al., 1995). La protéine PU.1
intervient dans la différenciation des cellules lymphoides et my¢éloides. Ainsi, une délétion sur
le géne pu.l aboutit a une réduction du nombre des cellules progénitrices lymphoides et
my¢loides (Scott et al., 1997). La décision d’induire la différenciation des cellules myéloides
et lymphoides semble dépendre du niveau d’expression de PU.1. Un taux élevé de cette
protéine induit la différenciation des cellules en macrophages, alors qu’un faible taux se

traduit par une différenciation en cellules B (DeKoeter et Singh, 2000).

Ces exemples de fonctions dans la différenciation des cellules hématopoiétiques montrent la
complexité et le role crois¢ des facteurs de transcription. Ainsi, comme nous ’avons vu
précédemment, la surexpression de la protéine HoxA9 permet de maintenir les cellules
progénitrices dans un état non différencié. La différenciation est quant a elle dépendante

d’autres facteurs de transcription comme certains facteurs de la famille ETS.

c¢) L’angiogenese et la vascularisation

Certaines protéines ETS sont mises en jeu dans I’angiogenése et la vascularisation (Leliévre et
al., 2001). L’expression de nombreux membres de la protéine ETS, comme Ets-1, Erg (Ets
related gene) et Fli-1 (friend leukemia integration 1) corréle avec I’existence de phénomeénes
angiogéniques normaux et pathologiques (Mattot et al., 1999). Des embryons de souris ayant
des mutations sur le géne codant pour la protéine Fli-1 présentent des hémorragies au niveau
du cerveau et dans le tube neural indiquant des défauts possibles dans I’aorte dorsale
(Spiropoulous et al., 2000). L’expression d’autres protéines ETS, comme Net, Erg et Ets-1,
dans des cellules endothéliales indique un roéle important de ces derniéres dans la
vascularisation et I’angiogenese. Des souris invalidées pour la protéine Net possédent un

systéme lymphatique défectueux (Ayadi et al., 2001).



Enfin, les protéines ETS posseédent bien d’autres fonctions notamment dans la connexion
entre les neurones sensoriels et moteurs (Lin et al., 1998), les souris déficientes en protéine

ERS8I1 présentent un deficit dans ces connexions.

3. Régulation des protéines ETS

L’activité transcriptionnelle des facteurs de transcription ETS peut étre modulée a de
multiples niveaux. Cette activité est dépendante des interactions avec d’autres facteurs de

transcription et des modifications post-transcriptionnelles (Seth et al., 2005).

a) Régulation par interactions protéines-protéines

La régulation des facteurs de transcription ETS est dépendante de la combinaison de multiples
facteurs de transcription. De nombreux facteurs de transcription ont leurs séquences
consensus accolées au site EBS (Li et Watson, 2000). Ainsi, de manicre contexte-dépendant,
I’interaction des protéines ETS avec d’autres facteurs de transcription augmente ’affinité de
ces protéines pour I’ADN et résulte en une synergie d’activation ou de répression de la
transcription. Une coopérativité a ét€ montrée entre certaines protéines ETS et le complexe
AP-1 pour activer la transcription de nombreux geénes comme MMP1 (matrix
metalloprotéase-1) (Imler et al., 1988). D’autres interactions impliquent les protéines SRF et
Elk-1 qui forment un complexe ternaire avec le motif SRE présent dans la zone promotrice de

nombreux geénes comme ceux de c-fos ou erg-1 (Buchwalter et al., 2004).
b) Régulation post-transcriptionnelle

(1) La phosphorylation
La fonction des protéines ETS est régulée par phosphorylation. Ces modifications ont des
effets sur I’interaction avec I’ADN, sur les interactions protéine/protéine, sur l’activité
transcriptionnelle et sur la localisation cellulaire de ces protéines (Yordy et Muise-
Helmericks, 2000). Un des pré-requis a I’induction du cancer est la dérégulation des voies de
signalisation induisant une activité constitutive de certaines protéines. Erk, JNK (c-Jun N-
terminal kinase) et la p38 MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) sont des composantes
des cascades de phosphorylation. Les protéines Erk sont activées en réponse a un signal
mitogeéne alors que les protéines JNK et p38/SAPK (Strees Activated Protein Kinase)
répondent a un stress (Rubinfeld et Seger, 2005). Les facteurs de transcription ETS sont des

substrats de ces voies de signalisation, la phosphorylation d’un site adjacent au site PNT de



Ets-1 ou Ets-2 augmente leur activité transcriptionnelle sans pour autant modifier leur
interaction a I’ADN. La phosphorylation calcium-dépendante de Ets-1 sur un site adjacent au
domaine d’interaction a I’ADN inhibe I’interaction entre la protéine et la double hélice (Pufall
et al., 2005). Par opposition a Ets-1, la phosphorylation de la protéine TEL (Translocation Ets
leukemia) par la voie MAP kinase résulte en une exportation de la protéine en dehors du
noyau et diminue I’affinité de la protéine pour I’ADN (Hanson et al., 2007). Ces processus de

phosphorylation sont réversibles et controlés par des phosphatases.

(2) L’acétylation
En plus des phosphorylations, les protéines ETS peuvent étre régulées par acétylation. Ainsi,
I’acétylation de la protéine ER81 augmente sa capacité d’interaction a I’ADN et par la méme
occasion son activité transcriptionnelle (Goel et Janknecht, 2003). Il a ét¢ montré que le
facteur de transcription Etsl peut étre acétylé en réponse a une stimulation au TGFp
(Czuwara-Ladykowska et al., 2002). Cette acétylation pourrait jouer des réles multiples
comme augmenter la stabilité de la protéine, augmenter les interactions avec d’autres facteurs
de transcription, moduler les interactions avec I’ADN, modifier la sélectivité de séquences ou

encore intervenir dans la localisation de la protéine.

(3) La sumoylation

La sumoylation altére la fonction de nombreuses protéines incluant des membres de la famille
ETS. Elle peut affecter la stabilité, I’activité et la localisation des protéines (Zhao et al.,2007).
Par exemple, la sumoylation de Elk-1 facilite le recrutement de 1’histone désacétylase-2
(HDAC-2). Ce recrutement permet de diminuer le niveau d’acétylation des histones ce qui a
pour conséquence d’altérer la structure de la chromatine. Comme précédemment décrit, cette
déacétylation des histones résulte en une compaction de la chromatine et induit une répression
des genes cibles de la protéine Elk-1 (Yang et Sharrocks, 2004). Cet effet peut étre annihilé
par la phosphorylation de Elk-1 par les MAP kinases. Par opposition, la sumoylation de la
protéine TEL inhibe la répression de certains génes cibles du facteur de transcription par

séquestration de la protéine dans le cytoplasme (Chakrabarti et al., 1999).

(4) L’auto-inhibition
De nombreux membres de la famille ETS présentent une auto-inhibition de leur fixation a

I’ADN. La délétion de résidus situés dans la région centrale et du c6té carboxy-terminal de la

protéine Ets-1 permet d’augmenter de 10 a 20 fois ’activité de liaison a I’ADN de la protéine.



Ce résultat suggére que les séquences qui juxtaposent le domaine Ets sont impliquées dans
I’auto-inhibition (Lim et al., 1992). Cette auto-inhibition est renforcée par la phosphorylation
de Ets-1 par la voie signalétique calcium-dépendante mais non par la voie des MAP kinases.
I1 est possible que cette interaction intramoléculaire entre les régions inhibitrices déstabilise
les interactions ADN/protéines par blocage stérique (Jonsen et al., 1996). Les groupements
phosphates, chargés négativement effectuent des interactions ¢électrostatiques avec les
modules d’inhibition de Ets-1 (Cowley et Graves, 2000).

L’auto-inhibition peut aussi étre annihilée par des interactions avec d’autres protéines. Ainsi,
I’activation mutuelle de Ets-1 et AML1/RUNXI par interaction de leurs domaines d’auto-
inhibition a pu étre observée dans des cellules leucémiques murines (Goetz et al., 2000). Cet
effet est observé avec d’autres membres de la famille ETS comme avec la protéine PEA3

(polyoma enhancer activator 3) (Greenall et al., 2001).

4. Implication dans la cancérogenése

Dés la fin des années 1980, I’implication des génes ets dans les processus de cancérisation
avait déja été démontrée. Ainsi, la surexpression des protéines Ets-1 dans des fibroblastes
avait permis la mise en évidence du caracteére transformant de ces facteurs de transcription
(Seth et al., 1989). D’autres phénoménes comme 1’amplification, les mutations ou les

translocations touchent ces protéines et sont impliqués dans la cancérogeneése.
a) Modifications géniques de ETS

(1) Amplification et surexpression des protéines ETS

Différentes modifications géniques des protéines ETS sont observées dans le cancer. Dans
certains cas de LAM, les génes Ets-1 et Fli-1 sont amplifiés. Des amplifications du géne Ets-2
ont aussi été démontrées chez des patients atteints de leucémies aigu€s non lymphoblastiques.
Dans les chromosomes 6, 21 et 18 (Santoro et al., 1992). La protéine Erg est surexprimée
dans certains cas de LAM et de LLA-T (Baldus et al., 2004) et elle est associée a un mauvais

pronostic (Marcucci et al., 2007).

(2) Les mutations

De multiples points de mutations sur le facteur de transcription PU.1 ont été identifiés chez

les patients atteints de LAM. La plupart de ces mutations étant localisées sur le domaine



d’interaction a ’ADN. Ces événements génétiques ont pour conséquence de diminuer la
capacité de régulation de I’expression de certains génes cibles et de moduler les interactions

entre ce facteur de transcription et d’autres protéines (Mueller ez al., 2002).

(3) Les translocations

Le cancer implique des aberrations chromosomiques dont les translocations. Les membres de
la famille ETS sont impliqués dans ces phénomeénes, les exemples les plus connus étant ceux
qui impliquent la protéine TEL. Le facteur de transcription TEL (Translocation Ets Leukemia)
comme son nom I’indique est impliqué dans de nombreuses translocations retrouvées dans les
leucémies. A I’origine, cette protéine a été identifiée dans des leucémies myélomonocytaires
chroniques présentant la translocation t(5,12)(q33 ;p13) partenaire de fusion du récepteur
PDGF B (Golub et al., 1994). Cette protéine est réarrangée dans d’autres types de leucémie
comme les LAM, les SMD ou encore les LAL. L’un ou I’autre des domaines PNT et/ou Ets
sont impliqués dans plus de 20 translocations différentes observées dans les leucémies
humaines et plus rarement dans les tumeurs solides (Mavrothalassitis et Ghysdael, 2000). Les
protéines de fusions impliquant le domaine PNT aboutissent souvent en une oligomérisation
nécessaire pour activer de facon constitutive des protéines kinases comme le récepteur
PDGFR- ou encore JAK2. Ces activations permettent la transformation cellulaire. Alors que
la plupart des protéines de fusion impliquant le domaine Ets résultent en une régulation
aberrante de 1’expression des genes cibles (Seth et al., 2005). Il existe cependant d’autres

translocations qui impliquent d’autres protéines ETS.

b) Expression des genes Ets et cancers

I1 existe une corrélation entre le niveau d’expression des genes Ets et la progression tumorale
rencontrée dans certaines tumeurs solides. La surexpression de certains génes Ets est associée
avec les stades précoces des cancers du pancréas et du foie (Ito et al., 2002). Des expériences
d’immunohistochimie ont mis en évidence la surexpression de Fli-1 et Elf-1 dans les
adénocarcinomes prostatiques (Gavrilov et al., 2001). Dans le cancer du colon, certaines
protéines ETS sont retrouvées avec des taux é€levés et correlent avec des stades avancés.
Ainsi, dans les tissus sains du colon et dans les polypes hyperplasiques on ne retrouve pas les
genes Ets-1 et Ets-2 alors que leur surexpression est retrouvée dans les grades avancés. La
protéine PEA3 est surexprimée dans les cancers du sein invasifs. Sa surexpression est li¢e a
I’augmentation de I’expression du récepteur tyrosine kinase HER2/NEU dont le role dans ce

type de cancer est bien établi (Benz et al., 1997). Les protéines ETS sont impliquées dans de



nombreux autres cas de cancer comme les cancers de la prostate, du sein, de 1’ovaire, des

tumeurs d’Ewing (Seth et al., 2005).

¢) Role de la famille ETS dans l'invasion et |’angiogenése

Les protéines ETS régulent I’expression de geénes qui codent pour des enzymes capables de
dégrader la matrice extracellulaire comme les MMP (Westermarck et Ké&hari, 1999)
importantes pour I’invasion tumorale. Trois protéines ETS structurellement distinctes Ets-1,
Fli-1 et PU.1 permettent I’augmentation de I’expression de la protéine MMP-1 (Gavrilov et
al., 2001). De manicre similaire, 1I’expression de Ets-1 et Ets-2 potentialise 1’activation des
promoteurs des genes uPA et MMP-9 en réponse au signal EGF (Epidermal Growth Factor)
(Watabe et al., 1998).

Les protéines Ets-1, Erg et Fli-1 sont aussi impliquées dans les phénoménes d’angiogeneése.
La protéine Ets-1 notamment, est capable d’induire I’expression du récepteur au VEGF,

indispensable a la mise en place de la néovascularisation (Plate ef al., 1993).



OBJECTIFS



Ainsi, le ciblage de la liaison a ’ADN de facteurs de transcription impliqués dans les
phénomenes de tumorigenese permettrait d’en moduler son activité et représente une nouvelle
stratégie qui tend a inhiber spécifiquement 1’activité de certains genes. Les composés DB,
nouvelle classe de molécules capable de cibler spécifiquement I’ADN, entrent dans cette

stratégie.

Il existe déja des familles de molécules capables d’inhiber I’interaction ADN/Facteurs de
transcription comme les polyamines capables de reconnaitre des séquences spécifiques ou
encore 1’ecteinascidine (ET743) pour laquelle des travaux récents ont montré son implication
dans le controle de la transcription. En effet, cet alkylant du petit sillon de ’ADN inhibe la
fixation du facteur de transcription NF-Y sur les séquences promotrices du géne mdr. Ces
exemples argumentent 1’approche moléculaire envisagée et la nature des cibles retenues

comme ¢éléments pertinents de la réponse antitumorale recherchée.

Comme nous venons de le voir, si les régles qui régissent les interactions entre les composés
DB et ’ADN sont assez bien connues et argumentées, il reste encore 1) a trouver de nouvelles
molécules capables de reconnaitre des séquences d’ADN spécifiques et 2) a caractériser
leur(s) capacité(s) a moduler la liaison des facteurs de transcription puisque cette propriété n’a

pas encore ¢été ¢lucidée pour cette famille de molécules.

Le premier objectif de ce travail est de découvrir de nouveaux dérivés DB capables de
reconnaitre I’ADN de maniére spécifique sur des sites originaux et variés. Nous
commencerons par ¢tudier la sélectivité d’interaction et 1’affinit¢ pour ’ADN de ces
nouveaux composés de la famille des diphényl-furanes et des phényl-furane-benzimidazoles
substitués sur le corps polycyclique qui pourraient reconnaitre des sites riches en paires de
bases AT et ATGA, voire d’autres sites originaux et spécifiques. Les conséquences cellulaires
en termes de distribution et de cytotoxicité de ces composés seront alors évaluées. En plus de
la découverte de nouvelles molécules capables de cibler spécifiquement I’ADN, ces données
permettront de compléter les relations de structure/sélectivité, structure/affinité et

structure/activité cellulaire de ces composés.

Dans le second objectif de ce travail, les différentes molécules sélectionnées pourront alors
étre évaluées en terme de capacité a moduler la liaison de certains facteurs de transcription a

I’ADN. Le but de cette partie du travail est d’établir un modele de régulation des génes par les



composés DB. Pour cela, nous utiliserons deux stratégies : 1) dans un premier temps, une
¢tude de la modulation de la fixation a I’ADN d’un large panel de 54 facteurs de transcription
par les composés DB sera réalisée. Pour cela, nous optimiserons et validerons les conditions
d’utilisation des membranes Transignal/Protein/DNA array. Pour les facteurs de transcription
dont la liaison a I’ADN sera modulée par un ou plusieurs composés DB, le mode d’interaction
entre le composé et le site consensus du complexe ADN/facteur de transcription sera ¢lucidé ;
et 2) dans un second temps, un ciblage d’un facteur de transcription associ¢ de maniére
privilégiée a un cancer donné et se liant au méme type de séquence que les composés DB
comme le complexe de transcription PBX/HoxA9 sera alors réalisé. Enfin, les conséquences
cellulaires de I’inhibition de la protéine HoxA9 seront évaluées en termes de cytotoxicité, de
survie et de prolifération cellulaire sur des modeles cellulaires qui expriment ou non la

protéine HoxA9.

Dans ce travail, nous espérons établir les premicres bases moléculaires de I’interaction de
composés DB avec un ou plusieurs complexes ADN/facteur de transcription qui permettront
peut étre de sélectionner de nouvelles molécules « ciblées» pour leur développement

préclinique en oncologie.



RESULTATS



. Nouveaux dérivés DB et sélectivité de reconnaissance
de ’ADN

Cette premiere partie de 1’étude a pour objectif de découvrir de nouveaux composés DB
sélectifs dans leur reconnaissance a ’ADN et d’en étudier pour certains les conséquences
cellulaires. Dans un premier temps, nous nous sommes proposés €valué¢ le role du corps
polycyclique de nouveaux composés DB (Figure 31) dans la reconnaissance et I’affinité de
ces molécules pour les séquences riches en paires de bases AT et le site particulier ATGA.
Pour cela, nous avons décidé d’orienter notre étude sur des composés du type diphényl-furane
et phényl-furane-benzimidazole. Ces modifications portent i) sur les cycles phényles, sur le
cycle furane ou sur la position des amidines terminales pour les composés diphényl-furanes
(Figure 31a); ii) sur le cycle phényle, le cycle furane ou le cycle benzimidazole pour les
composés du type phényl-furane-benzimidazole (Figure 31b). Ces nouvelles données
permettront d’affiner les régles qui régissent 1’interaction entre les composés diphényl-furanes
ou phényl-furane-benzimidazoles et I’ADN. Dans un second temps, nous avons analysé les
interactions moléculaires de nouvelles classes de composés DB ou assimilés potentiellement
capables de reconnaitre des nouvelles séquences nucléotidiques. Dans un troisiéme temps,

nous avons étudié les conséquences cellulaires pour certains composés.

A. Nouveaux composes : Modifications du corps polycyclique

1. Les composés diphényl-furanes

a) Sélectivité de séquence

Pour déterminer la spécificit¢ de reconnaissance de ces composés DB a I’ADN, des tests
d’empreinte a la DNase I ont été réalisés. Dans le cas présent, les dérivés DB diphényl-
furanes ont été incubés a des concentrations croissantes avec un fragment d’ADN de 265 pb
marqué en position 3’ contenant des séquences riches en paires de bases AT (rectangles bleus)
ainsi que deux sites spécifiques ATGA consécutifs (rectangles rouges) séparés par deux

cytosines (Figure 32a).
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Figure 31 : Structures des composés du type diphényl- furane et phényl-furane-

benzimidazole.

a) Composés du type diphényl-furane dérivés du DB75. b) Composés du type phényl-furane-

benzimidazole dérivés du DB293.




L’analyse du gel (Figure 32a) met en évidence la présence de 2 profils distincts :

Un premier, semblable a celui observé pour le DB75, ou I’on observe une protection
importante de la digestion sur le site situé¢ entre les paires de bases 70 a 80 (p 70-80). Il faut
noter que pour des concentrations fortes (de I’ordre de SuM) en DB351 et DB544, le profil
observé est proche de celui du « G-track ». Ce profil révéle une action sur les guanines
induisant un site abasique labile au sein du fragment d’ADN. Le second profil, notamment
observé pour le DB936, montre un effacement des bandes sur ’ensemble de la piste qui

correspond a une fixation non spécifique de la molécule.

L’ analyse densitométrique du gel (Figure 32b) permet de comparer des molécules capables
d’interagir spécifiquement avec les sites riches en paires de bases AT (DB484) ou non
(DB555) en utilisant le DB75 comme molécule de référence. Les composés qui se lient a
I’ADN de maniere spécifique présentent un clivage différentiel négatif sur la zone de fixation

correspondant a une protection du clivage par rapport au contrdle.

