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Chapitre | : Etat de I’art et objectifs

1 G-quadruplexes

Les guanines (G) sont des bases de I’ADN. Au sein des doubles hélices, elles
s’apparient avec les cytosines (C) par des liaisons hydrogéne de type Watson-Crick
(Figure 1-1a). En présence d’une forte concentration de cations (typiquement Na* et
K™, il est connu qu’in vitro, les guanines en solution peuvent également s’associer
entre elles par des liaisons hydrogene de type Hoogsteen pour former une structure
G-quadruplexe.! Les quartets de guanine (G-quartets) constituent les briques
élémentaires des G-quadruplexes (Figure I-1b). I s’agit d’une structure planaire
constituée d’un assemblage de quatre guanines, chacune étant a la fois donneur et
accepteur de liaison hydrogene. Les G-quadruplexes se caractérisent par la présence
d’un cation entre les G-quartets qui stabilise leur structure en compensant les charges

négatives des groupements carbonyles en position 6 des guanines.
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Figure I-1. Liaisons hydrogéne : (a) de type Watson-Crick d ‘une paire de bases guanine-cytosing, (b)
de type Hoogsteen dans un G-quartet.

Les G-quadruplexes se forment généralement par le repliement d’un simple brin
d’ADN ou d’ARN riche en guanine, ou par ’association de deux ou quatre brins
d’ADN (cf. Figure I-2a-c).>® Trés récemment, la formation de structures
G-quadruplexes a partir de I’association de trois brins a été aussi mise en évidence.” Les

guanosines monomeériques en solution peuvent également s’assembler en structures



G-quadruplexes en présence d’une forte concentration de cations et former des phases

colonnaires (Figure 1-2d).>
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Figure 1-2. Représentation schématique de structures G-quadruplexes formées (a) par le repliement
d’un brin d’ADN, (b) par [’association de quatre brins, (C) par l'association de deux brins et (d) par
[’empilement de guanosines monomeériques en phase colonnaire.

Méme si les briques élémentaires des structures quadruplexes sont les G-quartets,
leur agencement est trés variable et est a 1’origine d’un grand polymorphisme. La
morphologie des G-quadruplexes est sensible a la séquence de ’ADN ainsi qu’a
différents facteurs environnementaux, tels que la nature et la concentration des cations
présents et la phase (liquide vs. cristalline).® Par exemple, il est bien établi que les
G-quadruplexes formés avec du potassium (K*) sont plus stables que ceux formés avec
du sodium (Na®) (Figure 1-3). En revanche, la formation de G-quadruplexes est peu
favorable en présence de lithium (Li*).® La formation des G-quadruplexes résulte de la
compétition entre les interactions électrostatiques des cations avec I’ADN et le
processus de déshydratation des cations. C’est la différence énergétique entre ces deux
processus qui détermine la stabilité des G-quadruplexes. Il a été mis en évidence que la
sélectivité particuliére des quadruplexes vis-a-vis du potassium en comparaison du
sodium provient essentiellement de I’énergie de déshydratation plus faible des cations
K", 1’énergie d’interaction électrostatique de la structure quadruplexe avec ces deux
cations étant quant & elle identique.®*® En présence de Li*, la formation des
quadruplexes n’a pas lieu car I’énergie libérée par I’attraction électrostatique n’est pas
suffisante pour compenser 1’énergie de déshydratation de ces cations de petite taille qui
est trés élevée. Notons, que la nature des cations influence également la cinétique de
formation des G-quadruplexes.” Les quadruplexes constitués de quatre brins se forment

plus rapidement en présence de K™ qu’en présence de Na*8



Figure 1-3. Simulation d 'une structure G-quadruplexe formée par quatre brins GGG en présence de
cations Na* représentés en jaune : vue du dessus (& gauche) et vue de coté (a droite).™

Les études des G-quadruplexes se sont beaucoup développées, apres
I’identification de séquences riches en guanine dans de nombreuses régions (>40%) du
génome humain capables d’adopter des structures G-quadruplexes in vitro.*? 1l y a
maintenant un ensemble d’observations expérimentales qui atteste de 1’existence des
structures G-quadruplexes in vivo."*** Parmi les séquences d’ADN humain riche en
guanine, les télomeres, localisés a I’extrémité des chromosomes, constituent des cibles
potentielles pour le développement de nouvelles thérapies anti-cancéreuses.™ *° I est
bien établi notamment, que [!’interaction de petites molécules organiques ou
inorganiques (ligands) avec I’ADN télomérique, sous sa conformation G-quadruplexe,
permet de stabiliser thermodynamiquement 1’édifice supramoléculaire. Cette
interaction est capable d’inhiber les fonctions de la télomérase responsable de la
maintenance des télomeéres et de la prolifération des cellules tumorales.®® Aussi, la
conception de ligands capables d’interagir spécifiquement avec I’ADN G-quadruplexe
représente une stratégie prometteuse pour 1’¢élaboration de nouveaux traitements
anti-cancéreux et fait 1’objet d’un intérét particulier depuis ces dix derniéres années.”"®

Enfin, en plus de leur intérét biologique, les nano-structures auto-assemblées de
type G-quadruplexes sont considérées comme étant prometteuses pour des applications
dans le domaine de 1’électronique moléculaire et I’optoélectronique.™® Ces aspects ont
été discutés au sein de I’Action COST MP0804 (2009-2012) intitulée « Self-assembled

guanosine structures for molecular electronic devices » a laquelle j’ai participée.



2 Etats excités de ’ADN

Depuis le début de 21°™ sigcle, les états excités de I’ADN et de ses composants
font I’objet d’un grand nombre d’articles (pour revues cf. ref. 20-22). L’une des
principales motivations de ces études, est de comprendre les processus primaires a
I’origine de la formation des dommages de I’ADN induits par 1’absorption d’un photon
UV et susceptibles de conduire a I’apparition des mutations cancérigénes. Afin
d’approcher les états excités de I’ADN, un certain nombre d’études expérimentales a
¢été réalisé sur les bases de I’ADN isolées en phase gazeuse, afin d'observer leur
propriétés photophysiques intrinséques et de les comparer directement aux prédictions
des calculs de chimie quantique.”® En solution, de nombreux travaux expérimentaux
ont été réalisés sur des systemes de complexité croissante, allant des bases
monomériques de ’ADN jusqu’a I’ADN naturel.?*%? Ces travaux mettent en évidence
I’influence de I’environnement sur la dynamique des états excités des constituants de
I’ADN. Par exemple, les effets d’empilement (« base stacking ») et d’appariement des
bases («base pairing ») dans les doubles hélices d’ADN ou encore les liaisons
hydrogéne entre les bases d’ADN et le solvant sont des paramétres susceptibles de
modifier les surfaces de potentiel des états excités et leur dynamique.?®

Les études en solution de I’ADN multimeéres et ses composants monomeériques
mettent en ceuvre principalement deux techniques de spectroscopie résolue en temps

20, 24-30

femtoseconde, qui sont 1’absorption transitoire et la fluorescence résolue en

21:22.3132 g « Kerr gate ».2% Le

temps par conversion de fréquence (up-conversion)
groupe BME (Biomolécules Excitées), dans lequel j’ai effectué ma these, utilise
principalement la fluorescence par conversion de fréquence et le comptage de photons
uniques pour sonder les états excités de I’ADN, sur une gamme temporelle s’étalant
d’une centaine de femtosecondes a une centaine de nanosecondes.” 3% Les mesures
de fluorescence résolue en temps requiérent, en général, des fluences d’excitation

beaucoup moins élevées que I’absorption transitoire et par conséquent génerent moins

de dommages dans les échantillons d’ADN.



2.1 Etats excités des constituants monomériques de I’ADN en solution

aqueuse

Les mononucléotides sont les chromophores monomériques de I’ADN (cf. Figure
I-4). Ils se composent de trois parties: une base (guanine, adénine, cytosine ou
thymine), un groupement sucre constitué d’un cycle a 5 atomes (4 atomes de carbone et
1 atome d’oxygene) et un groupement phosphate (PO4). Le sucre peut adopter
difféerentes conformations. Dans les structures G-quadruplexes, les sucres des
guanosines adoptent généralement une conformation C2’-endo. On observe également
deux orientations possibles syn et anti de la base par rapport au sucre, selon 1’axe définit
par la liaison glycosidique. Dans la conformation syn, la base azotée et le sucre pointent
du méme c6té tandis que dans la conformation anti la bases et le sucre ont des

directions opposées (Figure I-5).
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Figure 1-4. Composants monomériques de I’ADN : les mononucléotides (dGMP : 2 déoxyguanosine

5 ’monophosphate ; dAMP : 2’déoxyadenosine 5’'monophosphate ; dACMP : 2’déoxycytidine

5 ’monophosphate ; TMP : thymidine 5 'monophosphate)

En solution, la durée de vie moyenne des états excités nn* des nucléotides est tres
courte (<1 ps) et leur rendement quantique de fluorescence extrémement faible (de
Pordre de 107).3% %43 L’absorption et I’émission des photons des constituants
monomériques de I’ADN impliquent des transitions ‘zn* dont les forces d’oscillateur
sont élevées. Leur désactivation ultrarapide est attribuée a I’existence de voies de
relaxation non-radiative trés efficaces impliquant une intersection conique couplant
Iétat excité émissif ‘nn* a I’état fondamental (Sg). La présence de cette intersection
conique est associée a un mouvement intrachromophore a 1’état excité.?? 2 Dans le
cas des purines, comme dGMP et dAMP, il s’agit d’'un mouvement de basculement

hors du plan aromatique du groupe NH; en position 2, tandis que dans les pyrimidines



comme dTMP et dCMP, il s’agit d’un mouvement de basculement hors du plan du

substituant en position C5.

Q Q
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Figure 1-5. Guanosine en conformation syn et anti.

Dans le cas de pyrimidines, les études expérimentales et théoriques mettent en
évidence D’existence d’une deuxiéme voie de désactivation non-radiative de la
population excitée impliquant le couplage de 1’état émissif ‘™ & un état excité
non-émissif de type nu*.**** Cette voie supplémentaire de désactivation n’est pas
observée dans le cas des purines en solution.? ** % Parmi elles, dGMP qui est la
principale composante des structures G-quadruplexes a fait ’objet de deux études
récentes, par absorption transitoire et fluorescence femtosecondes.** *® Contrairement a
ce qui est observé pour les autres mononucléotides, les déclins de fluorescence de
dGMP dépendent fortement de la longueur d'onde d'émission. Cette dépendance a été
attribuée a une surface de potentiel trés plate de 1’état excité émissif, le long de la
coordonnée de réaction (i.e. le mouvement du groupe NH; en position 2). La figure 1-6
ci-dessous représente le modele proposé pour la désactivation des états excités de
dGMP dans I’eau, d’apres les références 40, 46. Apres I’absorption d’un photon, la
population excitée diffuse en s’étalant progressivement sur la surface de potentiel de
I’état excité, avant atteindre 1’intersection conique provoquant ainsi un élargissement
du spectre de fluorescence au cours du temps.*® La conversion interne ultrarapide de
I’état excité vers 1’état fondamental a lieu via le franchissement de 1’intersection
conique. L’état fondamental ainsi généré (« état chaud ») posseéde un excés d’énergie

vibrationnelle qui se dissipe vers le solvant en 2 ps.*°
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Figure 1-6. Modéle proposé pour la désactivation des états excités de dGMP dans [’eau, d’aprés les
références 22, 40

2.2 Etats excités des simples brins et double hélices d’ADN

La conversion interne ultra-rapide S;-Sy des constituants monomériques de I’ADN
est souvent avancée comme 1’un des principaux mécanismes de protection contre les
radiations UV de ’ADN. Toutefois, de nombreuses études expérimentales montrent
que le comportent des états excités des multiméres d’ADN différe des monomeéres

20-21,31

libres en solution et ont des durées de vie de fluorescence beaucoup plus longues

, : \ 21, 33-35,
s’étalant sur plusieurs échelles de temps, des femtosecondes aux nanosecondes.

47

En premier lieu, 1’allongement de la durée de vie de fluorescence de I’ADN
multimeére pourrait s’expliquer simplement par a la proximité des bases empéchant leur
mouvement de déformation a 1’origine de leur conversion interne ultrarapide.
Cependant, malgré leurs durées de vie de fluorescence beaucoup plus longues, les
multiméres d’ADN ne sont pas beaucoup plus fluorescents que les monoméres qui le
constituent, leurs rendements quantiques de fluorescence étant du méme ordre de

grandeur (10™).” Aussi, c’est la contribution d’états excités de nature différente des

* La durée de vie de fluorescence des molécules est proportionnelle a leur rendement
quantique de fluorescence :

TFluo=Trad X cI)Fluo
avec Tryo la durée de vie de fluorescence, trag la durée de vie radiative et ¢y le
rendement quantique de fluorescence.



monomeres, avec des forces d’oscillateurs beaucoup plus faibles (transitions peu
permises), qui est généralement avancée pour expliquer le comportement de I’ADN
multimere. La nature et la formation de ces états a longue durée de vie n’est cependant
pas consensuelle et fait 1’objet de nombreuses discussions dans la littérature (pour
revues cf. ref. 20-21, 33). Ci-dessous, nous donnons un bref apercu des différentes

interprétations récemment proposées.

2.3 Etats excités > délocalisés

Dans ’ADN multimere, la proximité¢ des bases peut induire des couplages
électroniques. Plusieurs études théoriques ont montré que les interactions dipolaires et
le recouvrement orbitalaire des bases dans I’ADN double-brin peuvent étre a I’origine
d’une délocalisation de 1’excitation sur plusieurs bases (excitons).** ***° Notamment,
les calculs qui prennent en compte les interactions dipolaires entre les bases ont montré
que, dans les structures doubles brins de séquences (dGdC),-(dGdC),, (dA)y(dT), ou
(dAdT),'(dAdT),, la force d’oscillateur n’est portée que par quelques états, ceux les
plus hauts en énergie, tandis que les autres ont des forces d’oscillateurs quasi-nulle
associées a des durées de vie radiative trés longues.**>* Il est important de souligner
que chaque état excitonique posseéde ses propres caractéristiques (énergie,
polarisation). Leurs durées de vie peuvent en principe s’étaler sur une large gamme
temporelle.

Par ailleurs, il est connu que I’existence d’états délocalisés peut induire des
transferts ultrarapides de 1’énergie d’excitation.® Ces transferts ont été mis en
évidence, dans ’ADN simple et double brin, par des mesures d’anisotropie de
fluorescence a I’échelle femtoseconde.” **°° Ces transferts d’énergie ultrarapides
(<100 fs), qui n’ont pas lieu dans les monomeres libres, sont dus a la conversion interne
trés rapide entre les états excitoniques. Ils sont a 1’origine d’une diminution de
I’anisotropie de fluorescence de I’ADN multimére en comparaison de celle d’un

mélange steechiométrique de monomeres (cf. Figure 1-7). Notons qu’un transfert



d’énergie entre les bases de I’ADN selon un mécanisme de Forster est trés improbable

du fait du trés faible recouvrement de leurs spectres de fluorescence et d’absorption.

