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Les télomères, structures nucléoprotéiques présentes aux extrémités terminales 

des chromosomes linéaires, ont pour rôle essentiel de maintenir la stabilité des génomes 

eucaryotes. Chez la levure bourgeonnante Saccharomyces cerevisiae, l' ADN télomérique 

consiste en la répétition de la séquence irrégulière [TG1_3/C 1_3A] alors que 

[T 2AG3/C3 TA2] est l'unité répétitive présente chez la plupart des télomères de cellules de 

mammifères. La maintenance de ces répétitions télomériques est assurée par une enzyme 

spécialisée : la télomérase. Cette ribonucléoprotéine, conservée au cours de l'évolution, 

comprend une unité catalytique associée à une unité ARN où une courte séquence est 

utilisée comme matrice pour l'ajout de répétitions télomériques spécifiques à l'espèce. In 

vitro, seules ces deux composantes sont essentielles pour l'activité télomérase alors que 

in vivo ce processus est plus complexe et requiert d'autres protagonistes. De précédents 

travaux ont montré que la simple substitution de la séquence matrice ARN de S. 

cerevisiae par une séquence matrice humaine permettait l'addition de répétitions 



télomériques humaines aux extrémités endogènes des chromosomes de levures. Malgré 

cette transformation, le taux de croissance ainsi que l'expression du nouveau gène dans 

ces souches dites «humanisées» restent à un niveau comparable à celui de souches non 

modifiées. Nous avons reproduit ces résultats dans nos souches de levures et procédé à 

une fine analyse moléculaire de la composition des télomères en fonction de la croissance 

à long terme de cellules humanisées. Nos investigations montrent un remplacement 

progressif des répétitions télomériques levures par des répétitions télomériques humaines 

en fonction du nombre de divisions accumulées par la cellule humanisée, mais ~ 50 pb de 

répétitions levures internes sont résistantes à un tel remplacement; et les répétitions 

distales humaines sont sujettes à un haut taux de renouvellement de séquence. Une autre 

caractéristique importante chez les levures humanisées ayant accumulé un nombre 

important de générations est la présence de longues extensions télomériques humaines 

simple brin, substrat idéal pour la télomérase humaine. Basé sur ce résultat et la 

conservation de nombreuses protéines associées à la télomérase entre la levure et 

l'humain, nous avons voulu établir un système de télomères humanisés chez la levure 

dont le maintien serait assuré uniquement par la télomérase humaine. La création d'un tel 

système d'étude de la télomérase humaine dans un système hétérologue fournirait un 

outil unique dans la compréhension des mécanismes moléculaires qui réguleraient la 

télomérase humaine in vivo. Nos résultats montrent que l'expression des deux 

composantes essentielles de la télomérase humaine chez S. cerevisiae permet la synthèse 

de répétitions humaines in vitro et que l'enzyme est correctement localisée au noyau. 

Néanmoins, aucun ajout de répétitions télomériques humaines n'est détecté in vivo due à 

un défaut d'activité télomérase humaine aux télomères de levure, même après ajout de 



deux composantes humaines qui joueraient un rôle dans le recrutement de la télomérase 

humaine aux télomères. Le remplacement fonctionnel de la télomérase de levure par la 

télomérase humaine pourrait possiblement se faire par l'ajout de composantes humaines 

additionnelles, ou reste tout simplement impossible si l'on considère que la régulation de 

la télomérase et la fonction des télomères sont trop distantes chez ces deux organismes. 

La levure humanisée reste tout de même un outil privilégié pour étudier la 

fonction des télomères et de la télomérase, en particulier les protéines associées aux 

télomères et les différents modes qui régulent la longueur des télomères. 
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INTRODUCTION 

Télomère, dont l'origine grecque est« telos »fin et« meros »partie, est un terme 

défini pour la première fois par le généticien Hermann J. Muller à la fin des années 1930s 

et requiert toujours toute l'attention du monde scientifique en ce nouveau millénaire. En 

utilisant Drosophila melanogaster comme modèle d'étude, il observa après irradiations 

aux rayons X que les chromosomes étaient sujets à des cassures menant à des 

réarrangements chromosomiques (inversions, délétions et translocations) à l'exception 

des extrémités terminales qui étaient exemptes de telles modifications. Il réalisa ainsi que 

la stabilité des chromosomes était dépendante d'une structure terminale particulière 

(Muller 1938). Barbara McClintock confirma les résultats de Muller en proposant qu'une 

structure amenant la stabilité aux extrémités doit distinguer un chromosome brisé d'un 

chromosome naturel, concept basé sur l'observation que les chromosomes brisés de Zea 

mays pouvaient fusionner entre eux alors que les fins naturelles des chromosomes étaient 

assez stables (McClintock 1939, 1941). De nos jours, les télomères sont définis comme 

des structures protectrices composées d' ADN non codant et de protéines spécialisées, et 

sont présents uniquement aux extrémités des chromosomes eucaryotes linéaires. 

1 



Organisation structurale des télomères 

En général, la séquence et l'organisation des télomères est extrêmement conservée 

chez tous les eucaryotes et peut se diviser en deux domaines structural et fonctionnel : la 

région sous-télomérique et la région télomérique proprement dite. La première séquence 

télomérique a été caractérisée chez le cilié Tetrahymena thermophila et consiste en la 

séquence T 2G4/C4A2 répétée des dizaines de fois (Blackburn et Gall 1978). Depuis, les 

séquences télomériques de différents organismes ont été caractérisées et dans la majorité 

des cas l 'ADN télomérique consiste en des séquences courtes répétées en tandem 

(Blackburn et Greider, 1995) (tableau 1). Cet ADN est en grande partie sous forme 

double brin et est polarisé de façon à ce que le brin riche en résidus guanines (G) 

constitue le brin G-riche orienté de 5' en 3' alors que le brin complémentaire riche en 

résidus cytosine (C) constitue le brin C-riche orienté de 3' en 5'. Une extension du brin 

riche en G par rapport au brin riche en C constitue toujours l'extrémité 3' simple brin des 

chromosomes (figures 1 et 2) et est essentielle pour l'élongation des répétitions riches en 