L’ensemble de ces résultats montre donc qu’il existe 2 sous-familles de composés :

e Les composés pour lesquels on observe une protection du clivage sur les sites AATT (p
73-79) et 5’-ATTA (p 92-95). Les molécules DB351, DB484, DB544, DB1017 induisent
ce type d’empreinte et sont donc capables d’interagir de fagon spécifique avec les
séquences riches en paires de bases AT de I’ADN comme le composé de référence DB75.

e La seconde classe de composés se lie avec une tres faible spécificité aux sites riches en
paires de bases AT, avec des empreintes trés peu marquées comme le composé DB555.
Ces molécules sont classées parmi les composés qui interagissent de fagon non spécifique

avec I’ADN, c’est le cas des DB936, DB555.
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Figure 32 : Empreinte a la DNase | des composés diphényl-furanes.

a) Empreintes a la DNase I des composés du type diphényl-furane. Un fragment d’ADN de 265
pb, obtenu par digestion EcoR I-Pvu II du plasmide pBS marqué en 3°, est incubé ou non pendant
15 min a TA avec une gamme de dérivés DB (en pM) puis digéré par la DNase I. Les controles
(Ctl) ne contiennent pas de composés. Les lignes « G-track » identifient les guanines du fragment
d’ADN. b) Analyses densitométriques comparatives des DB75/DB484 ou DB75/DB555. Les
points situés au dessous de zéro correspondent aux sites de reconnaissance des composés DB
protégés de la digestion. Les rectangles bleus représentent les s€quences riches en paires de bases
AT et les rectangles rouges les sites ATGA.



b) Affinité relative des composés pour I’ADN

Pour déterminer ’affinité relative de ces composés pour I’ADN, des tests spectroscopiques
ont été réalisés sur différents types d’ADN afin de déterminer les variations de température de
fusion. Puisque les tests d’empreinte a la DNase I ont permis de sélectionner des molécules
capables d’interagir spécifiquement sur des sites riches en paires de bases AT, un fragment
d’ADN riche en paires de bases AT (poly(dAdT), a été sélectionné pour déterminer I’affinité
relative de ces composés pour ces sites (Figure 33a). Dans un second temps, nous avons
déterminé les conséquences de la perte du site riche en paires de bases AT sur ’affinité de la
molécule. Pour cela, nous avons utilisé un premier oligonucléotide de référence contenant le
sitt TTAATTT retrouvé dans le fragment de 265 pb (oligonucléotide AT), puis nous avons
utilis¢ un second oligonucléotide TTGGTTT ou le site riche en paires de bases AT est muté

(oligonucléotide ATm) (Figure 33b).

Les mesures de variation des températures de fusion effectuées sur le fragment poly (dAdT),

montrent qu’aucune des molécules testées n’interagit plus fortement avec I’ADN que le

composé¢ de référence DB75. Ces résultats démontrent qu’il existe deux familles de

cOmposes :

e la premi¢re famille possede une forte affinit¢ pour ’ADN (DB75, DB351, DB544,
DB484) avec des variations de température de fusion (A7m) supérieures a 20°C

e la seconde famille posseéde une affinité plus faible pour ’ADN (DB1017, DB555 et
DB936).

Ces résultats correlent avec les tests d’empreintes a la DNase I car, a ’exception du DB1017,
les molécules qui se lient de manicre spécifique aux sites riches en paires de bases AT
possédent une meilleure affinité relative pour le poly (dAdT), que les composés non
spécifiques.

Les composés DB75, DB351, DB544 et DB484 montrent une affinité relative élevée pour
I’ADN avec des A7m d’environ 10°C. Cette affinité relative est moindre pour les composés

non spécifiques.
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Figure 33 : Diagrammes représentant les variations de Tm des dérivés diphényl-furanes.

complexe

Variation de la température de fusion (ATm = Tm — Tm M%) induite par les composés DB
sur différents fragments d’ADN. a) Mesures de ATm effectuées sur un fragment poly (dAdT),.
Pour cette étude, 20 uM de poly (dAdT), sont incubés avec 1,5 uM de composé DB ; b) Mesures
de ATm effectuées sur les oligonucléotides AT (en bleu) et ATm (en vert) a une concentration de
1 uM incubés avec 2 uM de dérivés de la famille du DB75.

L’utilisation de [D’oligonucléotide AT wvalide les résultats obtenus précédemment.
L’oligonucléotide ATm entraine une diminution de la température de fusion pour la plupart
des composés DB. Néanmoins, de maniere prévisible, on remarque que les composés DB qui
interagissent spécifiquement avec I’ADN sont plus affectés que les composés qui interagissent
de fagon non spécifique. Ainsi, on observe une diminution du ATm de 1’ordre de 1,5°C pour
les composés non spécifiques, alors que pour les composés qui se lient aux sites riches en
paires de bases AT, la diminution moyenne est de 4,1°C. On remarque que le DB359 présente

un ATm de 6,6°C identique pour les deux oligonucléotides utilisés.

Une différence de variation de température de fusion de I’ADN observée entre les
oligonucléotides AT et ATm conforte la spécificité de reconnaissance des sites riches en

paires de bases AT par les composés concernés.



¢) Relations structure/sélectivité et structure/affinité

Les composés DB351, DB544 et DB484 dont le cycle furane est respectivement substitué par
un cycle thioféne, oxazole et diméthyl-furane garde une forte affinité pour les séquences
riches en paires de bases AT. Ces modifications sont les seules qui permettent de garder une

forte affinité pour I’ADN et une bonne sélectivité¢ de séquences.

Les modifications apportées sur les deux cycles phényles DB936 et DB1017 (méthyle ou
fluor) diminuent 1’affinité de la molécule pour ’ADN. En ce qui concerne la spécificité, il est
¢tonnant de remarquer que le DB936 perd sa spécificité¢ de fixation a I’ADN alors que le

DB1017 di-fluoré garde sa spécificité de reconnaissance.

L’angle formé par toute molécule joue un réle important dans leur interaction avec I’ADN. Il
a déja été montré que ’angle formé par les DB555 et DB359 est préjudiciable en termes
d’interaction et de spécificité pour I’ADN (Nguyen et al., 2001). Le DB359 posséde ses deux
fonctions amidines terminales en position méta, alors que le DB75 posséde ses deux
substituants en position para, et le DB555 posséde un groupement en méta et un groupement
en position para. Le DB75 interagit au niveau du petit sillon de ’ADN de fagon spécifique
aux sites riches en paires de bases AT. Le DB555 interagit quant-a lui faiblement au niveau
du petit sillon et interagit par intercalation de fagon non spécifique a ’ADN. Le DB359 se
fixe a ’ADN uniquement par intercalation. Les résultats obtenus dans cette étude valident
donc notre hypothése car on observe une corrélation forte ente I’affinité des composés pour
les sites riches en paires de bases AT de I’ADN et leur spécificité de reconnaissance. Ainsi, le
composé intercalant DB359 est insensible a la modification de la séquence de
I’oligonucléotide ; le DB555, qui posseéde une faible capacité de se fixer a I’ADN au niveau
des séquences riches en paires de bases AT du petit sillon voit son ATm diminuer faiblement ;
et le DB75 qui interagit fortement au niveau du petit sillon de ’ADN voit son ATm diminuer
fortement. On remarque que la valeur de ATm du DB75 sur I’oligonucléotide ATm est
identique a celui du DB359. Il a ét¢ montré que le composé DB75 posséde lui aussi la
capacité de s’intercaler sur les séquences riches en paires de bases GC avec une faible affinité

pour I’ADN en I’absence de séquences riches en paires de bases AT.



1. Les composés phényl-furane-benzimidazoles

a) Sélectivité d’interaction
Comme pour la série des composés de la famille des diphényl-furanes, des tests d’empreintes

a la DNase I ont été¢ réalisés pour rechercher la sélectivit¢ de séquence des différents

composés phényl-furane-benzimidazoles.

Pour ces composés, une troisieme catégorie de molécules apparait (Figure 34a) pour
lesquelles on observe une protection au niveau des sites ATGACCATGA (rectangles rouges)
en plus de la protection sur les sites riches en paires de bases AT (rectangles bleus), comme

pour le DB293.

L’ analyse densitométrique du gel (Figure 34b) permet de comparer des molécules capables
d’interagir spécifiquement avec les sites riches en paires de bases AT et les séquences ATGA
(DB915) avec seulement les séquences riches en paires de bases AT (DB818) en utilisant le

DB293 comme molécule de référence.

L’ensemble de ces résultats révele effectivement trois types de composés du type phényl-

furane-benzimidazole :

e les composés pour lesquels sont identifi€s trois sites de protections majeurs 5’-AATT (p
73 a 79); (5°-ATTA) (p 92 a 95) et 5’-ATGACCATGA (p 95 a 104). Les composés
DB940, DB989, DB915, DB928, DB850 et DB995 reconnaissent donc les séquences
riches en paires de bases AT et les sites ATGA.

e les composés pour lesquels on observe une protection du clivage sur les sites 5°-
AATTAAA (p 73 a 79) et 5-ATTA (p 92 a 95). Ces molécules reconnaissent
spécifiquement les séquences riches en paires de bases AT. C’est le cas des composés
DB992, DB818, DB990, DB927, DB1012 et DB875.

e les composés DB1001, DB828 et DB756 qui se lient a I’ADN de fagon non spécifique et

pour lesquels la courbe de clivage différentiel reste aux alentours de 0.
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Figure 34 : Empreinte a la DNase | des composés phényl-furane-benzimidazoles.

a) Empreintes a la DNase I des composés du type phényl-furane-benzimidazole. Un fragment
d’ADN de 265 pb, obtenu par digestion EcoR I-Pvu II du plasmide pBS marqué en 3’, est incubé
ou non pendant 15 min a TA avec une gamme de dérivés DB (en uM) puis digéré par la DNase 1.
b) Analyse densitométrique des cinq dérivés DB293, DB915, DB818, DB927 et DB990. Les
rectangles bleus représentent les séquences riches en paires de bases AT et les rectangles rouges
les sites ATGA.




b) Affinité relative des composés pour I’ADN

Pour déterminer ’affinité relative pour ’ADN des composés précédemment testés, des
expériences de dénaturation thermique de I’ADN ont ¢été réalisés. L’analyse des tests
d’empreinte a la DNase I a permis de sélectionner en plus de 1’oligonucléotide AT,
I’oligonucléotide ATGA : ACAGCTATGACCATGATTACGCC. Cette séquence du
plasmide pBS située entre les paires de bases 88 et 110 est particulierement intéressante car
elle contient a la fois le site 5’-ATGA et le site riche en paires de bases AT (5’-ATTA)
(Figure 35a et b).

La comparaison des tests de variations de la température de fusion réalisés sur ces deux
oligonucléotides montre clairement que les molécules qui reconnaissent les séquences ATGA
possédent une meilleure affinité relative pour ce site par rapport aux sites riches en paires de
bases AT. La valeur moyenne de A7m est proche de 18°C pour I’oligonucléotide ATGA et de
9,8°C pour I’oligonucléotide AT. On peut noter que pour I’oligonucléotide AT, ces molécules
possedent une affinité relative comparable aux composés qui se lient aux sites riches en paires
de bases AT seuls. Leur capacité de fixation aux séquences ATGA ne modifie donc pas leur

capacité de se fixer aux séquences AT.

Pour les composés qui se lient aux sites riches en paires de bases AT, on observe et de fagcon
prévisible que le DB818 possede une affinité relative forte pour ’ADN, semblable pour les
deux oligonucléotides avec un A7m moyen de 18°C. D’autre part, les DB927 et DB1012
possedent une affinité relative pour I’ADN également élevée (A7m moyen de 1’ordre de
13,5°C). Les composés DB992, DB990 et DB875 qui reconnaissent les sites riches en paires

de bases AT sont moins affins pour I’ADN avec des valeurs de A7m situées autour de 6,5°C.

Jusqu’a présent, seul le DB293 était connu pour interagir sur les séquences 5’-ATGA avec
une forte affinité pour I’ADN. Cette étude montre que d’autres produits ont la capacité de se

fixer a cette séquence avec des affinités comparables a celle du DB293.
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gure 35 : Diagramme représentant les variations de Tm des dérivés phényl-furane-

benzimidazoles.

Les composés DB a la concentration de 2 uM sont incubés avec 1uM d’oligonucléotide double
brin de  séquence a) 5’-GTGAGGGTTAATTTCGAGCTTGG-3’ et b)) 5-
ACAGCTATGACCATGATTACGCC-3’. En rouge sont représentés les composés DB qui
reconnaissent les sites ATGA, en bleu les molécules qui se lient uniquement aux sites riches en
paires de bases AT et en gris les composés non spécifiques.




¢) Relations structure/sélectivité et structure/affinité

(1) Modification du cycle benzimidazole

Ces résultats confortent les résultats obtenus précédemment par notre groupe et celui du Pr
David Wilson (Wang et al., 2001). Les substitutions sur le cycle benzimidazole abolissent
I’interaction sous forme de dimére; ceci avait ét¢é montré pour le composé¢ DB609.
L’utilisation de six autres composés DB : DB1012, DB927, DB875, DB1001, DB828 et
DB756 valide cette hypotheése.

(2) Modification du cycle phényle

De facon intéressante, il existe un plus grand degré de liberté en ce qui concerne les
modifications sur le cycle phényle et surtout les modifications en position ortho. Ainsi, les
composés DB850 et DB928 substitués en position ortho respectivement par un groupement
hydoxyle ou méthyle se lient a I’ADN de fagon coopérative aux sites 5’-ATGA alors que les
composés équivalents DB990 et DB992 substitués en position méta perdent cette capacité. Il
existe tout de méme une exception, le DB989 substitué¢ par un fluor en position méta interagit
sous forme de dimere au site 5’-ATGA.

I1 est également possible de remplacer le cycle phényle par un cycle pyridine sans altérer la

reconnaissance spécifique du composé.

(3) Modification du cycle furane

Comme il a ét¢ démontré précédemment, le DB818 interagit uniquement au niveau des sites
riches en paires de bases AT avec une affinité tres forte pour I’ADN (Mallena ef al., 2004).

Le DB940 garde quant a lui la capacité d’interagir sur les sites 5’-ATGA. Cette molécule, ou
le cycle furane est remplacé par un cycle imidazole, posséde un angle de courbure trés proche
du DB293 ; en effet, I’atome d’azote possede un encombrement stérique proche de 1’atome

d’oxygene.

B. Nouveaux composés : Nouveaux sites de reconnaissance

Les résultats précédents ont permis de déterminer deux séries de molécules capables de
reconnaitre les séquences ATGA et/ou les sites riches en paires de bases AT de I’ADN. Dans
le but de découvrir de nouveaux composés DB qui reconnaitraient de nouvelles séquences
d’ADN, diverses séries de dérivés ont été synthétisés par les Prs David Boykin et David

Wilson a Atlanta (Figure 36a, 37a et 38a).



1. DB1242 et séquence GCTCG

Pour caractériser sur le plan moléculaire ces nouveaux dérivés DB capables de reconnaitre
des séquences cibles originales, nous avons également effectué¢ des tests d’empreinte a la
DNase I sur des molécules du type triphényle (Figure 36a). Ces molécules, analogues du
compos¢ diphényl-benzimidazole DB921 (Figure 18), sont elles aussi totalement planes.

Le gel présenté en Figure 36b montre clairement un site de reconnaissance unique pour le
DB1242 (rectangle jaune) qui n’a été retrouvé jusqu’a présent pour aucune autre molécule,
alors que les composés DB1111, DB1164 et DB1128 reconnaissent les sites riches en paires

de bases AT.

L’analyse densitométrique (Figure 36¢) confirme ces résultats et met en évidence que les
composés DB1111, DB1164 et DB1228 interagissent avec I’ADN de maniére identique au
DB75. Ces molécules ciblent les sites AAATTAA (p 74-80), ATTA (p 93 a 96), TTTAA (p
121 a 125) et TTAA (p 139-142). Le DB1242 posse¢de quant a lui une empreinte totalement
différente de celle obtenue avec le DB75 avec un site d’interaction majeur centré sur la
séquence GCTCG (p 81 a 85). Il existe un second site GCTCG lui aussi reconnu par le
DB1242 situé en position 155 a 159. Ce site n’apparait pas sur ’analyse densitométrique du
gel. Les bandes, issues de la digestion a la DNase I, sont difficilement dissociables les unes

des autres a ce niveau du gel.

Cette séquence reconnue par le DB1242, riche en paire de bases GC, est totalement nouvelle
et n’est a ce jour reconnue par aucun autre dérivé DB. Le mode de fixation de ce composé

tout a fait original a été élucidé récemment et sera développé ultérieurement.
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Figure 36 : Test d’empreinte a la DNase | des composés triphényls.

a) Structure des composés plans du type triphényle. b) Tests d’empreinte & la DNase I réalisés sur
un fragment de 265 pb, issu de la digestion EcoR I-Pvu II du plasmide pBS. Aprés incubation du
fragment d’ADN avec des concentrations croissantes en composés DB et digestion ménagée a la
DNase I, les échantillons sont séparés par électrophorése dénaturante. c¢) Analyses
densitométriques du gel. Les rectangles bleus représentent les séquences riches en paires de bases
AT, les rectangles rouges les sites ATGA et les rectanle jaunes les séquence GCTCG.




2. DB1255 et séquence CCATG

Des composés posseédant une structure plus longue caractérisée par la présence de deux ou
trois cycles centraux au lieu d’un seul et susceptibles de reconnaitre des sites de
reconnaissance supérieurs a 4 paires de bases ont ¢été synthétisés (Figure 37a). Les
expériences d’empreinte a la DNase | mettent en évidence la encore un nouveau profil de
reconnaissance pour le DB1255 (Figure 37b et c¢). Alors que la plupart des composés testés
reconnaissent les sites riches en paires de bases AT ou reconnaissent I’ADN de maniére non
spécifique, le DB1255 présente une empreinte particuliére (rectangle rose). La comparaison
réalisée entre les zones de reconnaissance du DB75 (rectangles bleus) et du DB293
(rectangles rouges) montre clairement que le DB1255 reconnait des sites riches en paires de

bases AT et un nouveau site de reconnaissance qui juxtapose les sites ATGA.

Les analyses densitométriques différentielles (Figure 36d et e) révélent que le DB1255
reconnait les sites riches en paires de bases AT : AAAA (p 53-56) ; AAATTAA (p 74-80);
ATTA (p 93 a 96) et un dernier site beaucoup plus original centré sur le site CCATG. (p 96-
100). On observe tres clairement que le site de fixation de ce composé n’englobe pas les deux
sites ATGA typique du DB293 (Figure 36¢). Des ¢tudes complémentaires d’empreintes a la
DNase I et de résonance plasmonique de surface sont actuellement en cours pour déterminer

le mode d‘interaction, ainsi que les sites de reconnaissance précis de ce nouveau composé.
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Figure 37 : Test d’empreinte a la DNase | des composes du type diphenyl-difurane.

a) Structure des composés du type diphényl-difurane. b) Empreinte a la DNase I réalisée sur un
fragment de 265 pb, issu de la digestion EcoRI-Pvull du plasmide pBS avec les composés
diphényl-difuranes (en uM) c) Empreinte a la DNase I réalisée sur des concentrations croissantes
en DB1255 comparées aux DB75 et DB293 a 1 uM. Les rectangles bleus correspondent aux sites
riches en paires de bases AT, les rouges aux sites ATGA, les jaune aux sites GCTCG et en violets
le site ACGAT. d) et e)Analyses densitométriques des composés DB75 (d) et (¢) DB293 comparés
au DB1255.




3. RT-29 et site ATTC

Certaines molécules qui dérivent des composés DB ont été précédemment étudiées au
laboratoire. Le RT-29, diphényl-éther-benzimidazole (Figure 38a), posséde une structure plus
courbe que celle du petit sillon de I’ADN. Pourtant, cette molécule a montré une étonnante
capacité de liaison a ’ADN. Les expériences d’empreinte a la DNase I avaient montré une
reconnaissance spécifique du site TAAC. Des expériences de résonance plasmonique de
surface laissaient présager d’une meilleure reconnaissance du site ATTC par le RT-29. Afin
de valider ces résultats, nous avons construit a partir du plasmide pUCI19 un fragment
d’intérét contenant le site ATTC. Les tests d’empreinte a la DNase I ont été effectués sur deux
fragments d’ADN différents : un premier qui posséde de nombreux sites riches en paires de
bases AT (rectangles bleus) et le site TAAC (rectangle gris) (Figure 38b) et un second, qui
posséde le site ATTC (rectangle vert) (Figure 38c). Ces tests révélent divers sites de fixation
pour ce composé. L utilisation du fragment de 117 pb montre une fixation du composé sur les
sites riches en paires de bases AT (Figure 38b et d) situés entre les positions AATTGTAATA
(p 20-30), TTTT (p 63-66), TAAC (p 74-77) et ATTAA (p 84 a 88).

L’analyse densitométrique du gel (Figure 38c et €) montre clairement une reconnaissance sur

le site GAAT (p 43 a 46) (rectangle vert) (séquence complémentaire du site ATTC).

Cette premicre partie de I’étude nous a permis de déterminer plusieurs classes de composés
capables de reconnaitre des séquences différentes variées. Ces molécules pourront é&tre
utilisées pour 1’¢tude des conséquences cellulaires et la modulation de I’activité de liaison a

I’ADN de divers facteurs de transcription.
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Differential cleavage
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a) Structure du RT-29. b) et ¢) Tests d’empreintes a la DNase I réalisés sur un fragment de 117 pb,
issu de la digestion EcoR I-Pvu 1l du plasmide pBS (b) et sur un fragment de 110 pb issu de la
digestion EcoR I-Pst 1 du plasmide pUC19 ATTC (c). Aprés incubation du fragment d’ADN avec
des concentrations croissantes en composé RT-29 et digestion ménagée a la DNase I, les
échantillons sont séparés par électrophorése dénaturante. d) et ¢) Analyses densitométriques issus
des gels b) et c) respectivement. Les rectangles bleus correspondent aux sites riches en paires de

bases AT et le rectangle vert correspond au site TAAC.

Figure 38 : Test d’empreinte a la DNase | du composé RT-29.