1 1 1 1

Anisotropie de fluorescence

02 04 06 08 1.0
Temps / ps
Figure I-7. Anisotropie de fluorescence de (dA),, a 310 nm (trait bleu) et 330 nm (trait rouge) et JAAMP
a 330 nm (points bleus) apreés excitation & 267 nm.*

Le couplage électronique des bases de I’ADN a 1’origine de la délocalisation de
I’énergie d’excitation dépend fortement de la géométrie du systéme.*® Non seulement
la structure de I’ADN, mais aussi leurs fluctuations dynamiques, sont des parametres
susceptibles d’affecter les propriétés des états excitoniques. Par exemple, les calculs de
dynamique moléculaire réalisés sur les séquences doubles-brins (dA)i2+(dT)1, et
(dAdT)e*(dAdT)s ont mis en évidence des fluctuations thermiques assez significatives,
a température ambiante, a ’échelle d’une dizaine de picosecondes, comme le
mouvement de rotation de + 10° entre deux paires bases consécutives autour de I’axe
hélicoidal.*® Du fait de la grande diversité de structures de I’ADN et de leur flexibilité
specifique, le transfert de 1’énergie d’excitation au sein des multimeéres s’avére donc
difficilement prévisible.®® Aussi, 1’étendue spatiale et la persistance des états
excitoniques de I’ADN sont 1’objet d’une controverse.®> ° par exemple,
I’allongement de la vie des états excités des simples brins d’adénines (dA), et des
doubles hélices (dAdT),*(dAdT),, a été attribuée a I’émission d’états délocalisés sur
plusieurs paires de bases par les groupes de Markovitsi et Fiebig.?® 3¢ Au contraire,
une relocalisation rapide de 1’énergie d’excitation sur deux bases, en 1 ps, a reccemment

été proposée par le groupe de Kohler pour les simple-brins d(A), (n=2-18).%° Par



ailleurs, le groupe de Phillips invoque une relocalisation de 1’énergie d’excitation
encore plus rapide (en moins de 50fs), dans la séquence double-brin
(dAdT)10°(dAdT)yp et attribue I’absorption des états excités nrn* a des états localisés sur

une base de I’ADN.?®

2.4 Etats excités a transfert de charge

Les modéles théoriques qui ne prennent en compte que les interactions
électrostatiques (dipble-dipdle) ne permettent pas de reproduire 1’hypochromisme des
spectres d’absorption de ’ADN multimére qui est observé expérimentalement.*®>*
Les interactions de résonnance ou de transfert de charge contribuent aussi a la
délocalisation de 1’énergic d’excitation et peuvent également modifier la force

6162 Ep paralléle de la formation d’exciméres ou

d’oscillateur des états excités.
d’exciplexes, la formation d’états excités a caractére de transfert de charge est un
processus souvent invoqué pour expliquer 1’allongement de la durée de vie des
multiméres d’ADN. Ces états se caractérisent par de faibles forces d’oscillateur et des
durées de vie radiatives trés longues.

L’interprétation d’un certain nombre de travaux expérimentaux récents avance
I’hypothése d’un piégeage trés rapide des états excitoniques ™ par des états excités a
caractére de transfert de charge proches énergétiquement.*’>>°% %% % pjysieurs études
théoriques mettent également en évidence la possibilité d’un transfert efficace et rapide
des états excitoniques vers des états a caractére de transfert de charge dans différentes

séquences d’ADN.%%

2.5 [EXxcimeres et exciplexes

Nous avons vu précédemment que la diversité des structures de ’ADN et leur
flexibilité particuliere sont des parameétres susceptibles d’influencer le comportement
collectif des multiméres d’ADN.*" 3 La figure 1-8 montre un exemple de la diversité
des spectres de fluorescence et des pourcentages de photons émis par décade de temps

observée dans différentes séquences d’ADN double brin. On peut voir notamment que
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le spectre de fluorescence stationnaire des duplexes poly(dAdT)epoly(dAdT) présente
clairement deux bandes de fluorescence, I’une centrée autour de 310 nm, et I’autre
autour de 430 nm. La bande bleue est associée a 1’émission des états nn*, tandis que la
bande la plus rouge est attribuée a la formation d’exciplexes entre deux bases d’un
méme brin consécutive au piégeage des états nn* émissifs (localisés ou délocalisés).?
% La formation d’exciméres a ¢galement ¢été proposée dans le cas des simples brins
d’adénine dont les spectres de fluorescence stationnaire présentent un épaulement vers

420 nm.*®
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Figure 1-8. Spectres de fluorescence stationnaire (& gauche) et distribution des photons émis par
décade de temps des doubles hélices modéles au maximum de leur fluorescence : poly
(dAdT)poly(dAdT), poly(dA)-poly(dT), poly(dGdC)-poly(dGdC), poly(dG)poly(dC) et I’ADN naturel
purifié de thymus de veau d’aprés. Pour comparaison, le spectre de fluorescence de TMP dans [’eau
est représenté en gris (¢ = 1.54.10). %! L aire des spectres de fluorescence est proportionnelle aux
rendements quantiques de fluorescence. Le trait jaune indique la longueur d’onde de fluorescence des
hélices modéles.

Les termes d’exciméres/exciplexes dans I’ADN ont été introduits des les années
1960 pour expliquer la fluorescence rouge de I’ADN naturel a basse ternpérature.67
Depuis, ils sont trés souvent utilises pour decrire les états excités de longue durée de vie
de ’ADN.® Dans I’ADN les notions d’exciméres ou d’exciplexes different cependant

de leur définition originelle [cf. Référence 68]. Formellement, les excimeéres (« excited
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dimers ») et les exciplexes (« excited complexes ») sont des complexes a 1’état excité
entre deux molécules distinctes, ’'une a 1’état fondamental et 1’autre a 1’état excité
(Figure 1-9). lls se caractérisent par I’émission d’une fluorescence bien plus rouge que
celle des monomeres qui les constituent. Ils se forment essentiellement par collision a
partir d’états singlets excités. Leur formation est en principe limitée par la diffusion.
Plus particulierement, la formation d’exciplexes résulte d’interactions de type transfert
de charge. lls peuvent se désactiver de maniére non-radiative pour former une paire

d’ions a 1’état fondamental.®®

M* + M

T Excimer

Energy

Figure 1-9. Courbes d’énergie potentielle d’un excimére.”®

La formation d’excimeéres/exciplexes dans I’ADN résulte de I’interaction des bases
d’un méme brin. Bien que, dans I’ADN, I’amplitude des mouvements des bases soit
restreinte, 1’observation d’une bande de fluorescence rouge, dans la région spectrale
autour de 400-450 nm, a été corrélée au désordre conformationel des séquences.®
Notons, cependant que la formation d’exciplexes dans I’ADN naturel est aujourd’hui
remise en cause par des mesures de fluorescence récentes a température ambiante qui
montrent 1’absence de la fluorescence rouge initialement observée a basse
température.”* Bien que I’ADN naturel ait une durée de vie de fluorescence bien plus
longue que celle des monomeres qui le constitue, 1’allure du spectre de fluorescence
stationnaire de I’ADN naturel reste comparable a celui des monomeres (cf. Figure

|'8).47
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3 Proprietes photophysiques des structures G-quadruplexes

de PADN

Alors que les propriétés structurales et la formation des structures
G-quadruplexes de I’ADN ont fait 1’objet d’un grand nombre de publications (pour
revues cf. ref. 3, 70-71), leurs propriétés photophysiques ont été discutées seulement
dans une douzaine articles. Typiquement, les techniques utilisées pour 1’étude des
propriétés photophysiques des G-quadruplexes sont la spectroscopie d’absorption et
de fluorescence stationnaire ainsi que le dichroisme circulaire (CD).”*" On note aussi

11, 74-77 et une

quelques études par spectroscopie de fluorescence résolue en temps
étude par spectroscopie d’absorption transitoire par la méthode pompe UV-sonde
infrarouge (TRIR) avec une résolution temporelle sub-picoseconde.’

La spectroscopie d’absorption stationnaire est couramment utilisée pour suivre le
processus de formation des structures G-quadruplexes de I’ADN. La formation des
quadruplexes se traduit par un hypochromisme du spectre d’absorption autour
de 260 nm et un hyperchromisme autour de 295 nm.”? Si I’hypochromisme autour de
260 nm est aussi observe dans le cas de la formation des duplexes de I’ADN,
I’hyperchromisme autour de 295 nm est, en revanche, caractéristique de la formation
des structures G-quadruplexes. Comme dans I’ADN duplexe, ces changements
spectraux ont été rationnalisés au moyen de calculs combinant la dynamique
moléculaire et la théorie excitonique (interactions dipolaires) sur une structure
G-quadruplexe constituée de trois tétrades de guanines.** Ces calculs ont mis en
évidence que I’absorption des photons par les quadruplexes est délocalisée sur
plusieurs bases avec un degré de délocalisation moyen significativement plus élevé
que dans les doubles hélices (~57% vs. ~37%).

La spectroscopie CD stationnaire est également largement utilisée pour la
caractérisation de la structure tridimensionnelle des G-quadruplexes.” Notons
toutefois que, dans la plupart des études, I’interprétation des spectres CD est purement

empiriqgue et se fait par comparaison avec les spectres CD de structures
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G-quadruplexes préalablement identifiées. Il a été observé que I’allure des spectres
CD dépend sensiblement de la topologie des G-quadruplexes.”® Récemment, ces
modifications spectrales ont été rationalisées en termes de couplage électrostatique
des moments dipolaires électroniques associés aux différents chromophores
constituant 1’édifice moléculaire (théorie excitonique). Ce couplage, qui dépend
sensiblement de la position relative des différentes bases, détermine I’intensité et la
position des bandes CD."® 7#%

Les propriétés de fluorescence intrinseque de I’ADN multimére peuvent étre
aussi utilisées pour sonder la formation des structures G-quadruplexes. Typiquement,
leur formation se traduit par une augmentation de 1’intensité et une deformation du
spectre de fluorescence stationnaire des bases de I’ADN.”” 8% Par ailleurs, les
propriétés de fluorescence de guanines modifiées incorporées dans des séquences
télomériques humaines sont également utilisées pour sonder la formation de structures
G-quadruplexes par le groupe de Luedtke.?2*

Avant le commencement de ma these, 1’étude des propriétés de fluorescence des
structures G-quadruplexes a 1’aide d’une combinaison de spectroscopies de
fluorescence stationnaire et résolue en temps a fait 1’objet de trois articles du groupe
BME et de la thése de F.A. Miannay.™" /"> 8 Ces études mettent en évidence que
I’effet coopératif des bases dans les structures G-quadruplexes formées par

I’association de quatre brins de séquence d(GGG) ou d(TG4T) induit (Figure 1-10) :

e une augmentation significative du rendement quantique de fluorescence.

¢ un allongement de la durée de vie de fluorescence.

e une diminution de I’anisotropie de fluorescence sur une échelle de temps
sub-picoseconde, en comparaison du mélange steechiométrique des bases
en solution. Comme dans I’ADN duplexe, cette diminution de
I’anisotropie a été attribuée a un transfert d’énergie ultra-rapide entre les

bases des structures G-quadruplexes.”
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Figure 1-10. (@) Spectre d’absorption normalises et (b) spectre de fluorescence noramalisé de
G-quadruplexe d(TG4T), en présence de Na* (rouge) et du mélange steechiométrique des bases (noir).

Un rallongement de la durée de vie des états excités des G-quadruplexes formés
par le repliement d’un simple brin d’ADN par rapport au dGMP a été également
observé au moyen d’une expérience de TRIR avec une résolution sub-picoseconde,
pour la séquence télomérique dAGGG(TTAGGG); et poly(dG) en présence de K*.”®
De méme, le groupe d’Huppert rapporte un rallongement significatif de la durée de
vie de fluorescence a basse température de nano-fils de guanines (G4-wires)
constitués de plusieurs centaines de tétrades de guanines, en comparaison de celle de
dGMP (2’déoxyguanosine 5’monophosphate), au moyen d’une étude de comptage de
photons uniques corrélés en temps.”® A température ambiante, le groupe BME a mis
en évidence que 1’effet collectif des bases de guanine est beaucoup plus important

dans ces nano-fils que dans les structures quadruplexes 4-brins de séquence

d(TG,T). !

15



4 Objectifs

Les études des proprietés photophysiques des G-quadruplexes menées jusqu’a
présent ne donnent qu’une vision parcellaire des mécanismes de relaxation de leurs
états excites. Dans le cadre de ce travail de thése, nous avons donc choisi d’approfondir
I’étude de certains effets.

Comme nous I’avons mentionné plus haut, la durée de vie de fluorescence de
nano-fils moléculaires constitués d’un millier de quartets est bien plus longue que celle
de d(TG4T), comprenant seulement quatre quartets.*’ L’origine de cette différence
n’est toutefois pas nécessairement la taille du systéme.”® En effet, les nano-fils sont
formés par le repliement d’un seul brin de poly(dG) alors que les structures d(TG4T)4
sont formées par quatre brins paralléles.*” " 8 De ce fait, 1’orientation des quartets qui
est déterminée par les conformations des groupements glycosidiques, n’est pas la
méme pour les deux systémes.”® ®” Une telle différence structurale peut induire des
modifications dans le couplage électronique entre les guanines situées dans des plans
différents.® *®*° par conséquent, les propriétés des états collectifs impliquant des
guanines dans des plans différents peuvent changer. Afin d’étudier I’effet de taille en
s’affranchissant de 1’effet de la conformation, nous avons choisi de comparer les
propriétés de fluorescence de structures quadruplexes paralléles comprenant trois,
quatre ou cing quartets. Celles-ci sont formées par 1’association de quatre simples brins
de séquence d(TG,T) (n=3, 4, 5) et ont été étudiées en présence de K.

Le deuxieme point sur lequel nous nous sommes focalisés, qui n’avait pas été
abordé dans les études antérieures du groupe, est I’effet du cation situé dans la cavité
des G-quadruplexes. Nous avons donc comparé les proprietés photophysiques des
structures G-quadruplexes d(TG4T)4 en présence de K* et de Na*, notées d(TG4T)/K*
et d(TG4T)4/Na", respectivement. Le systtme d(TG4T)s/Na’, ayant déja fait 1’objet

d’une étude dans la gamme femto-picoseconde,75' 8

nous avons complété leur étude en
sondant leur fluorescence sur une gamme temporelle plus longue jusqu’a 10 ns.
Enfin, nous avons mené la premiere étude spectroscopique résolue en temps sur

des quadruplexes formés a partir d’une séquence télomérique humaine,
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d(GGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG), que nous appelons « Tel21 ». Celle-ci a été
examinée aussi bien en présence de K* qu’en présence de Na".

Pour mener a bien notre travail nous avons utilisé la spectroscopie d’absorption et
de fluorescence en régime stationnaire, et deux techniques de fluorescence résolue en
temps qui sont (i) la génération de somme de fréquences (« up-conversion ») et (ii) le
comptage de photons uniques corrélés en temps. La premiere, permet de détecter la
fluorescence associée a des transitions permises, avec une résolution temporelle de 300
fs. La deuxieme permet de détecter aussi bien les photons par des transitions fortement
permises que faiblement permises, avec une résolution de quelques dizaines de
picosecondes. Nous avons mesuré les déclins de fluorescence, qui nous donnent des
informations sur la dynamique des états excités. Nous avons également mesuré
I’évolution au cours du temps du facteur d’anisotropie de fluorescence, qui nous

renseigne sur la polarisation des transitions électroniques.
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Chapitre Il : Méthodologie

1 Produits

1.1 Solutions tampons

Pour les expériences de spectroscopie, nous avons utilisé des solutions tampons
qui n’absorbent pas dans le domaine de longueurs d’onde compris entre 200 nm et
350 nm et qui n’ont pas de propriétés de fluorescence notables pour des longueurs
d’onde d’excitation comprises entre 250 et 300 nm. Typiquement, nous avons utilisé
des solutions de tampon phosphate préparées a partir du mélange de I’acide et de la base
associee (0,03 M Na;HPO, ; 0,03 M NaH,PO,; 0,48 M NaCl) ou (0,03 M K;HPOy, ;
0,03 M KH,PO,4; 0,48 KCI). Nous avons également utilisé des solutions tampon
Tris-HCI (0,01 M Tris; 0,57 M KCI). Dans tous les cas, les solutions ont été préparées
dans de I’eau ultra-pure délivrée par un systeme MILLIPORE Milli-Q.

1.2 Oligonucléotides

Les oligonucléotides que nous avons utilisés ont été synthétisés et purifiés par la
société Eurogentec (Liege, Belgique) et nous ont été fournis sous forme lyophilisée.

Pendant ma these, j’ai étudié les quatre séquences suivantes :

Séquences 5°—>3’ Noms
d(TGGGT) d(TG3T)
d(TGGGGT) d(TG4T)
d(TGGGGGT) d(TGsT)
d(GGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG) Tel21
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2 Spectroscopie d’absorption stationnaire

2.1 Dispositif

Nous avons enregistré les spectres d’absorption a ’aide d’un spectrophotomeétre
double faisceau (Lambda 900 Perkin-Elmer), équipé d’une lampe au deutérium pour
les mesures dans le domaine UV, et d’une lampe halogéne pour le visible. Les spectres
d’absorption ont été mesurés avec une résolution spectrale de 1 nm.