G par la télomérase (discuté plus loin). Des organismes éloignés phylogéniquement 

peuvent avoir la même séquence télomérique, T 2AG3 chez le Trypanosome et tous les 

vertébrés, et dans d'autres cas, différents organismes appartenant à une même famille, 

Tetrahymena et Oxytricha chez les ciliés, peuvent avoir des séquences télomériques 

différentes mais celles-ci sont clairement reliées (tableau 1). Le nombre de répétitions 

aux extrémités chromosomales varie extrêmement entre différents organismes, entre 

différents télomères d'un même organisme et à l'intérieur d'une même cellule. Chez les 

mammifères, l'unité télomérique est composée des 6 nucléotides TTAGGG. 
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Organisme 

Ciliés 

Tetrahymena 

Oxytrica 

Euplotes 

Flagellés 

Trypanosoma 

Sporozoaires 

Plasmodium 

Ch~ignons 

Séquenœ Référence 

(Blackburn et Gall 1978) 

(Klobutcher et al. 1981) 

(Klobutcher et al. 1981) 

(Blackburn et Challoœr 1984) 

(Ponzi et al. 1985) 

Saccharomyces cerevisiae T(G)2_3(TG\_6 (Shatrpay et al 1984) 

Schizosaccharomyces pombe T 2AC(A)G2_5 (Sugawara et Szostak 1986) 

Candida albicans ACGGATGTCTAACTTCTTGGTGT (McEachern et &ks 1993) 

Kluyveromyces lactis ACGGATTTGATTAGGTATGTGGTGT (McEachernetBlackblll111994) 

Nématodes 

Caenorhabditis elegans 

Plantes 

Arabidopsis 

Vertébrés 

Homo sapiens 

Musspp. 

Autres vertébrés 

î0-G2C (Cangiano et La Volpe 1993) 

T3AG3 (Richards et Ausubel 1988) 

T2AG3 (Moyzis et al 1988) 

T2AG3 (Kipling et Cooke 1990) 

î0-G3 (Meyœ et al. 1989) 

Table au 1 : nature des répétitions télornériqœs chez différents organismes (adapté de Henderson, 1995) 

Cette séquence, commune à tous les vertébrés, est répétée en tandem des milliers 

de fois: chez l'humain le duplex ADN [T2AG3/C3TA2] est d'environ 5-15 kpb alors que 

chez la souris celui-ci peut atteindre jusqu'à plus de 100 kpb quelque soit la phase du 

cycle cellulaire (de Lange et al. 1990, Kipling et Cooke 1990, Starling et al. 1990). 

Concernant les extensions humaines riches en G, celles-ci sont d'environ 75-300 bases à 

travers le cycle cellulaire (figure 2) (McElligott et Wellinger, 1997; Makarov et al., 

1997). Contrairement aux cellules de mammifères, les répétitions télomériques chez la 
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levure Saccharomyces. cerevisiae sont constituées d'une séquence irrégulière T(G)2-

3(TG)1-6, communément abrégée TG1-3, et répétée une centaine de fois pour former un 

télomère d'environ 300 pb (Shampay et al., 1984). Ces cellules acquièrent une courte 

extension riche en G supérieure ou égale à 30 bases en fin de phase S (Wellinger et al., 

1993b). Dans les autres phases du cycle cellulaire cette extension est de 10-15 nt 

(Larrivée et al. 2004). 

Chez l'organisme Kluyveromyces lactis, l'unité répétitive télomérique est plus 

longue alors que chez la drosophile la structure télomérique est complètement différente 

et consiste en un système d'éléments rétrotransposables (Biessmann et al., 1992). 

Y' (0-4) 

~ vers le 
centromère 

Xhol 

: ~ 300 pb ~ 30 b 
1 

(TG,_3)11 -3' 
5' 

Figure 1 : organisation structurale des télomères chez S. cerevisiae 
Chaque chromosome commence et fini par des répétitions C1_3A/IG1_3 dont la 
longueur est d' environ 300 pb. Une courte extension TG1_3 qui peut atteindre plus de 
30 bases en fin de phase S constitue la fin du chromosome (Wellinger et al. 1993). 
Environ les 2/3 des télomères comportent 0 à 4 copie de l'élément Y' d'une longueur 
de 6,7 ou 5,2 kb (Chan et Tye, 1983). Plus à l'interne on retrouve l'élément X, (0,3 à 
3 kb) dont la séquence est hétérogène, présent sur la plupart des télomères. Des 
répétitions internes C1_3A/IG1_3 sont fréquement trouvées entre les Y' ou entre X et 
Y' (Walmsley et al. 1984). Des répétitions humaines C3TA2/T2AG3 ou de type 
T 2AG3 constituent également les télomères de levure, représentées ici par les flèches 
verticales dirigées vers le bas. La jonction entre le noyau X, qui contient les 
répétitions TTAGGG dégénérées et un ARS (Flint et al. 1997), et l'élément Y' est 
très variable et contient un certain nombre de répétitions humaines. Séquence sous-
télomérique distale: Y', séquence sous-télomérique proximale: après noyau X. 
L'endonucléase Xhol permet d'apprécier la longueur des TRFs en coupant une seule 
fois dans l'élément Y', générant ainsi un patron de bandes caractéristique sur gel de 
télomère (Louis et Haber, 1990) (Cf. figure 10). Adapté de Zakian, 1995. 
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En direction du centromère on retrouve la région sous-télomérique adjacente aux 

répétitions télomériques. Chez S. cerevisiae, cette région est représentée par les éléments 

X et Y' (Chan et Tye, 1983) (figure 1) alors que chez l'humain elle consiste en des 

séquences dégénérées TTAGGG ainsi que des séquences non-télomériques (figure 2). 