C. Nouveaux composes : Distribution et toxicité cellulaires

Pour atteindre leur cible ADN, les composés moléculaires doivent traverser la membrane
cytoplasmique et pénétrer dans le noyau. Les études menées auparavant au laboratoire se sont
focalisées sur I’influence de la nature des groupements amidines terminaux de ces molécules
sur leur distribution cellulaire (études de relation de structure/localisation). En effet, ces
¢tudes ont montré le role déterminant de ces éléments pour la pénétration cellulaire et la
localisation des dérivés DB. Grace aux propriétés de fluorescence intrinséque des molécules
(longueur d’onde d’excitation située entre 360 et 380 nm et une longueur d’onde d’émission
située entre 450 et 500 nm), I’équipe a étudié les relations de structure - localisation des
analogues de la furamidine par microscopie de fluorescence et microscopie confocale. Dans la
série diphényl-furane, les auteurs ont clairement démontré que la localisation cellulaire entre
les composés mono-(DB607) et tétra-cationique (DB182) était différentielle. Les mémes
résultats sont retrouvés dans la série phényl-furane-benzimidazole (Lansiaux ef al., 2002a). Le
second article démontre quant a lui qu’en fonction des substitutions des molécules (présence
d’un groupement phényle au niveau du groupement amidine), il y a possibilité¢ de cibler les
mitochondries des cellules tumorales (Lansiaux ef al., 2002b). Comme les chimistes a Atlanta
ont synthétis¢ de nouvelles molécules substituées sur le corps polycyclique pour lesquelles
nous venons de caractériser les modes de reconnaissance de 1’ADN, nous avons recherché en
microscopie de fluorescence si ces nouvelles molécules étaient potentiellement capables
d’atteindre leur cible. Nous avons alors analysé 1’influence des substituants portés par le corps
polycyclique des dérivés diphényl-furanes et phényl-furane-benzimidazoles (Figure 31) sur la
distribution des dérivés DB. Dans ce but, la localisation des composés DB au sein de la
cellule a été étudiée en utilisant des marqueurs spécifiques de compartiments cellulaires : le

DiOCs comme marqueur cytoplasmique et I’IP comme marqueur nucléaire.

1. Influence des substituants portés par le corps de la molécule sur la

distribution cellulaire

De maniere générale, pour les composés DB nucléaires, on observe une fluorescence bleue
intrinséque dans le noyau qui colocalise avec la fluorescence rouge de I’IP, alors que pour les
composés DB cytoplasmiques, la fluorescence bleue est colocalisée avec la fluorescence verte
du DiOCg dans le cytoplasme. Sur la Figure 39a, on observe que les dérivés diphényl-furanes

de la famille du DB75 possédent une localisation nucléaire a I’exception du DB936 (substitué



par deux groupements méthyles en position méta des cycles phényles). Concernant les
composés phényl-furane-benzimidazoles du type DB293 (Figure 39b), ils possédent tous une

localisation nucléaire. Aucune des substitutions effectuées sur ce produit n’apporte de

modification de localisation.
Diphényl-furanes
DB + DiDC, DiOC, DB + DiOC,

DM,

Phényl-furane-benzimidazoles

Figure 39 : Distribution cellulaire des dérivés DB.

Microscopie de fluorescence de cellules HT-29 (x 63) traitées 16 h par 5 pM de composés a)
diphényl-furanes ou b) phényl-furane-benzimidazoles. Les cellules sont ensuite fixées avec une
solution de PFA 2% et incubées avec 75 nM de DiOCg (en vert). Les images de droite montrent la
superposition du DiOCq et du dérivé DB. Seuls six produits sont représentés mais tous hormis le
dérivé DB936 possedent une localisation nucléaire.
Ces résultats montrent que les modifications apportées sur le corps polycyclique ont peu
d’importance sur la pénétration et la distribution cellulaire des composés DB a I’exception du

DB936 qui posseéde une localisation cytoplasmique et non nucléaire.

2. Influence du mode de fixation des cellules dans la localisation

subcellulaire des composés

Ces expériences de distribution cellulaire sont effectuées sur des cellules fixées au
paraformaldéhyde (PFA). Cette étape permet de mieux conserver les échantillons. Cependant,

il a ét¢ montré pour les polyamines que la distribution cellulaire peut étre modifiée par le



mode de fixation des cellules. Ainsi, la fixation au méthanol des cellules SKBR-3 permet aux
composés testés N-methylpyrrole/N-methylimidazole qui possédent une localisation
cytoplasmique sur des cellules non fixées de se relocaliser dans le noyau (Belitsky et al.,
2002).

Nous avons donc vérifi¢ le role de la fixation au PFA sur la localisation des composés DB.
Dans cette optique, d’autres modes de fixation ont €té testés. Pour cela, les cellules HT-29 ont
¢été incubées avec le DB75 (nucléaire) ou le DB936 (cytoplasmique). Aprés 16h d’incubation,
les cellules ont été fixées ou non avec différentes solutions de concentrations croissantes de

PFA (Figure 40) ou de méthanol (Figure 41).

Nos résultats montrent clairement que la fixation avec des solutions de 1 a 4 % de PFA aux
propriétés de fixation sélectives ne modifie pas la localisation cellulaire du DB75 et du
DB936. En effet, le DB75 qui possede une localisation nucléaire sur les cellules non fixées
reste dans le noyau méme apres fixation avec 4% de PFA. De maniére identique, le DB936
qui se localise dans le cytoplasme des cellules non fixées reste cytoplasmique apres fixation

avec 4 % de PFA. Ce mode de fixation ne modifie donc pas la localisation des composés DB.

Le méthanol, aux propriétés de fixation et de perméabilisation, influe sur la localisation des
composés. Ainsi, tandis que le composé nucléaire DB75 conserve sa localisation quelque soit
la concentration en méthanol, le composé cytoplasmique DB936 se délocalise dans le noyau
(colocalisation de la fluorescence bleue du composé DB936 avec la fluorescence rouge de
I’IP). Ce phénomeéne est observé méme pour des concentrations faibles en méthanol (a partir
de 25 %). Ces résultats concordent avec ceux de la littérature et notamment les résultats
obtenus par I’équipe de Dervan sur la distribution cellulaire des polyamines (Belitsky et al.,
2002). Ce résultat pourrait s’expliquer par la perméabilisation des membranes induite par le

méthanol.
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Figure 40 : Distribution cellulaire des cellules HT-29 fixées au PFA.

Microscopie de fluorescence (x63) de cellules HT-29 incubées avec 5 uM de DB75 ou de DB936
(en bleu) puis fixées ou non avec une solution de PFA de 1 a 4%. Les cellules sont ensuite
incubées dans une solution de DiOCq4 a 75 nM (en vert) puis avec 1 pg/ml de PI (en rouge).
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Figure 41 : Distribution cellulaire des cellules HT-29 fixées au Méthanol.

Microscopie de fluorescence (x63) de cellules HT-29 incubées avec 5 uM de DB75 ou de DB936
(en bleu) puis fixées avec une solution de méthanol de 25 a 100 %. Les cellules sont ensuite
incubées dans une solution de DiOC¢ a 75 nM (en vert) puis avec 1 pg/ml de PI (en rouge).




Pour vérifier cette hypothése, des expériences complémentaires ont été effectuées. Pour cela,
apres incubation des cellules avec les DB75 et DB936, les cellules sont fixées avec une

solution de NP40 (0,1 a 2 %) dans du PFA a 2 % (Figure 42).

Cette solution est classiquement utilisée en immunohistochimie. Elle permet la fixation des
cellules par le PFA et la perméabilisation des membranes par le détergent NP40. Comme dans
le cas du méthanol, la fixation au NP40-PFA ne modifie pas la distribution du composé
nucléaire, méme pour des concentrations importantes en NP40 (2 %). En ce qui concerne le
composé cytoplasmique DB936, la fixation au NP40 2 % dans une solution de PFA a 2%

modifie sa distribution subcellulaire : le dérivé se relocalise dans le noyau.

En accord avec la littérature, ces résultats montrent que I’analyse de la localisation cellulaire
des molécules intrinséquement fluorescentes apres simple fixation des cellules (PFA 2% par
exemple) ne modifie en rien la localisation des dérivés DB. Elle a pour avantage d’améliorer
la qualité de ’analyse par une meilleure conservation des lames. En revanche et de maniére
prévisible, il n’est pas recommandé¢ de modifier la perméabilit¢é membranaire (par du

méthanol et du NP40) pour analyser la localisation de nouvelles molécules.
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Figure 42 : Distribution cellulaire des cellules HT-29 fixées au NP40 -PFA2%.

Microscopie de fluorescence (x63) de cellules HT-29 incubées avec 5 uM de DB75 ou de DB936
(en bleu) puis fixées ou non avec une solution de NP40 dans 2 % PFA. Les cellules sont ensuite
incubées dans une solution de DiOCq4 a 75 nM (en vert) puis avec 1 pg/ml de PI (en rouge).




D. Effets cytotoxiques des composes DB

Afin d’évaluer la toxicité des dérivés DB, des tests de cytotoxicité au réactif MTS ont été
réalisés sur les cellules HT-29 (Tableau 1). Pour cela un panel de composés appartenant aux

différentes séries testées a été utilisé.

Séries Composés ICs9 (UM)

DB75 16 +1
DB351 185+1.5

Diphényl-furane DB484 20+2
DB544 255+25
DB936 3.8+0,85
DB293 >40
DB995 33.4+£0.5

Phényl-furane-benzimidazole |DB8&18 355+25
DB&828 >50
DB1242 >50

Autres DB1255 7.7+3.8
RT-29 47.7+24

Tableau 1 : 1Cso d’un panel de composés DB.

Tests réalisés sur des cellules HT-29. Les valeurs d’ICs, obtenues a 72 h sont indiquées en pM.
Les manipulations sont effectuées en double afin de calculer les écarts types.

Les résultats de cytotoxicité obtenus pour ces différents composés montrent tout d’abord une
faible toxicité des composés diphényl-furanes et phényl-furane-benzimidazoles a 1’exception
du DB936 sur la lignée cellulaire HT-29. On remarque que cette toxicité est supérieure pour
les composés de la série diphényl-furane par rapport a la série phényl-furane-benzimidazole.
En effet, les DB75 et DB351 possédent une toxicité de 1’ordre de 17 uM alors que leurs
analogues respectifs DB293 et DB818 posseédent une toxicité supérieure a 35 uM.

Le composé qui possede une localisation cytoplasmique, le DB936, est plus toxique pour la
cellule que les autres composés avec une valeur d’ICsy de 3.8 uM. Ceci a d’ailleurs été
montré dans des études antérieures pour des composés de cette famille de dérivés (Lansiaux
et al., 2002a ; 2002b). En ce qui concerne les nouvelles molécules, on remarque que seul le

composé DB1255 posséde une cytotoxicité moyenne de I’ordre de 8 M.



Ces résultats sont encourageants, puisque les molécules étudiées présentent un effet

cytotoxique faible (supérieur a 1 uM).



lll. Modulation de la fixation des facteurs de transcription a

I’ADN par les composés DB

Dans cette seconde partie du travail, I’ensemble des résultats présentés et publiés permettent

de décrire assez précisément les interactions entre I’ADN et les composés DB. Aucune étude,

a I’instar des lexitropsines, n’avait mis en évidence la modulation de I’interaction des facteurs

de transcription a I’ADN par ces dérivés. C’est pourquoi nous avons posé 1’hypothése que les

composés DB pourraient moduler I’activité de liaison des facteurs de transcription au regard

de leurs sélectivités de reconnaissance de I’ADN.

Pour cela, nous avons utilisé deux approches :

e Tout d’abord, un screening large de facteurs de transcription a I’aide du kit Transignal
protein/DNA arrays. Cette méthode permet d’étudier la modulation de ’activité de liaison
a ’ADN de 54 facteurs de transcription exprimés dans une lignée cellulaire donnée selon
un mode compétitif.

e Dans un second temps, nous avons réalis¢ une étude fine sur le facteur de transcription

HoxA9. Cette protéine interagit en hétérodimére avec PBX sur le site 5°’- ATGATTTA.

A. Modulation d’'un ensemble de facteurs de transcription par le
DB293

1. TranSignal™ Protein/DNA Array |

Pour cette é¢tude nous avons opté pour un composé capable d’interagir avec la séquence 5’-
ATGA. Comme montré précédemment, les composés DB293, DB940, DB989, DBI15,
DB928, DB850 et DB995 posseédent une affinité relative comparable pour le site 5’-ATGA.
Le DB293 reconnait les séquences 5’-ATGA sous forme de dimeére et les sites riches en paires
de bases AT sous forme de monomere au niveau du petit sillon de ’ADN. C’est pour cette
raison que nous 1’avons sélectionné pour cette étude, en tant que chef de file des composés qui

se fixent aux séquences 5’-ATGA.

Le kit TranSignal™ Protein/DNA Array I est basé sur le principe des macroarrays et est
classiquement utilis¢ pour comparer le niveau d’expression de différents facteurs de

transcription sur des lignées cellulaires différentes ou sur des lignées ayant subit ou non un



traitement (Lam et Li, 2002). Par cette technique nous avons déterminé les effets du DB293
sur la fixation concomitante de 54 facteurs de transcription a leur site consensus.

Ce kit contient 54 sondes biotinylées, reconnues spécifiquement par autant de facteurs de
transcription. Ces oligonucléotides peuvent étre hybridés sur des membranes ou sont greffés
les fragments d’ADN complémentaires a ceux utilisés précédemment. Chaque sonde est
immobilisée en double exemplaire a une concentration standard et a une concentration au 1/10

pour éviter certains problémes de saturation du signal (Figure 43).
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Figure 43 : Organisation des oligonucléotides sur la membrane.
Chaque sonde reconnue est hybridée en 4 exemplaires, diluée (2) ou non au 1/10 (2). En gris sont

représentés les contréles internes qui permettent de comparer les résultats entre les membranes.

Les résultats obtenus sont répertoriés Figure 44. On constate tout d’abord qu’a 5 uM la grande
majorité des facteurs de transcription sont inhibés par le DB293 d’un facteur d’environ 1,7. A
cette concentration, il peut exister une faible fixation non spécifique du composé¢ qui
entrainerait une inhibition globale de la fixation des facteurs de transcription. Ainsi, pour cette
concentration nous nous sommes intéressés uniquement aux facteurs de transcription inhibés

avec un facteur supérieur a 3.

Certains facteurs de transcription sont inhibés par le DB293 de maniere importante. Les
facteurs de transcription Pit-1 et Brn-3 appartiennent a la famille des facteurs de transcription
a POU domaine et sont inhibés respectivement d’un facteur 5 et 3 a la concentration de 5 pM.
Ces deux protéines possedent dans leur site consensus la séquence ATGA. Par opposition, le
facteur de transcription IRF-1 qui posséde lui aussi le site ATGA et des sites riches en paires
de bases AT n’est pas inhibé par le composé DB293 (inhibition non-spécifique de 1,4 fois a 5
uM).



On observe que le DB293 inhibe la fixation a I’ADN d’autres facteurs de transcription comme
le montre la Figure 44d. Ces facteurs de transcription possédent pour la plupart d’entre eux
des sites riches en paires de bases AT (comme stat 4) au niveau de leur site consensus, ou
juxtaposés. L’unique exception réside dans I’inhibition des facteurs de transcription de la

famille ETS (5’- GGAA) qui ne contient ni site ATGA, ni site riche en paires de bases AT.

On remarque enfin qu’aucun facteur de transcription testé ne voit sa fixation a I’ADN activée

par ’interaction du DB293 sur son site consensus.

Cette approche innovante a donc permis de déterminer rapidement 1’inhibition de la fixation a
I’ADN de certains facteurs de transcription par le DB293. Dans la suite de cette étude nous
nous avons plus finement caractérisé I’inhibition des facteurs de transcription Pit-1 et Brn-3
qui reconnaissent une séquence possedant le site ATGA et les facteurs de transcription de

ETS n’en possédant pas.
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. Noms Séquence
sequence sur le site a 1M 5 uM
consensus de DB293|de DB293
Brn-3* 5-GCGTTAATGAGCT 4.5 31
L. Pit-1* 5'-CTGAATATGAATAAGAA 1.0 5.0
Intérieur IRF-1* 5-CGAAAATGAAATTG 1.0 1.4
ATGA TR 5'-AGGTCATGACCT 1.2 1.8
Partiellement CPD 5-CAATGATTATTA 0.9 0.8
Extérieur Stat4 5-CTGATTTCCCCGAAATGATGA 1.3 1.4
Brn-3* 5-GCGTTAATGAGCT 4.5 3.1
Pit-1* 5-CTGAATATGAATAAGAA 1.0 5.0
IRF-1* 5'-CGAAAATGAAATTG 5'*- 1.0 1.4
Intérieur MEF-2 GCTCTAAAAATAACCC 21 2.6
CPD 5-CAATGATTATTA 0.9 0.8
GATA 5-CTTGATAAC-AGTGATAACT 1.4 1.3
AT Oct-1 5'-ATGCAAAT 1.0 1.0
Statl 5-AATTCCTGTAAG 1.2 2.9
Partiellement Stat3 5-TTCTGGGAATT 15 3.8
Stat4 5'-CTGATTTCCCCGAAATGATGA 1.3 1.4
c-Myb 5'-GGCATAACGGTTCCGT 1.5 1.3
Extérieur MRE 5-GCTTTTGCACTCGTCC 2.0 55
Smad 3/4 5-GACAAAAAGCCAGACATTTAGC 1.1 1.0
Aut ND Etsl/ PEA3 5-TCGAGCAGGAAGTTC 25 3.6
utres HNF-4* 5-GCTTGTACTTTGGT 1.1 15

Figure 44 : Modulation de I’activité des facteurs de transcription par le DB293 mise en
évidence par le kit TranSignal™ Protein/DNA Array .

Résultats obtenus par I’utilisation des membranes Protein/DNA Array I en absence (a) ou en
présence de 1 uM (b) ou 5 uM (c) de DB293. Les spots représentant la fixation de certains des
facteurs de transcription d’intérét sont encadrés. d) Ratio d’inhibition de la formation du complexe
ADN/protéine par le DB293. Ces ratios sont calculés de la maniére suivante : membrane contrédle /
membrane DB293 (2 1 ou 5 uM). Le tableau indique si la séquence contient ou non le site ATGA,
des sites riches en paires de bases AT (AT) ou d’autres séquences (autres). Ces sites se situent a
I’intérieur, a ’extérieur ou juxtaposent le site consensus strict de reconnaissance par les facteurs
de transcription. En bleu sont représentés les facteurs de transcription inhibés par le DB293.



2. Modulation de I'activité des facteurs de transcription par le DB293

La validation de ces résultats reste cependant primordiale. Pour cela, des expériences de retard
en gel ont été effectuées sur les facteurs de transcription Pit-1, Brn-3, IRF-1 et HNF-4. Ce
dernier ne posseéde ni site ATGA, ni site riche en paires de bases AT et n’est pas affecté par la
présence du DB293, ce qui justifie son utilisation comme contrdle négatif. Pour réaliser les
retards en gel, nous avons utilisé des extraits nucléaires de cellules HT-29 (Figure 46) ou des
protéines exprimées en lysat de réticulocytes (Figure 47). En ce qui concerne le site Brn-3, il
correspond a la cible de 3 protéines distinctes codées par 3 génes différents : Brn-3a, Brn-3b
et Brn-3c. Lors des expériences de retard en gel nous n’avons pas mis en évidence une

fixation a I’ADN de la protéine Brn-3b exprimée en lysat de réticulocytes.

Pour exprimer la protéine en lysat de réticulocytes Pit-1, nous ne disposons pas de vecteur
d’expression de la protéine Pit-1 humaine mais d’un vecteur codant pour la protéine Pit-1 de
rat. Cependant, comme on peut le constater sur I’alignement de séquences réalisé entre ces 2
protéines Figure 45, les domaines POUy et POUg présentent un pourcentage d’identité de
96,6% et un pourcentage d’homologie de 98,3% dans I’homéodomaine POU. Les sites
impliqués directement dans la reconnaissance de I’ADN sont identiques dans ces deux
especes, ce qui justifie totalement 1’utilisation de cette protéine dans nos expériences de retard

en gel.
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Figure 45 : Alignement de séquences des homéodomaines POU des protéines d’Homo

sapiens et de Rattus novegicus.

L’alignement de séquence montre un pourcentage d’identité de 96,6% (représenté par un baton) et
un pourcentage d’homologie de 98,3% (représenté par deux points). Les appariements de résidus
ni homologues, ni identiques sont représentés par un point. Les étoiles représentent les résidus
impliqués dans la reconnaissance de I’ADN.



Les séquences consensus utilisées pour effectuer les gels retard sont identiques a celles
présentes sur le kit TranSignal. Pour la protéine Pit-1, 1’utilisation d’extrait nucléaire et de
sonde froide montre une bande spécifique ayant peu migré (Figure 46a). Etant donné la
masse moléculaire de la protéine Pit-1 et la différence de migration obtenue avec la protéine
exprimée en lysat de réticulocytes (Figure 47c), il s’agit trés probablement d’un homo ou
hétérodimére. L’utilisation d’une gamme de concentrations du DB293 (de 0,5 uM a 50 uM)
met en évidence une inhibition efficace de la fixation de la protéine sur sa séquence cible. La
quantification du gel (Figure 46 d) montre une inhibition de plus de 90 % de la fixation du
facteur de transcription Pit-1 par le DB293 a 2,5 uM. Le méme type de résultat est retrouvé
quand on utilise la protéine Pit-1 exprimée en lysat de réticulocytes (Figure 47¢).