La mesure des spectres d’absorption repose sur la loi de Beer-Lambert qui permet
de relier 'intensité de la lumiére transmise par un échantillon aux propriétés du milieu
traversé et I’intensité lumineuse incidente. Pour de faibles intensités lumineuses, on a la

relation suivante :
I = Iyexp(—¢,10) (n-1)

ou I, désigne I’intensité de la lumiére incidente et I 1’intensité de la lumiére transmise
par le milieu. &, est le coefficient d’absorption molaire (1.mol™.cm™) & une longueur
d’onde donnée, [ la longueur du trajet optique en cm et C la concentration de
I’échantillon (mol.I™").

L’absorbance A (ou densité optique DO) de I’échantillon s’exprime de la maniére

suivante :
A =log— = gIC (11-2)
0
2.2 Coefficient d’absorption molaire de G-quadruplexes

Les coefficients d’absorption molaire des oligonucléotides ne peuvent pas étre
déterminés de maniere classique car ils sont fortement hygroscopiques, ce qui fausse
leur pesée. Par contre, le coefficient d’absorption molaire des simples-brins peut étre

estimé de maniére théorique, par la méthode de calcul du plus proche voisin

(http://biophysics.idtdna.com/UVSpectrum.html).! La méthode prend en compte les
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interactions entre les bases adjacentes. Le spectre d’absorption est obtenu en sommant
les spectres d’absorption des sous-unités constituant une séquence. Par exemple pour
un simple brin de séquence d(TG3T), il s’agit de la somme des spectres d’absorption de
dT terminal, d(TG), d(GG), d(GT) et dT terminal, respectivement. Soulignons que le
programme calcule les spectres d’absorption des formes simples-brins dissociées a
température ambiante. Les oligonucléotides que nous avons étudiés s’associent a
température ambiante, nous avons donc déterminé le spectre des formes dissociées
simples-brins a 96°C et approximé leur coefficient d’absorption molaire a celui du
spectre calculé a température ambiante.

Pour les G-quadruplexes qui se dissocient en simple-brin a des températures
inférieures a 100°C, nous avons déterminé leur coefficient d’absorption molaire en
mesurant les spectres d’absorption des solutions de quadruplexes a température
ambiante et a 96°C. Ces spectres correspondent respectivement aux formes associées et
dissociées de I’ADN. Nous avons ensuite déterminé le coefficient d’absorption molaire
des structures G-quadruplexes par comparaison a celui des simples-brins, de la maniere

suivante :

A
EQ = A_% Es (“-3)

OU &g et & sont les coefficients d’absorption molaire par base des structures
G-quadruplexes et des simples-brins d’ADN, respectivement. Agrgmp €t Agg SONt les
absorbances des solutions de quadruplexes a température ambiante et 96 °C,
respectivement.

Pour G-quadruplexes qui ne peuvent pas étre dissociés a des températures
inférieures & 100°C, comme d(TG4T); en présence d’ions K, leur coefficient
d’absorption molaire a été¢ déterminé de la maniére suivante. Tout d’abord, nous avons
déterminé le coefficient d’absorption molaire des G-quadruplexes d(TG4T)s en
présence d’ions Na®, selon la méthode précédemment décrite. Puis, nous avons ajouté
des ions K* dans la solution de quadruplexes d(TG4T)4/Na*. Aprés un certain temps, les

ions Na* sont remplacés par les ions K* dans les structures quadruplexes.?™ Le rapport
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des absorbances mesurées avant et aprés 1’addition de K™ est donc proportionnel au

rapport des coefficients d’absorption molaire des quadruplexes d(TG4T)s/Na’ et
d(TG,T)J/K".

Ap+
K
Ep+ =
LR

X £yt (11-4)
Na%t

oU gx+ et ey + sont les coefficients d’absorption molaire par base des structures
G-quadruplexes en présence de K™ et Na* respectivement. Ay,+ et Ag+ sont les

absorbances des solutions de quadruplexes mesurées avant et aprés 1’addition de K.

2.3 Calculs des spectres d’absorption du mélange steechiométrique de

mononucléotides

Afin d’évaluer les effets collectifs des bases dans les structures quadruplexes, nous
avons comparé leur spectre d’absorption a celui du mélange stoechiométrique de bases.
Le calcul des spectres d’absorption du mélange steechiométrique tient compte de la
contribution de chacun des mononucléotides qui constitue la structure quadruplexe.
Leur contribution est liée a leur coefficient d’absorption molaire pondéré par le nombre

de mononucléotide dans le mélange.

_ Zinixsi

€mél/base = Yin; (| |-5)

ou n; est le nombre de mononucléotides i dans le quadruplexe, &; le coefficient
d’absorption molaire du mononucléotide i. Les spectres d’absorption des

mononucléotides utilisés dans ce calcul sont ceux obtenus par D. Onidas.*
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3 Spectroscopie de fluorescence stationnaire
3.1 Dispositif

Les spectres de fluorescence stationnaire ont été enregistrés a ’aide d’un
spectrofluorimétre SPEX Fluorolog-3 (Jobin Yvon). La source excitatrice est une
lampe au Xenon d’une puissance de 450 Watts. Le fluorimétre est équipé de trois
monochromateurs double-réseaux, un pour I’excitation blazé a 280 nm, et deux pour
I’émission. Ces deux monochromateurs qui sont situés de part et d’autre de la source
d’excitation permettent d’enregistrer de mani¢re simultanée les spectres de
fluorescence d’un échantillon dans une direction perpendiculaire a I’excitation sur les
plages spectrales 250-400 nm et 400-700 nm. Pour la plage spectrale UV, la détection
des spectres est faite a 1’aide d’un double réseau blazé¢ a 330 nm couplé a un
photomultiplicateur. Tandis que pour la plage spectrale visible, un double réseau blazé
a 500 nm couplé a un deuxiéme photomultiplicateur est utilisé. La Figure I1-1 donne

une représentation schématique du fluorimétre utilisé.

Source

Monochromateur

Exc

Détecteur 500 Detecteur 330
Céllule
10mm=10mm

Figure 11-1. Représentation schématique du fluorimétre SPEX Fluorolog-3 utilisé. Les détecteurs 500
et 330 comportent chacun un double réseau blazé a 500 et 330 nm, respectivement couplé a un
photomultilicateur (Hamamatsu R928).

Afin de s’affranchir des fluctuations de I’intensité de la lampe d’excitation, une
fraction de la lumiere excitatrice est envoyée sur une photodiode (signal R). Dans tous
les cas, les spectres de fluorescence ont été corrigés des fluctuations de 1’intensité de

I’excitation en divisant le signal des détecteurs 330 et 500 par R.
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Les spectres de fluorescence ont été mesurés dans des cellules en quartz de
10mmx10mm pour des échantillons faiblement concentrés (dont 1’absorbance est
toujours inférieure a 0,15) afin d’éviter les effets de filtre interne et de réabsorption de
la fluorescence. Par contre, la mesure des spectres de fluorescence de solutions de
quadruplexes concentrées ont été réalisées dans des cellules de 10mmx2mm (parcours
optique du faisceau d’excitation : 2 mm). Dans ce cas, la position de la cellule est
ajustée a I’aide de deux translations sur la porte-cellule de maniére a minimiser les

effets de filtre interne et de réabsorption.

3.2 Acquisition et traitement des données

Les G-quadruplexes étudiés sont caractérisés par des rendements quantiques de
fluorescence extrémement faibles de 1’ordre de 1/1000. Aussi, I’acquisition et le
traitement des spectres de fluorescence nécessitent un protocole bien spécifique.
Prenons 1’exemple d’une solution aqueuse de quadruplexes d(TG4T)4 en présence de
KCI. Typiquement, la solution, dans une cellule de 10mmx10mm, a été excitée a
255 nm. Les spectres de fluorescence ont été mesures simultanément a I’aide des deux
détecteurs sur la plage spectrale 250-700nm, avec une bande passante de 5 nm. lls sont

représentes sur la Figure 11-2.

1,5e+6 1,5e+6
1,0e+6 - 1,0e+6
@ @
(7] —~
5,0e+5 - 5,0e+5
0,0 - 0,0

300 400 500 600 700
longueur d'onde / nm
Figure 11-2. Spectres de fluorescence de (TG4T)4 en présence de KCI obtenus pour A= 255nm.
Les spectres S (noire) et T (rouge) représentent les spectres mesurés avec les détecteurs 330 et 500

respectivement. Le pic intense a 290nm correspond a la bande Raman de [’eau et le pic a 510 nm au

deuxieme ordre de [’excitation a 255 nm.
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La courbe S correspond au spectre mesuré par le détecteur 330 et la courbe T a
celui mesurée par le détecteur 500 avec un filtre WG385 permettant d’éliminer la
contribution du premier et deuxieme ordre des photons émis en dessous de 385 nm. Le

traitement des spectres de fluorescence ainsi obtenus se fait ensuite en trois étapes :

» les spectres sont d’abord corrigés de la réponse spectrale de chacun des détecteurs.
Ceci neécessite auparavant la soustraction du bruit de fond associé a chaque
détecteur. Les fichiers de correction correspondant a chaque détecteur obtenus a

I’aide de lampes standards sont fournis par le constructeur (cf. Figure 11-3).

30 3e+6 8
[ [
2 25 - a b | 3e+6 &
g 2
= 20 A - 2e+6 o
o >
8 15 - 2e+6 &
S [}]
©
= 10 - - let6 g
>
) x=
5 5 - 5e+5 @
S A @
O T T T T T T T T 0 :‘é

300 400 500 600 700300 400 500 600 700
longueur d'onde / nm

Figure 11-3. (a) Courbes de correction de chacun des détecteurs : détecteur 330 (noir) et détecteur 500
(rouge). (b) Spectres de fluorescence enregistrés S (noir) et T (rouge) apreés correction de la réponse
spectrale associée a chacun des détecteurs. Le pic intense a 290nm correspond & la bande Raman de

l’eau et le pic a 510 nm au deuxieme harmonique de [l’excitation a 255 nm.

> Ladeuxieme étape consiste a joindre les deux spectres de fluorescence en prenant la

partie bleue de S et la partie rouge de T.

» Enfin, le signal du solvant enregistré dans les mémes conditions que celui de
I’échantillon puis corrigé de la réponse spectrale des détecteurs est soustrait de

maniere a éliminer la contribution du pic Raman a 290 nm (cf. Figure 11-4).
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Figure 11-4. (a) Spectres de fluorescence de d(TG,4T), en présence de KCI (rouge) et du solvant seul
(noir) pour Ae.= 255nm. (b) Spectre de fluorescence de d(TG4T), dans I’eau en présence de KClI
apreés soustraction de la contribution du solvant.

3.3 Rendement quantique de fluorescence

Le rendement quantique de fluorescence (@) est définit comme la fraction du
nombre des photons émis sur le nombre des photons absorbés.

La méthode utilisée pour déterminer le rendement quantique de fluorescence
consiste a comparer le spectre de fluorescence du composé étudi¢ a celui d’une

référence dont le rendement quantique de fluorescence est connu. Le rendement

quantique de fluorescence d’un composé X, @y, estdéterminé de la maniére suivante :

2 © —Aref(dexc)
ny fo Ix(AexcAr)dAR 1-10 “ref
= x -
cI)X (Aexc) n%ef f0°° Iref()texcﬂF)d)tF 1-10~Ax@exc) (bref (Aexc) (I I 6)

ou n est I’indice de réfraction du milieu. Iy et I, sont les intensités de fluorescence
du composeé X et de la référence et, Ay et A,., les absorbances du composé X etde la
référence a la longueur d’onde d’excitation. @, est le rendement quantique de
fluorescence de la référence a la longueur d’onde d’excitation.

Nous avons choisi le TMP (thymidine 5’-monophosphate) comme référence car
son rendement quantique (1,5 10™) est proche de celui des quadruplexes et son spectre
de fluorescence se situe dans la méme zone spectrale.” Les mesures des rendements

quantiques de fluorescence ont été réalisées sans dégazage préalable des solutions.
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3.4 Calculs des spectres de fluorescence stationnaire du mélange

steechiométrique de mononucléotides

Afin d’évaluer les effets coopératifs des bases dans les structures quadruplexes,
pour chaque sequence étudiée, nous avons comparée le spectre de fluorescence des
quadruplexes a celui du mélange steechiométrique de mononucléotides. Le spectre de
fluorescence stationnaire du mélange est une combinaison des spectres de fluorescence
de tous les mononucléotides constituants la structure quadruplexe. La contribution de
chaque mononucléotide dépend de sa capacité a absorber les photons et de son
rendement quantique de fluorescence. Pour un mononucléotide i, la fraction de photons

absorbés s’exprime de la manicre suivante :

n;Xeg; _
= Sonpee; -7)
L’absorption d’un mononucléotide i correspond & :
IAPS o (1 — 10> Amat) (11-8)

ou A,,¢ est I’absorbance du mélange et n; le nombre de mononucléotide i dans la
structure quadruplexe. L’intensité du spectre de fluorescence stationnaire du mélange

de mononucléotides F,,s;(4) s’écrit de la maniére suivante :

Fi(A)

— 10~ ¥i%XAms L —

(11-9)

ou F;(A) est le spectre de fluorescence normalisé de la base i et @; son rendement
quantique de fluorescence. Lorsque I’absorbance est inférieure a 0,05, on peut faire
I’approximation suivante :

IS o x; X Appay (11-10)

et le spectre de fluorescence stationnaire du mélange de mononucléotides devient :

Fi(A)

Aexc
F (A) (o8 Zi X X d?i X —fFi OxdA

mél

(1-11)
Pour nos calculs des spectres de fluorescence du mélange steechiométrique de
mononucléotides, nous avons utilisé les spectres d’absorption et de fluorescence ainsi

que les rendements quantiques des mononucléotides d’ADN mesurés par D. Onidas.”
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4 Spectroscopie de fluorescence résolue en temps

Afin de caractériser les propriétés photophysiques des G-quadruplexes, nous avons
utilisé deux techniques de fluorescence résolue en temps: la génération de somme de
fréquences (en anglais, « up-conversion ») et le comptage de photons uniques correlés
en temps (TCSPC). La combinaison de ces deux techniques, nous permet de sonder les
déclins de fluorescence sur une gamme temporelle s’étalant de quelques centaines de
femtosecondes a une centaine de nanosecondes.

Les expériences de comptage de photons uniques et d’ « up-conversion » utilisent
la méme source laser, un oscillateur Titane : Saphir (Mira 900, Cohérent) pompé par un
laser YAG continu (VERDI, Coherent 10W). L’oscillateur délivre des impulsions a
800 nm, d’une durée de 120 fs et d’une puissance d’environ 2 W, avec un taux de
répétition de 76 MHz. Les échantillons étudiés ont été excités a 267 nm, ce qui

correspond au troisiéme harmonique de I’oscillateur Titane : Saphir.

4.1 Comptage de photons uniques corrélés en temps
411  Principe

L’¢échantillon est excité par des impulsions laser de faible énergie (pJ - nJ) et les
photons émis par 1’échantillon sont collectés dans une direction perpendiculaire a
I’excitation a 1’aide d’un monochromateur et d’une galette de micro-canaux. Le
principe de I’expérience, qui est représenté sur la Figure 1I-5, consiste a mesurer le

temps At entre ’excitation laser et I’émission du photon unique par I’échantillon.

Echantillon
Détecteur ————p|
4 . .
Laseren / Synchronisation
impulsion

Figure 11-5. Principe du comptage de photons uniques corrélés en temps.
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La probabilité de détecter un photon unique émis au temps At est proportionnelle a
I’intensité de la fluorescence a ce temps. Pour obtenir un déclin de fluorescence, il faut

donc effectuer un grand nombre de mesures.

4.1.2 Dispositif
Le montage de comptage de photons que nous avons utilisé est représenté

schématiquement sur la Figure 11-6.

Galette 4 microscanaux

. BH
SPC630

Mmcz-

Beam Block

Monochromateur
rescence HR250
‘Echantilion
7 oo L2 L1 O
l | b -
z X £ £ 1

M3

Figure 11-6. Schéma du montage pour le comptage de photons uniques corrélés en temps utilisé.