L'élément X, de 0,3 à 3,75 kb est moins conservé que l'élément Y' (Chan et Tye, 1983; 

Zakian et Blanton, 1988; Biessmann et Mason, 1992). La seule région partagée par tous 

les chromosomes est un petit élément de 475 pb, nommé noyau X, qui contient une 

origine de réplication présumée ARS (autonomously replicating sequence) (Louis 1995) 

et les sites de liaison de deux protéines essentielles, Tbfl p dont la fonction est inconnue 

Fragment terminal de restriction (TRF) 

ADN télomérique db 

ADN sous-télomérique ... ~ 

Séquences non 
télomériques 

Site de clivage 

(TTAGGG)n 
dégénérés 

5-100 kb ~ 

(TTAGGG)n 

sb ................ ~ 
> lOOb 

(TTAGGG)n 3' 
5' 

Figure 2 : organisation structurale des télomères chez les mammifères 
La digestion de l' ADN génomique avec des enzymes coupant fréquemment dans le 
génome (HinfI + Rsal) va libérer des TRFs (Fragments terminal de restriction) 
comprenant la région télomérique constitué de répétitions parfaites TTAGGG, une 
région sous-télomérique contenant des répétitions dégénérées TT AGGG parsemé de 
répétitions parfaites et de séquences simples sans rapport. Adapté de Baccetti, 1996. 

et Abfl p impliquée dans la régulation transcriptionnelle et la réplication (Liu et Tye 

1991; Brand et al, 1987). L'élément Y', hautement conservé, est présent jusqu'à 4 copies 

en tandem sur les deux tiers des télomères et correspond à deux tailles majeures de 5,2 et 

6,7 kpb. Des évènements fréquents de recombinaisons homologues et de conversion 
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génique ont été documentés entre les éléments Y' qui jouent un rôle dans la diffusion et 

la variabilité de ces séquences sous-télomériques de levure (Louis et Haber, 1990; Louis 

et Haber, 1992; Louis et Haber, 1990). Le haut degré de recombinaison entre les éléments 

Y' résulte en un polymorphisme des télomères et est suffisant pour maintenir la fonction 

des télomères et la viabilité cellulaire lorsqu'un défaut dans la réplication des télomères 

par la voie de la télomérase est observé (Lundblad et Blackburn, 1993). 

Les répétitions irrégulières TG1_3/CA1_3 sont trouvées entres les éléments Y' et 

séparent les éléments X et Y', ce qui démontre que la séquence en elle seule ne constitue 

pas un télomère. À la jonction entre les éléments X-Y' et les répétitions TG1_3 se trouvent 

des séquences apparentées aux répétitions télomériques humaines (TTAGGG)n où au 

moins une répétition est parfaite. Cette séquence retrouvée chez plusieurs organismes 

dont tous les vertébrés, est aussi le site de liaison de la protéine Tbfl, produit du gène 

essentiel TBFJ (discuté plus loin). Cette protéine lie les copies TTAGGG adjacentes aux 

éléments X et sûrement les copies adjacentes aux Y' (Brigati et al., 1993). Les répétitions 

internes de type TT AGGG et l'élément ARS constitueraient une frontière aux échanges 

de séquences entre les domaines sous-télomériques distaux et proximaux de levure (Flint 

et al. 1997). En effet, l'élément X est une barrière à la recombinaison car la délétion de 

cet élément résulte en une augmentation de l'échange entre les séquences sous-

télomériques proximales et distales (Flint et al. 1997). Une étude comparative entre les 

télomères humains et de levure a montré que la structure générale des régions sous-

télomériques de levure ressemblent étroitement aux séquences sous-télomériques 

humaines (Flint et al. 1997). Les fonctions des régions sous-télomériques restent encore 

inconnues mais un chromosome de levure sans région sous-télomérique peut se répliquer, 
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ségréger et recombiner en mitose et méiose aussi bien qu'un télomère pourvu de cette 

région. Donc leur présence n'est pas nécessaire pour la fonction des télomères. 

Néanmoins, les régions sous-télomériques semblent interagir de façon fonctionnelle avec 

les télomères pour étendre et consolider les fonctions essentielles des extrémités des 

chromosomes (Fourel et al, 1999). 

Fonctions des télomères 

La fonction essentielle des télomères est la préservation de l'intégrité des 

génomes eucaryotes (Zakian, 1989). En effet, ils distinguent les extrémités 

chromosomales des bris ADN double brin et préviennent ainsi leurs dégradations et leurs 

fusions bout à bout (Zakian, 1989). Ils participent aussi dans le couplage et le mouvement 

des chromosomes à la mitose et à la méiose assurant ainsi une préservation des 

chromosomes à chaque division cellulaire (Chikashige et al., 1994; Demburg et al., 

1995). 

Fonction de protection et accès aux télomères 

Chez la levure S. cerevisiae ou l'humain, la plus grande partie de 1' ADN 

télomérique (région sous-télomérique) est agencée en nucléosomes résistants aux 

méthylases et seulement la partie la plus distale (répétitions télomériques) est sous une 

conformation de chromatine non-nucléosomale nommée télosome résistantes aux 

nucléases (Wright et al. 1992; Tommerup et al. 1994; Lejnine et al. 1'!95). 

7 



La chromatine télomérique est constituée de protéines spécialisées que l'on peut 

classer en trois groupes : les protéines liant la partie double brin de l' ADN télomérique, 

les protéines recrutées aux télomères par le biais d'interactions protéine-protéine et 

finalement les protéines liant l'extension terminale riche en G (tableau 2). Toutes ces 

protéines jouent un rôle dans l'homéostasie des télomères et dans l'accès de la télomérase 

au substrat télomérique. 