En ce qui concerne la protéine Brn-3, I’utilisation d’extraits nucléaires (Figure 46 b) montre
des résultats comparables a ceux décrits pour Pit-1. La quantification du gel (Figure 46d)
montre 1 encore une inhibition de plus de 90 % de la fixation du facteur de transcription
Brn-3 par le DB293 a 2,5 uM sur sa séquence cible, avec des valeurs d’ICsy d’environ
1,5uM. Les expériences effectuées avec les protéines exprimées en lysat de réticulocytes
confirment ces résultats et mettent en évidence 1’inhibition de la fixation des protéines Brn-3a

et Brn-3c de manicre identique (Figure 47a et b).
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Figure 46 : Inhibition de la formation des complexes ADN/facteurs de transcription par le
DB293 visualisée par retard en gel.

Les sondes Pit-1 (a), Brn-3 (b), IRF-1 (c) sont incubées seules (ligne sonde), avec 5 pg d’extrait
nucléaire (EN) de cellules HT-29 (EN HT-29) ou avec 2 pL de protéines exprimées en lysat de
réticulocytes. Une gamme de concentrations en DB293 (uM) est ajoutée et permet la modulation
de la fixation des facteurs de transcription. L’ajout d’un facteur 50 de sonde froide spécifique ou
non spécifique (NS) par rapport a la sonde marquée met en évidence la bande d’intérét. L’¢étoile
montre la fixation non spécifique (NS) de protéines contenues dans les extraits nucléaires. (d)
Quantification de I’inhibition de la formation du complexe ADN/facteur de transcription par le
DB293.

Les expériences de retard en gel sur les facteurs de transcription IRF-1 (Figure 45¢) et HNF-4
(Figure 46d) n’ont montré qu’une faible inhibition de la fixation des facteurs par le DB293.
Ces manipulations valident donc les résultats obtenus a I’aide du kit TranSignal™

Protein/DNA Array 1.
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Figure 47 : Inhibition de la formation des complexes ADN/facteurs de transcription

exprimés en lysat de réticulocytes par le DB293 visualisée par retard en gel.

La modulation de la fixation des facteurs de transcription Brn-3a (a), Brn-3b (b) et Pit-1 (¢) est
mise en évidence par retards en gel effectués avec des protéines exprimées en lysat de
réticulocytes. La spécificité de la bande Pit-1 est montrée par 1’utilisation d’un anticorps anti Pit-1

(superschift). d) Le facteur de transcription HNF-4 est utilis¢é comme controle négatif et reste
insensible a 1’utilisation du composé DB293.

3. Interaction du DB293 sur les sites consensus Pit-1, Brn-3 et IRF-1

Afin de comprendre pourquoi le DB293 inhibe la formation des complexes ADN / Pit-1 et

ADN / Brn-3 mais n’inhibe pas la formation du complexe ADN / IRF-1, nous avons étudié le



mode précis d’interaction du DB293 sur ces trois sites consensus. Si I’on s’intéresse a la
séquence, on constate que ces trois sites posseédent un site 5’-ATGA entouré¢ de sites riches
en paires de bases AT. Des expériences d’empreinte a la DNase I comparées a des
expériences de résonance plasmonique de surface (SPR, Biosensor-surface plasmon

resonance) ont permis de répondre a cette question.

a) Localisation du DB293 sur les sites Pit-1, Brn-3 et IRF-1

Dans un premier temps, nous avons effectué des tests d’empreinte a la DNase I (Figure 48).
Pour cela, nous avons cloné les séquences consensus Pit-1, Brn-3 et IRF-1 dans le plasmide
pUC19 (en pointillé sur la Figure 48). Ces fragments d’ADN radiomarqués sont soumis a une
digestion ménagée par la DNAse I en 1’absence (ligne ADN) ou en présence d’une gamme de
concentrations croissantes en DB293. L’insertion du site Pit-1 sur le site de restriction BamH
I est inversée par comparaison aux sites Brn-3 et IRF-1, relativement a la lecture du site cible
ATGA ou de son complémentaire TCAT.

Pour le site Pit-1 (Figure 48a et d), I’analyse densitométrique du gel montre une empreinte
centrée sur la séquence TTATCATATT (p 34-43). Ce site contient donc le site 5’-TCAT (ou
son complémentaire 5’-ATGA) et les séquences adjacentes riches en paires de bases AT.
Neéanmoins, il est difficile de localiser précisément le ou les sites de reconnaissance du
DB293. Pour la séquence consensus Brn-3 (Figure 48b et e), I’autoradiographie du gel et
I’analyse densitométrique révelent une interaction spécifique sur le site 5’-ATGA et sur le

site adjacent 5’- riche en paires de bases AT (TTAATGA).

Concernant le fragment IRF-1 (Figure 48c et f), I’analyse du clivage différentiel montre que
le DB293 se fixe sur les deux sites riches en paires de bases AT adjacents le site 5’- ATGA
mais en aucun cas sur la séquence centrale 5’-ATGA (5’-AAAATGAAATTGAC).
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Figure 48 : Empreintes a la DNase | du DB293 sur les sites consensus Pit-1, Brn-3 et IRF-1.

Les fragments issus du plasmide pUC19-Pit-1 (a et d), -Brn-3 (b et e) et -IRF-1 (c et f) sont
incubés 20 min avec une gamme de concentration en DB293 (de 0,25 uM a 2 uM) et soumis a une
digestion ménagée par la DNase 1. La séquence d’ADN des différents sites consensus clonée dans
le plasmide pUC19 est située entre les deux fleches (3»). La localisation de I’empreinte est
représentée par des rectangles noires sur les gels (a, b et ¢) et sur les analyses densitométriques
respectives (d, e et ).



Ces résultats révelent que le DB293 reconnait préférentiellement les sites riches en paires de
bases AT par rapport a la séquence centrale 5’-ATGA du site IRF-1. Ceci contraste avec les
résultats obtenus pour les séquences Pit-1 et Brn-3 ou ’empreinte est centrée sur le site 5’-
ATGA central et suggere que la reconnaissance du site 5’-ATGA serait un élément

déterminant dans I’inhibition de la formation des complexes ADN/facteurs de transcription.

b) Steechiométrie d’interaction

Pour déterminer la steechiométrie et le mode d’interaction (mode coopératif ou non) du
DB293 sur les sites consensus des facteurs de transcription Pit-1, Brn-3 et IRF-1, des
expériences de SPR ont été effectuées. Ces manipulations sont réalisées par le Docteur Yang
Liu au laboratoire du professeur David Wilson (Atlanta, USA). Trois oligonucléotides (en
forme d’hairpin) biotinylés en 5’ et contenant les sites consensus Pit-1, Brn-3 et IRF-1
(séquences en rouge Figure 49a) sont immobilisés par interaction avec la streptavidine sur 3
des 4 cellules de flux (biosensorchip) que contient la sensorchip. La quatrieme cellule sert de
controle négatif et permet de soustraire le bruit de fond. Les sensorgrammes (RU pour les
pistes contenant ’ADN — RU pour le controle sans ADN) (Figure 49) sont obtenus par
injection de concentrations croissantes en DB293. Les sensorgrammes sont alors
analysés selon un modele d’interaction a deux molécules (Figure 49b), ce qui permet de
déterminer les constantes d’équilibre de I’interaction (figure 4 c). La valeur de RU (RUpax)
maximale pour chacun des ADN est deux fois supérieure a la valeur de RUpx pour un
composé qui interagit sur un site unique. Cela montre clairement que deux molécules de
DB293 interagissent sur chacun des oligonucléotides. Les valeurs relatives des constantes
d’équilibre macroscopiques, K; et K,, reflétent le mode d’interaction de la molécule. Ainsi,
lorsque K; = 4 x K, le mode est non coopératif, lorsque K; <4 x K, le mode est coopératif
positif et lorsque K;>4 le mode est dit coopératif négatif. Le facteur de coopérativité qui
permet d’accéder au degré de coopérativité est défini de la maniere suivante : CF = (Ky/K;) x
4. Pour une interaction non coopérative, CF = 1, pour une interaction coopérative CF > 1 et
pour une interaction coopérative selon un mode négatif CF < 1. Le tableau de la Figure 49¢
montre clairement que le DB293 se fixe sur 1’oligonucléotide Brn-3 selon un mode fortement
coopératif (CF = 62,78). Pour I’oligonucléotide IRF-1, il n’existe pas d’effet coopératif (CF =
1,32) et pour Pit-1 les résultats montrent une coopérativité de valeur intermédiaire (CF =

4,55).
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Figure 49 : Analyse en résonance plasmonique de surface de I’interaction entre le DB293

et les sites consensus des facteurs de transcription Pit-1, Brn-3 et IRF-1.

a) Sensorgrammes obtenus en présence de quantité croissante de DB293 (de 1 nM courbe du bas
jusque 0,4 uM courbe du haut) sur des oligonucléotides en forme d’hairpin contenant les sites
consensus Pit-1, Brn3 et IRF-1 (en rouge). b) Courbe d’interaction dérivée des sensorgrammes.
Ces courbes sont utilisées pour déterminer les constantes d’affinité du DB293 pour les sites
consensus Pit-1, Brn-3 et IRF-1. La séquence et la structure des hairpins sont présentées en bas de
la figure. c¢) Constantes d’équilibre du DB293 pour les différents sites consensus. K; et K, sont les
constantes macroscopiques déduites des courbes d’interaction. Les facteurs de coopérativité sont
utilisés pour déterminer le potentiel coopératif du DB293 pour I’ADN.

Le mode d’interaction coopératif entre la molécule et I’ADN prédit une fixation au site 5°-
ATGA sous forme de dimere. Ceci suggere que le DB293 interagirait sur le site 5’-ATGA
sous forme de dimére au niveau du petit sillon de I’ADN pour les oligonucléotides Brn-3 (et
Pit-1 avec dans une moindre mesure). Par opposition, 1’absence de coopérativité pour
I’oligonucléotide IRF-1 confirme les résultats obtenus précédemment par les tests
d’empreintes a la DNase I. Le DB293 interagit sur cette derniere séquence sous forme de
deux monomeres indépendants au niveau des deux sites riches en paires de bases AT qui

entourent le site 5°-ATGA.



Ces conclusions sont confirmées par des études SPR effectuées avec le DB75. Comme
précédemment montré, cette molécule interagit uniquement sur un site riche en paires de
bases AT. Ainsi, deux molécules de DB75 interagissent fortement de mani¢re non
coopérative avec 1’oligonucléotide IRF-1, alors qu’elles se fixent faiblement sur la séquence

Brn-3 (Figure 50).

0 1 2 3 4 1 2 3 4
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Figure 50 : Analyse en résonance plasmonique de surface du DB75 sur les séquences Pit-
1, Brn-3 et IRF-1.

a) Sensorgrammes obtenus en présence de quantité croissante de DB75 (de 1 nM courbe du bas
jusque 0,4 uM courbe du haut) sur des oligonucléotides en forme d’hairpin contenant les sites
consensus Pit-1, Brn3 et IRF-1 (en rouge). b) Courbes d’interaction dérivées des sensorgrammes.

Les résultats obtenus avec la séquence Pit-1 sont intermédiaires et suggeérent que les sites
riches en paires de bases AT entrent en compétition avec le site ATGA pour I’interaction avec
le DB293. Pour le DB75, la reconnaissance s’effectue uniquement sur les sites riches en

paires de bases AT.

¢) Localisation du DB293 sur le site consensus Pit-1

Pour comprendre le mécanisme précis d’interaction entre le site Pit-1 avec le DB293, de

nouvelles empreintes a la DNAse I ont été effectuées sur une série de séquences Pit-1 mutées

(Figures 51 et 52). Ainsi, cinq fragments d’ADN ont été construits :

e le fragment Pit-1 WT (Wild Type) contenant le site consensus strict Pit-1
(TTAATTCATATTCA);



e le fragment Pit-1 M1 qui contient un point de mutation au niveau du site 5’-ATGA / 5’-
TCAT (TTAATTCGTATTCA) ;

e le fragment Pit-1 M2 qui contient un point de mutation au niveau du site 5’- riche en
paires de bases AT (TCGTTCATATTCA) ;

e le fragment Pit-1 M3 qui contient deux points de mutation au niveau des sites 5’-ATGA
et 5’- riche en paires de bases AT (TCGTTCGTATTCA) ;

e le fragment Pit-1 M4 qui contient deux points de mutation au niveau des sites 5°- et 3’-

riches en paires de bases AT (TCGTTCATACTCA).

L’empreinte obtenue avec le fragment Pit-1 M1, qui ne touche que le site 5’-TCAT, est
différente de celle obtenue avec le fragment Pit-1 WT. En effet, la mutation du site 5’-TCAT
par le site 5’- TCGT modifie le clivage observé avec le fragment Pit-1 WT et montre une
protection du clivage centrée sur la paire de bases C en position 41. De plus, 1’abolition du
site 5°-TCAT induit un déplacement de I’empreinte obtenue par la digestion a la DNAse I sur
le site riche en paires de bases AT, TTATT, localisé en position 5’ de la mutation (position
42 a 46). Le fragment Pit-1 M2 est modifié¢ sur les positions 44 et 45 ce qui a pour
conséquence de rompre le site riche en paires de bases AT en position 5°- de la séquence
TCAT. L’empreinte a la DNAse I obtenue avec ce fragment est semblable a celle obtenue
avec le fragment Pit-1 WT, avec une reconnaissance importante sur le site TCAT et le site
3’- riche en paires de bases AT. Les mutations du site TCAT et du site 5’- riche en paires de
bases AT du fragment Pit-1 M3 abolissent I’interaction entre le DB293 et ’ADN. On
observe uniquement une légere empreinte au niveau du site TATT en position 36 a 39. Pour
terminer, la mutation des sites riches en paires de bases AT situé¢ en 3’ et 5° de la séquence
TCAT montre une interaction forte entre le DB293 et le site TCAT. L’empreinte observée est

plus marquée sur cette zone par rapport a celle obtenue pour le fragment Pit-1 WT.
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Figure 51 : Empreinte a la DNasel du DB293 sur les fragments d’ADN WT et mutés du

site consensus minimal Pit-1.

Les fragments issus de la digestion Hind III/Pst I des plasmides pUC19 Pit-1 WT, Pit-1 M1, Pit-1
M2, Pit-1 M3 et Pit-1 M4 marqués sur ’extrémité 3’- sont incubés avec une gamme de
concentrations en DB293 (uM) avant d’étre digérés par la DNase I. La ligne ADN correspond au
contrdle sans drogue et la ligne G met en évidence la position des guanines du fragment.
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Analyse densitométrique des empreintes a la DNase | effectuées sur les

Figure 52

différents fragments d’ADN présentés en figure 51.

Les boites noires

Les différents sites consensus clonés se situent entre les deux fléches.
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Ces résultats montrent clairement que I’interaction entre le DB293 et la séquence consensus
Pit-1 s’effectue par une fixation au site ATGA/TCAT mais aussi par une fixation sur les sites

riches en paires de bases AT adjacents.

Pour définir quantitativement 1’interaction entre le composé¢ DB293 et la séquence Pit-1, des
expériences de résonnance plasmonique de surface ont été réalisées sur les séquences Pit-1

WT, Pit-1 M1 et Pit-1 M2 (Figure 53).
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Figure 53 : Analyse en résonance plasmonique de surface de I’interaction du DB293 et les
oligonucléotides Pit-1 WT, Pit-1 M1 et Pit-1 M2.

a) Sensorgrammes représentant I’interaction entre le DB293 (de 1 nM a 0,4 uM) et les hairpins
d’ADN Pit-1 WT, M1 et M2. b) Courbes d’interaction issues des sensorgrammes SPR. Ces
courbes sont utilisées pour calculer les constantes d’affinit¢é de 1’interaction. La structure de
I’oligonucléotide et le site consensus minimum (en rouge) sont représentés en bas de la figure. Les
bases en bleu correspondent aux sites de mutation. ¢) Constantes d’équilibres de I’interaction du
composé¢ DB293 a ’ADN. K; et K, représentent les constantes macroscopiques déduites des
courbes d’interaction. Les facteurs de coopérativité déduits sont utilisés pour déterminer le mode
d’interaction.



Les sensorgrammes représentant 1’interaction entre ces trois séquences et le DB293 montrent
des valeurs de RU,,x deux fois supérieures a celle obtenues pour la fixation d’une molécule
par site. Ceci indique que deux molécules de DB293 se lient a ces séquences (Figure 53 b).
Pour les oligonucléotides Pit-1 WT et Pit-1 M2, les CF montrent une interaction de type
coopérative, avec des valeurs respectives de 5,47 et 5,71. Pour le fragment M1, ou le site
ATGA est muté, le résultat est totalement différent avec un CF de 1,3 qui traduit un mode
d’interaction non coopératif. Ces résultats sont totalement en accord avec ceux déterminés
précédemment et valident la fixation du DB293 au site ATGA/TCAT sur le site consensus
Pit-1.

4. ldentification des sites essentiels a la formation du complexe
protéine/ADN

Pour compléter cette étude des bases moléculaires de 1’interaction entre le facteur de
transcription Pit-1 et sa séquence consensus, nous avons ¢valué¢ par retard en gel la capacité
de la protéine Pit-1 a interagir avec la séquence Pit-1 WT et les séquences Pit-1 mutées
(Figure 54). Ces manipulations ont été réalisées avec des extraits nucléaires de cellules HT-29
et avec la protéine Pit-1 exprimée en lysat de réticulocytes. Pour compléter le panel des
mutations, nous avons utilisé¢ deux sites mutés supplémentaires :
e Pit-1 M5 muté uniquement sur le site riche en paires de bases AT situé coté 5°- de la
séquence ATGA (TCCTGAGTATGAATAAGAAGT) ;
e Pit-1 M6 qui possede deux points de mutation sur la séquence ATGA et sur le site riche en
paires de bases AT situé coté 5°- (TCCTGAGTACGAATAAGAAGT).
Les deux gels présentés Figure 54 révélent qu’une unique mutation sur un des 3 sites (M1, M2
ou M5) réduit la capacité de la protéine Pit-1 a se lier avec son site consensus mais ne 1’abolit
pas. L’utilisation d’oligonucléotides doublement mutés (M3) empéche un peu plus fortement
la formation du complexe ADN/protéine. Les doubles mutations M6 ou M4 abolissent
totalement la fixation de la protéine Pit-1 sur son site consensus. Ces données suggerent que
le site riche en paires de bases AT situé coté 5’- de la séquence ATGA joue un role
déterminant dans la formation du complexe (Figure 54 ¢ fleche large). Ces résultats sont en
accord avec la flexibilité importante des protéines a POU domaine dans la reconnaissance de

séquences consensus décrite par I’équipe de Jacobson. (Jacobson et al, 1997).
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Figure 54 : Mise en évidence des éléments déterminants dans la reconnaissance de la

protéine Pit-1 pour sa sequence cible par retard en gel.

a) Les oligonucléotides Pit-1 WT et mutés M1 a M6 sont incubés avec 5 pg d’extraits nucléaires
de cellules HT-29 (a) ou 2 pL de protéine Pit-1 exprimée en lysat de réticulocytes (b). La bande
Pit-1 correspond a la bande spécifique, les bandes NS, localisées par un astérisque (%)
correspondent aux bandes non spécifiques. ¢) Représentation des différents points de mutations
présents sur le site Pit-1 (bases soulignées). Les fléches montrent I’importance de ces sites dans la

formation du complexe, leur taille étant fonction de I’importance du site dans la reconnaissance.

La mutation d’un des trois sites diminue modestement la formation du complexe ADN/facteur
de transcription. La protéine posséde la capacit¢ de s’adapter a ces modifications de
séquences notamment grace a la flexibilité apportée par le linker qui sépare les deux domaines
POUy et POUs. Par contre, une mutation de deux des trois sites d’interaction potentiels

affecte fortement la formation du complexe.



5. Importance du site ATGA dans I'inhibition des protéines Pit-1 et
Brn-3

Afin de valider I’'importance de la reconnaissance du site ATGA dans I’efficacité d’inhibition
des facteurs de transcription Brn-3 et Pit-1, d’autres tests de retard en gel ont été réalisés sur
de nouveaux dérivés DB (Figure 55). Pour cela, les produits DB850 et DB995 précédemment
décrits (Figure 31), capables de reconnaitre des sites 5’-ATGA et deux composés analogues
DB990 et DB992, qui interagissent uniquement sur les sites riches en paires de bases AT ont

été testés.

Les résultats présentés montrent clairement que les molécules qui forment des diméres
spécifiques sur le site ATGA inhibent fortement la formation des complexes Brn-3/ADN. Les

mémes résultats sont observés pour le facteur de transcription Pit-1.

Ainsi, les composés qui se lient aux sites ATGA inhibent beaucoup plus efficacement la
formation du complexe ADN/facteur de transcription que les composés qui reconnaissent les
sites riches en paires de bases AT. Le facteur d’inhibition de la formation du complexe entre
les composés « ATGA » et les composés «AT» est supérieur a 10. La reconnaissance
spécifique du site ATGA est donc primordiale pour une inhibition efficace de la fixation de

ces facteurs de transcription.
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par les composés « ATGA » ou « AT » visualisée par retard en gel.