Les impulsions & 800 nm délivrées par I’oscillateur Titane : Saphir passent d’abord
par un sélecteur d’impulsions afin de réduire leur cadence a 4,75 MHz puis sont triplées
en fréquence. Les impulsions laser @ 267 nm d’une puissance de 0,4 mW ainsi obtenues
sont focalisées sur I’échantillon. La fluorescence émise par 1’échantillon est ensuite
collectée et focalisée sur la fente d’entrée du monochromateur HR250 a I’aide de deux
miroirs paraboliques. La fluorescence filtrée par le monochromateur (fente 1 nm) est
détectée par une galette de micro-canaux Hamamatsu R1564-U11. Le signal généré par
la galette est envoyé a la carte de comptage de photons Becker-Hickl SPC-630, avec le
signal provenant d’une photodiode détectant I’arrivée des impulsions laser excitatrices,
afin de mesurer les déclins de fluorescence avec une résolution temporelle ultime

d’environ 50 ps.
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Les monochromateurs présentent généralement une efficacité de transmission
différente selon la polarisation de la lumiere. Afin de s’en affranchir, un polarisateur
fixe P2 en position verticale est placé devant le monochromateur, de maniére a ne
détecter que la polarisation verticale de la fluorescence de 1’échantillon. La polarisation
de I’excitation est, elle, controlée a 1’aide d’un polarisateur fixe P1 et une lame
demi-onde insérée dans une unité de rotation pilotée par ordinateur placés avant
I’échantillon.

Typiquement, les mesures des déclins de fluorescence par comptage de photons
uniques ont été effectuées a 20°C, dans des cuves en quartz de trajet optique 10mm,
munies d’un agitateur magnétique. L’absorbance des échantillons a la longueur d’onde
d’excitation, 267 nm, a été fixée a moins de 0,5/cm, afin de limiter les effets de filtre

interne.

4.2 Génération de somme de fréquences (« up-conversion »)
4.2.1  Principe
Brievement, le principe des mesures de la fluorescence par génération de somme

de fréquences que nous utilisons est schématisé sur la Figure 11-7, ci-dessous.

Impulsion laser . .
P ‘ Echantillon Fluorescence

excitatrice _
Cristal .
Somme de

« pompe »
fréquences

\ Délai

Impulsion laser

sonde (« porte »)

Figure 11-7. Représentation schématique du principe de génération de somme de fréquences.

Il s’agit d’une technique pompe-sonde. Typiquement, une premiére impulsion
laser « pompe » sert a exciter 1’échantillon et générer la fluorescence. Une deuxiéme
impulsion laser (impulsion « porte ») permet de sonder 1’évolution temporelle de la

fluorescence dans un cristal non-linéaire. La somme de fréquence n’a lieu dans le
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cristal que lorsque la fluorescence et I’impulsion porte coincident temporellement et
spatialement. On peut donc mesurer tout le déclin de fluorescence en retardant
progressivement 1’arrivée de 1’impulsion porte dans le cristal par un retard optique
(allongement du trajet optique).

La génération de la somme de fréquences repose sur deux lois de la physique qui
sont la conservation de 1’énergie et la conservation de la quantit¢ de mouvement

(accord de phase) :

Us = Up +Up (1-12)
ks =kp+kp (11-13)

avec vg, v et vp les fréquences de I’impulsion « somme », de la fluorescence et de
I’impulsion « porte », respectivement. kg, kr et kp sont les vecteur d’onde de
I’impulsion « somme », de la fluorescence et de I’'impulsion « porte ». En mode

colinéaire, la condition d’accord de phase se réduit a I’expression suivante :

]

E

+

nP
e e (11-14)

ns
ZS

~

avec ns, ng et np les indices de réfraction du cristal non-linéaire aux longueurs d’onde de
I’impulsion « somme », de la fluorescence et de I’impulsion « porte », respectivement
As, Ar et Ap. Les conditions d’accord de phase et de conservation d’énergie ne peuvent
étre remplies que dans un milieu anisotrope, dans lequel ’indice de réfraction dépend
de la polarisation de I’onde lumineuse et de sa direction de propagation. Afin de
satisfaire la condition d’accord de phase, les faisceaux de la fluorescence et de
I’impulsion « porte » doivent former un angle précis 6 avec 1’axe optique du cristal

non-linéaire. Il s’agit de I’angle d’accord de phase.

4.2.2  Dispositif
Le dispositif de fluorescence « up-conversion» que nous avons utilisé est

schématisé sur la Figure 11-8, a la page suivante.
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Figure 11-8. Schéma représentatif du montage d’« up-conversion ».

Les impulsions pompe sont fournies par la génération du troisieme harmonique des
impulsions & 800 nm délivrées par 1’oscillateur Titane : Saphir. Les impulsions
fondamentales résiduelles a 800 nm en sortie du tripleur de fréquence servent
d’impulsions « porte » et sont envoyées dans une ligne a retard pilotée par ordinateur
permettant d’ajuster le retard optique du faisceau « porte » et du faisceau « pompe ». La
polarisation du faisceau « porte » est ajustée en position verticale a 1’aide d’une lame
demi-onde avant d’étre focalisé dans le cristal non-linéaire (BBO Type I, épaisseur
0.5 mm). Les impulsions « pompe » & 267 nm en sortie du tripleur de fréquence sont
focalisées dans 1’échantillon a I’aide d’une lentille de focale 30 mm. La polarisation du
faisceau d’excitation est ajustée a I’aide d’une lame-demi-onde placée dans une unité
de rotation pilotée par ordinateur. La fluorescence émise par 1’échantillon est collectée
et focalisée dans le cristal non-linéaire a I’aide de deux miroirs paraboliques (Janos,
f =100 mm), dans une géométrie quasi-colinéaire avec le faisceau « porte ». Un filtre
Schott WG305 ou WG320 d’épaisseur 1 mm est placé sur le trajet de la fluorescence,
entre les deux miroirs paraboliques, afin d’éliminer le résiduel du faisceau d’excitation
transmis par 1’échantillon. En sortie du cristal non-linéaire, la somme de fréquences
générée est focalisée sur la fente d’entrée (largeur 1 nm) d’un monochromateur
double-réseau (SPEX 1680) puis detectée par un photomultiplicateur (Hamamatsu

R1527P) connecté a un compteur de photons (Standford SR400). L’angle d’accord de
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phase entre le faisceau « porte » et le faisceau de fluorescence est ajusté a 1’aide d’une
unité de rotation pilotée par ordinateur sur laguelle est place le cristal non-linéaire.
Typiquement, nous avons utilisé une cuve a circulation en quartz, de trajet optique
Imm, pour les mesures de fluorescence par « up-conversion». Afin d’éviter la
photodégradation des échantillons d’ADN pendant les expériences, nous avons circulé
environ 25 ml de solution dont I’absorbance est comprise entre 0,8 et 1 par mm a la

longueur d’onde d’excitation.

4.3 Anisotropie de fluorescence
4.3.1  Anisotropie de fluorescence en régime stationnaire

Lorsque les molécules sont irradiées par une lumiere polarisée linéairement, leur
probabilit¢ d’absorption dépend de 1’orientation de leur moment de transition
d’absorption par rapport a la direction de la polarisation de la lumicre excitatrice.
Seules les molécules dont I’orientation de leur moment transition d’absorption est
proche de la direction de la polarisation de la lumiére excitatrice vont absorber les
photons. La probabilité d’absorption des molécules est proportionnelle a |fié|? ou [
désigne le moment de transition d’absorption de la molécule et € le vecteur unitaire
de la direction du champ électrique de la lumiére incidente. L’absorption d’une
lumiére polarisée crée donc une distribution d’orientation anisotrope de molécules a
I’état excité. De ce fait, la fluorescence émise par les molécules est également
polarisée. Tout changement de direction du moment de transition d’émission, pendant
la durée de vie de 1’état excité, conduit a une dépolarisation de la fluorescence.

La polarisation de la fluorescence peut étre évaluée a I’aide du facteur
d’anisotropie 7 :

=L (11-15)

T on+2I
ou I, et I, représentent les intensités de fluorescence dont la direction de la
polarisation est paralléle ou perpendiculaire a celle de la lumiere excitatrice. Pour une

lumiere excitatrice non-polarisée, 1, =1, et r =0. L’intensité de fluorescence totale
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émise par une molécule excitée par une onde lumineuse polarisée linéairement
correspond a :

ItOt ES I" + ZIJ_ (“'16)

my,
D
p=

“:'\t

Figure 11-9. Systémes de coordonnées pour la caractérisation de I’orientation des moments de
transition d’absorption et d’émission d’'une molécule. M, et Mg représentent les moments de
transition d’absorption et d’émission. @y et & sont les angles entre I’axe z et les moments de transition

d’absorption et d’émission.

L’anisotropie de fluorescence peut également s’exprimer en fonction de la

distribution angulaire des moments de transition d’émission des molécules excitées :

3c0s20g—1 3cos?a-1
r o= 200 fenl oo (11-17)

La valeur de r varie entre -0,2 et 0,4. La valeur maximale correspond au cas ou
les moments de transition d’absorption et d’émission sont paralléles (& = 0°). Tandis
que la valeur minimale correspond au cas ou les moments de transition d’absorption
et d’émission sont perpendiculaires. L’anisotropie de fluorescence est égale a 0 dans

le cas ou a = 54,7°. On appelle cet angle, I’angle magique.

4.3.2  Anisotropie de fluorescence résolue en temps

De nombreux processus peuvent entrainer une dépolarisation de la fluorescence
pendant la durée de vie de 1’état excité d’une molécule, comme un moment de transition
d’émission différent de celui de I’absorption, la diffusion rotationnelle de la molécule

ou le transfert d’énergie vers d’autres molécules.
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Le temps caractéristique de la diffusion rotationnelle d’une molécule sphérique en

solution est donné par la relation de Stokes-Einstein :
14
Trot = 7 (11-18)

ou T,,; estle temps de la diffusion rotationnelle de la molécule, V son volume, n la
viscosité du solvant, T latempérature, k la constante de Boltzmann. En prenant le cas
du quadruplexe d(TG4T)s dans une solution de NaCl (0,37 M), le volume de la
molécule peut étre calculé a partir de la diamétre hydrodynamique donnée par la
référence 5 (d = 33,1 A). La viscosité du solvant & 20°C étant de 1,002 10 Pa.s, nous
avons obtenu une estimation du temps de la diffusion rotationnelle de 4,7 ns. Pour les
autres systemes de G-quadruplexes dont le nombre de tétrades varie peu, nous avons
supposé que leur temps de diffusion rotationnelle reste du méme ordre de grandeur que
celui de d(TG,4T)4/Na’. Par conséquent, sur une échelle du temps sub-nanoseconde, il
n’y a pas, en principe, de dépolarisation de la fluorescence induite par la diffusion
rotationnelle des quadruplexes.

Typiquement, pour les mesures de fluorescence résolue en temps, nous avons
enregistré les déclins de fluorescence polarisée parallélement et perpendiculairement
par rapport a la polarisation de 1’excitation. Ces mesures permettent de calculer le
facteur d’anisotropie de fluorescence selon I’équation II-15 et Dintensité de
fluorescence totale selon 1’équation II-16. Nous avons également mesuré certains
déclins de fluorescence a I’angle magique. L’intensité de fluorescence a cet angle est

directement proportionnelle a I’intensité de fluorescence totale.

4.3.3 Calculs des déclins de fluorescence et de I’anisotropie de fluorescence
pour le mélange steechiométrique de mononucléotides

Pour le calcul des déclins de fluorescence du mélange steechiométrique de

mononucléotides, on doit tenir compte : du nombre de photons absorbés par chacun des

mononucléotides a la longueur d’onde d’excitation et de la force d’oscillateur de la

transition qui émet, soit :
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_ _ _xiXAme’l ] Fi(QA) 1;(A,t) _
Imél(l’ t) =X (1 10 ) X ¢ X JFi (D)xda x J1; Ao)xdt (” 19)

avec Ang la densité optique du mélange, ¢ le rendement quantique de fluorescence du
mononucléotide i, Fi(4) son spectre de fluorescence, li(4,t) son déclin de fluorescence.

L’anisotropie de fluorescence du mélange de mononucléotides a un t temps donné
et une longueur d’onde A donnée, r(A,t), correspond a la somme des anisotropies de
chacun des mononucléotides pondérée par la contribution relative de leur intensité de

fluorescence au temps t.

Fi(As) I;(As,t) .
fFi (A)Xdleli (ls,t)xdtxrl(/l&t) I I 20

Fi(As) 1;(As,t) ( - )
JFi DxdA™ [1; (As,t)xdt

Ti(1-107%*Amel)xp;x

e (A, t) =
mel( S ) Zi(l—lo‘xix“‘mél)xqbix

avec ri(4,t), le facteur d’anisotropie associé au mononucléotide i, a un temps t donné et

une longueur d’onde A donnée.

4.4 Traitement des données et construction des histogrammes

Les déclins de fluorescence mesurés par « up-conversion » ou comptage de
photons uniques sont déformés par la fonction d’appareil. Les signaux mesurés I(t)

correspondent au produit de convolution de la fonction d’appareil R(t) et des déclins

de fluorescence G(t):

I(t) = G(t)QR(t) (n-21)

Pour I’ajustement paramétrique des déclins de fluorescence mesurés, la fonction

G(t) est décrite par une somme d’exponentielles :
G() = Ty aiexp(7) (11-22)

ou t; et a; désignent les durées de vie et les facteurs préexponentiels, respectivement.

La durée de vie moyenne de fluorescence est calculée de la maniére suivante :

<T>= )1, 4T (11-23)
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Pour les mesures d’« up-conversion », la fonction d’appareil R(t) est approximée a
une fonction gaussienne dont la largeur temporelle constitue un parametre
d’ajustement. Typiquement, la fonction d’appareil de notre expérience a une largeur
d’environ 330 fs. Dans le cas du comptage de photons uniques, la fonction d’appareil a
été obtenue en enregistrant la diffusion Raman de 1’eau a 295 nm pour une excitation a
267 nm. Pour une gamme temporelle de mesure de 10 ns, la résolution de 1’expérience
de comptage de photons uniques est de 60 ps, tandis que pour une gamme temporelle de
mesure de 3 ns, la résolution temporelle est de 45 ps.

Nous avons utilisé les parameétres des ajustements (durées de vie et facteurs
préexponentiels) des déclins mesurés par comptage de photons uniques pour construire
des histogrammes représentant le pourcentage des photons émis par décade de temps, a

une longueur d’onde donnée.
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Chapitre 11 : Préparation et caractérisation des

structures G-quadruplexes

Les G-quadruplexes que nous avons choisi d’étudier sont formés soit par
’association de quatre simples brins d’ADN parall¢les ou soit par le repliement d’un
simple-brin d’ADN. Il est bien connu que la formation des G-quadruplexes issue de
I’association de quatre brins d’ADN (les quadruplexes tétramoléculaires) est un
processus trés lent qui peut varier de quelques secondes & plusieurs jours.* En revanche,
la formation des G-quadruplexes intramoléculaires par le repliement d’un simple brin

d’ADN est beaucoup plus rapide et a lieu sur une échelle de temps milliseconde.??

1 Les quadruplexes tétramoléculaires

Les structures G-quadruplexes présentent quatre sillons de taille variable. C’est
I’orientation syn ou anti des guanines dans un G-quartet détermine la taille du sillon
entre deux guanines voisines. Les G-quadruplexes tétramoléculaires que nous avons
¢tudiés sont formés a partir de séquences d’ADN trés courtes, du type d(TG,T) avec
n=3,4 ou 5. Dans ces structures, les quatre brins d’ADN sont parall¢les, toutes les
guanines sont orientées en anti, et les quatre sillons sont identiques.* La présence de
thymine aux extrémités des séquences permet d’éviter, d’une part, la formation de
structures dans lesquelles les brins sont décalés et, d’autre part, d’éviter 1’association

des structures quadruplexes entre elles a forte concentration.
1.1 Temps de formation des G-quadruplexes tétramoléculaires

La formation des quadruplexes tétramoléculaires est trés lente et varie fortement
avec la concentration d’ADN. Le temps nécessaire a la formation des structures
G-quadruplexes tétramoléculaires peut étre calculé en utilisant 1’équation cinétique

ci-dessous :

Ml _ e M (11-2)



ou n représente 1’ordre de la réaction, [M] la concentration d’ADN en simple brin (en
mol.I"") et k,, la constante de vitesse d’association (en mol®.[®.s™). En prenant a

t =0, [M] = a[M,], nous obtenons la relation suivante :

1_a7’l—1

T =
ass = (n=D)an 1Mol Tkon

(111-2)

ol [M,] représente la concentration initiale d’ADN en simple brin (en mol.IY), « la
fraction de simples-brins libres en solution et zg le temps de formation des
quadruplexes (en s). Il a été montré récemment que ’ordre de la réaction peut varier
entre 3 et 4, selon les conditions expérimentales (concentration en simples-brins, nature
du cation et température).” > Pour nos calculs, nous avons fixé n & 4. Nous avons
calculé le temps de formation des quadruplexes pour les différentes séquences étudiées,
avec les valeurs suivantes : [M,]=10° M et @=0,01. Les valeurs de k,,, mesurées a
4°C dans des solutions de 0,11 M de Na* ont été extraites de la référence 1. Les

résultats obtenus sont rassemblés dans la Table I11-1 ci-dessous.