Raplp chez la levure S. cerevisiae (Conrad et al., 1990), TRFl et TRF2 chez 

l'humain (Chong et al. 1995; Broccoli et al., 1997) et Tazlp chez Schizasaccharomyces 

pombe (Cooper et al., 1997) sont les protéines les mieux caractérisées liant l' ADN double 

brin à des séquences spécifiques. 

Chez la levure S. cerevisiae Rapl (repressor activator protein 1) est la protéine 

télomérique par excellence et joue un rôle central dans l'homéostasie des télomères. Cette 

protéine est impliquée dans la transcription de nombreux gènes chez la levure et a deux 

fonctions au niveau des télomères : la régulation de la longueur des télomères (discuté 

plus loin) et la répression transcriptionnelle des gènes localisés près des télomères 

communément appelé TPE (Telomere position effect) (voir Tham et Zakian, 2002 pour 

une revue) (Gottschling et al., 1990). Raplp lie spécifiquement le duplex TG1_3/C1_3A par 

l'intermédiaire de ces deux domaines de type Myb au centre de la protéine (Conrad et al. 

1990; Wright et Zakian, 1995; Gilson et al., 1993, Konig et al., 1996). Ce domaine de 

liaison à l' ADN est hautement conservé et composé de répétitions en tandem du motif 

hélice-tour-hélice. Raplp joue un rôle négatif dans la régulation de la longueur des 

télomères en recrutant les protéines Rifl et Rif2 (Rapl-interacting factors) en sa partie C-
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terminale (discuté plus loin) et serait également impliqué dans l'établissement et la 

maintenance du TPE en recrutant les protéines Sir3 et Sir4 par ce même domaine. 

Factew-s LeVW"e Humain Fonctions et interactions 

Composantes essentielles TLCl TR sous-unité ARN 
de la tékmérase Est2 TERT sous-unité transcriptase inverse 

Facteurs accéssoires de Estl, Est3 ESTlA, ESflB S'associes avec h télanérase(Sc, Hs) 
la télomérase Estl Lientl'ARN TLCl (Sc) 

Est4/Cdc13 POTl Lientl'ADN simple brin(Sc, Hs) 
Interagient avec TRFl, TIN2, lln.eyrase 1 (Hs) 

Facteurs liant l'extension hnRNPAl Lie ADN simple brin (Hs) 
G-riche 

Estl composante de la télanérase (Sc) 

Rfal, Rfa2 RP A 70, RP A32/34 Lient ADN sirn ple brin (Sc, Hs) 

Rapl TRFl Lient les télcmères (Sc, Hs) 
Protéires liant le duplex 
télomérique 

Tbfl TRF2 
régulation de h longueur des télanères (Sc, Hs) 
liaison aux télomères (Sc, Hs); roll dans t-loops (Hs) 

Rifl, Rifl 

Protéires télomériqœs 
recrutées aux télanères 
par le bRis d'interaction 
protéine-p:otéine Stnl, Tenl 

Sir3, Sir4 

Ku70/80 

Autres 

Mre 11/Rad50/Xrs2 

RAPl 

TANKl, TANK2 
TIN2 

Ku70/86 

MRE11/RAD50/NBS1 

Longueur des télomères, recruë par Rapl (Sc) 

Recruté pu TRF2 (Hs) 

Lient TRFl (Hs) 
Lient TRFl (Hs) 
Recrutés µir Cdc13; prot:ction terminale (Sc) 

Composants des ccmp.lexes silencieux auxlœus du 
mating 1ype et aux1élomères (Sc) 

Sous-unités du complexKu liant les télanères et 
impliqués dans le NHEJ etlaméiose (Sc, Hs) 
Localisation des 1élomères (Sc, Hs) 
Ku lie l' ARN TLCl (Sc) 
S'associe avec la télanérase (Hs) 
Localisation des 1élomères (Hs) 
Activité nucléa se (Sc, Hs) 

Activité hélicase (Hs) 

Tableau 2 : protéines associées à la télanérase et aux 1élomères crezla levure S. cerevisiae et l'hunain (adap1é de Vega et al., 2003) 
*voir texte pour plus de détails et références. Sc, S. cerevisiae; Hs Hano sapiens 

L'activité déacétylase de Sir2p permet la dissémination de la chromatine 

silencieuse aux nucléosomes avoisinants de la région sous-télomérique par la liaison des 

protéines Sir3 et Sir4 aux queues N-terminales des histones H3 et H4 hypoacétylés (Suka 

et al., 2002). Sir2p est également impliqué dans le silençage transcriptionnel aux locus 

HML et HMR du mating type par le même processus. L'hétérodimère Ku est aussi 
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impliqué dans la dissémination des protéines Sir en s'associant à Sir4p contrairement à 

son association aux extrémités chromosomales (discuté plus loin). 

La délétion de certains gènes non essentiels comme SIR2, SIR3, SIR4, HDFJ 

(yKu70) ou HDF2 (yKu80) abolie quasiment le TPE tout comme la délétion de la partie 

C-terminale de Raplp requise pour la liaison de Sir3p et Sir4p. Le TPE diminue aussi en 

fonction qu'on s'éloigne de l'extrémité télomérique ce qui corrèle avec une diminution de 

la concentration des protéines Sir. L' acétylation des histones constituerait la transition 

entre l'hétérochromatine et l'euchromatine (Suka et al., 2002). Chez les cellules de 

mammifères des évidences montrent la présence de TPE (Baur et al., 2001). 