La sonde Brn-3 a) ou Pit-1 b) est incubée seule (ligne sonde) ou avec 5 pg d’extraits nucléaires de
cellules HT-29 (EN HT-29) en présence d’une gamme de DB293, DB850, DB995, DB990 et
DB992 (en uM). ¢) Quantification de la formation du complexe ADN/protéine en présence des
différents composés DB. Les produits encadrés en rouge sont capables de se lier au site ATGA et
les produits encadrés en bleu se lient uniquement sur les sites riches en paires de bases AT.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES



Depuis 1’avénement de la chimiothérapie antitumorale et 1’utilisation des moutardes azotées,
I’ADN représente une cible thérapeutique majeure. Ainsi, de nombreux composés
cytotoxiques sont utilisés et restent prépondérants dans le traitement de certains cancers. Si
I’ADN et ses partenaires protéiques constituent toujours une cible privilégiée en
pharmacologie antitumorale, la maniére d’appréhender leur modulation par des petites
molécules a évolué ces dernieres années pour laisser place a des stratégies plus fines, prenant
davantage en compte les parametres dynamiques et la complexité des circuits moléculaires
impliqués (Hurley, 2002).

Les dérivés DB analogues des composés bérénil et pentamidine s’intégrent totalement dans
cette approche de part leur reconnaissance sélective pour des séquences spécifiques de
fixation de I’ADN. En effet, si le bérénil cible le petit sillon de I’ADN et reconnait 3 paires de
bases AT consécutives, le DB75, qui différe du bérénil par le remplacement du triazéne par un
cycle furane (Figure 13), présente une meilleure affinité pour I’ADN et reconnait 4 paires de
bases AT consécutives (Laugthon et al., 1996). Pour les dérivés diphényl-furanes analogues
du DB75, ces propriétés persistent et le choix des amidines terminales jouent un role
important dans I’affinit¢ a ’ADN (Trent et al., 1996 ; Wilson et al., 1998). Les dérivés
phényl-furane-benzimidazoles comme le composé¢ DB293 reconnaissent non seulement les
séquences riches en paires de bases AT mais aussi des sites spécifiques ATGA (Bailly et al.,
2001 ; Tanious et al., 2003). Pour cette famille de molécules, le choix des amidines terminales
joue un role important dans la reconnaissance des séquences ATGA (Wang et al., 2001).
Différentes études sur leurs activités anti-parasitaires et cellulaires ont été menées. Les
variations de localisation cellulaire peuvent dépendre des substitutions au niveau des amidines
terminales (Lansiaux et al., 2002a ; 2002b). Les premiers tests de cytotoxicité sur les dérivés
DB ont ¢été réalisés il y a une dizaine d’années (Neidle ef al., 1997). Aucune donnée n’a par
contre ¢été publiée sur leur role dans la modulation de facteurs de transcription et de
I’expression des geénes.

Ces ¢tudes de relations structure/sélectivité, structure/affinité et cellulaires que nous
envisagions nous ont amen¢ a proposer a I’équipe du Professeur David Boykin la synthése de
nouveaux composés potentiellement plus affins et plus spécifiques. C’est pourquoi nous
avons dans ce travail étudié 1) I’affinité et la sélectivité dans la reconnaissance de I’ADN de
ces nouveaux dérivés ainsi que leurs conséquences cellulaires en termes de localisation
cellulaire et de cytotoxicité et ii) la modulation de la fixation des facteurs de transcription et
de I’expression des génes impliqués dans la cancérogenese par ces nouvelles molécules qui

ciblent des séquences nucléotidiques spécifiques de I’ADN.



Relations de structure/activité, structure/affinité et conséquences cellulaires

Structure/activité, structure/affinité : Nous disposions d’un large panel de molécules pour

compléter les connaissances sur les relations de structure/affinité et cibler des sites consensus

variés avec une meilleure affinité pour I’ADN (Figure 31).

Des expériences d’empreinte a la DNase I et de spectroscopie pour mesurer les variations de
température de fusion de I’ADN ont mis en évidence les capacités de nouveaux composés du
type diphényl-furane pour reconnaitre les séquences riches en paires de bases AT (DB351,
DB484, DB544 et DB1017). Les DB351 et DB544 (Figure 31) ou le cycle furane central est
remplacé respectivement par des cycles thioféne et oxazole reconnaissent spécifiquement les
sites riches en paires de bases AT avec une affinité proche de celle du DB75. Ainsi, des
modifications minimes de 1’angle formé par la molécule ne modifie ni la spécificité ni
I’affinité a ’ADN par rapport au composé de référence le DB75. Si la modification de cet
angle est plus importante comme pour la molécule qui porte ses fonctions amidines terminales
en position méta-para (DB555), ’interaction et la spécificité de reconnaissance du composé
pour I’ADN est bien moindre. D’autre part, I’ajout de 2 groupements méthyles en position
méta des cycles phényles (DB936) empéche la reconnaissance spécifique de I’ADN. De fagon
surprenante, 1’ajout d’atomes de fluor, (qui posseédent un encombrement stérique proche du
groupement méhyle sur ces mémes positions (DB1017) n’influe pas sur la sélectivité de
reconnaissance des sites riches en paires de bases AT mais diminue I’affinité de la molécule
pour I’ADN. Pour ces nouveaux composés capables de reconnaitre des séquences riches en
paires de bases AT, la mesure des variations de température de fusion d’un oligonucléotide
qui présente une mutation sur le site riche en paires de bases AT (Figure 33) montre que les
composés spécifiques (DB75, DB351, DB484, DB544 et DB1017) voient leur affinité relative
pour I’ADN significativement diminuée (diminution de moitié) alors que les composés peu ou
non spécifiques (DB555, DB359) voient leur affinit¢ pour ’ADN peu modifiée. Pour le
DB359 qui posséde ses deux fonctions amidines terminales en position méta-méta et qui
interagit avec I’ADN de fagon non spécifique par intercalation, les expériences de
dénaturation thermique indiquent un A7m identique pour les deux oligonucléotides. Il existe
donc une corrélation entre la spécificité de reconnaissance et 1’affinité des molécules pour
I’ADN. Les résultats préalables avaient déja montré le role important de la structure et surtout

de la courbure de la molécule dans la reconnaissance de I’ADN par les dérivés diphényl-



furanes (Nguyen et al., 2002). Les résultats de notre étude confirment donc ces premicres

données.

Dans la série phényl-furane-benzimidazole, seuls les DB293 et, a moindre mesure, DB704
avaient montré une reconnaissance spécifique des sites 5’-ATGA (Wang et al.,, 2001). Dans
cette ¢tude, nous avons mis en évidence de nouvelles molécules du type phényl-furane-
benzimidazole capables d’interagir aux sites ATGA (Figure 34). Dans un premier temps, nous
avons démontré I’importance du cycle benzimidazole porté par la molécule dans cette
reconnaissance spécifique car aucune des 6 molécules substituées au niveau de ce cycle n’a la
capacité de se fixer au site 5’-ATGA. Ces résultats convergent avec les observations initiales
obtenues avec 2 composés (DB75 et DB609) ou ce cycle était modifi¢ (Wang et al., 2001).
D’autre part, nous avons démontré que 1) des modifications mineures sur le cycle furane
(cycle furane remplacé par un cycle imidazole pour le DB 940) n’altérent pas la
reconnaissance du site ATGA ; alors que 2) des modifications plus importantes sur le cycle
furane (cycle furane remplacé par un cycle thioféne pour le DB 818) empéchent la
reconnaissance du site ATGA mais pas celle des sites riches en paires de bases AT. Si on
regarde I’angle formé par le DB940 par rapport a celui du DB293, les variations sont
minimes, et comme [’atome d’azote et 1’atome d’oxygeéne sont proches en terme
d’encombrement, ceci peut expliquer la similitude d’interaction avec I’ADN des DB293 et
DB940. 11 est également possible de remplacer le cycle phényle par un cycle pyridine (DB
995 et 915) sans altérer la reconnaissance spécifique du composé au site 5’-ATGA. Enfin,
nous avons démontré I’'importance de la position méta du cycle phényle dans la
reconnaissance du site ATGA puisque I’ajout d’un groupement hydroxyle ou méthyle
respectivement pour le DB928 et le DB850 en position ortho n’altére pas la reconnaissance du
site. ATGA ; I’ajout de ces mémes groupements en position méta respectivement pour le
DB992 et le DB990, empéche la reconnaissance du site ATGA. Cependant, comme pour la
série diphényl-furane (DB1017), I’ajout d’un atome de fluor en position méta (DB989) ne
modifie pas la reconnaissance du site ATGA. Dans cette famille, concernant la
reconnaissance des sites riches en paires de bases AT, seules certaines modifications
importantes sur le cycle benzimidazole empéchent cette reconnaissance. La encore des
résultats préalables avaient déja montré le role important de la structure et surtout de la
courbure de la molécule dans la reconnaissance de I’ADN pour les dérivés phényl-furane-
benzimidazoles (Mallena et al., 2004). Les résultats de notre étude confirment également ces

données.



Dans cette famille de molécules, méme si la reconnaissance du site ATGA joue un role
majeur dans leur activité, il est important de découvrir de nouveaux composés capables de
reconnaitre des sites originaux, ce qui est le cas pour les composés DB1242, RT-29 et
DB1255. Le DB1242 (Figure 36) posseéde une structure proche de celle du DB921 (Figure
18). Sa structure plane devrait empécher son ancrage correct au niveau du petit sillon de
I’ADN, mais de manicre surprenante, nous avons montré¢ que le DB1242 se fixe sur une
séquence d’ADN spécifique riche en paires de bases GC (site GCTCG), a la différence du
DB921 qui se fixe sur une séquence riche en paires de bases AT. Cette molécule se lie a
I’ADN sous forme de dimeére tout-a-fait original (Figure 66), ainsi le dimére formé ne se
présente pas dans une orientation « téte-béche » comme pour le DB293. Il existe en fait des
interactions entre un des atomes d’azote du cycle pyrimidine et un des groupements amidines
porté par la seconde molécule et inversement. Cette structure dimérique possede alors une
courbure proche de celle du petit sillon ou elle interagit avec le site GCTCG en établissant des
liaisons hydrogene spécifiques sur les différentes paires de bases (Figure 63). L’ensemble de

ces résultats sont publiés dans 1’article de Mundle (Mundle et al., 2007).
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Figure 66 : Structure et mode d’interaction du DB1242 a I’ADN.

a) Structure du dimére formé entre deux molécules de DB1242. Ces deux molécules effectuent des
liaisons hydrogéne (pointillés rouges) entre les groupements amidines d’une extrémité et un des
azotes du cycle pyrimidine. Ce dimére adopte un angle compatible a la courbure de ’ADN et
interagit sous forme de dimére a la séquence GCTCG.

A Tinverse du DB1242, le RT-29 posséde une structure beaucoup plus courbée que les
composés DB de référence (DB75 et DB293). Ce type de structure est la encore généralement
défavorable a une bonne interaction avec le petit sillon de I’ADN. Cependant, nous avons
montré que cette molécule a forte courbure posséde une affinité relative forte pour les sites

riches en paires de bases AT et reconnait également la séquence 5’-ATTC. Pour reconnaitre




ces différents sites, le RT-29 effectue des liaisons hydrogéne indirectes avec le petit sillon via
une molécule d’eau (Figure 67). Ainsi, pour reconnaitre le site AATT, le groupe NH du cycle
benzimidazole et le groupement amidine accolé effectuent des liaisons hydrogene directes
avec le petit sillon de ’ADN. De I’autre coté, le cycle phényl-amidine interagit avec le petit
sillon par I’intermédiaire d’'une molécule d’eau. Pour la reconnaissance du site ATTC, la
position de la molécule d’eau est inversée et effectue des contacts avec I’extrémité
benzimidazole-amidine qui est poussée hors de 1’axe du petit sillon par le groupement NH2 de
la guanine du brin complémentaire. Ces résultats sont publiés dans 1’article de Tanious

(Tanious et al., 2007).

Figure 67 : Structure et mode d’interaction du RT-29 a I’ADN.

Modélisation de I’interaction entre le RT-29 et ’ADN. Le RT-29 posséde une courbure plus importante que
I’ADN et interagit par I’intermédiaire d’une molécule d’eau (représentée en rouge). La molécule d’eau se place
au niveau de la premiére base sur le site AATT, alors que pour le site ATTC, la molécule se place au niveau de
la derniére base sur I’appariement GeC.

Ces deux molécules, qui sont a premiére vue incompatibles avec les régles qui régissent
I’interaction au niveau du petit sillon de ’ADN en terme de respect de la courbure du petit
sillon (Kopka et al., 1985 ; Neidle 2001), interagissent pourtant efficacement avec 1’ADN.
Cette interaction passe par une adaptation de la molécule a la forme du petit sillon par
I’intermédiaire de liaisons indirectes avec des molécules d’eau (RT-29) ou par la formation
d’un dimere original (DB1242) générant ainsi la courbure nécessaire a I’interaction dans le
petit sillon. Il apparait donc difficile de prédire si une molécule peut interagir ou non avec
I’ADN tant est grande la diversité des structures que la molécule peut adopter (seule, en

dimeére, ou par I’intermédiaire de molécules d’eau).



Pour le DB1255, les tests d’empreinte a la DNase I mettent en évidence un site de
reconnaissance trés original centré sur la séquence nucléotidique 5’-CCATG en plus d’une
reconnaissance des sites riches en paires de bases AT (Figure 37). Les études réalisées sur le
site consensus ETS/PEA3 ont révélé une reconnaissance spécifique du site 5’-GTTCG (Figure
57). 1l est maintenant important de déterminer le mode d’interaction de ce composé original et
son affinité pour ces sites de reconnaissance. Ces études sont actuellement en cours, en

collaboration avec le Pr David Wilson.

Ainsi, dans cette premiere partie du travail, nous avons mis en évidence des dérivés diphényl-
furanes capables d’interagir fortement avec I’ADN (DB75, DB351, DB484, DB544,) et de
reconnaitre spécifiquement des séquences riches en paires de bases AT (DB75, DB351,
DB484, DB544, DB1017) ou non (DB359, DBS555). Dans la série phényl-furane-
benzimidazole nous avons démontré que d’autres composés étaient capables de se lier
fortement aux sites ATGA (DB293, DB940, DB989, DB915, DB928, DB850 et DB995).
L’¢étude de nouvelles séries de composés nous a également permis de mettre en évidence des
composés qui présentent des sites de reconnaissance originaux pour I’ADN (séquences riches
en paires de bases GC, séquence nucléotidique 5’-CCATG et séquence ATTC respectivement

par les composés DB1242, DB1255 et RT-29).

Conséquences cellulaires : devant I’intérét de ces molécules, nous avons alors étudié les

conséquences cellulaires de leur interaction avec ’ADN. Des premiers tests de distribution
cellulaire avaient montré que les dérivés DB pouvaient se localiser différemment dans la
cellule en fonction des types de substitutions (Lansiaux et al, 2002 b), de la charge des
molécules (Lansiaux et al., 2002 a) et que la mitochondrie pouvait jouer un rdle dans leur
mécanisme d’action cellulaire. Nous avons mis a profit les capacités de fluorescence des
nouveaux dérivés pour essayer d’affiner ces résultats et de corréler les conséquences
cellulaires aux mécanismes définis au préalable. Dans un premier temps, nous avons montré
que les composés diphényl-furanes diversement substitués au niveau du cycle furane (Figure
39a) pénetrent efficacement dans la cellule ou les molécules les plus affines pour I’ADN se
dirigent vers le noyau. En revanche, 1’ajout de substituants méthyles sur les cycles phényles
(DB936) empéche la molécule de pénétrer dans le noyau, alors que 1’ajout d’atomes de fluor
(DB1017) ne perturbe pas la localisation nucléaire de la molécule. Le cycle furane n’est donc

pas primordial dans la localisation sub-cellulaire des composés. Par contre, la substitution des



cycles phényles joue un role beaucoup plus important. Ces substitutions se font aussi au
détriment de la spécificité de reconnaissance et de 1’affinité du composé pour les sites riches
en paires de bases AT (Figure 33).

Ces résultats renforcent ceux déja obtenus par notre groupe dans la mesure ou : 1) les amidines
terminales apparaissent comme étant les éléments déterminants dans la pénétration des
composés DB dans la cellule (Lansiaux et al., 2002a ) ; ii) les composés DB les plus affins
pour I’ADN possedent tous une localisation nucléaire (Lansiaux et al., 2002b). Maintenant,
nous avons aussi mis en évidence que la substitution du groupe phényle jouerait également un
role important pour la distribution cellulaire des composés diphényl-furanes.

Dans un second temps, puisque certaines €quipes avaient démontré 1’influence du mode
expérimental de fixation des cellules sur la distribution des polyamines au sein de la cellule
(Belitsky et al., 2002), nous avons compar¢ la distribution cellulaire d’un composé nucléaire
(DB75) et d’un composé cytoplasmique (DB936) sur des cellules non fixées, fixées au PFA a
différentes concentrations, fixées et perméabilisées par du méthanol et enfin fixées et
perméabilisées au PFA/NP40. Les composés N-méthyl-pyrrole/N-méthyl-imidazole qui
possédent normalement une localisation cytoplasmique sur des cellules non fixées se
délocalisent dans le noyau apres fixation des cellules SKBR-3 au méthanol (Belitsky et al.,
2002). Dans notre étude, les mémes résultats ont été observés pour les dérivés DB, dont la
fixation des cellules au méthanol modifie la distribution cellulaire du DB936 qui se délocalise
alors dans le noyau (Figure 41). L’utilisation d’une solution de NP40 2% PFA 2% délocalise
elle aussi le DB936 dans le noyau (Figure 42). Ce résultat montre que la perméabilisation des
membranes influe sur la localisation des composés. Par contre la simple fixation des cellules
au PFA, quelque soit la concentration utilisée, ne modifie pas la localisation nucléaire (DB75)
ou cytoplasmique (DB936) des composés (Figure 40). Ceci valide d’une part I’utilisation du
PFA dans la fixation des cellules pour 1’étude de la distribution cellulaire et confirme le role
important que peuvent jouer les membranes (cytoplasmiques, mitochondriales...) dans la

localisation des composés DB.

Apres 1’étude de la distribution cellulaire des composés DB, les conséquences cellulaires en
termes de cytotoxicité ont été évaluées. Ainsi, les résultats présentés montrent tout d’abord
qu’a D’exception des composés DB936 et DB1255 qui possédent une cytotoxicité
intermédiaire (de 1’ordre de SuM), ces molécules ne peuvent pas étre considérées comme des
agents cytotoxiques classiques vu leur faible cytotoxicité (Tableau 5). Ceci est en accord avec

le mode d’action envisagée. On observe tout de méme une graduation de la toxicité entre les



différentes familles de composés. Ainsi, le composé phényl-thioféne-benzimidazole (DB818)
est moins cytotoxique que son équivalent diphényl-thioféne (DB351), lui-méme moins
cytotoxique que son analogue diphényl-dithioféne (DB1255). On remarque de manicre
générale que les composés diphényl-furanes (DB75, DB351) ont un effet cytotoxique
supérieur a leurs analogues dans la série phényl-thioféne-benzimidazole (DB293, DB818). De
plus, comme il a déja été montré par notre équipe, on observe que les composés qui possedent
une localisation cytoplasmique (DB936) possédent une cytotoxicité supérieure a celle des

composés nucléaires dans une méme série.

L’ensemble de ces résultats compléte les régles de structure/sélectivité, de structure/affinité et
de sutructure/effet cellulaires précédemment définies pour les composés DB. Ils montrent la
capacité de liaison a I’ADN et la spécificité de reconnaissance de nouveaux composés DB.
Ceci permet 1a encore d’orienter les synthéses de composés capables de reconnaitre I’ADN 1)
avec une meilleure affinité ; ii) avec une plus grande sélectivité par une reconnaissance de
sites supérieurs a 4 pb, comme c’est le cas pour le compos¢ DB1242 (5 pb); iii) sur de

nouveaux sites afin de pouvoir cibler un panel de facteurs de transcription variés.



Modulation de la fixation des facteurs de transcription

Cette premiere partie de I’étude a permis de caractériser et de sélectionner des composés DB
candidats intéressants dans I’étude de la modulation des facteurs de transcription. Ces
molécules, tout comme d’autres familles de composés, interagissent fortement au niveau du
petit sillon de I’ADN selon un mode¢le ancien de donneur et d’accepteur de liaisons hydrogene
(Seeman et al., 1976). Cette approche est appréhendée par de nombreuses équipes qui
travaillent sur des composés variés. L’exemple des lexitropsines est le plus documenté et
représente un modéle intéressant. Pour ce type de molécules, un code simple basé sur le type
et ’enchainement des cycles qui composent la molécule permet de cibler spécifiquement une
séquence nucléotidique donnée (Wemmer ef al., 2000 ; Dervan ef al., 2005). Ainsi, il apparait
que ces composés inhibent la fixation a ’ADN d’un certain nombre de facteurs de
transcription comme TFII-D, NF«kB ou encore NF-Y (Ehley et al., 2002 ; Wurtz et al., 2002 ;
Hochhauser et al., 2007). Cependant, ces composés possédent une pénétration et une
distribution cellulaire difficilement prévisible ce qui aboutit a certains échecs dans 1’inhibition

de facteurs de transcription au niveau cellulaire (Belistky et al., 2002).