Table I11-1. Estimation des temps de formation des G-quadruplexes tétramoléculaires en présence de

Na’ et K*
Na* (c=0,11 mol.I™") K* (c=0,11 mol.I™")
) [Mo]
Séquence . a Kon Kon
(mol.I7) T (7

(mol . 1B.sY) = (mol®.IB.s?) =
d(TGsT) | 10° 0,01 5,2 10’ 74 jours 156 10’ 5 jours
d(TG,T) | 10° 0,01 3,8 10° 10 jours 114 108 8 heures
d(TGsT) | 10° |0,01 6,1 10° 15 heures 183 10° 30 min

Les résultats de la Table IllI-1 montrent que la cinétique d’association des
structures G-quadruplexes tétramoléculaires, pour la méme concentration en
oligonucléotides, dépend fortement de la nature des cations dans la solution (K* > Na®)
et de la séquence des oligonucléotides. Par ailleurs, il a été montré que la vitesse
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d’association varie ¢galement en fonction de la concentration de cations présents dans
la solution. L’augmentation de la concentration en cation induit une augmentation de la
vitesse de formation.® Soulignons & ce sujet, que nous avons travaillé avec des
concentrations de cations (Na* ou K*) environ cing fois plus élevées que celles de la
Table 111-1 (0,57 M vs. 0.11 M), ce qui correspond a une augmentation d’environ un
ordre de grandeur de la constante de vitesse d’association.! Dans ces conditions, nous
pouvons donc nous attendre a des temps de formation d’environ un ordre de grandeur

plus courts que ceux de la Table I11-1.

1.2 Protocole de formation des G-quadruplexes tétramoléculaires :

I’hybridation

La préparation des structures G-quadruplexes se fait selon une procédure
d’hybridation similaire a celle généralement utilisée pour la formation des doubles
hélices d’ADN. Les oligonucléotides sont d’abord dissouts dans la solution tampon
contenant du sodium (Na") ou potassium (K%), a température ambiante. La
concentration de simple brin utilisée est d’environ 1 mM. La solution est ensuite
chauffée a 96 °C dans un bain sec pendant 5 min, afin de dissocier les brins d’ADN. La
solution est ensuite refroidie lentement jusqu’a 20°C, avec un gradient de tempeérature
de 0,5 °C/min, puis stockée a 4°C pendant un temps variant de quelques jours a
plusieurs semaines selon la séquence, pour favoriser thermodynamiquement la
formation des structures G-quadruplexes tétramoléculaires paralléles. La formation de
ces structures a lieu préférentiellement a basse température, 1’énergie d’activation de la
réaction étant négative.

Dans certains cas, cependant, le chauffage de la solution d’oligonucléotides a
96 °C ne permet pas de dissocier complétement les brins d’ADN. Aussi, d’éventuelles
structures G-quadruplexes présentant des défauts d’appariement (i.e. un décalage des
brins) susceptibles de se former lors de la dissolution des oligonucléotides a
température ambiante ne peuvent pas €tre éliminées par la procédure d’hybridation

décrite précédemment. C’est le cas des quadruplexes formés a partir de la séquence
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d(TGsT),> pour lesquels nous avons été obligés d’effectuer un prétraitement des
solutions, avant la procédure d’hybridation, permettant de dissocier les brins d’ADN."®
Ce prétraitement consiste a rompre les liaisons hydrogéne des structures associées.
Pour cela, apres la dissolution des oligonucléotides dans la solution tampon, nous avons
ajouté quelques gouttes de KOH 1 M afin d’ajuster le pH & 12. Le pH est ensuite
neutralisé avec une solution d’acide chlorhydrique (HC1 1 M) juste avant la procédure
d’hybridation.

Comme pour la séquence d(TGsT), les structures G-quadruplexes formées a partir
des séquences d(TG,T) en présence de K* ne peuvent pas étre dissociées a 96°C."°
Cependant, contrairement aux séquences d(TGsT), les études par RNM menées par
groupe de J. L. Leroy montrent qu’au-dessus de 42°C les structures d(TG4T) présentant
des défauts d’appariement sont totalement dissociées.” Ces structures sont donc
¢liminées pendant la procédure d’hybridation. Les solutions de séquences d(TG4T) en
présence de K' ne nécessitent donc pas de prétraitement avant la procédure

d’hybridation.

1.3 Caractérisation des G-quadruplexes tétramoléculaires : mesure des

courbes de fusion

Nous avons vu au chapitre | que la formation des structures G-quadruplexes
s’accompagne d’un hyperchromisme du spectre d’absorption autour de 295 nm.” Pour
caractériser la formation des quadruplexes, nous avons donc mesuré 1’évolution de
I’absorbance de 1’échantillon a 295 nm en fonction de la température. Pour cela, nous
avons enregistré les spectres d’absorption des quadruplexes tétramoléculaires tous les
4°C, avec un gradient de 0.44°C/min, pour la gamme de températures croissantes entre
24°C et 96 °C, puis tous les 10 °C, avec un gradient de 0.55°C/min, pour la gamme de
températures décroissantes entre 96 °C et 26 °C.

La Figure IlI-1 représente 1’évolution obtenue pour les séquences d(TG3T) en
présence de K*. La courbe obtenue s’appelle une courbe de fusion. Elle présente une

transition a une température donnée (température de fusion) qui traduit le passage de la
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forme associée de I’ ADN a basse température, & la forme dissociée a haute température.
Nous constatons ici que 1’absorbance des séquences d(TG3T) a 295 nm diminue de
~35% et atteint une valeur minimum a 64°C lorsque la température croit. Lors de la
décroissance de la température, 1’absorbance diminue linéairement jusqu’a 26°C.
L’allure de ces deux courbes est caractéristique de la formation de structures
G-quadruplexes et sont en accord avec la référence 7. Nous pouvons voir que les
courbes de montée et de descente en température de la figure I11-1 ne sont pas
superposables. Ce phénomene est lié a des cinétiques de dénaturation et/ou de
renaturation trés lentes, par rapport au gradient de température que nous avons utilisé.
La réassociation des brins d’ADN en une structure G-quadruplexe tétramoléculaire n’a
pas lieu pendant nos mesures. Par conséquent la transition que nous observons ici sur la
Figure I11-1 ne refléte pas 1I’équilibre thermodynamique.

Il est bien établi que la température de transition entre les formes associées et
dissociées des séquences d(TGsT), en présence de Na*, est proche de la température
ambiante. > Ces séquences qui, & température ambiante, sont pour moitié sous leur

forme dissociée n’ont donc pas été étudiées dans le cadre de ma these.
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Figure I11-1. Courbe de fusion des séquences d(TG5T) en présence de K, en noir pour les
températures croissantes et en rouge pour les températures décroissantes.
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1.4 Caractérisation des G-quadruplexes tétramoléculaires : mesure des

spectres de fluorescence stationnaire

Pour les G-quadruplexes d(TG4T)4/K" et d(TGsT)4/K", dont la température de
fusion est supérieure a 100 °C, nous ne pouvons pas mesurer de courbe de fusion. La
formation des G-quadruplexes a, dans ce cas, été caractérisée par la mesure de leur
spectre de fluorescence stationnaire aprées différents temps d’incubation des solutions a
4 °C apres leur hybridation. Lorsque nous n’observons pas de variation dans le spectre

de fluorescence, nous considérons qu’il n’y a plus d’évolution de structure.
1.5 Pourcentage de simples-brins a I’équilibre

Avant de commencer 1’é¢tude photophysique des quadruplexes, il est important
d’avoir une estimation du pourcentage d’ADN simple-brin présent en solution a
I’équilibre thermodynamique apres leur préparation. Pour cela, nous avons utilisé

I’équation (I11-3) :

_ 4aeq*[Mo]?

Kdiss - (1—0—’eq) (“I"?’)

ou Kgiss est la constante de dissociation des quadruplexes, aeq la fraction d’ADN simple
brin a I’équilibre thermodynamique et [Mo] (en mol.IY) la concentration d’ADN
simple-brin initiale. Pour nos calculs, nous avons pris les constantes de dissociations
données par la référence 5. Les résultats obtenus sont rassemblés dans la Table I11.2 a la
page suivante. Notons gque nous ne disposons pas des valeurs de Kgiss pour d(TGsT),
dans K*, néanmoins il est connu que la constante de dissociation des quadruplexes en
présence de K' est plus petite qu’en présence de Na'. La fraction de formes
simples-brins est donc plus petite en présence de K* vs. Na”.

D’aprés les valeurs de la Table I1l-2, on se rend compte qu’a 1’équilibre
thermodynamique, une partie des séquences d(TGsT) reste sous la forme de
simple-brin et ce méme a basse température lorsque les solutions sont incubées a 4°C
lors de la préparation des quadruplexes. Pour les autres séquences, d(TG4T) et d(TGsT),

a basse température, pour des concentrations millimolaire d’oligonucléotides, ’ADN
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est principalement sous forme de quadruplexes.

Table I11-2. Fraction d’ADN simple-brin présente dans des solutions de G-quadruplexes

tétramoléculaires a I’équilibre thermodynamique.

Séquences | Cation | [Mg] (mol.I'Y) | T(°C) |  Kaiss deq
. 4 0 [14910%| 013
d(TGsT) | K 10 5
42 |69110° | 0,79
. 4 0 | ~410* |<<0.01
d(TG4T) | Na 10 "
42 17210 04
R 5 0 | ~410™ |<<0.01
d(TG,T) | K 10 -
42 |1,0910" | <0.02
d(TGsT) | Na' 103 42 11,1910 | <0.01

La fraction d’ADN simple-brin présente dans les solutions dépend fortement de la
concentration en oligonucléotides et de la température de la solution. Pour les mesures
de spectroscopie de fluorescence stationnaire et résolue en temps, nous sommes
amenés a diluer les solutions de quadruplexes. A faible concentration, les structures
G-quadruplexes tétramoléculaire peuvent de dissocier. Toutefois, la Table 111-3 montre
que cette dissociation est trés lente a température ambiante.

Table 111-3. Temps de dissociation des solutions de G-quadruplexes tétramoléculaires a I’équilibre
thermodynamique a température ambiante.

Sequences | Cations | Tgiss @ Tamb
d(TGsT) K* 35 jours
d(TG4T) Na"* 70 jours
d(TG4T) K* stables
d(TGsT) Na"* 38 jours

Nous avons donc conserve, sur le long terme, des solutions de quadruplexes
tétramoléculaires de concentrations millimolaire en oligonucléotides a basse
température (-20°C). La préparation des solutions diluées pour les études en
spectroscopie a été effectuée juste avant les mesures, de maniere a ce que les structures
G-quadruplexes ne se dissocient pas et la fraction d’ADN simple-brin reste la méme

que pour les solutions de concentration millimolaire d’oligonucléotides.
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2 Les G-quadruplexes intramoléculaires télomériques

Les extrémités des chromosomes chez les organismes eucaryotes possédent des
structures particuliéres capables de les stabiliser que 1’on nomme les télomeres. Ce
sont des séquences non-codantes de I’ADN riches en guanines. Chez I’humain le
motif télomérique est constitué de la séquence d(TTAGGG). Les structures
G-quadruplexes formées a partir du repliement d’un simple brin d’ADN contenant
une succession du motif télomérique sont tres polymorphes. Leur structure dépend
fortement de la nature du cation présent dans la structure, de la nature des bases
localisées aux extrémités de la séquence, de la phase (liquide vs. cristalline) et de la
concentration d’oligonucléotides.8 Quatre d’entre elles sont représentées sur la

Figure I11-2.

A Na* solution B K* crystal

Figure 111-2. Représentation schématique des séquences télomériques humaines a partir de la référence
8 : (A) d(AGGG(TTAGGG);) en solution en présence de Na*, (B) d(AGGG(TTAGGG)s) sous forme
cristalline en présence de K*, (C) d(TAGGG(TTAGGG)) en solution en présence de K™ et (D)
d(TAGGG(TTAGGG)3TT) en solution en présence de K™. Les boucles sont représentées en rouge et les
guanines en conformation anti et syn sont coloriées en bleu et magenta, respectivement.

En solution en présence de Na®, les structures télomériques humaines ont en
général une seule conformation en forme de panier (cf. Figure 111-2 (A)). En revanche,

en présence de K*, ces mémes séquences peuvent présenter deux différentes

topologies que 1’on nomme Hybride 1 et Hybride 2 et dont le pourcentage dépend de
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la nature des résidus terminaux.

Dans les solutions en présence de Na', la séquence télomérique Tel21 que j’ai
étudiée adopte une structure G-quadruplexe en forme de panier antiparalléle, dans
laquelle deux brins sont orientés de la méme facon (Figure 111-2 (A)).2® Chaque
tétrade contient deux guanines avec une conformation syn et deux autres avec une
conformation anti. En présence de K", la séquence Tel21 présente deux conformations
quadruplexes en équilibre en solution, les formes Hybride 1 et Hybride 2.2 Dans
ces structures, trois des quatre brins présentent la méme orientation, une G-tétrade
possede trois guanines en conformation syn et une guanine en conformation anti,
tandis qu’inversement les deux autres tétrades contiennent une guanine en

conformation syn et trois en conformations anti.
2.1 Préparation des G-quadruplexes télomériques

La formation des quadruplexes a partir du repliement d’un simple-brin d’ADN est
indépendante de la concentration en oligonucléotides. Pour la préparation des
structures G-quadruplexes a partir de la séquence Tel21, nous avons utilisé des
solutions de concentration 0,25 mM d’oligonucléotides. Comme pour les quadruplexes
tétramoléculaires, nous avons effectué une hybridation en chauffant les solutions a
96°C pendant 5 min, puis en les refroidissant lentement a 20°C, avec un gradient de
0,5°C/min. A la différence des quadruplexes tétramoléculaires, la formation des
quadruplexes simples-brins est trés rapide. L’énergie d’activation de la réaction est
positive, les quadruplexes intramoléculaires se forment donc directement au cours de la
procédure d’hybridation.?

La température de fusion des quadruplexes de séquence Tel21 étant inférieure a
95°C," la procédure d’hybridation permet de dissocier compleétement les structures
quadruplexes et permet d’éliminer la présence d’éventuelles structures présentant des

défauts d’appariement.
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2.2 Caractérisation des G-quadruplexes télomériques : les courbes de

fusion

La Figure I11-3 représente les courbes de fusion des structures G-quadruplexes
intramoléculaires formées a partir de la séquence Tel21, en présence de K.
Contrairement aux quadruplexes tétramoléculaires, les courbes d’évolution de
I’absorbance a 295 nm en fonction des températures croissantes et décroissantes sont
superposables, ce qui indique que les valeurs d’absorbance enregistrées a chaque

température correspondent a des états a 1’équilibre thermodynamique.

1,0 A

0,9 -

0,8 -

A a295 nm
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Figure 111-3. Courbes de fusion des G-quadruplexes formés a partir de la séquence Tel21, en présence
de K™ : en noir pour des températures croissantes, en rouge pour des températures décroissantes.

2.3 Pourcentage de simples-brins a I’équilibre

La constante d’association des structures G-quadruplexe formées a partir de la
séquence Tel21 a été calculée a partir des paramétres thermodynamiques donnés par la

référence 14 avec les équations (111-4) et (111-5).

AG°
K550 = — = (11-4)
1-a,
Kasso = 5" (111-5)
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avec Kasso est la constante d’association, AG® ’enthalpie libre de la réaction (en

kcal.mol'l) et oeq la fraction d’ADN sous forme de simples-brins.