Chez les cellules humaines, TRFl semble être l'homologue fonctionnel de Raplp 

chez S. cerevisiae (tableau 2). TRFl lie par son domaine de type Myb tout le long du 

duplex télomérique humain in vitro sous forme de dimères (domaine de dimérisation) 

(Chong et al., 1995; Bianchi et al., 1997; Bianchi et al., 1999) et régule négativement la 

longueur des télomères comme Raplp (Ancelin et al., 2002). De plus, la surexpression de 

TRFl résulte en la diminution graduelle des télomères alors que la surexpression d'une 

forme déficiente de TRFl dans son domaine de liaison enlève TRFl endogène des 

télomères et conduit à une augmentation de la longueur des télomères (van Steensel et de 

Lange, 1997; Smogorzewska et al., 2000). Ces modifications dans l'homéostasie des 

télomères sont indépendants des changements dans l'activité télomérase in vitro ce qui 

indique que TRFl jouerait un rôle en régulant l'accès de la télomérase aux télomères. 

TRF2, tout comme TRFl, lie le duplex télomérique T2AG3/C3TA2 et sa 

surexpression mène à une diminution de la longueur des télomères (Broccoli et al., 1997; 

Smogorzewska et al., 2000). La surexpression d'une version dominante négative de 
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TRF2 résulte en la perte des molécules TRF2 liées aux télomères et mène à une perte des 

extensions riches en G simple brin et une augmentation dramatique des fusions bout à 

bout (van Steensel et al., 1998). 

Des études de microscopie électronique supportent le modèle dans lequel les 

télomères de mammifères se replieraient sur eux-mêmes et formeraient des boucles à 

l'extrémité (figure 3) (Griffith et al. 1999). Dans une large boucle, l'extension riche en G 

simple brin forme une structure en lasso nommée t-loop (telomere-loop) en envahissant le 

duplex ADN. Ce repliement serait facilité par la liaison de TRFl le long du duplex ADN. 

La taille des t-loops s'échelonne de 0.3 kpb chez les trypanosomes à plus de 30 kpb chez 

les cellules de souris (Griffith et al., 1999; Munoz-Jordan et al., 2001; Murti et Prescott, 

1999). Le déplacement de cette extension simple brin induit son invasion à une région 

double brin homologue et sa liaison complémentaire à un des deux brins. Cette structure 

nommée D-loop (displacement-loop) est assurée par TRF2 dont la localisation est 

concentrée à cette jonction. La perte des extensions riches en G observée dans les cellules 

exprimant la forme dominante négative de TRF2 peut être la conséquence de la perte de 

t-loop. TRF2 joue donc un rôle crucial dans la protection terminale des télomères qui 

peut être essentielle pour la fonction de stabilité des télomères humains. Le rôle de cette 

architecture est de séquestrer l'extrémité 3' simple brin en créant une structure qui est 

distincte d'un ADN terminal brisé (de Lange, 2002). De cette façon, l'extension riche en 

G reste inaccessible aux activités qui pourraient agir aux extrémités de l' ADN comme les 

points de contrôle de dommage à l' ADN, les enzymes de réparation de l' ADN et la 

télomérase (Griffith et de Lange, 1999; Greider, 1999). Bien que les t-loops n'aient pas 

été détectés chez la levure, les télomères de S. cerevisiae ont une organisation 
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macromoléculaire différente où le télomère se replierait sur l' ADN sous-télomérique sans 

invasion de l'extension simple brin (figure 3) (Strahl-Bolsinger et al., 1997), courbure 

sûrement médiée par Rifl p et Rif2p qui lient Rap 1 p et les protéines Sir stabiliseraient la 

structure en liant à l' hétérodimère Ku, Rap 1 p, et les histones des nucléosomes (Dubois et 

al., 2000). En contraste avec les télomères de mammifère, la perte de la structure en 

a 5· ________ _ ------- -"""""OO(!O(J 3• 
3·~ f,' 

i 1t 1r";in~ l l r,,<Jdlr'<J v.-•,1 ~1 

b ~ 

.,.,-- ... . ? 

./ l.) ~/ 
i -~ ... . l '1 

1 

---~----ff- 3' 
- -------ff- ;;· 

Figure 3 : les extrémités télomériques ont des extensions riches en G simple brin 
(A) Les extrémités des chromosomes sont constituées de répétitions C/G-riche (le 
brin riche en C est représenté en noir et le brin riche en G est représenté en bleu; 
l' ADN non télomérique est en rouge). Chez l'humain ou la levure, le brin riche en G 
est plus long, et génère ainsi une extension 3' simple brin ou queue riche en G 
(cercles violet). (B) Structure macromoléculaire au télomère de~ cellules humaines et 
de levures. Les télomères humains se terminent en une structure terminale nommé t-
loop qui est formé lorsque la queue riche en G se replie sur elle même et envahie le 
duplex ADN télomérique, déplaçant le brin riche en G pour former une structure 
nommé D-loop (Griffith et al., 1999). Les télomères de levure ont une structure 
chromatique différente où le télomère se replie sur l' ADN sous-télomérique pour 
former une région hétérochromatique (Strahl et al., 1997; de Bruin et al., 2001). 
Cette structure macromoléculaire de la chromatine est médiée par des interactions 
protéine-protéine (les protéines liant l' ADN double brin qui assurent le repliement 
sont représentées en jaune). Tiré de Vega et al. 2003 . 

boucle assurée par Rap 1 p chez la levure n'affecte pas le taux de perte des chromosomes, 

suggérant ainsi que le repliement des télomères chez la levure n'est pas essentiel pour la 

stabilité génomique (de Bruin et al. , 2000). 
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Les protéines liant le duplex télomérique recrutent des protéines additionnelles qui 

sont requises pour la fonction normale des télomères. Chez les cellules humaines, TRFl 

interagit avec un certain nombre de protéines toutes localisées aux télomères comme 

PINXl (Pin2-interacting protein Xl; Zou et Lu, 2001) inhibiteur de l'activité télomérase 

in vitro; TIN2 (TRFl-interacting nuclear protein 2; Kim et al., 1999), tankyrase 1 et 2 

(Smith et al., 1998) et l'hétérodimère Ku (Hsu et al., 2000) qui tous les trois régulent 

l'accès de la télomérase aux télomères. Le complexe TRFl est impliqué dans la 

régulation de la longueur des télomères en inhibant la télomérase en cis. 