Afin d’étudier la modulation de la fixation des facteurs de transcription a I’ADN par les
composés DB, nous avons choisi deux stratégies différentes : une premicre, totalement
originale basée sur un criblage large de facteurs de transcription pour un composé donné
indépendamment du site consensus de reconnaissance de ces protéines ; une seconde, plus
classique, sur un facteur de transcription donné reconnaissant un site consensus

potentiellement reconnu par les compos¢ DB, par un criblage de composés DB.

Criblage large de facteurs de transcription : pour mettre en place cette premicére approche

originale, nous avons sélectionné le DB293, chef de file des composés phényl-furane—
benzimidazoles, pour lequel le mode d’interaction a I’ADN est le mieux détaillé (Wang et al.,
2000 ; Balilly et al., 2001 ; Tanious et al., 2003) et parce qu’il posséde une affinité relative
pour I’ADN comparable a celle déterminée pour les autres composés de ce type.

Pour le DB293, nous avons utilisé les membranes Transignal/Protein DNA array I (Panomics)
(Lam et Li; 2002) pour réaliser un criblage rapide de 54 facteurs de transcription selon un
mode compétitif. Nous avons montré que le DB293 inhibait un certain nombre de facteurs de
transcription qui possedent dans leur site consensus (Figure 44) 1) la séquence ATGA, comme

Pit-1 et Brn-3 ; ii) un site riche en paires de bases AT comme MEF-2, Statl, Stat3 et Stat 4 ;



iil) une séquence consensus sans site ATGA ni site riche en paires de bases AT pour les
protéines ETS. Nous avons alors validé ces résultats par des techniques conventionnelles de
retard en gel sur des extraits nucléaires de cellules HT-29 et par 'utilisation de protéines
exprimées en lysat de réticulocytes pour les protéines Pit-1, Brn-3 (Figure 46 et 47), IRF-1
(Figure 46), HNF-4 (Figure 47) et ETS (Figure 56). Nous avons alors focalisé notre attention
sur les protéines a POU domaine Pit-1 et Brn-3 ainsi qu’au facteur IRF-1 (non inhibé par le
DB293), qui posseédent tous les séquences ATGA et les séquences riches en paires de bases

AT dans leur site consensus.

Les protéines a POU domaine sont uniques par la présence dans leur domaine de
reconnaissance a ’ADN de deux entités structurellement indépendantes, les domaines POUy
et POUjg reliés par un linker variable qui confére une grande flexibilité d’interaction a I’ADN
(Herr et Cleary, 1995 ; Jacobson et al., 1997 ; Phillips et Luisi.,, 2000). Brn-3 et Pit-1
interagissent sur des sites différents qui possédent une séquence 5’-ATGA dans un contexte
riche en paires de bases AT : 5’-TTAATGA pour Brn-3 et 5’-AATATGAATAA pour Pit-1.
La protéine IRF-1 possede aussi une séquence 5’-ATGA dans un environnement riche en
paires de bases AT sur son site consensus mais elle n’est pas inhibée par le DB293 (5°-
AAAATGAAATT). Ainsi, la seule présence du site 5’-ATGA sur le site consensus d’un
facteur de transcription ne suffit pas a expliquer une inhibition efficace de 1’activité de liaison

a I’ADN des facteurs de transcription.

Pour comprendre le mode d’inhibition ou non de la fixation de ces 3 protéines, une analyse
fine de la fixation du DB293 sur les séquences consensus a ¢été réalisée. Ainsi, le mode
d’inhibition des facteurs de transcription 8 POU domaine et le role de la reconnaissance du
site 5’-ATGA ont pu étre évalués par 'utilisation concomitante d’expériences d’empreinte a
la DNase I, de résonance plasmonique de surface et de retard en gel réalisés sur les facteurs de

transcription Brn-3, Pit-1 et IRF-1.

Pour Brn-3, I’interaction du DB293 passe par la formation d’un dimere coopératif sur le site
ATGA et par une reconnaissance du site riche en paires de bases AT situé coté 5°- de la
séquence ATGA (Figure 48b et 49). Ainsi, ce sont 3 molécules DB293, (deux sous forme de

dimére et une sous forme monomérique) qui peuvent se lier au site consensus Brn-3.



Pour la reconnaissance du site Pit-1 par le DB293, I’analyse s’est avérée plus complexe par la
présence de deux sites riches en paires de bases AT de part et d’autre du site ATGA (Figure
48a et 49). Cette reconnaissance a néanmoins pu étre identifiée par 1’utilisation de séquences
Pit-1 mutées (Figure 51 a 53). Ainsi, cette reconnaissance s’effectue par I’interaction possible
de 4 molécules de DB293, 2 sous forme de dimére coopératif sur la séquence ATGA et 2 sous

forme de monomeres sur les sites riches en paires de bases AT en 3’- et 5’- du site ATGA.

En ce qui concerne IRF-1, le DB293 interagit selon un mode non coopératif sur les deux sites
riches en paires de bases AT qui juxtaposent la séquence 5’-ATGA (Figure 48c et 49). Ainsi,
par opposition aux deux cas précédents, il s’avere que le site ATGA dans cet environnement

n’est pas reconnu par le DB293.

Il a précédemment été montré que les composés DB interagissaient fortement sur les sites qui
contiennent un enchainement d’adénine (A,) ou d’adénine-thymine (A,T,). Par opposition, les
composés DB ne reconnaissent que faiblement les enchainements thymine-adénine (T,A,)
(Tanious et al., 2003). Pour Brn-3, la reconnaissance du site TTAAT est faible et n’interfére
donc pas avec la reconnaissance du site 5’-ATGA. Pour le site Pit-1, le mode de
reconnaissance est plus complexe car il existe des courts enchainements A,T, et T A,. 1l
existe une compétition entre la reconnaissance sous forme de monomere et de dimere. Ceci
est d’ailleurs vérifié par les expériences d’empreinte a la DNase I sur les séquences Pit-1
mutées (Figure 51 et 52). En revanche, les deux séquences riches en paires de bases AT du
site IRF-1 sont du type AsT et A3T,. Ces sites sont donc fortement reconnus par le DB293
sous forme de monomere, ce qui empéche la reconnaissance en dimere sur le site 5’-ATGA.
Le mode de fixation du DB293 sur ces 3 sites consensus est donc en parfait accord avec les
observations faites sur le mode de fixation des composés DB sur les sites riches en paires de
bases AT.

D’apres ces résultats, nous pouvons émettre 1’hypothése que I’inhibition ou non de la fixation
des facteurs de transcription par le DB293 dépendrait du mode de reconnaissance sous forme
de dimere du site 5’-ATGA. D’aprés les données sur : 1) I’inhibition ou non de ces facteurs de
transcription par le DB293 ; ii) sur le mode d’interaction précis de cette molécule sur ces 3
sites consensus ; iii) et a partir des données bibliographiques qui relatent du mode
d’interaction de ces 3 protéines a I’ADN, il est possible d’établir des modéles de la

modulation de ces protéines par le DB293.



Modeles de la modulation de Brn3, Pitl, IRF1 par le DB293 : tout d’abord pour Brn-3, a
notre connaissance, la structure cristallographique du complexe ADN/Brn-3 n’a pas été
déterminée. Il est néanmoins possible que le mode d’interaction de la protéine Brn-3 a I’ADN
soit similaire a celui du facteur de transcription 8 POU domaine Oct-1. La protéine Oct-1
interagit avec une forte affinité sur le site ATGCAAAT sur la zone promotrice du géne codant
pour I’histone H2B (Klemm ef al., 1994). A partir de ces informations, nous suggérons donc
que le domaine POUy de la protéine Brn-3 interagirait avec le site riche en paires de bases AT
de la séquence consensus Brn-3 5’-GTTAATGAG et que le domaine POUjg interagirait avec
le site ATGA (Figure 68a). Sur ce site le DB293 interagit sous forme de dimere sur la
séquence 5’-ATGA et sous forme de monomere sur le site TTAA (Figure 68b). La fixation de
ces molécules au niveau du petit sillon de ’ADN peut empécher I’interaction des deux
domaines de reconnaissance de la protéine Brn-3. Ainsi, ’inhibition de I’interaction de la
protéine Brn-3 serait due a I’agrandissement du petit sillon par le dimere de DB293 sur le site
ATGA et donc a la réduction du grand sillon sur le coté opposé, ce qui empécherait le

positionnement correct des 2 domaines de liaison de la protéine Brn-3 sur son site consensus.
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Figure 68 : Modéle de I’inhibition du complexe ADN / Brn-3 par le DB293

a) Modele du complexe ADN/Bmn-3 réalisé a partir du complexe ADN/Oct-1 (Klemm et al.,
1994). Le domaine POUy interagirait avec le site riche en paires de bases AT alors que le domaine
POUy interagirait avec le site ATGA. b) Inhibition du complexe ADN/Brn-3 par le composé
DB293. La formation d’un dimére de composé¢ DB293 induirait un changement structurel des
sillons ayant pour conséquence 1’inhibition de la fixation des domaines POUy et POUg sur le site
consensus Brn-3.



Pour Pit-1, la structure cristallographique de différents complexes ADN/Pit-1 a été déterminée
sur le promoteur du géne codant pour I’hormone de croissance GH1 et sur le promoteur du
géne codant pour la prolactine (Jacobson et al., 1997 ; Scully et al., 2000). D’aprés ces
données, nous avons proposé que le domaine POUy se lierait via les résidus Arg 46, Val 47,
Cys 50, Asn 51 et Gln 54 de I’hélice a3 (hélice de reconnaissance) au site 5’- ATGA au
niveau du grand sillon de I’ADN. De plus, il existerait des contacts entre le résidu Arg 5 du
bras N-terminal du domaine POUy et certaines paires de bases du site consensus Pit-1 au
niveau petit sillon de I’ADN. Le domaine POUjg effectuerait des contacts au niveau du site
riche en paires de bases AT du grand sillon de I’ADN par I’intermédiaire des résidus Ser 43,
Gln 44, Thr 45 et Arg 49 de I’hélice a3 (Figure 69). En accord avec nos résultats, le DB293
interagirait sous forme de dimére sur le site ATGA et sous forme de monomeére sur les deux
sites riches en paires de bases AT. L’interaction potentielle de ces 4 molécules sur le site Pit-1

inhibe efficacement la fixation du facteur de transcription Pit-1.
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Figure 69 : Inhibition de I’interaction de la protéine Pit-1 sur son site consensus par le DB293.

Les hélices a3 des domaines POUy et POUg effectuent de multiples liaisons hydrogéne au niveau
du grand sillon de ’ADN (traits pointillés roses pour POUy et traits pointillés bleus pour POUyg).
Le bras N-terminal reconnait I’ADN et effectue des liaisons hydrogéne au niveau du petit sillon
(traits pointillés violets). La fixation d’un dimére de composé DB293 sur le site ATGA et de deux
monomeres sur les séquences riches en paires de bases AT empéche la reconnaissance et le
positionnement correct du facteur de transcription Pit-1 sur sa séquence cible.

Nous avons alors étudi¢ 1’influence d’autres composés DB structurellement proches du
DB293 et reconnaissant exclusivement les sites riches en paires de bases AT (DB990 et
DB992) ou reconnaissant des sites ATGA (DB850 et DB995) sur la fixation des protéines
Brn-3, Pit-1, et IRF1. Cette analyse a permis de démontrer le role primordial de la

reconnaissance du site ATGA dans I’inhibition des facteurs de transcription 8 POU domaine



(Figure 55). Sur cette base, nous avons démontré que les DB850 et DB995, capables
d’interagir au niveau des sites ATGA inhibaient plus efficacement I’interaction entre les
protéines Pit-1, Brn-3 et ’ADN que les composés DB990 et DB992 qui se lient aux sites
riches en paires de bases AT. Ainsi, les modifications structurelles induites par la formation
du dimére au niveau du petit sillon de I’ADN représentent un élément déterminant pour une
inhibition efficace de la fixation des facteurs de transcription.

En ce qui concerne la protéine IRF-1, d’un point de vue structural, le domaine de
reconnaissance de la protéine est composé d’une succession d’hélices a, de feuillets 3 et de
linker (a1-B1-B2-L1-02-L2-03-B3-L3-p4) (Escalante et al., 1998). La topologie des hélices 02
et a3 ressemble a celle du domaine de type HTH. L’ hélice a3 interagit avec le grand sillon de
I'ADN et joue le role de I’hélice de reconnaissance. Cependant, son orientation est différente
de celle observée pour le motif HTH. Dans le motif HTH, I’hélice de reconnaissance traverse
le grand sillon de I’ADN perpendiculairement a 1’axe de I’ADN, alors que pour IRF-1 elle est
tangente a ’axe et parallele au squelette phosphodiester (Figure 70a). Les contacts entre
I’ADN et la protéine s’effectuent entre les paires de bases du site GAAA et les résidus Arg
82, Cys 83, Asn 86 et Ser 87 situés sur I’hélice a3 (Figure 70b). Il existe d’autres contacts
entre ’ADN et la protéine qui stabilisent la structure. Ainsi, les Trp 11 (de I’hélice al) et le
Trp 58 (de I’hélice 02) effectuent des interactions hydrophobes et des liaisons hydrogéne avec
le squelette phosphodiester de I’ADN. La chaine phosphodiester effectue aussi des liaisons
hydrogeéne avec divers résidus situés sur les linker L1, L2 et L3. Nous avons vu
précédemment que sur le site consensus IRF-1, deux molécules de DB293 interagissaient de
part et d’autre des paires de bases centrales GA (5’-AAAATGAAATTT). L’interaction du
DB293 sur le site consensus IRF-1 n’empéche donc pas I’interaction entre I’ADN et le facteur
de transcription (Figure 70c). De plus, comme le DB293 n’interagit pas sous forme de dimeére
sur ce site ATGA, mais sous forme de deux monomeéres sur les sites AAAT et AATTT, les
modifications structurelles des sillons dues a la fixation des composés sont insuffisantes pour

bloquer le positionnement correct de I’hélice a3 au niveau du grand sillon de I’ADN.
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Figure 70 : Modeéles d’interaction des complexes IRF-1/ADN et IRF-1/ADN/DB293

a) Complexe IRF-1/ADN. La protéine IRF-1 est composée d’une succession d’hélices a, de
feuillets B et de linker. Les hélices 02 et a3 forment un pseudo motif HTH tangent a I’axe de la
double hélice. En gris est représentée 1’orientation normale du motif HTH perpendiculaire a 1’axe
de ’ADN. b) Interactions entre 1’hélice a3 et ’ADN. Les traits pointillés bleus représentent les
interactions hydrogeénes qui s’établissent entre les paires de bases de I’ADN et les différents
résidus. ¢) Complexe ADN/IRF-1/composés DB293. Les interactions entre ’ADN et la protéine
IRF-1 entraine une courbure de I’axe de I’ADN (trait rouge). La fixation des deux molécules de
DB293 n’empéche pas la fixation du facteur de transcription sur son site consensus. (Modélisation
tirée de Escalante et al., 1998).

En perspective, ’inhibition de la fixation des facteurs de transcription Pit-1 et Brn-3 par le
DB293 sera validée sur des modeles cellulaires. Pour cela, différentes approches sont
envisagées comme 1’étude de I’inhibition d’expression d’un géne rapporteur ou encore par des
expériences de chromatine immunoprécipitation (ChIP). Tout d’abord, nous déterminerons si
le DB293 a la capacité d’inhiber 1’expression d’un geéne rapporteur placé sous la dépendance
des sites consensus Pit-1 et Brn-3. Ces expériences seront réalisées sur différents sites
consensus, ces protéines possédant une flexibilité de reconnaissance importante (Cleary et al.,
1995). Cette flexibilité a d’ailleurs été vérifiée pour la protéine Pit-1 par des tests de retard en
gel réalisés sur un panel d’oligonucléotides mutés sur le site consensus de Pit-1. Ainsi, il
s’avere nécessaire de muter au moins 2 des 3 sites d’intéréts (sites 5’-AT, ATGA ou 3’-AT)

pour inhiber la fixation de la protéine, la mutation d’un seul site n’altérant pas 1’interaction



entre la protéine et sa séquence cible (Figure 54). Pour réaliser les tests d’activité luciférase,
nous avons dors et déja sélectionné un panel de sites consensus reconnus par les protéines Pit-
1 et Brn-3. Pour Pit-1, on retrouve de nombreux sites consensus qui contiennent ou non le site
ATGA avec des séquences environnantes variées (Andersen et Rosenfeld, 1994 ; Matre ef al.,
1999 ) (Tableau 3). L’¢tude de la modulation de I’activité luciférase sur ces différents
promoteurs validerait 1’effet cellulaire de 1’inhibition de la fixation du facteur de transcription
Pit-1 a sa séquence cible. Nous commencerons 1I’étude par le promoteur du géne prolactine 3

(Prl-3P), site utilisé lors de notre étude.

Sites Génes
CATGAATAATTTG Pit-1 b
CATGAATATATATA Prl-1P
TATGAATAAGAAAA Prl-3P
GATGAATTTTCAAT TSHbeta-2
GATGAATGATTAAT SSIR p2
CAAATGAAAAAAACAT GH-N LCR3

Tableau 3 : Exemples de sites consensus reconnus par le facteur de transcription Pit-1
Dans la colonne de gauche sont répertoriés quelques sites consensus reconnus par le facteur de
transcription Pit-1. Les séquences ATGA sont représentées en gras et les séquences riches en
paires de bases AT sont soulignées. Les génes ou sont retrouvés ces éléments de réponse sont
inscrits dans la colonne de droite.

Ensuite, des expériences de chromatine immunoprécipitation (ChIP) sur ces promoteurs
seront également réalisées en absence ou en présence de DB293 afin de valider ces résultats.

L’étude de ces deux protéines s’aveére intéressante car il a ét€ montré que ces facteurs de
transcription ¢étaient surexprimés dans différents processus de cancérisation. Ainsi, la
surexpression de la protéine Pit-1 serait impliquée dans des phénomenes de prolifération dans
des modéles de cancer du sein (Gil-Puig et al., 2005 ; Holtkamp et al., 1984). 1l serait alors
intéressant de regarder I’expression de protéines directement dépendantes de I’activité du
facteur de transcription Pit-1 comme la prolactine ou encore de 1’hormone de croissance dont
la dérégulation est associée a ces phénomenes de tumorigenése. En ce qui concerne les
protéines Brn-3, nous testerons I’effet du DB293 dans des mod¢les de cancer du col de
I’utérus ou I’expression de la protéine Brn-3a peut étre augmentée d’un facteur 300 dans des
biopsies réalisées surs des patientes atteintes de ce type de cancer (Ndisang ef al., 1998). Ces
tests pourront aussi €tre réalisés sur certains modeles cellulaires de cancer du sein ou la

surexpression de cette protéine induit une inhibition de I’expression de la protéine anti-




oncogéne BRCA-1 (Budhram-Mahadeo et al., 1999). Nous pourrions alors déterminer le taux
d’expression de cette protéine par RT-PCR et par Western blot apres traitement des cellules

avec le DB293.

En plus des facteurs a POU domaines, les membranes Transignal/Protein DNA array montrent
I’inhibition par le DB293 d’autres classes de facteurs de transcription comme la famille ETS
qui ne posséde ni site riche en paires de bases AT, ni séquence ATGA dans son site
consensus. Cette famille de facteurs de transcription est impliquée dans de nombreux
processus cellulaires et est caractérisée par son domaine de liaison a I’ADN appelé EBS (Seth

et al., 2005).

D’autre part, I’analyse des résultats obtenus sur les membranes Transignal/Protein DNA array
n’est pas encore terminée. Il s’aveére que certains facteurs de transcription de la famille STAT
(Signal Transducer and Activator of the Transcription) (Statl, Stat3 et Stat4) seraient inhibés
par le DB293. Le facteur de transcription Stat4 se lie au site 5’-
CTGATTTCCCCGAAATGATGA, cette séquence possede donc en 5°- un site riche en
paires de bases AT et, chose intéressante, elle contient du coté 3’- deux sites ATGA
consécutifs. Ainsi, I’interaction du DB293 sur ces différents sites juxtaposant le site
consensus strict de reconnaissance de la protéine Stat4 pourrait empécher sa fixation a I’ADN.
Les protéines Statl et Stat3 reconnaissent respectivement les sites consensus 5’-
AATTCCTGTAAG et CTTCTGGGAATTC, qui contiennent la séquence AATT (Yu, C.L. et
al., 1995 ; Chaturvedi et al., 1997). Ce site est le site préférentiel de fixation des composés
DB sur les séquences riches en paires de bases AT (Wang et al., 2000 ; Bailly et al., 2001). Il
apparait donc possible que la fixation du composé DB sur ces séquences inhiberait la fixation
a ’ADN des protéines Statl et Stat3. Il sera intéressant alors d’évaluer les capacités
d’inhibition de formation des complexes Stat/ADN par des composés DB de la famille des
diphényl-furanes n’interagissant qu’avec les sites riches en paires de bases AT. Ces facteurs
de transcription Stat sont activés par les protéines kinases JAKs (Janus tyrosine kinases). 1ls
sont impliqués dans des processus variés comme la différenciation cellulaire, la prolifération,
I’apoptose et 1’angiogenése (Horvath, 2000). Les protéines Stats représentent un modele
d’étude intéressant car certaines d’entre elles sont activées de maniere constitutive dans des
tumeurs primaires incluant les leucémies et les tumeurs solides des voies aéro-digestives

supérieures, du sein, du cerveau et du pancréas (Calo et al., 2003).