Table 111-4. Fraction d’ADN simple-brin présente a I’équilibre thermodynamique dans des solutions

de G-quadruplexes intramoléculaires formés a partir de la séquence Tel21.

Na*

K+

AG° 4310 K (kcal. M)

Keq

AG° & 310 K (kcal. M™)

Keq

-3,7

404,9

0,002

-5,0

3337,7

0,0003

Quel que soit la nature du cation présent dans les solutions de Tel21, la fraction

d’ADN simple-brin est négligeable et ce méme jusqu’a une température de 37 °C.
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Chapitre 1V : Effet de taille sur la fluorescence des
G-quadruplexes d(TG,T),

Dans ce premier volet d'études, nous nous sommes intéressés a l'effet de la taille des
quadruplexes sur leurs propriétés spectroscopiques. Pour cela, nous avons étudié des
structures G-quadruplexes formées a partir de quatre simples brins paralléles d(TG,T)
comportant chacun, un résidu thymine a position 3’ et un autre a position 5°. Rappelons
que la présence des thymines en position terminale permet d'éviter les interactions entre
les différents G-quadruplexes, en solution a forte concentration, qui donnent lieu a la
formation de structures d’ordre supérieur. Nous avons étudié trois systémes, en
présence de cations K': d(TGsT)s, d(TG4T)s et d(TGsT)s Ils sont constitués,

respectivement, de trois, quatre et cing quartets de guanines.
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Figure 1V-1. Représentation schématique (a) d’une tétrade de guanine en présence de K™ et (b) des
G-quadruplexes d(TG3T),, d(TG,T), et d(TGsT),4 constitués de trois, quatre et cing quartets,
respectivement.

Afin de mettre en évidence I’effet induit par [’addition des quartets
complémentaires, en plus des observations directes, nous avons déterminé la déviation

PY d’une propriété donnée en comparant le comportement des Structures

G-quadruplexes a celui des monomeres libres en solution:
pd = (Pq — Pu)/Pu (1V-1)
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Les indices Q et M désignent, respectivement, le quadruplexe et le mélange

steechiométrique de monomeéres correspondant.
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Figure 1V-2. Spectres d’absorption normalisés de G-quadruplexes d(TGsT), en présence de K* (bleu)
et du mélange staechiométrique de monoméres (gris).

Tout d’abord, nous avons comparé les spectres d’absorption normalisés des
quadruplexes d(TGsT)s et du mélange steechiométrique de monomeéres (cf. Figure
IV-2). Les différences que nous observons sont typiques des structures quadruplexes
déja décrites dans la littérature.’® Les changements les plus importants sont (i) un
hypochromisme autour de 278 nm et (ii) un hyperchromisme autour de 295 nm. Ces
effets ont été expliqués par I’existence d'états excitoniques au sein de la structure
quadruplexe.® De facon simplifiée, nous pouvons dire que certains de ces états, ceux
impliquant typiquement des guanines d’un méme brin, S'apparentent a des états
d'agrégats H, tandis que d’autres, ceux impliquant des guanines dans un méme quartet,
s'apparentent a des états d'agrégats J. D'une maniére générale, le spectre d'absorption
des agrégats H est déplacé vers le bleu par rapport a celui des monomeres, tandis que
celui des agrégats J vers le rouge.*™ Le premier effet se traduit, sur la Figure 1V-2, par
le déplacement de I'épaulement a 278 nm vers des longueurs d’ondes rouges, et le

second par I’hyperchromisme a 295 nm.
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intensité de fluorescence
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Figure 1V-3. Spectres de fluorescence de G-quadruplexes d(TGsT)4 (rose), d(TG4T), (vert), d(TGsT)4
(bleu) en présence de K™ et du mélange staechiométrique de monoméres correspondant a d(TGsT)4
(gris). Les intensités de fluorescence sont représentatives des rendements quantiques de fluorescence.

Nous avons comparé les spectres de fluorescence des différents quadruplexes,
obtenus en excitant a 267nm. Nous observons que les spectres de fluorescence de tous
les quadruplexes présentent un maximum a la méme longueur d'onde (Amax =
327+2nm) que ceux des mélanges steechiométriques de mononucléotides
correspondants. Ceci montre que 1’émission provient principalement des états nn* des
bases.® Toutefois, nous avons observé que le rendement quantique des G-quadruplexes
est supérieur & celui des monoméres (10) et augmente sensiblement avec la taille de

systéme : 3,2 10™ pour d(TG3T)a, 4,0 10 pour d(TG4T)4 et 5,1 10™ pour d(TGsT)a.
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Figure 1V-4. Déclins de fluorescence normalisés des G-quadruplexes d(TG3T), (rose), d(TG4T)4 (vert),
d(TGsT), (bleu), en présence de K™, enregistrés a 330 nm par fluorescence « up-conversion ». La

courbe en gris represente la fonction d’appareil.
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Les déclins de fluorescence mesurés par la technique de fluorescence
« up-conversion » sont représentés sur la Figure 1V-4. lls varient en fonction de la taille
du systéeme. Lorsque le nombre de quartets augmente, la durée de vie de fluorescence
devient plus longue. Par ailleurs, les declins de fluorescence des quadruplexes sont
non-exponentiels. On note que le temps nécessaire pour que leur amplitude diminue par
un facteur 5, est, respectivement, de 3,1 ps pour d(TG3T)4, 5,0 ps pour d(TG4T), et 7,5
ps pour d(TGsT),.
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Figure 1V-5. Anisotropies de fluorescence des quadruplexes (a) d(TG3T), et (b) d(TGsT),, enregistrées
a 330nm, par fluorescence « up-conversion ». Les cercles en gris correspondent aux anisotropies des
mélanges steechiométriques de monoméres correspondants a (a) d(TG3T), et (0) d(TGsT),.

Comme illustré sur la Figure IV-5, nous avons trouvé que I’anisotropie de
fluorescence de chacun des quadruplexes est plus basse que celle du mélange de
monomeres correspondant. Non seulement la valeur initiale de 1’anisotropie des
quadruplexes est plus faible que celle du mélange de monomeres, mais aussi elle
diminue au cours du temps a I'echelle de la picoseconde. De plus, nous observons que la
déviation de I'anisotropie des quadruplexes par rapport au comportement des
monomeres augmente avec la taille du systéeme. A un temps de 0,5 ps, ou I’anisotropie
enregistrée n’est plus influencée par la fonction d’appareil (ca. 330 fs), r? vaut -0,43

pour d(TGg3T)s, -0,47 pour d(TG4T)4 et -0,50 pour d(TGsT)s.
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Figure 1V-6. Anisotropies de fluorescence des quadruplexes d(TG3T), (rose) et d(TGsT)4 (bleu)
enregistrées par fluorescence "Up-conversion” & (a) 310 nm et a (b) 450 nm.

Nous avons comparé I’anisotropie des quadruplexes a 1’échelle de quelques
picosecondes (Figure 1V-6). Les anisotropies de d(TG3T), et d(TGsT), apparaissent
identiques, si on tient compte du rapport signal par bruit. A 310 nm, les anisotropies
atteignent un plateau, dont la valeur est de 0,08 £+ 0,01 et 0,09 £ 0,01 pour d(TG3T), et
d(TGsT)4, respectivement.

Le comportement de 1’anisotropie (Figure IV-5 et IV-6) des quadruplexes, comme
dans I'ADN double-brin, tend & montrer qu’un transfert d’énergie ultrarapide a lieu au
sein des quadruplexes. En effet, sur 1’échelle sub-picoseconde, la diminution de
I’anisotropie ne peut pas étre due a la diffusion rotationnelle de la structure qui est
nanoseconde (voir Chapitre I1).” Par contre, I’existence d'états excitoniques peuplés par
I'excitation & 267 nm, peut expliquer la diminution de I’anisotropie. Dans ce cas, il peut
se produire une diffusion intrabande de I'énergie (i.e. une conversion interne entre états
excitoniques) et/ou une localisation de I’excitation.®® Dans les deux cas, les moments
de transition d’absorption et d'émission sont différents. Notons que qu'une valeur
d’anisotropie de 0.1 correspond & une dépolarisation de la fluorescence dans un plan,*
ce qui signifie que les moments de transition d’absorption et d’émission sont distribués
de fagon aléatoire dans un plan perpendiculaire & un axe. Les transitions ©n* des
guanines sont polarisées dans le plan aromatique qui coincide avec le plan d'un quartet.

Les états excitoniques, qui sont des combinaisons linéaires des états excités des
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monomeres, sont également polarisés dans le plan des quartets. Par conséquent, aussi
bien la diffusion intrabande gu'une localisation des états excitoniques peuvent conduire
a une dépolarisation de la fluorescence dans le plan des quartets, si le processus est

aléatoire.

Tableau I1V-1. Déviation d’une propriété donnée en comparant le G-quadruplexe avec le mélange
steechiométrique de monoméres correspondant : (A) Absorbance, (Av) largeur du spectre de
fluorescence a mi-hauteur, (@) rendement quantique de fluorescence, (r(0,5)) anisotropie de

fluorescence enregistrée par fluorescence "up-conversion' a 0,5 ps.

p¢ d(TGsT)s d(TGT)s d(TGsT), | G-wires®
A% 278 nm -0.14 -0.17 -0.19
Av? [em™] -0.06 -0.18 -0.21 -0.44
@° 1.3 1.9 2.8 6.1
r(0,5) & 330 nm -0.41 -0.47 -0.50 -

Nous avons rassemblé, dans le Tableau IV-1, les déviations P* observées pour les
différentes propriétés spectroscopiques des quadruplexes. Dans tous les cas, nous
observons une augmentation de P? lorsque la taille du quadruplexe augmente. Ceci
indique qu’en augmentant la taille, le caractére excitonique des états Franck-Condon
est renforcé, ce qui expliquerait le transfert d’énergie plus efficace a I'échelle de temps
sub-picoseconde. Néanmoins, la question se pose de savoir si les états émissifs sont
également délocalisés sur plusieurs guanines. Nous devons garder a I'esprit que les
thymines situées aux extrémités des quadruplexes participent également a 1’émission,
mais que leur durée de vie ne devrait pas dépasser 1-2 ps si elles conservent un
comportement monomérique.'* Concernant les états excités localisés sur les guanines
individuelles, il existe deux études dans la littérature qui rationalisent la relaxation de
leur état excité.> 2 Des expériences de spectroscopie femtoseconde associées a des
calculs de chimie quantique ont montré que la désactivation ultrarapide de dGMP libre
en solution est due a un mouvement hors du plan de faible amplitude du groupement
amino en position 2.> * Au sein des quadruplexes (Figure IV-1), ce groupement
participe aux liaisons hydrogene qui relient les guanines entre elles. 1l est donc probable

qu’en empéchant le mouvement du groupement amino des guanines, les processus
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non-radiatifs soient ralentis, ce qui rallongerait la durée de vie de 1’état excité localisé
sur une seule guanine dans les structures quadruplexes, par rapport celle de dGMP libre
en solution. Ce phénomeéne devrait étre toutefois indépendant de la taille de la structure
quadruplexe dans laquelle les quartets de guanines adoptent une configuration
"décalée" (cf. Figure IV-7) qui, en principe, ne géne pas le mouvement des
groupements amino. De plus, il est noté dans la littérature, que dans des verres
organiques a basses températures, ou les mouvements sont bloqués, la durée de vie de
fluorescence du dGMP est toujours plus courte que celle de G-quadruplexes.*? Suivant
ces raisonnements, nous pouvons conclure que I’émission de fluorescence peut étre due
aussi bien a des états localisés qu’a des états délocalisés, et que la contribution de ces
derniers augmente avec la taille de quadruplexes. L'ensemble de ces résultats font
I'objet d'une publication dans "Physical Chemistry Chemical Physics” donnée en

annexe du manuscrit.

Figure 1V-7. Structure cristallographique des quadruplexes d(TG,4T), en présence de Na*, d'aprés les
données de PDB, 204F.
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Chapitre V : Effet de la nature du cation sur les

proprietées optiques des G-quadruplexes d(TG4T),

Dans ce deuxieme volet d'études, nous avons examiné dans quelle mesure la nature
des cations localisés dans la cavité interne des G-quadruplexes influence leurs
propriétés de fluorescence. Cette étude a été menee pour des structures quadruplexes
paralléles, formées a partir quatre brins d(TG4T), en présence de deux types de cations,
K" et Na'. Le comportement des quadruplexes en présence de K* (d(TG4T)4/K") a déja
été décrit au chapitre précédent.’ Nous comparons ici leurs propriétés a celles des
quadruplexes de méme séquence en présence de Na* (d(TG4T)4/Na*).?

De maniére intéressante, des expériences RMN effectuées par le groupe de Plavec
en Slovenie ont montré que, les distances entre les différents types de protons
appartenant a des guanines différentes sont identiques dans les deux systemes,
d(TG4T)a/Na" et d(TG4T)/K'. Ceci indique que I’arrangement des chromophores
monomeériques dans les structures quadruplexes a 1’état fondamental reste la méme en
présence de K* ou de Na'. En accord avec ces résultats, nous avons observé que les
spectres d’absorption de d(TG4T)s#/Na" et d(TG4T)4/K" sont identiques, aussi bien au
niveau de leur forme que de leur coefficient d'absorption molaire. Cela suggeére que
I’absorption des photons implique les mémes états Franck-Condon. Par contre, nous

observons que les spectres de fluorescence sont bien différents (cf. Figure V-1).
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Figure V-1. Spectre de fluorescence des G-quadruplexes d(TG,T)./K™ (bleu) et d(TG,T),/Na™ (rouge).
Les intensités de fluorescence sont représentatives des rendements quantiques de fluorescence.
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La bande qui correspond a 1’émission ™ des bases (autour de 330 nm),** qui
domine le spectre de d(TG4T)4/K", est aussi présente avec Na', mais son intensité
diminue de moitié et un épaulement apparait vers des longueurs d’onde rouges (autour
de 420 nm). Notons, que la présence d’une bande de fluorescence autour de 400-420
nm a également été observée dans d’autres sequences d'ADN, a été attribuée a
I'émission d'états & caractére de transfert de charge.>® Nous supposons ici que la bande
de fluorescence rouge de d(TG,T)s/Na’ pourrait également provenir des états a
caractére de transfert de charge.

Nous avons observé que les déclins de fluorescence de d(TG4T)4/Na”, enregistrés
par fluorescence « up-conversion », a des longueurs d’ondes d’émission allant de 310 a
450 nm, sont plus rapides que ceux de d(TG4T)4/K". Rappelons, que cette technique
permet de sonder des transitions fortes (nn*). Par contre, avec la technique du
comptage de photons uniques corrélés en temps, qui détecte 1’ensemble des photons
(transitions fortes et faibles), nous observons l'effet inverse: les déclins de fluorescence
de d(TG4T)s/Na* dans le régime pico-nanoseconde sont plus longs que ceux en
présence de K*. La Figure V-2 compare (a) les déclins enregistrés & 330 nm par
fluorescence "up-conversion" et (b) ceux enregistrés a 420 nm par comptage de photons
uniques, pour d(TG4T)4 en présence de Na* et K*. Il apparait clairement qu’en présence
de Na’, la désactivation des états mn* est accélérée a ’échelle picoseconde et que le

nombre de photons émis a I’échelle sub-nanoseconde augmente.
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Figure V-2. Déclins de fluorescence des G-quadruplexes d(TG,T)/K™ (bleu) et d(TG,T),/Na™ (rouge)
enregistrés (a) a 330 nm par fluorescence « up-conversion » et (b) & 450 nm par comptage de photons
uniques.
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Les déclins de fluorescence ne peuvent pas étre décrits par des fonctions
mono-exponentielles, comme pour tous les systemes d'ADN. Ces déclins
multi-exponentiels ont été attribués a ’existence de mouvements conformationnels
capables d'affecter le couplage électronique entre les chromophores et, par conséquent,
les propriétés des états collectifs (excitons mn* ou états & caractére de transfert de
charge).”*® Afin d’obtenir une description quantitative des déclins de fluorescence et de
nous affranchir de la fonction de 1’appareil, nous avons effectué des ajustements
paramétriques des déclins obtenus par comptage de photons uniques, avec des
fonctions multi-exponentiels. Nous avons ensuite utilisés les parametres de ces
ajustements (durées de vie et facteurs préexponentiels) pour construire les

histogrammes représentés sur la Figure V-3, ci-dessous.