TRF2 interagit avec l'orthologue humain de Rapl de levure: hRAPl. Bien que 

RAPl ait un domaine de liaison à l' ADN de type Myb, contrairement à Raplp il ne lie 

pas directement l' ADN télomérique (Li et al. 2000). RAPl est localisé aux télomères in 

vivo seulement en présence de TRF2 et serait un régulateur négatif de la longueur des 

télomères en agissant à travers l'interaction avec des protéines additionnelles encore non 

identifiées (Li et al. 2000). 

L'hétérodimère Ku, hautement conservé, lie avec beaucoup d'affinité les 

extrémités double brin, indépendamment de leur séquence ou structure et joue un rôle 

crucial dans la réparation des bris ADN double brin via le NHEJ chez la levure et les 

mammifères (Jones et al. 2001) et protège les télomères de la recombinaison homologue. 

Chez S. cerevisiae, yKu70 et yKu80 sont associés aux télomères in vivo (Gravel 

et al., 1998). Des cellules délétées pour Ku ont de multiples défauts au niveau des 

télomères notamment une réduction de leur longueur (Porter et al., 1996), de longues 

extensions riches en G simple brin (Gravel et al., 1998; Polotnianka et al., 1998), une 

expression altérée des gènes proximaux aux télomères (Grave! et al., 1998; Boulton et 
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Jackson, 1996, Laroche et al., 1998) et une augmentation de la recombinaison télomère-

télomère à température restrictive (Polotnianka et al., 1998). Ku interagit avec la tige 

boucle de la composante ARN de la télomérase TLCl (Stellwagen et al., 2003; Peterson 

et al., 2001) et la délétion de ce motif mène à une diminution de la longueur des 

télomères (Peterson et al., 2001). Dans une souche où Ku n'est plus capable de lier la tige 

boucle de TLCl mais conserve sa liaison à 1' ADN, la protection terminale des 

chromosomes et la réparation de l' ADN sont normales, mais l'addition des répétitions 

télomériques levures est compromise (Stellwagen et al., 2003). Donc Ku70/80 

promouvoie l'accès de la télomérase aux télomères par son habilité à lier la tige boucle de 

TLCl (Stellwagen et al., 2003; Peterson et al., 2001). Chez l'humain, l'hétérodimère 

Ku70/86 est aussi associé aux télomères mais à travers l'interaction avec TRFl (Hsu et 

al., 2000). Bien qu'il n'ait pas été démontré que Ku interagit avec hTR, la composante 

ARN de la télomérase humaine, l'hétérodimère Ku immunoprécipite avec l'unité 

catalytique de la télomérase TERT (Chai et al., 2002). La fonction de Ku aux télomères 

humains n'a pas encore été décrite mais il semblerait que Ku jouerait le rôle de protection 

et de maintien des télomères de mammifère (Hsu et al., 2000; Bailey et al., 1999, Samper 

et al., 2000, Espejel et al., 2002, d'Adda di Fagagna et al., 2001). 

La protéine Tbflp (TTAGGG-repeat binding factor 1), encodée par le gène 

TBFJ, essentiel pour la croissance mitotique, est capable de lier spécifiquement les 

répétitions télomériques humaines double brin des chromosomes de levure. En effet, des 

répétitions TTAGGG ou des versions permutées de cette séquence sont présentes à haute 

densité dans les portions proximales des éléments X et Y' qui séparent l' ADN 

télomérique des éléments sous-télomériques (figure 1). Ces régions sont liées par Tbflp 
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in vitro. (Brigati et al. 1993; Liu et Tye, 1990; Fourel et al., 1999). Son domaine de 

liaison à l' ADN a des similarités avec celui de Tazlp chez Schizasaccharomyces pombe, 

TRFl et TRF2 chez les vertébrés et leur haut degré de similarité les identifient comme les 

membres d'un groupe distinct des répétitions Myb, la famille « telobox » (Bilaud et al., 

1996; Bilaud et al., 1997; Brun et al., 1997). D'après Koering et al., Tbflp lie la séquence 

consensus « TAGGGTTAG », identique au site de liaison du domaine telobox de TRFl. 

Les domaines telobox de Tbflp, TRFl, TRF2 et Tazlp montrent une haute affinité dans 

la liaison des répétitions de type TT AGGG in vivo mais pas pour les répétitions 

irrégulières TG1_3 de S. cerevisiae (Bilaud et al., 1996; Vassetzky et al., 1999; Brun et al., 

1997). Récemment, il a été démontré chez S. cerevisiae, où l'humanisation de la 

séquence matrice de TLCJ permet l'ajout de répétitions télomériques humaines aux 

extrémités des chromosomes de levure, que Tbfl p pouvait lier les répétitions humaines 

terminales (Alexander et Zakian, 2003) et pourrait contribuer ainsi au maintien des 

télomères humains chez la levure. Entre autre, il a été proposé que Tbfl p jouerait un rôle 

aux télomères en neutralisant le TPE et plus généralement le silençage transcriptionnel 

médié par les protéines Sir. En effet, les régions sous-télomériques contenant les sites 

Tbfl p exhibent des activités de silençage nommées ST ARs (§.ub-!elomeric witi-silencing 

regions) (Fourel et al., 1999). Lorsque lié à l' ADN, Tbfl p reconstituerait les activités 

STARs en bloquant la propagation de la chromatine silencieuse; ainsi les ST ARs 

formeraient des frontières pour limiter le TPE et/ou protégeraient les télomères de 

l'influence des éléments sous-télomériques (Fourel et al., 1999). 

Les extrémités 3' sortantes des télomères de différents organismes sont liées 

spécifiquement par des protéines spécialisées comme Cdcl3p chez S. cerevisiae et POTl 
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chez la levure de fission S. pombe et l'humain. Celles-ci jouent un rôle dans la protection 

terminale des télomères et contribuent à l'accès de la télomérase au substrat télomérique. 