D’autres facteurs de transcription pourraient aussi €tre analysés par les membranes
Transignal/Protein DNA array. A I’heure actuelle, il existe 5 membranes Transignals qui
permettent de cribler 350 facteurs de transcription. Une méme étude avec le DB293 sur ces

nouvelles membranes pourrait donc étre entreprise.

De plus, cette étude devrait étre ¢largie sur I’ensemble de ces membranes Transignal/Protein
DNA array a de nouveaux composés qui reconnaissent d’autres séquences de fixation comme

les molécules DB1242, DB1255 et RT-29.



CONCLUSION GENERALE



L’étude de la reconnaissance spécifique des composés DB a I’ADN ainsi que leurs
conséquences cellulaires en termes de cytotoxicité et de distribution cellulaire sont menées
depuis une quinzaine d’années en collaboration avec les équipes des Prs David Wilson et
David Boykin (Atlanta). Cette étroite collaboration a permis, a partir de molécules simples
comme la pentamidine et le bérénil, de développer des molécules avec une reconnaissance et
une affinité accrue pour ’ADN. Ces molécules capables de reconnaitre des séquences riches
en paires de bases AT et/ou ATGA possedent des propriétés de pénétration et de distribution
cellulaire étonnantes d’efficacité. Ces premicres années d’étude se sont surtout orientées sur
les fonctions amidines terminales et leur réle majeur dans D’affinité et la sélectivité¢ des
composés pour I’ADN, mais aussi dans la distribution cellulaire de ces molécules. Notre étude
menée sur les composés diphényl-furanes et phényl-furane-benzimidazoles s’est dans un
premier temps orientée sur les conséquences des modifications des corps polycycliques des
molécules sur I’affinité et la sélectivité de reconnaissance des bases de I’ADN mais aussi sur
les conséquences cellulaires de ces modifications. Nous avons alors pu compléter les régles de
structure/activité et structure/affinité qui gouvernent la reconnaissance spécifique de ces
composés. L’¢largissement de 1’étude a d’autres séries de composés DB qui possedent des
modifications plus importantes du corps polycyclique ont montré une capacité originale de
reconnaissance de nouveaux sites spécifiques comme pour les composés DB1242 (GCTCG)
et DB1255 (CCATG). Pour cette dernie¢re molécule originale, 1’étude actuelle son mode
d’interaction avec I’ADN et de son affinité pour ces sites de reconnaissance CCATG devrait

ouvrir de nouveaux horizons de synthese et de développement.

Puisque les dérivés DB reconnaissent des séquences de plus en plus spécifiques, nous avons
émis 1’hypothése qu’ils pourraient moduler la fixation de facteurs de transcription afin de
réguler I’expression de certains génes impliqués dans la cancérogenese. Les premiers résultats
présentés dans ce mémoire laissent a penser que cette hypothése est pertinente. En effet, nous
avons mis en évidence pour la premiere fois, par des techniques variées (membranes
Transignal/Protein DNA array I, retard en gel et ELISA), I’inhibition sélective de facteurs de
transcription par différents composés DB et par des modes d’action différents :

* Le DB293 inhibe efficacement la liaison a I’ADN des facteurs de transcription a
POU domaine Brn-3 et Pit-1 par une reconnaissance du site ATGA situé sur la séquence
consensus minimale de fixation de ces protéines. Cette reconnaissance a pour conséquence
majeure de modifier la structure des sillons de ’ADN et d’empécher la reconnaissance des

facteurs de transcription.



Ainsi, depuis 15 ans et les premiers travaux menés sur les composés analogues du bérénil,
nous avons montré que les composés DB représentaient aujourd’hui une classe de molécules
trés prometteuse dans le développement de ligands qui inhibent la liaison a I’ADN de facteurs
de transcription régulant ainsi 1’expression de certains génes notamment ceux impliqués dans
la cancérogenese. Ces premiers résultats ouvrent des voies de recherches encourageantes pour

le traitement en cancérologie.



MATERIEL ET METHODES



I. Clonage moléculaire

A. Vecteurs de clonage

Les vecteurs utilisés et leurs applications sont répertoriés dans le tableau 1. Les vecteurs
d’expression nous ont été généreusement fournis par diverses équipes que je tiens a remercier.
Les vecteurs pCMV-IRF-1, pCMV-Pit-1 et pcDNA3-HNF-4 nous ont été respectivement
fournis par les Dr Angelina Battistini (Rome, Italie), Dr Clara Alvarez Villamarin (Santiago
de Compotestela, Espagne) et Dr Bernard Laine (INSERM U837, Lille, France). Les
plasmides pRKS5-Brn-3a, -3b et -3¢ ont été obtenus aupres du Dr Menping Xiang (Picataway,
USA). Les vecteurs d’intéréts pCMV-HoxA9 et pSP64-PBX nous ont ¢été fournis par le Dr
Corey Largman (San Fransisco, USA). Les plasmides pcDNA3-HoxA9 et pcDNA3-
Nup98/HoxA9 nous ont été fournis par le Dr Nabell R. Yaseen (Chicago, USA). Enfin, les
plasmides pSGS5-Erg, -Fli, -Ets-1, -Ets-2 et les plasmides pSV6-PEA-3, -ERM et -ETV-1 nous
ont été fournis respectivement par les Dr Duterque Martine et Dr Jean-Luc Baert (IBL, Lille,

France).

B. Culture bactérienne

1. Souche bactérienne

La souche d’Escherichia coli XLI-Blue strain possede le génotype suivant : recAl, endAl,
gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relAl, lac [F’, proAB, lac’ZAMI15, Tnl0, (Tet")]. Cette

souche est communément utilisée pour amplifier des plasmides d’intéréts.

2. Culture

Cette souche bactérienne est cultivée en solution dans du milieu LB (Luria Bertoni : peptone
10 g/L ; extrait sec de levure 5g/L, NaCl 86 mM ; pH 7,5) ou étalée sur boites de pétri de LB
gelosé (LB contenant de I’agar a 15g/L).

C. Transformation bactérienne

Les plasmides utilisés ainsi que leurs fonctions sont répertoriés tableau 4. L’amplification des

plasmides s’effectue dans la bactérie XL1. Un clone bactérien est placé dans 10 mL de milieu



LB a 37°C sous agitation. Apres 16 h, les bactéries sont diluées au 1/10 et placées 4h a 37°C

sous agitation ; cette incubation permet aux bactéries de reprendre leur phase de croissance

exponentielle. Les amplifications bactériennes en milieu liquide s’effectuent toujours a 37°C

sous agitation alors que les milieux gélosés sont placés a 37°C sans agitation. Les bactéries

sont alors centrifugées a 5000g pendant 8 minutes et le culot est repris dans 1mL d’une

solution de TSS (10 mL LB, 1 g PEG, MgCl, 90 mM, DMSO 45 mM). 100uL de bactéries

sont placées dans la glace en présence de 300 ng de plasmide a amplifier. Aprés 30 minutes

d’incubation, 900 pL d’une solution de TSS glucose (TSS, glucose 200 mM) sont ajoutés.

Apres 1h d’incubation a 37°C, 60 pL de bactéries sont étalées sur une boite de pétri contenant

le LB gélosé additionné des antibiotiques de sélection tels que 1’ampicilline (25 pg/mL), la

kanamycine (125 pg/mL) ou la tétracycline (15pg/mL) (en fonction du plasmide).

plasmides Type de vecteur Description
pBSHSK Amplification Contient le fragment de 265 pb utilisé pour classer les composés DB en fonction de
(Strat ) leur site de fixation par des tests a la DNase L.
atagen
pUCI19 Amplification I1 permet aprés insertion des sites consensus des différents facteurs de transcription
(F tas) d’effectuer les tests a la DNasel ave le composé DB293.
ermentas
pCMV Expression Ce vecteur d’expression eucaryote contient le promoteur du CMV et est utilisé pour
(Invit ) exprimer les protéines HoxA9, IRF-1 et Pit-1 en lysat de réticulocytes.
nvitrogen
pcDNA3 Expression Ce vecteur d’expression eucaryote contient le promoteur du CMV et est utilisé pour
a it ) exprimer les protéines HoxA9 et Nup98/HoxA9 en lysat de réticulocytes.
nvitrogen
pSG5 Expression Ce vecteur d’expression eucaryote contient le promoteur du virus SV40 et est utilisé
(Str : ) pour exprimer les protéines Erg, Fli, Ets-1 et Ets-2 en lysat de réticulocytes.
atagen
pSP64 Expression Ce vecteur d’expression eucaryote contient le promoteur du virus SP6 et est utilisé
P ) pour exprimer la protéine Pbx en lysat de réticulocytes.
romega
pSV6 Expression Ce vecteur d’expression contient le promoteur du virus SV40 et est utilisé pour
P ) exprimer les protéines ERM, PEA-3, ETV-1 en lysat de réticulocytes.
romega
pGL3 basic Rapporteur Ce vecteur contient un site de clonage multiple ou a été inséré l.e site consensus de
(P ) la protéine HoxA9 en amont du géne codant pour la protéine luciférase.
romega
pGL3 promoteur Rapporteur Ce vecteur contient en plus du vecteur précédant le promoteur minimal du virus
P ) SV40 situé entre le site de clonage multiple et le géne luciférase.
romega

Tableau 4 : Descriptif des plasmides utilisés.

Le nom, le type de plasmide et le descriptif de chaque plasmide utilisé sont répertoriés dans ce
tableau. Les plasmides dit «d’amplification » sont les vecteurs dans lesquels sont amplifiés les
fragments d’ADN utilisés pour effectuer les tests d’empreinte a la DNAse I. Les plasmides
d’expression sont utilisés pour exprimer les protéines d’intérét en lysat de réticulocytes ou en
cellules eucaryotes. Les plasmides « rapporteurs » sont utilisés pour effectuer des tests d’inhibition
d’activité de la luciférase par les composés DB sur certains sites consensus.




D. Amplification des plasmides

Aprés incubation 16 h a 37°C dans une étuve, les clones bactériens transformés avec un
plasmide d’intérét sur boite de pétri, sont cultivés dans 10 mL d’une solution de LB
additionnée d’antibiotique de sélection a la concentration appropriée. Apres incubation a 37°C
pendant 8 h, 1 mL de bactéries est prélevé et placé dans 250 mL de milieu LB + antibiotique.
Cette solution bactérienne est incubée pendant 16 h a 37°C.

Les plasmides ainsi amplifiés sont récupérés et purifiés a 1’aide du kit Qiagen (Maxi prep).
Brievement, les bactéries sont récupérées par centrifugation a 5000 g pendant 8 min puis
remises en suspension dans 10 mL de tampon P1. Les bactéries sont ensuite lysées dans 10
mL de tampon P2 pendant 5 min, et la réaction est stoppée par 10 mL de tampon P3. Les
lysats sont filtrés a travers une seringue munie d’un filtre pour éliminer les débris bactériens.
La solution ainsi obtenue est passée sur une colonne ou 1’ADN plasmidique est retenu. Ces
ADN sont lavés 2 fois par 30 mL de tampon QBT. Les plasmides sont ensuite ¢lués dans 15
mL de tampon QF puis précipités dans 15 mL d’isopropanol puis dans 10 mL d’éthanol a 70
%. Les culots d’ADN plasmidique sont séchés et repris dans 1’eau avant d’étre dosés au

spectrophotométre.

E. Construction plasmidique

Les oligonucléotides et les enzymes utilisés pour effectuer les différents clonages sont
référencés Tableau 5. Deux pg de plasmide d’intérét sont digérés par 2 unités d’enzyme de
restriction correspondantes (Tableau 5). Le vecteur clivé est séparé de I’insert a éliminer par
migration sur gel d’agarose 1 % pendant 1 h a 120 V. La bande d’intérét est excisée du gel
sous UV et ’ADN plasmidique est récupéré avec le kit NucleoSpin (Macherey-Nagel).
Brievement, 1’agarose est dissous a 50°C pendant 5 min dans 300 pL de tampon NT. La
solution contenant ’ADN est placée sur une colonne munie d’un filtre capable de retenir le
vecteur, centrifugée 1 min a 11000 g puis lavée deux fois par 600 pl d’une solution NT3.
Pour terminer, le vecteur est élué par 30 uL d’eau et récupéré dans un tube 1,5 mL par
centrifugation pendant 2 min a 12000 g. La quantité d’insert (oligonucléotide double brin) a

utiliser pour la ligation est déterminée par 1’équation suivante :

ng de vecteur x taille de I'insert (Kb) insert
ng d’insert = X ration molaire
taille du vecteur (Kb) vecteur




Le ratio molaire classiquement utilisés pour une efficacité maximale est de 3.

Plasmides Sites Séquence de I’insert Sites de Sites
d’insertion digestion et | consensus
marquage
pUCI19 BamH 1 5’- gatcagctcgtetgegecg TTAATGAGetgtgegagtegee EcoR 1/Pst1 Brn-3
pUC19 BamH 1 5’- gatcagtgtcttcctgAATATGAATA Agaaataagtcgee EcoR 1/Pst 1 Pit-1
pUC19 BamH 1 5’- gatcagtgtcttcctgAATATGAATAAgaagtcagtcgee EcoR 1/Pst 1 Pit-1 WT
pUCI19 BamH 1 5’- gatcagtgtcttcctgAATACGAATAAgaagtcagtcgec EcoR 1/Pst 1 Pit-1 m1
pUCI19 BamH 1 5’- gatcagtgtcttcctgAATATGAACGAgaagtcagtcgee EcoR 1/Pst 1 Pit-1 m2
pUC19 BamH 1 5’- gatcagtgtcttcctgAATACGAACGAgaagtcagtcgee EcoR 1/Pst 1 Pit-1 m3
pUCI19 BamH 1 5’- gatcagtgtcttcctgAGTATGAACGAgaagtcagtcgee EcoR 1/Pst 1 Pit-1 m4
pUCI19 BamH 1 5’- gatcagctegtggaagcGAAAATGAAATTgactagtcgee EcoR 1/Pst 1 IRF-1

La colonne plasmide correspond au vecteur originel utilisé pour effectuer la construction. L’insert
est intégré dans le plasmide au niveau du site multiple de clonage. Les enzymes de restriction
impliqués dans la construction plasmidique sont représentés dans la colonne Site d’insertion. La
séquence des inserts est indiquée dans la colonne Séquence de I’insert. En bleu majuscule sont
répertoriés les sites d’intérét et en rouge les points de mutations éventuels. La colonne Sites de
digestion et de Marquage correspond aux sites utilisés pour digérer le plasmide construit afin de
récupérer un fragment d’intérét pour réaliser des tests d’empreinte a la DNase I. Les sites
présentés en rose correspondent aux sites ou sont réalisés les marquages en 3’-. Le sigle @ indique
que les plasmides n’ont pas été utilisés pour effectuer des tests d’empreinte a la DNasel. La

Tableau 5 : Constructions plasmidiques.

colonne Sites consensus représente les différents sites d’intéréts intégrés dans les plasmides.

Les ligations sont effectuées en utilisant 200 ng de vecteur. Les inserts utilisés sont répertoriés

dans le Tableau 5. La quantité d’insert a utiliser est déterminée selon la formule ci-dessus et

est dépendante de la taille du vecteur et de I’insert. Pour la ligation, le mélange vecteur / insert
est incubé avec 4 unités de T4 DNA ligase (New England BioLabs) pendant 16 h a 16°C dans
un tampon 50 mM Tris-NaCl, pH 7,5; 10 mM MgCI2; 1mM ATP; 10 mM DTT.

L’amplification des plasmides d’intéréts s’effectue comme décrit précédemment.

[I. Etude moléculaire

A. Etude de linteraction ADN-ligand

1. Marquage radioactif sur I’extrémité 3' de ’ADN

a) Marquage a I’AMV-RT

Le fragment d’ADN de 265 pb provenant du plasmide pBS est obtenu par digestion

enzymatique EcoR I-Pvu II. Le marquage est effectué par incorporation d’a-[**P]-dATP (1,85




MBgq; GE Healthcare) au niveau du site EcoR I et en 3’ du fragment d’ADN par 40 unités
d’enzyme AMV-RT (Avian Myeloblastosis Virus-Reverse Transcriptase, Finzyme, 20U/uL).
Aprés 2 h d’incubation a 37°C, 12 pL d’une solution de dATP non marqué a 100 mM sont
ajoutés. Les produits de digestion sont déposés sur gel de polyacrylamide & 6 % non
dénaturant (rapport acrylamide:bisacrylamide 19:1) et séparés par une migration de 2 h a 170
V dans une solution de TBE 1X (89 mM Tris, 89 mM Borate, 20 mM EDTA, pH 8.3). Apres
autoradiographie du gel, les bandes d’intérét sont excisées, broyées puis ¢luées dans un
tampon TE-NaCl (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, NaCl 100 mM, pH 8) pendant une nuit a 4°C.
L’ADN radiomarqué en solution est alors séparé¢ du gel d’acrylamide par centrifugation au
travers d’un filtre millipore de 0,45 um puis précipité dans I’éthanol absolu par centrifugation
30 min a 13800 g. L’éthanol est ¢liminé et le culot d’ADN est remis en suspension dans 50

uL d’eau MQ.

b) Marquage a la Klenow

Les fragments d’ADN marqués a I’enzyme Klenow proviennent des différents clonages
effectués. Ces plasmides sont référencés Tableau 5. Tous les fragments proviennent de
clonages effectués dans le plasmide pUC19 a I’exception d’un seul, nommé pGL3 promoteur
HoxA9, qui provient du plasmide pGL3 promoteur. Les sites de digestion des plasmides
nécessaires pour le marquage sont répertoriés Tableau 5. Les marquages sont effectués par
incorporation sur 1’extrémité 3’ d’a-[**P]-dATP (1,85 MBq; GE Healthcare) par 10 unités
d’enzyme Klenow (BioLabs) pendant 30 min a 37°C. Pour les fragments issus du plasmide
pUC19, apres 30 min d’incubation sont ajoutés 12 uL d’une solution de dATP a 100 mM.
Pour le marquage du fragment pGL3-HoxA9, 10 mM de dGTP sont ajoutés pour permettre
I’incorporation du dATP marqué en position 2 sur I’extrémité protubérante du site Bgl II.

Les produits de digestion sont déposés sur gel de polyacrylamide a 6 % non dénaturant
(rapport acrylamide:bisacrylamide 19:1) et séparés par une migration de 2 h a 170 V dans une
solution de TBE 1X. Apres autoradiographie du gel, les bandes d’intéréts sont excisées et

I’ ADN récupéré comme précédemment décrit dans le paragraphe 11.A.1.a.

2. Marquage radioactif sur I'extrémité 5’ de '’ADN

Les différents oligonucléotides utilisés sont répertoriés dans le Tableau 6. Quatre cents ng
d’oligonucléotides simples brins contenant les séquences consensus des facteurs de

transcription d’intérét sont marqués par ’incorporation sur I’extrémité 5° de y-[*’P]-ATP



(1,85 MBq; GE Healthcare). Le marquage s’effectue par 1’ajout de 20 U d’enzyme T4
polynucléotide kinase (BioLabs). Aprés 1 h 30 d’incubation a 37°C, I’enzyme est inactivé
pendant 5 min a 90°C et 600 ng d’oligonucléotides complémentaires sont ajoutés. La réaction
d’hybridation des deux brins d’oligonucléotides s’effectue en plagant la solution 5 min a 90°C
puis en laissant redescendre lentement la température a 20°C (environ 2 h). L oligonucléotide
double brin est ensuite purifi¢é par migration sur gel de polyacrylamide et récupéré comme

précédemment (les séquences des oligonucléotides utilisés sont répertoriées tableau 3).

Noms Séquence
Brn-3 |5’- GCGCGTTAATGAGCTGTG
Pit-1 |5’- GTCTTCCTGAATATGAATAAGAAATAA

IRF-1 |5- GGAAGCGAAAATGAAATTGACT

HNF-4 |5 - TCAGCTTGTACTTTGGTACAACTA
Pit-1 WT | 5'- GATCAGTGTCTTCCTGAATATGAATAAGAAGTCAGTCGCC
Pit-1 M1 | 5'- GATCAGTGTCTTCCTGAATACGAATAAGAAGTCAGTCGCC
Pit-1 M2 | 5'- GATCAGTGTCTTCCTGAATATGAACGAGAAGTCAGTCGCC
Pit-1 M3 | 5'- GATCAGTGTCTTCCTGAATACGAACGAGAAGTCAGTCGCC
Pit-1 M4 | 5’- GATCAGTGTCTTCCTGAGTATGAACGAGAAGTCAGTCGCC
Pit-1 M5 | 5'- GATCAGTGTCTTCCTGAGTATGAATAAGAAGTCAGTCGCC
Pit-1 M6 | 5'- GATCAGTGTCTTCCTGAGTACGAATAAGAAGTCAGTCGCC

HoxA9 |5’-CTGCGATGATTTACGACCGC

Tableau 6 : Séguence des oligonucléotides marqués a I’extrémité 5.

Oligonucléotides simple brun utilisés pour le marquage en 5°-. Aprés le marquage, 600 ng
d’oligonucléotide complémentaire sont ajoutés et hybridés. Les séquences d’intérét sont
soulignées en noir. Ne sont représentés que les oligonucléotides marqués.