TG4T/Na" TGATIK®

330 nm|

% of emitted photons
% of emitted photons

0,01 01 1 100 0,01 01 1 100
temps / ns

Figure V-3. Histogrammes construits a partir des paramétres des ajustements paramétriques des

déclins de fluorescence des quadruplexes d(TG4T), enregistrés par comptage de photons uniques.
Ces histogrammes représentent le pourcentage des photons émis par décade de
temps, a une longueur d’onde donnée. Nous observons que, pour les deux systemes, le
pourcentage de photons émis avant 10 ps diminue lorsque la longueur d’onde
d’émission augmente. Pour d(TG,4T)#/Na" a 450 nm, la majorité des photons est émise

pendant I’intervalle de temps entre 0,1 et 1 ns, ce qui n’est pas le cas pour d(TG4T)s/K".
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Afin d’obtenir plus de renseignements sur la nature des transitions associées aux
deux bandes d’émission de d(TG,4T)4/Na", nous avons mesuré I'évolution temporelle du
facteur d’anisotropie par comptage de photons uniques. Les résultats obtenus sont

représentes sur la Figure V-4, sur une échelle temporelle sub-nanoseconde.
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Figure V-4. Anisotropies de fluorescence des quadruplexes (a) d(TG.T)/Na* et (b) d(TG,T)/K*
enregistrées par comptage de photons uniques a différentes longueurs d’onde d’émission : 310 nm
(violet), 330 nm (bleu), 360 nm (verte) et 450 nm (rouge).

On remarque qu'apres 0,1 ns, temps a partir duquel les signaux détectés ne sont
plus influencés par la fonction d’appareil, 1’anisotropie diminue lorsque la longueur
d’onde d’émission augmente. A 450 nm, aprés un déclin tres rapide (proche de la
fonction d'apareil) 1’anisotropie devient négative, ce qui indique que la lumiere émise
avec une polarisation en dehors du plan des guanines, en accord avec I'hypothése d'une
transition a caractere de transfert de charge impliquant deux guanines situées dans des
quartets différents. Par contre, en présence de K*, I’anisotropie a 330 et 360 nm aprés
0,1 ns reste positive, avec des valeurs autour de 0,1. A 450 nm, on remarque que
I’anisotropie tout d'abord diminue pendant un temps de 0,16 ns puis elle revient a sa
valeur initiale a 0,5 ns. Cela indique qu’a I’échelle du temps sub-nanoseconde, nous
avons vraisemblablement une contribution d'états a caractére de transfert de charge

dans I'émission de fluorescence, dans le régime temporel sub-nanoseconde. Celle-ci se
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superpose a une émission de durée de vie plus longue qui pourrait étre dle a des états de

type mm*.

Afin de voir si ’effet de cation que nous avons observé pour d(TG4T), est
également valable pour d’autres structures quadruplexes, nous avons comparé nos
résultats avec ceux d'une étude antérieure réalisée par P. Changenet-Barret sur des
nanos-fils de guanine (« Gs-wires »), formés par le repliement d’un simple brin
contenant plus d'un millier de guanines.’®*’ La Figure V-5 montre que les spectres de
fluorescence de d(TG4T)4 et des « G4-wires » en présence de Na* ou de K™ sont trés
similaires (cf. Figure V-5). En présence de Na' ou de K*, la partie rouge du spectre est
cependant Iégerement plus prononcée dans le cas des « G4-wires ». Cette petite
différence pourrait étre due a la participation des thymines dans le cas de d(TG4T)a,

dont I’émission de fluorescence est plus bleue que celle des guanines.®>*
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Figure V-5. Spectre de fluorescence de d(TG,4T), (ligne solide) et des « G4-wires » (ligne pointillée) en
présence de (a) Na™ et (b) K*.

Les « G4-wires » ont également fait I'objet d'une étude par comptage de photons
uniques. Leurs déclins de fluorescence sont beaucoup plus lents que ceux de
d(TG4T)4. Pour comparaison, la Figure V-6 représente les histogrammes construits a
partir des parametres issus des ajustements paramétriques des déclins de fluorescence

des « G4-wires ». On peut y voir que le nombre de photons émis apres 0,1 ns
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augmente avec la taille du quadruplexe. Toutefois, I’effet de cation ne varie pas avec
la taille. En présence de Na', 1’émission des photons a 450 nm a lieu principalement

dans I’intervalle de temps entre 0,1 et 1 ns.
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Figure V-6. Histogrammes construits a partir des paramétres des ajustements paramétriques des

déclins de fluorescence des « G4-wires » enregistrés a 450 nm par comptage de photons uniques.
Une étude théorique menée sur des quadruplexes contennant deux quartets de
9-Methyl-guanine, en présence de Na* ou K", a été réalisée par R. Improta a l'aide de
la théorie de la fonctionnelle de la densité dépendante du temps (TD-DFT). Les
géométries des quadruplexes a 1’état fondamental et dans le premier état excité a
caractere de transfert de charge ont été optimisées, respectivement, avec les
fonctionnelles PCM/M052X/6-31G(d) et de PCM/TD-PBEO0/6-31G(d). Les calculs
montrent qu'a 1’état fondamental, la distance entre les deux quartets des quadruplexes
est la méme quel que soit le cation, en accord avec les mesures RMN." Le cation K* est
intercalé entre les deux quartets a distance égale, tandis que le cation Na* est plus
proche d’un des deux quartets. Dans 1’état excité a caractére de transfert de charge, un
quartet est chargé positivement, et I’autre négativement. La localisation des cations
dans cet état n'est plus la méme qu'a 1’état fondamental. Les cations se rapprochent du
quartet chargé négativement. Le cation Na*, qui est plus mobile que le cation K* en
raison de sa taille, est dévié d'un angle de 5° vers la guanine chargée négativement par
rapport a I’axe central du quadruplexe, tandis que le cation K reste centré sur I'axe du

quadruplexe.
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Figure V-7. Représentation schématique des processus induits par [’excitation des G-quadruplexes en
présence de K™ ou de Na™.

En tenant compte de nos résultats expérimentaux et de 1’étude théorique de R.
Improta, nous avons formulé I’hypothése suivante, concernant les processus de
relaxation électronique dans les G-quadruplexes en présence des cations K™ ou Na*.
L'excitation & 267 nm peuple les mémes états Franck-Condon en présence de K* ou
Na®. Mais selon le type de cation, différentes voies de désactivation peuvent étre
suivies. En présence de K*, I’émission de fluorescence semble provenir principalement
des états n* (localisés ou délocalisés) des guanines. Tandis qu'en présence de Na*, la
mobilité des cations dans la cavité interne des quadruplexes semble favoriser la
formation d'états a caractére de transfert de charge. L'ensemble de ces résultats font
I'objet d'une publication dans "The Journal of Physical Chemistry C" donnée en annexe

du manuscrit.
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Chapitre VI : Etude spectroscopique des
G-quadruplexes telomériques : d(GGG(TTAGGG),)

Aprés I’étude des G-quadruplexes tétramoléculaires d(TGnT)s, nous avons choisi
d'examiner des quadruplexes intramoléculaires constitués de la séquence télomérique
humaine : d(GGG(TTAGGG)3 (Tel21). Ils sont formés par repliement d’un simple brin
et adoptent des conformations différentes, en fonction des cations présents dans la
solution.’ Nous les avons étudiés en présence de Na* ou de K*, nous les notons par
Tel21/Na" et Tel21/K", respectivement.

Dans un premier temps, nous comparerons les propriétés photophysiques de
Tel21/Na* avec celles de d(TG4T)4/Na’. Cette comparaison a pour but de comprendre
I’effet de la conformation pour un nombre de tétrades a peu pres équivalent, trois pour
Tel21 et quatre pour d(TG4T)4. Rappelons que d(TG3T)4/Na’, qui est constitué de trois
tétrades, n’est pas stable a température ambiante. Par ailleurs, la comparaison entre
d(TG3T)4/K", qui est stable a température ambiante et Tel21/K" n’est pas pertinente car
la séquence télomérique présente deux conformations distinctes. Dans une deuxiéme
étape, nous avons comparé les propriétés photophysiques de Tel21/Na* et Tel21/K".
Compte tenu du polymorphisme du deuxiéme, cette comparaison reste trés

phénoménologique.

1. Comparaison de Tel21 et d(TG,4T), en présence d'ions Na*

1.1 Résultats

Les spectres d’absorption de Tel21/Na” et de d(TG,T)s/Na* sont assez similaires,
avec un maximum a 256 nm. Par contre, leurs spectres de fluorescence bien que
localisés dans le méme domaine spectral, difféerent par leur intensité et leur forme
(Figure VI-1). Le rendement quantique de Tel21 (8,7 + 0,1 10™) est presque trois fois
plus élevé que celui de d(TG4T)4 (3,0 = 0,1 10™). Notons que le rendement quantique
des mélanges steechiométriques de monoméres est 1,3 + 0,1 10™. Le spectre du
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d(TG4T)4 semble la combinaison de deux bandes d'émission car on distingue un pic a
340 nm et un épaulement autour de 380 nm. Par contre, le spectre de Tel21 ne présente
qu’une bande unique, dont le pic se situe autour de 360 nm. Ces différences se reflétent
sur la largeur des spectres et sont illustrees sur la Figure VI-1b. La largeur a mi-hauteur
des spectres de fluorescence est de 8940 et 8100 cm™, respectivement pour d(TG4T), et
Tel21. Le maximum du spectre de Tel21 est déplacé vers le rouge de 4200 cm™ par

rapport a celui du mélange stecechiométrique de monomeres correspondant.
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Figure VI-1. Spectre de fluorescence de d(TG,T)/Na* (noir), de Tel21/Na™* (rouge) et du mélange

steechiométrique de monomeres correspondant a Tel21 (gris). (a) Les intensités de fluorescence sont

représentatives des rendements quantiques. (b) Spectres normaliseés.

La Figure VI-2 montre les déclins de fluorescence de Tel21/Na" et la variation du
facteur d'anisotropie au cours du temps obtenus par fluorescence « up-conversion ».
Nous observons que, malgré les différences de leurs spectres de fluorescence
stationnaires, les signaux enregistrés pour Tel21/Na* et d(TG,T)s/Na" sont identiques.
Les déclins de fluorescence sont superposables. Les anisotropies présentent également
un comportement similaire, avec un déclin jusqu’a environ 2 ps suivi d’un pallier d'une

amplitude de 0,06 + 0,02 (valeur moyenne entre 2 et 8 ps).
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Figure VI-2. (a) Déclins normalisés de fluorescence et (b) anisotropies de fluorescence de
d(TG,T)4/Na™ (noir) et de Tel/Na™ (rouge) enregistrés a 360 nm par fluorescence « up-conversion ».

Les déclins de fluorescence et la variation du facteur d'anisotropie de fluorescence
au cours du temps de Tel21/Na* et d(TG,T)s/Na" enregistrés par comptage de photons
uniques, a 360 nm, sur une échelle de temps sub-nanoseconde sont montrés sur la
Figure VI-3. Nous observons que le déclin de fluorescence de Tel21 est plus lent que
celui de d(TG4T),. L anisotropie de fluorescence, aprés 0,1 ns, ou les signaux sont peu

influencés par la fonction d’appareil, est plus élevée pour Tel21 que d(TG4T)a.
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Figure VI-3. (a) Déclins de fluorescence normalisés et (b) anisotropies de fluorescence de
d(TG,T)/Na" (noir) et de Tel/Na* (rouge) enregistrés & 360 nm par comptage de photons uniques. La
Jfonction d’appareil est représentée en gris.
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Comme pour les quadruplexes de séquence d(TG,T)4, nous avons effectué des
ajustements paramétriques des déclins de fluorescence de Tel21/Na* mesurés par
comptage de photons uniques, a l'aide d'une fonction multi-exponentielle . Avec les
parametres extraits des ajustements, nous avons ensuite construit 1’histogramme qui
représente la distribution des photons émis par décade de temps, représenté sur la
Figure V1-4, avec I’histogramme correspondant & d(TG4T)4/Na’. Nous remarquons
que, dans le cas de d(TG4T)s, la moitié des photons est émise avant 10 ps, alors que

pour Tel21, la majorité des photons est émise entre 10 et 100 ps.
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Figure VI-4. Histogrammes construits a partir des paramétres des ajustements paramétriques des
déclins de fluorescence de d(TG,T)./Na* enregistrés & 360 nm par comptage de photons unigues.

1.2 Discussion

Notre étude de 1’effet des cations sur la fluorescence de d(TG4T)4/Na” (chapitre V)
amontré que le pic de fluorescence a 340 nm est vraisemblablement dd a I'émission des
états nn* tandis que 1I’épaulement a 380 nm serait dd a I'émission d'états a caractere de
transfert de charge. Le fait que Tel21 ne présente qu’une seule bande (cf. Figure VI-1),
suggere qu’une des deux bandes d'émission est devenue prépondérante et/ou que leur
écart énergetique a diminué. Cette deuxieme hypothése est baseée sur le fait que
I’arrangement géométrique des tétrades n’est pas le méme pour les deux systémes, ce
qui peut influencer le couplage dipolaire entre les états nr* des guanines, et donc

changer I’énergie des états excitoniques. Le recouvrement des orbitales des guanines
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localisées dans des tétrades voisines peut également étre différent, ce qui peut aussi
affecter les propriétés des états a transfert de charge. C’est I’anisotropie de fluorescence
qui nous permet de distinguer entre les deux types de transition électronique. Celle
correspondante a I'émission d'un état a caractere de transfert de charge est en principe
plus faible que celle associée a I'émission des états > qui absorbent les photons. Nous
avons cherché cette information a I’échelle sub-nanoseconde, ou est émise la majorité
des photons dans le cas de Tel21 (Figure VI-3). L’anisotropie plus élevée de Tel21/Na”
par rapport a celle de d(TG,T)s/Na" suggére que, dans le cas de la séquence
télomérique, I'émission provenant des états ™ est plus importante. Cela signifie que
non seulement le rendement quantique de fluorescence associé aux états nn* a

augmenté mais aussi que leur énergie a légérement diminué.
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Figure VI-5. Représentation schématique de la diffusion intrabande des états excitoniques.

Le fait que I’émission des états n* de Tel21/Na” soit caractérisée par une énergie
plus faible que celle du mélange stecechiométrique de monomeres (Figure VI-1) indique
qu’elle provient vraisemblablement d'états nn* délocalisés (excitons). En effet, dans ce
cas, ce sont les états localisés en bas de la bande excitonique, peuplés via la diffusion
intra-bande qui fluorescent (cf. Figure VI-5). Certains d’entre eux peuvent perdurer

jusqu’a quelques centaines de picosecondes. Ce comportement rappelle celui des
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nano-fils de guanines dont la durée de vie des états nrt™ est plus longue que celle des
quadruplexes tétramoléculaires.* Par ailleurs, nous pouvons penser que la polarisation
des états a transfert de charge n’est pas la méme pour Tel21/Na” et d(TG4T)s/Na", a
cause de leur geométrie différente. Afin de vérifier cette hypothese, nous avons
comparé les anisotropies de fluorescence de Tel21/Na” et d(TG4T)s/Na” mesurées par
comptage de photons uniques a 450 nm, ou la contribution des états a transfert de
charge est dominante. Les valeurs moyennes entre 200 et 600 ps sont de -0.032 + 0.009
pour Tel21 et -0.043 + 0.007 pour d(TG4T),. La différence est inférieure aux barres
d’erreurs, ce qui indique une polarisation similaire des états a transfert de charge dans
les deux systémes.

Nous expliquons la durée de vie longue des états excitoniques de Tel21 par sa
structure plus rigide que celle de d(TG4T),. Cette rigidité structurale pourrait empécher
la localisation de I’excitation sur des bases individuelles qui est suivie par une
relaxation non radiative trés efficace.” Une autre explication pourrait étre une
différence entre la durée de vie radiative des états excitoniques des deux systemes, qui
dépend du couplage excitonique et donc de I’arrangement géométrique des
chromophores.