Cdc13p lie spécifiquement l'extrémité 3' simple brin TG1_3 (Lin et Zakian, 1996; 

Nugent et al., 1996) à travers son domaine de liaison à l' ADN simple brin de haute 

affinité, et est localisé aux télomères in vivo (Boums et al., 1998, Tzukamoto et al., 

2001). Cette protéine a aussi de l'affinité pour les séquences télomériques humaines 

simple brin in vivo bien que 10 fois plus faible par rapport aux répétitions TG1-3 de levure 

(Lin et Zakian, 1996; Nugent et al., 1996, Alexander et Zakian, 2003). Cdc13p a pour 

fonction la protection terminale des chromosomes et est requis pour la réplication des 

télomères en tant que régulateur positif ou négatif de la télomérase en fournissant une 

plateforme protéique pour le recrutement d'autres complexes protéiques (Pennock et al., 

2001). Sa fonction au sein de l'holoenzyme télomérase est discutée plus loin. La perte de 

fonction de CDCJ 3 dans une souche portant la mutation Cdc13-1 est accompagnée d'une 

dégradation immédiate et extensive du brin riche en C des télomères. Les longues 

extensions 3' simple brin qui en résultent activent le point de contrôle RAD9 et induisent 

un arrêt dans la phase G2 du cycle cellulaire (Garvik et al., 1995). Ces résultats suggèrent 

que la liaison de Cdc13p aux extrémités protège les termini d'une dégradation non 

régulée. Cette activité de dégradation jouerait un rôle durant la réplication normale des 

télomères (Wellinger et al., 1996), en exposant une région simple brin et assurant ainsi un 

substrat pour la liaison de Cdc13p. Sachant que l'extension riche en G présente aux 

télomères de levure est supérieure ou égale à 30 nucléotides durant la phase S (Wellinger 

et al., 1993), il est possible que des complexes protéiques se forment sur l'extension 

télomérique simple brin, assurant les fonctions séparées de protection terminale et 
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réplication. Également Cdc13p promouvoie la synthèse du brin riche en C en recrutant 

l' ADN polymérase a aux télomères (Qi et Zakian, 2000). 

Stnlp « suppressor of cdc thirteen 1 » et Tenlp « protein involved in Telomeric 

pathways in association with Stn, number 1 », toutes deux interactives avec Cdc13p, 

seraient les effecteurs premiers de la protection terminale des chromosomes en assurant 

une activité spécifique qui préviendrait la dégradation des extrémités chromosomales 

(Grandin et al., 2001; Grandin et al., 1997; Pennock et al., 2001). La fusion DBDcoc13-

STNl est suffisante pour sauver la létalité d'une souche cdc13.t1, et permet ainsi la 

protection terminale (Pennock et al., 2001). La réplication des télomères est toujours 

défectueuse dans cette souche mais peut être restaurée en délivrant la télomérase aux 

télomères avec une fusion DBDcoc13-télomérase (Pennock et al., 2001). L'analyse 

d'allèles ayant une mutation tenl démontre que Tenlp est nécessaire pour la régulation 

de la longueur des télomères et la protection terminale des télomères (Grandin et al., 

2001). Ces complexes CDC13-STN1-TEN1 et l'holoenzyme télomérase fournissent alors 

des fonctions enzymatiques et/ou d'autres fonctions qui sont nécessaires pour la 

protection terminale et la réplication des télomères. 

Une protéine liant l' ADN télomérique simple brin a été récemment identifiée chez 

Schiwsaccharomyces pombe : spPotl ou « protection of telomeres » nom basé sur le fait 

que la délétion du gène potl + mène à une dégradation rapide des télomères. Les 

survivants de cette perte de télomère ont des chromosomes circularisés qui ont perdu tout 

ADN télomérique. spPotl est donc essentiel pour la protection des extrémités 

chromosomales (Baumann et Cech, 2001). Des orthologues chez la plante Arabidopsis, la 

souris et l'humain et d'autres eucaryotes ont été identifiés par similarité de séquence avec 
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TEBPa d'Oxytrica nova, protéine associée à l'extension simple brin dans cet organisme 

(Baumann et Cech, 2001). 

hPotl a deux domaines importants requis pour sa fonction : un domaine N-

terminal OB-fold (oligonucleotide- and oligosaccharide-binding fold) pour la liaison à 

l'ADN simple brin (Baumann et Cech, 2001; Mitton-Fry et al., 2002), et un domaine 

d'interaction protéique qui permet sa localisation aux télomères en s'associant avec le 

complexe TRFl (Loayza et de Lange, 2003). L'association de POTl aux télomères est 

supportée par sa colocalisation avec TRF2 et RAPl (Baumann et al., 2002). POTl est 

donc un bon candidat pour fournir un lien entre TRFl sur le duplex télomérique et 

l'extension 3' où la télomérase agit. hPOT 1 lie uniquement les répétitions télomériques 

humaines simple brin TTAGGG. La surexpression d'une version mutante de POTl 

délétée en son domaine OB résulte en une élongation rapide des télomères (Loayza et de 

Lange, 2003). Ces observations impliquent que POTl, en concert avec TRFl, inhibe la 

longueur des télomères en limitant l'accessibilité des télomères à la télomérase. En 

contraste, une autre étude montre que la surexpression de POTl résulte en une 

augmentation de la longueur des télomères dépendante de la télomérase, ce qui suggère 

que POTl est un régulateur positif de la télomérase (Colgin, 2003). Les transcrits POTl 

sont sujets à l'épissage alternatif. Ces variants hPOTl auraient des fonctions distinctes in 

vivo puisqu'ils interagissent différemment avec l' ADN télomérique (Baumann et al., 

2002). 