3. Empreinte a la DNase |

Cette technique permet de localiser les sites de fixation a ’ADN d’un produit par digestion
ménagée a la DNase I des séquences d’ADN non protégées par les produits (Graves et al.,
1986 ; Balilly et al., 2005). Dix ng d’ADN marqué en 3’ sont incubés 15 min a température
ambiante en présence de ligand a la concentration désirée dans un tampon constitué¢ de 10 mM
Tris pH 7.0 et 10 mM NaCl. La digestion est initiée par I’addition de 2 pL d’une solution de
DNase I diluée a 0,01 unité/mL. Aprés 3 minutes, la réaction est stoppée par congélation a
-80°C dans la carboglace. Les échantillons sont alors lyophilisés sous vide. Les fragments

d’ADN digérés sont redissous dans 5 pL de tampon de charge dénaturant (formamide 80%,



xyléne cyanol 0.1%, bleu de bromophénol 0.1%), dénaturés par chauffage 5 min a 90°C, suivi
d’un brusque refroidissement dans la glace avant d’étre déposés sur gel de polyacrylamide
dénaturant (Urée 8M) a 8%. Un contrdle de migration (G-track) est lui aussi déposé, il permet
de montrer la localisation des guanines dans le brin d’ADN testé. La migration s’effectue
pendant 1 h 45 a 65 W dans un tampon TBE 1X. Le gel est fixé dans une solution d’acide
acétique a 10 % puis séché sous vide et révélé au Phospholmager. Les analyses
densitométriques sont réalisées par intégration des densités des différents fragments d’ADN
issus de la digestion par utilisation du logiciel ImageQuant version 3.3. Chaque bande est

identifiée par comparaison avec sa position relative au standard (G-track).

Le G-track permet de visualiser la localisation des guanines dans le brin d’ADN testé. Les
guanines sont révélées par digestion chimique a la pipéridine. 200 ng d’ADN marqués sont
incubés 2 min a température ambiante avec 200 mM de DMS. Le DMS transfére un
groupement méthyle sur 1’azote en position N7 des guanines de I’ADN. La réaction est
stoppée par l’addition de 200 pL d’éthanol qui permet de précipiter ’ADN. Apres
centrifugation a 13800 g, I’éthanol est ¢liminé et I’ADN méthylé est séché 15 min a I’air libre.
Le culot est repris dans 25 pL de pipéridine 100 mM et incubé 12 min a 90°C afin de
permettre la digestion de I’ADN au niveau des guanines méthylées. Le mélange est séché sous
vide, lavé avec 100 pL d’eau et séché sous vide une nouvelle fois avant d’étre repris dans un

tampon de charge dénaturant.

4. Test de dénaturation thermique de ’ADN

Cette technique consiste a enregistrer des variations des propriétés d’absorbance reflétant un
changement conformationnel de la molécule d’ADN (effet hyperchrome). Pour cela, la
densité optique (DO) a 260 nm d’une solution d’ADN soumise a une augmentation de
température progressive de 20 a 100°C (augmentation de 1°C/min) est mesurée toutes les 90
secondes. Les courbes de dénaturation thermique de I’ADN sont enregistrées avec un
spectrophotomeétre Uvikon 943 couplé a un régulateur thermique cryostat Neslab RTE 111. La
température de fusion d’un fragment d’ADN, ou Tm (melting temperature), correspond a la

température ou 50 % de I’ADN se retrouve sous forme dénaturée et 50 % sous forme double



brin. La température est mesurée dans une cuve de référence a 1’aide d’une sonde de
température. Pour chaque série de mesures, 10 échantillons et 2 controles sont déposés dans
des cuves en quartz (10 mm) et placés dans une cellule chauffée par circulation d’eau
controlée par le thermostat. Les échantillons d’ADN sont placés dans un tampon BPE (6 mM
Na,HPO4, 2 mM NaH,PO4, 1| mM EDTA, pH 7). Pour cette étude, différentes séquences
d’ADN sont utilisées (Tableau 7). En ce qui concerne les oligonucléotides, la concentration en
ADN est de 0,5 uM d’oligonucléotide alors que pour le poly(dAdT), la concentration en
ADN est de 20 uM. Les ligands sont toujours ajoutés a la concentration de 1 pM.

Noms Séquences

AT riche 5’- GTGAGGGTTAATTTCGAGCTTGG
AT riche m 5’- GTGAGGGTITGGTTTCGAGCTTGG
ATGA 5 - ACAGCTATGACCATGATTACGCC
HoxA9 5’- CTGCGATGATTTACGACCGC
HoxA9 AT m 5’- CTGCGATGAGTCACGACCGC
HoxA9 ATGA m 5’- CTGCGTAGCTTTACGACCGC
HoxA9 m 5’- CTGCGTAGCGTCACGACCGC

Tableau 7 : Séquences des oligonucléotides utilisés pour réaliser les mesures de

dénaturation thermique de I’ADN.

Un des deux oligonucléotides complémentaire est représenté. Les séquences représentées en bleu
correspondent aux sites d’intéréts, les bases représentées en rouge représentent les sites de
mutations.

5. Résonance plasmonique de surface

Ces expériences sont réalisées par 1I’équipe du Pr David Wilson (Atlanta, USA). Pour
effectuer ces tests les oligonucléotides suivant (en forme d’hairpin, biotinylés sur I’extrémité
5’-) ont été utilisés : d(Biotine-CAATATGAATAAGAAGTICTCCTTCTTATTCATATTG)
(Pit-1),  d(Biotine-CGCGTTAATGAGCTGGTCTCCCAGCTCATTAACGCG) (Brn-3),
d(Biotine-CGAAAATGAAATTGACTCTCGTCAATTTCATTTTCG) (IRF-1), ainsi que
deux séquences Pit-1 mutées sur le site ATGA et sur le site riche en paires de bases AT situé¢
en position 3 du site ATGA, d(Biotine-CAATACGAATAAGA
AGTCTCCTTCTTATTCGTATTG) (Pit-1 M1) et d(Biotine-CAATATGAACGAGAAGT



CTCCTTCTCGTTCATATTG) (Pit-1 M2). Les détails techniques sont détaillés dans Peixoto
et al., 2008.

B. Modulation de la fixation des facteurs de transcription a 'ADN

1. TranSignal™ /protein/DNA arrays (Panomics)

Cette méthode, basée sur le principe des macroarrays, permet d’effectuer un criblage de 54
facteurs de transcription en une seule manipulation dans un mode compétitif (Figure 74). Des
oligonucléotides biotinylés, spécifiquement reconnus par des facteurs de transcription sont
incubés a 37°C avec 1 ou 5 uM de DB293. 15 ug d’extraits nucléaires, contenant le mélange
de facteurs de transcription, sont ajoutés. Les complexes (oligonucléotides - facteurs de
transcription) formés sont isolés des oligonucléotides libres par migration sur gel d’agarose a
2 % dans du TBE 1X pendant 15 min a 120 V. Aprés la migration, le gel est excisé selon le
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DNA-kit Agarose (Dojundo). L agarose est tout d’abord dissout dans 300 pL. de tampon ge!/
lysis buffer a 60°C pendant 10 min puis précipité dans 300 puL de tampon precipitation
solution et ¢liminé aprés centrifugation a 12000 rpm pendant 5 min. Les oligonucléotides
contenus dans le surnageant sont ensuite purifiés ; pour cela 2 ul de la solution de co-
precipitation et 800 pL d’éthanol froid sont ajoutés et vortexés avant d’étre centrifugés a
12000 rpm pendant 3 min. Un lavage par une solution d’éthanol -20°C a 70 % suivi d’une
centrifugation a 12000 rpm sont effectués. Les oligonucléotides sont repris dans 100 pL
d’eau, avant d’étre dénaturés et hybridés aux membranes TranSignal dans le tampon
d’hybridation fourni, a une température de 42°C pendant 16 h. Sur ces membranes sont
greftés chacun des oligonucléotides simple brin correspondant aux séquences
complémentaires de 54 facteurs de transcription connus (kit TranSignal™ /protein/DNA
arrays ). Les membranes sont ensuite lavées et une solution de HRP (péroxydase) couplée a
la streptavidine est ajoutée. Pour terminer, les membranes sont incubées dans une solution

contenant le substrat de la HRP et sont ensuite révélées par autoradiographie (réaction de



chimioluminescence). L’analyse se fait a 1’aide du logiciel ImageQuant qui détermine
I’intensité de chaque spot. Le rapport d’intensité est calculé en faisant le ratio intensité¢ du
controle sans drogue sur I’intensité du test avec drogue. Comme établi par le fournisseur, la
modulation de I’interaction ADN/facteur de transcription est significative lorsque le ratio est

supérieur a 1,5.
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Figure 74 : TranSignal™ /protein/DNA arrays (Panomics).

Les oligonucléotides biotinylés sont incubés ou non avec le DB293 puis des extraits nucléaires de
cellules HT-29 sont ajoutés. Les complexes facteurs de transcription/ADN ainsi formés sont isolés
par gel d’agarose. Les oligonucléotides engagés dans ces complexes sont récupérés et hybridés sur
les membranes Transignal™. Sur ces membranes sont immobilisés les oligonucléotides
complémentaires a ceux utilisés précédemment. Des billes de streptavidine couplées a la protéine
HRP sont ajoutées. Une analyse densitométrique permet de déterminer les rapports d’inhibition ou
d’activation de la formation des complexes ADN/facteurs de transcription par le DB293.

2. Expression des protéines en lysat de réticulocytes

L’expression de protéines en lysat de réticulocytes s’effectue par le kit T7 ou SP6 TNT®
Coupled Reticulocyte Lysate System (Promega). 25 pL de lysat sont mélangés a 2 puL de
tampon TNT® reaction Buffer, IuL de TNT® T7 RNA polymérase ou SP6 TNT® T7 RNA
polymérase (en fonction du plasmide d’expression), 1 pL d’acides aminés a 1 mM, 2 pL
d’inhibiteur de ribonucléase et 1 pg de plasmide d’intérét (vecteurs exprimant Brn-3-a, -b, -c
Pit-1, IRF-1, HNF-4 ou HoxA9). Le mélange est complété avec de I’eau sans nucléase pour
un volume final de 50 puL et incubé a 30°C pendant 1 h 30. Afin de vérifier I’expression des
protéines d’intérét, I’acide aminé méthionine est remplacé par la [°S] méthionine (1,1 MBq ;

GE Healthcare) dans une manipulation controle. Les lysats contenant les protéines marquées



sont alors déposés sur un gel de polyacrylamide (rapport acrylamide/bisacrylamide 37,5/1) a
10 % (gel de concentration : 0,125 M Tris, pH 6,8 ; 0,1% SDS ; gel de séparation : 0,375 M
Tris ; pH 8,8 ; 0,1 % SDS) et la migration s’effectue contre un tampon Tris 25 mM ; 192 mM
glycine; SDS 0,1 %pendant 4 h a 30 mA. Le gel est alors séché et analysé¢ au
phospholmager.

3. Retard en gel

Cette technique permet de visualiser I’interaction entre une protéine et une sonde d’acide
nucléique marquée, en se basant sur la différence de mobilité sur gel de polyacrylamide d’un
complexe protéine-ADN par rapport a celle de la sonde ADN libre. 2 pL. de composé DB a la
concentration requise sont incubés avec 6 ng d’oligonucléotides double brin marqués en 5’ et
complétés a 10 uL. de tampon d’interaction (15 mM Tris-HCL, pH 7.5, 50 mM KCI, 1.5 mM
EDTA, 10% glycerol, 1.5 mM DTT, 10 pg BSA). Afin de vérifier la spécificité des bandes
obtenues, 2 stratégies peuvent &tre adoptées : soit ajouter au mélange un exces de sonde froide
(50 fois concentré, soit 300 ng) spécifique ou non spécifique, soit ajouter 1 pL. d’anticorps
spécifique ou non spécifique de la protéine d’intérét pour effectuer un super-retard ou
superschift. Apres 20 min d’incubation a température ambiante, 5 ug d’extraits nucléaires de
cellules HT-29 ou 1 a 2 ul de protéines exprimées en lysat de réticulocytes sont ajoutés et
incubés 30 min a 4°C. Les échantillons sont alors déposés sur un gel de polyacrylamide non
dénaturant a 6 % (rapport acrylamide:bisacrylamide 37,5:1, TBE 0,5X). L’¢électrophorése
s’effectue a 300 V pendant 3 h contre un tampon TBE 0,5X. Le gel est ensuite séché et
analysé au phospholmager.

5. Western Blotting

Les lysats protéiques sont repris dans un tampon de charge 2X (50 mM Tris HCL, pH 6,8 ; 15
% Sucrose, 2 mM EDTA , pH 7,5; 3% SDS, bleu de bromophénol 0,01%) avant d’étre
déposés a la concentration désirée sur un gel d’acrylamide 10% (rapport
acrylamide/bisacrylamide 37,5/1 ; gel de concentration : 0,125 M Tris, pH 6,8 ; 0,1% SDS ;
gel de séparation : 0,375 M Tris ; pH 8,8 ; 0,1% SDS) et la migration s’effectue contre un
tampon Tris 25 mM ; 192 mM glycine ; SDS 0,1% pendant 1h30 a 100 mA. Aprés migration,
le gel est transféré sur une membrane PVDF (Amersham biosciences) pendant 90 min a 90 V
contre un tampon de transfert (192 mM glycine ; 25 mM Tris, pH 8,3 ; SDS 0,1% ; méthanol

20%). La membrane est alors incubée pendant 1h avec une solution de TBSt (Tween 20) 0,5



% lait 1 % afin de limiter les interactions non spécifiques de I’anticorps sur la membrane.
L’anticorps primaire est alors ajouté a la concentration désirée (dilué au 1/500°™ pour
HoxA9) et incubé pendant 1 h a température ambiante. Trois lavages successifs au TBSt sont
effectués, puis I’anticorps secondaire (dirigé contre les anticorps produits chez la chévre pour
I’anticorps anti-HoxA9) couplé a la protéine HRP dilué¢ au 1/20000 est ajouté et incubé 1h a
température ambiante. Trois lavages successifs au TBSt sont a nouveau réalisés puis un
lavage au TBS. Les protéines d’intéréts fixées sur les membranes sont révélées par
chimioluminescence avec le kit ECL (GE Healthcare) sur des films photographiques (Kodak,

GE Healthcare). Les temps d’exposition sont fonction des anticorps utilisés.

lll. Etudes en cellules eucaryotes

A. Culture cellulaire

1. Cellules adhérentes

a) Cellules HT-29

Les cellules d’adénocarcinome de colon HT-29 (ATCC : HTB-38) sont cultivées dans un
milieu DMEM-glutaMAX auquel sont classiquement ajoutés 10% de SVF (sérum de veau
feetal) et 1% de mélange pénicilline-streptomycine (pénicilline G : 10000 unités/mL,
streptomycine 10 pg/mL). Les cellules HT-29, comme toutes les cellules utilisées, sont
maintenues pour cette étude en culture a 37°C avec 5% de CO, dans une étuve a atmosphére
humide (90% d’humidité). Le repiquage des cellules s’effectue dans une flasque T150 (150
cm?) dans laquelle on ajoute 25 mL de cellules diluées dans du milieu de culture a la

concentration de 200 000 cellules/mL.

B. Microscopie de fluorescence

1. Distribution cellulaire

Les cellules HT-29 sont ensemencées dans 1 mL de milieu de culture sur des lames
compartimentées en 8 puits a la densité de 20 000 cellules/mL. Aprés 24 h d’incubation, 5 uM
de composés fluorescents sont ajoutés.

Aprés 18 heures d’incubation, les cellules sont lavées par 1 mL de PBS (NaCl 68 mM,
Na,HPO4 85 mM, NaH,PO4 17 mM ; pH 7.,4) puis fixées par une solution de PFA 2%



pendant 15 min a 4°C. Entre chaque étape, 3 lavages de 5 min par 1 mL de PBS sont
effectués. Elles sont ensuite incubées en présence de 200 uLL d’une solution de DiOCg (3,3°-
dihexyloxacarbocyanine iodide) a 75 nM (utilis¢ comme marqueur cytoplasmique) pendant 15
min a 37°C puis avec 200 pL d’une solution d’IP (Iodure de propidium) a 1 pg/mL (utilisé
comme marqueur nucléaire). Enfin, la préparation est scellée entre lame et lamelle dans 8 uLL
d’une solution de « Vectashield » (VECTOR). Les lames sont observées au microscope droit
a fluorescence LEICA® avec différents lasers permettant de visualiser la localisation des
différents produits utilisés. Les images sont captées par le logiciel Qfluo.

2. Fixation différentielle

Les cellules HT-29 sont placées dans des lames compartimentées en 8§ puits a la densité de
20000 cellules/mL comme précédemment. Aprés 18 h de traitement avec les composés a
étudier, les cellules sont lavées par 1 mL de PBS froid (5 min), puis fixées avec différents
agents fixant : 1) PFA en concentrations croissantes de 1 a 4% en solution dans du PBS
pendant 20 min a 4°C ; i1) NP40 en concentrations croissantes dans du PBS + PFA a 2%
pendant 20 min a 4°C (NP40 de 0, 1 a 2 %) ; iii) méthanol en concentrations croissantes de 25
% a 100 % dans du PBS pendant 10 min a -20°C. Apres la fixation, les cellules sont lavées

trois fois au PBS et analysées comme précédemment.

C. Tests de cytotoxicité

Les tests de cytotoxicité au réactif MTS permettent de déterminer la concentration pour
laquelle 50 % des cellules sont tuées par les composés (ICs).

80 ul de cellules a une concentration dépendante du type cellulaire (tableau 8) sont placées
dans des plaques 96 puits. Aprés 2 h (pour des cellules en suspension) ou 24 h (pour des
cellules adhérentes) de pré-culture, les cellules sont incubées en présence de concentrations
croissantes en composé DB allant de 0,001 uM a 50 uM. Apres 72 h de traitement, le réactif
MTS (CellTiter 96® Aqueous) est ajouté a raison de 20 pL par puits et incubé dans 1’étuve de
1h a 2h en fonction du type cellulaire (voir tableau 8). Le réactif MTS contient un dérivé
tétrazolium (3-4,5 dimethylthiazol-2-yl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium) réduit en
formazan par ’enzyme mitochondriale NADP déshydrogénase. Cette réduction entraine un
changement de couleur de la molécule qui passe du jaune au pourpre. Le pourcentage de
cellules vivantes est déterminé par lecture de I’absorbances a 492 nm des différents
échantillons traités ou non avec le composé d’intérét. L’absorbance a cette longueur d’onde

est maximale lorsque le dérivé tétrazolium est réduit (couleur pourpre).



E. Préparation d’extraits nucléaires

Les extraits nucléaires sont préparés a 1’aide du kit Nuclear extraction kit (Panomics). Les
cellules HT-29 sont mises en culture dans 20 boites de pétri 100-mm dans un milieu DMEM
auquel sont ajoutés 10% de SVF et 1% de mélange pénicilline-streptomycine (pénicilline G :
10 000 unités/mL, streptomycine 10 pg/mL) jusqu’a obtention d’un tapis cellulaire a 80% de
confluence (environ 1 x 10° cellules par mL ). Les cellules sont alors lavées deux fois dans 10
mL de PBS. 1 mL de Solution A (1 mL tampon A, 10 uL DTT, 10 pL d’inhibiteur de
protéases, 10 pL. d’inhibiteur de phosphatase I, 10 pL. d’inhibiteur de phosphatase II) sont
ajoutés et les cellules sont placées sous agitation sur un plateau rotatif a 200 rpm. Apres 10
min d’agitation, les cellules sont raclées, récupérées dans des tubes de 2 mL et vortexées
pendant 10 secondes dans le but de rompre les membranes plasmiques. Apres centrifugation a
14 000 g pendant 3 min a 4°C et élimination du surnageant contenant la fraction
cytoplasmique, les noyaux sont repris dans 150 uL de Solution B (1 mL de tampon B, 10 pL.
DTT, 10 uL d’inhibiteur de protéases, 10 pL d’inhibiteur de phosphatase I, 10 uLL d’inhibiteur
de phosphatase II). L’incubation des noyaux pendant 2 h en agitation a 150 rpm dans cette
solution tres saline permet I’exclusion des protéines nucléaires hors du noyau. Le surnageant
contenant les protéines est alors récupéré par centrifugation a 14 000 g pendant 5 min a 4°C et
dialysé a 4°C dans 500 mL de Solution C (20 mM Tris pH 7.9, 75 mM KCIl, 0.2 mM EDTA,
20 % glycérol, 1| mM DTT et 0.5 mM PMSF) pendant 16 h. Les extraits nucléaires sont

récupérés et dosés selon la méthode de Bradford avant d’étre aliquotés et stockés a —80°C.

F. Extraction des protéines totales

Les extraits protéiques totaux sont utilisés pour réaliser les expériences de western blot. Pour
réaliser ces extractions 5 millions de cellules sont utilisées. Apreés comptage, les cellules sont
lavées par 5 mL de PBS puis reprises dans 500 pL de tampon de lyse (SDS 1% ; 1mM Na-
vanadate; 10 mM Tris, pH 7,4 ; 0,1 mM PMSEF, pepstatine 2,5 pg/mL ; aprotinine 10 pg/mL ;
leupeptine 5 pg/mL) a 4°C. Apreés 10 min les échantillons sont passés 10 fois a travers une
seringue munie d’une aiguille 21G pour obtenir un lysat cellulaire non visqueux. Les

protéines sont ensuite dosées selon la méthode de Bradford.
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