Enfin, la grande similitude des signaux mesurés par fluorescence
« up-conversion » pour Tel21/Na* et d(TG,T)4/Na’, jusqu’a environ 3 ps, pourrait étre
due, en partie au moins, au fait qu’a cette échelle du temps nous observons
principalement les déclins des états nn* localises des monomeres. Malgré le fait que
Tel21 contienne des adénines, ces bases contribuent peu a 1’émission a 360 nm. En
effet, le maximum de leur spectre de fluorescence est situé a 306 nm, alors que ceux de

TMP et dGMP sont localisés & 330 nm et 334 nm, respectivement.®
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2. Comparaison des propriétés photophysiques de Tel21/Na”
et Tel21/K"

2.1 Résultats

Bien que les spectres d’absorption de Tel21/Na® et Tel2l/K* a 23°C se
ressemblent, ils ne sont pas identiques. Afin de visualiser cette différence, nous avons
comparé le spectre d'absorption de Tel21/Na* a celui de Tel21/K* & 23°C, ou les
oligo-nucléotides adoptent & >99,9% une structure quadruplexe,’ avec ceux enregistrés
a 96°C, ou la forme simple-brin est essentiellement présente. La différence entre les
spectres d'absorption des formes quadruplexes et simples-brins, pour chaque type de
cation est illustrée sur la Figure VI-6. L’absorbance différenticlle est plus élevée en
présence de Na* qu'en présence de K*. Notons, en particulier, la présence de deux pics

positifs & 225 et 297 nm et deux pics négatifs a 244 et 272 nm.
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Figure VI-6. Absorption differentielle (Ax-c-Aggec) de Tel21/Na™ (rouge) et Tel21/K™ (bleu) & 23°C et
96°C.

La Figure VI-7 représente les spectres de fluorescence de Tel21/K”", Tel21/Na” et
du mélange steechiométrique de monomeéres. Le maximum du spectre de fluorescence
de Tel21/K™ est situé a 340 nm. 1l est déplacé de 20 nm vers le bleu par rapport a celui
Tel21/Na* (360 nm) mais il est plus rouge que celui du mélange steechiométrique de
monoméres (Amax = 328 nm). Le rendement quantique de fluorescence de Tel21/K™ est

de 6,8 + 0,2 10, ¢’est-a-dire 22% plus petit que celui de Tel21/Na* (8,7 + 0,1 10™).
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Aprés conversion des spectres de fluorescence en échelle d’énergie, nous trouvons leur
maxima a 29330, 27550 et 29760 cm™ avec des largueurs & mi-hauteur de 8500, 8100 et
7500 cm™, respectivement pour Tel21/K*, Tel21/Na* et le mélange steechiométrique de

monomeres.
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Figure VI-7. Spectres de fluorescence de Tel21/Na* (rouge), de Tel21/K* (bleu), et du mélange
stechiométrique de monomeéres (noir). (a) Les intensités de fluorescence sont représentatives des
rendements quantiques. (b) Les spectres normalisés.

Sur la Figure VI-8 nous avons représenté I’anisotropie de fluorescence enregistrée
par fluorescence « up-conversion », & 340 nm, pour Tel21 en présence de K et Na”,
ainsi que celle correspondant au mélange steechiométrique de monomeres déterminée

comme décrit au chapitre I1.
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Figure VI1-8. Anisotropies de fluorescence de Tel21/Na* (rouge) et de Tel21/K™ (bleu) & 340 nm
enregistrées par fluorescence « up-conversion ». L anisotropie du mélange steechiométrique de
monomeres est représentée en gris.

82



Nous observons que 1’anisotropie initiale des quadruplexes (0,21 + 0,02) est plus
faible que celle de monomeres (0,25 £ 0,01). L’anisotropic de fluorescence des
monomeres augmente légerement au cours du temps. Cet effet est d0 aux déclins de
fluorescence plus rapides des purines associés a des anisotropies plus faibles (AAMP :
0,24 et dGMP : 0,15) que celle du TMP (0,36).6 Par contre, I’anisotropie des
quadruplexes décroit entre O et 2 ps, la décroissance étant légerement plus rapide en

présence de K.
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Figure VI-9. Anisotropies de fluorescence (a gauche) et déclins de fluorescence (a droite) enregistrés
par fluorescence « up-conversion » pour Tel21/Na* (rouge) et Tel21/K™ (bleu).

A toutes les longueurs d’onde d’émission mesurées, nous observons un déclin de
I’anisotropie de fluorescence des quadruplexes jusqu’a 2 ps (Figure VI1-9), suivi d'un
palier jusqu’a 8 ps (non-représenté). Au-deld de 8 ps les signaux deviennent trop
bruités pour étre analysés. La position relative des anisotropies de Tel21/K* et
Tel21/Na" n’est pas toujours la méme. En particulier, sur le coté rouge des spectres de
fluorescence, I’anisotropie de Tel21/Na" est plus faible que celle de Tel21/K", alors que
c'est l'inverse a 315 et 340 nm. A 360 nm, ’anisotropie de Tel21 en présence de K™ et
celle en présence de Na* sont superposables. Cette tendance est également observée sur
I'amplitude des paliers des anisotropies rassemblées dans la Table VI-1. Nous
constatons que la variation d’anisotropie avec la longueur d’onde d’émission semble

plus importante en présence de Na* que de K.
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Tableau VI-1. Amplitudes moyennes des paliers des anisotropies de Tel21/Na” et Tel21/K", entre 2 et

8 ps (cf. Figure VI1-2, en fonction de la longueur d’onde d’émission).

}\'ém

Na*

K+

315 nm

0,12 + 0,06

0,08 + 0,05

340 nm

0,09 + 0,02

0,07 + 0,02

360 nm

0,06 + 0,02

0,07 +£0,02

450 nm

0,03 +0,03

0,06 + 0,03

L’effet du cation sur les déclins de fluorescence de Tel21 change en fonction de la
longueur d’onde d’émission. De 315 & 360 nm, les déclins de Tel21/K" sont plus lents
que ceux de Tel21/Na’. Par contre, les signaux enregistrés a 450 nm pour les
quadruplexes en présence des deux types de cations sont identiques jusqu’environ 8 ps,

puis celui de Tel21/Na” devient plus lent.
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Figure VI-10. Déclins de fluorescence (a gauche) et anisotropies de fluorescence (a droite) enregistrés
par comptage de photons uniques pour Tel21/Na™* (rouge) et Tel21/K™ (bleu). La fonction d’appareil est
représentée en gris.

Les déclins de fluorescence et d’anisotropie de fluorescence enregistrés par

comptage de photons uniques sont présentes sur la Figure VI-10. Nous observons que,

pour toutes les longueurs d’onde d’émission, le déclin de Tel21/Na” est plus lent que
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celui de Tel21/K", et que I’anisotropie de fluorescence de Tel21/Na™ est plus faible que
celle de Tel21/K*. De plus, nous avons remarqué que, lorsque la longueur d’onde
d’émission augmente, les déclins de fluorescence, quelque soit le cation présent, sont
ralentis et I’anisotropie de fluorescence devient plus faible et atteint méme des valeurs
négatives a 450 nm.

Sur la Figure VI-11, nous comparons les déclins de Tel21/K" et Tel21/Na* obtenus
par fluorescence « up-conversion », qui permet de sonder la fluorescence associées aux
transitions fortement permises, et par comptage de photons uniques, qui sonde la
fluorescence associée aussi bien aux transitions fortement permises que faiblement
permises. Nous observons que les déclins enregistrés par la premiere technique, sont
plus lents pour Tel21/K" que ceux de Tel21/Na*, alors que I'effet inverse est observé

pour les déclins mesurés par la seconde technique.
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Figure VI-11. Déclins de fluorescence de Tel21/Na* (rouge) et Tel21/K™ (bleu) enregistrés & 360 nm
par (a) fluorescence « up-conversion » et par (b) comptage de photons uniques.

2.2 Discussion

Nous avons vu au Chapitre V, que dans le cas de d(TG4T)4, il n’y pas de différence
entre les spectre d’absorptions enregistrés en présence de Na* ou de K*. Nous avons
alors déduit que les états excitoniques Franck-Condon peuplés sont les mémes quelque
soit la nature des cations présents en solution. Ceci s'explique par l'arrangement

similaire des tétrades observé par RMN.2 Dans le cas de Tel21, les quadruplexes
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adoptent une conformation de type « panier » en présence de Na', alors qu’en présence

K*, les quadruplexes présentent deux conformations dites "hybrides".* De telles

différences structurales peuvent expliquer les différences spectrales observees sur la

Figure VI-6. Notons qu’a 96°C, les grandes fluctuations conformationnelles

minimisent, a priori, les effect collectifs. Les variations plus grandes du spectre

d'absorption différentielle en présence de Na', indique que le caractére collectif des
états Franck-Condon est plus prononcé pour quadruplexes formés en présence Na* que

de K",

Etant donné que les états Franck-Condon ne sont pas les mémes dans Tel21/K" et
Tel21/Na’, les différences observées sur leur propriétés de fluorescence pourraient étre
aussi bien dues au peuplement d'états Franck Condon différents qu’a des mécanismes
de relaxation différents des états excités. Nous avons trouvé quelques points communs
concernant les effets de cations entre Tel21, d(TG,4T), et les nano-fils de guanine. Pour
tous les trois systémes, nous constatons que:
> leurs spectres de fluorescence sont déplacés vers les basses énergies, en présence de

Na" vs. K*. Le déplacement des spectres correspond & 1800, 2500 et de 2800 cm™
pour Tel21, d(TG4T), et les nano-fils de guanine, respectivement.

> En présence de Na*, I’anisotropie de fluorescence & échelle sub-nanoseconde varie
plus fortement avec la longueur d’onde d’émission qu’en présence de K' et
devient méme négative dans 1’aile rouge du spectre de fluorescence. (Ces données
n’existent pas pour les nano-fils).

» Dans I’aile rouge des spectres de fluorescence, la proportion des photons émis sur
une échelle temporelle sub-nanoseconde est plus élevée en présence de Na* que de
K"

» Dans I’aile bleue des spectres de fluorescence, les déclins de fluorescence sur une
échelle temporelle de 10 ps sont plus rapides en présence de Na* que de K*. (Ces

données n’existent pas pour les nano-fils).

L'ensemble de ces observations semble donc monter que l'interprétation que nous

avons proposée pour d(TG4T), et les nano-fils de guanine reste valable pour Tel21, i.e.
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la présence de cation Na® favoriserait la relaxation des états nn* vers des états a
caractere de transfert de charge. Néanmoins, la contribution des états nn* a la
fluorescence de Tel21 est plus importante, et ce méme en présence de Na’. Nos
résultats ne permettent pas de savoir si cela est dd a une efficacité moindre du piégeage
des excitons mt* par les états a caractere de transfert de charge et/ou a une efficacité
moindre des processus de relaxation non-radiative vers 1’état fondamental. Toutefois, le
couplage entre les états nn* et les états a transfert de charge semble étre plus fort dans le
cas du Tel21/Na’, comme I’indique I’anisotropie plus basse mesurée & 450 nm sur la
gamme temporelle 0-2 ps (Figure VI1-9). Sachant que la technique de fluorescence
« up-conversion » détecte la fluorescence associée a des transitions fortement permises,
les signaux observés semblent indiquer 1’existence d'états mm™ possedant déja un

caractéere partiel de transfert de charge.
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Chapitre VII : Conclusions et perspectives

Pendant ce travail de thése, nous avons eétudié l'influence des parametres
structuraux sur les propriétés photophysiques de nanostructures de guanine. En étudiant
des structures G-quadruplexes formées par l'association de quatre simples-brins de
longueur variable, nous avons, dans un premier temps, examiné ’effet de la taille des
nano-structures sur leur propriétés photophysiques. Puis dans un deuxiéme temps, nous
nous sommes intéressés au role des cations dans la cavité interne des G-quadruplexes.
Enfin, en comparant les propriétés des G-quadruplexes tétramoléculaires avec ceux
formés par repliement d’un simple brin, nous avons cherché ’influence de la
conformation qui détermine 1’arrangement géométrique entre les tétrades sur leurs
propriétés photophysiques. L’ensemble des résultats obtenus ont été interprétés de la

maniére suivante:

e Les états Franck-Condon

La possibilité d'une délocalisation de I’excitation sur plusieurs guanines avait déja
été décrite auparavant d'un point de vue théorique. Nous l'avons mise en évidence
expérimentalement, en comparant 1’écart entre les spectres d’absorption des structures
G-quadruplexes avec ceux de leurs chromophores monomériques en absence
d’interaction. Nous avons ainsi pu constater que le caractere collectif des états
Franck-Condon est renforcée lorsque le nombre de tétrades augmente et dépend de la

conformation de la structure quadruplexe.

e Le transfert d’énergie

Nous avons éetudié le transfert de I’énergie d’excitation au sein des G-quadruplexes
en mesurant I’anisotropie de fluorescence sur une échelle temporelle sub-picoseconde,
lorsque les mouvements conformationnels sont figés. Pour tous les systéemes examinés,
nous avons trouvé que 1’anisotropie des G-quadruplexes est plus basse que celle des

monomeres en absence d’interaction. Nous attribuons cette diminution de I'anisotropie
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a un transfert de I'énergie d'excitation ultrarapide entre les bases. L’efficacité de ce
transfert d’énergie ultrarapide augmente avec la taille des G-quadruplexes, en accord
avec l'idée d'un renforcement de la nature excitonique des états Franck-Condon. Nous
avons observé que ce transfert d’énergie conduit a une dépolarisation de la

fluorescence dans le plan des quartets des états nr*, a des temps inférieurs a 2 ps.

e L'émission des états nr*

La contribution des états excitoniques a I’émission de fluorescence semble
favorisée par la rigidité structurale des G-quadruplexes. Celle-ci est renforcée par
I’augmentation du nombre des tétrades ou par les conformations issues du repliement
d'un simple-brin. L’émission a partir des états ™, qui est bien que plus importante sur
la gamme temporelle de 0-10 ps, peut s’étaler sur plusieurs décades de temps, jusqu’a la

nanoseconde.

e Les états a caractere de transfert de charge

La présence des cations Na* dans la cavité centrale des G-quadruplexes favorise le
piégeage des états > par des états a caractere de transfert de charge, du fait de leur
taille plus petite et de leur mobilité plus grande que celles des cations K*. Les états a
transfert de charge impliquent des guanines situées dans des tétrades différentes. Ils
émettent dans le visible. lls ont une durée de vie sub-nanoseconde et sont caractérises

par une anisotropie de fluorescence négative.

Ce travail de these ouvre de nouvelles perspectives en vue de mieux comprendre le
réle des parameétres structuraux sur les propriétés photophysiques des G-quadruplexes.
Tout d’abord, nos résultats sur I’effet de conformation nous ont a amené a formuler
certaines hypotheéses. Ainsi nous avons postulé que 1’orientation relative des tétrades
voisines influence 1’énergie des états excitoniques qui contribuent a la fluorescence.
Des calculs théoriques décrivant la relaxation des états excités dans les G-quadruplexes

tenant compte de leur topologie permettrait d’examiner la validité de cette hypothése.
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Ensuite, il a été bien établi que les propriétés excitoniques des états excités sont
renforcées avec 1’augmentation de la taille des quadruplexes. Afin de déterminer
I’étendue maximale des excitons, il serait intéressant de poursuivre les études en
fonction de la taille en examinant des nano-fils de guanine constitués, par exemple, de
10, 15, 20 et 25 tétrades.

Par ailleurs, la topologie des quadruplexes dépend la séquence de bases. Il serait
donc intéressant d’examiner I’influence de la séquence de bases de quadruplexes
mono-moléculaires sur leurs propriétés photophysiques.

Enfin, d’un point de vue biologique, il serait intéressant d’explorer les dommages
specifiques provoqués dans les G-quadruplexes par 1’absorption des photons UV. Etant
donné que les propriétés des états excités des guanines sont largement modifiées dans
ces structures, on s’attend donc a ce que leur réactivité le soit aussi. La caractérisation
des photoproduits des quadruplexes, d(TG4T)4 et Tel21 que j’ai étudiés, fait partie du
projet ANR OPHID coordonné par le laboratoire d’accueil. La connaissance de leurs
propriétés photophysiques acquise pendant de mon travail de thése pourrait contribuer

a la compréhension du mécanisme de leur formation.
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