D'autres protéines comme Estl (Sc), Rfa (Sc) et RPA (Hs), ESTlA (Hs), et 

hnRNPAl (Hs) sont connues pour lier l'ADN télomérique simple brin (tableau 2). 

Celles-ci font partie intégrante de l'holoenzyme télomérase ou associées à la télomérase, 
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et jouent un rôle dans la régulation et l'accès de la télomérase aux télomères (discuté plus 

loin). 

Réplication complète des chromosomes 

La réplication des chromosomes pose un problème spécial pour les cellules. Les 

polymérases à ADN conventionnelles utilisent une amorce ARN pour initier la synthèse 

de l' ADN de 5' en 3'. Après la dégradation de la dernière amorce ARN, un trou de 8-12 

bases est crée à l'extrémité 5' du brin retardé (Olovnikov, 1971; Watson, 1972) générant 

ainsi une courte extension riche en G potentiellement reconnue et liée par des protéines 

spécialisées. Sans un système pour remplir ce trou, il y aurait un raccourcissement 

inévitable des chromosomes à travers les étapes successives de réplication qui mènera à 

l'instabilité génomique voire la mort cellulaire due aux télomères trop courts pour 

continuer d'assurer leur fonction de protection terminale des chromosomes: c'est ce qui 

est communément appelé « the end replication problem ». En effet, une diminution des 

télomères est observé chez les cellules normales de mammifères lors de la progression 

des divisions cellulaires (de Lange et al., 1990; Harley et al., 1990; Hastie et al., 1990; 

Lindsey al., 1991) et ce raccourcissement agirait comme une horloge moléculaire qui 

définirait l'historique de réplication des cellules (Harley et al., 1992; Wright et Shay, 

1992). 

Les cellules eucaryotes ont donc conçues au moins deux voies pour répondre à 

cette perte d'information génétique due à la réplication incomplète des chromosomes. Un 

moyen peu fréquent est la recombinaison des télomères (Lundblad et Blackburn, 1993; 

Le et al., 1999; Teng et Zakian, 1999) (discuté plus loin), et un mécanisme plus courant 

19 



pour la conservation des télomères est l'addition de nova d'ADN télomérique par la 

télomérase (discuté plus loin) (Nugent et Lundblad, 1998). L'extrémité chromosomale 

qui est générée par la polymérase du brin retardé finira en une courte extension riche en 

G due à l'enlèvement de la dernière amorce ARN alors que pour le brin avancé, celui-ci 

est supposée finir en un bout franc, dépourvu donc d'extension riche en G. Cependant, la 

télomérase a besoin d'une courte extension riche en G simple brin pour allonger les 

télomères. Chez la levure et les mammifères, la régénération des extensions riches en G 

aux extrémités chromosomales qui sont répliquées par le brin avancé a lieu par un 

mécanisme indépendant de la télomérase (McElligott et Wellinger, 1997; Wellinger et al., 

1996; Dionne et Wellinger, 1996; Hemann et Greider, 1999). Chez la levure, les 

extensions riches en G sont probablement générées par une dégradation régulée du brin 

riche en C en fonction du cycle cellulaire (Wellinger et al., 1993a; Wellinger et al., 

1993b; Wellinger et al., 1996). Finalement, la synthèse du brin riche en C par la 

machinerie de réplication conventionnelle a lieu de façon concomitante avec, ou peu de 

temps après, l'élongation de l'extension riche en G par la télomérase (Diede et 

Gottschling, 1999, Dionne et Wellinger, 2000). Les chromosomes sont ainsi 

complètement répliqués (figure 4 ). 
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Figure 4 : le problème de réplication de la fin des chromosomes 
Les ADN polymérases conventionnelles synthétisent l' ADN dans la direction 5' ~3' 
et requièrent une amorce ARN (rouge) pour l'initiation de la synthèse. Le brin 
avancé peut être synthétisé en continue (vert) alors que le brin retardé est synthétisé 
en courts fragments d'Okasaki (bleu). Après extension, les ARN sont enlevés et les 
trous remplis par l'ADN polymérase. L'enlèvement de la dernière amorce ARN à 
l'extrémité 5' génère un trou de 8-12 bases. Un défaut dans le remplissage de ce trou 
mènera à une petite perte d' ADN à chaque étape de réplication del' ADN (Figure a). 
Une exonucléase spécifique au brin riche en C va générer des extensions riches en G 
à chacune des extrémités où la télomérase va allonger les télomères. La synthèse du 
brin riche en C se fera finalement par les ADN polymérase a et ô et l'enlèvement de 
la dernière amorce ARN résultera en une courte extension riche en G (cercles violet), 
structure adéquate pour la protection terminale des chromosomes (Figure b ). 
Adapté de Vega et al., 2003. 
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La télomérase 

La télomérase est une molécule constituée d'une protéine à activité transcriptase 

inverse, d'une composante ARN fonctionnelle qui sert de matrice pour la synthèse de 

l' ADN télomérique à l'extrémité 3' des chromosomes, et de protéines associées à ces 

deux éléments. La fonction de cette ribonucléoprotéine télomérase est la synthèse de 

nova del' ADN télomérique de façon à compenser la perte de séquence qui a lieu durant 

la réplication semi-conservative del' ADN. 

Depuis sa première découverte chez le cilié Tetrahymena thermophila (Greider et 

Blackburn, 1985), la télomérase a été identifiée chez différents organismes, notamment 

les mammifères, les plantes et la levure (tableau 3). 

Organisme Séquence télomérique Séquence matrice ARN Longueur de !'ARN Référence 
(5'vers3') (3' vers 5') (nt) 

Tetrahymena TTGGGG CAACCCCAA 159 (Greider et Blackburn, 1989) 

Eup lotes TTTTGGGG CAAAACCCCAAAACC 190 (Shippen-Lentz et Blackburn, 1990) 

Oxytricha TTTTGGGG CAAAACCCCAAAACC 190 (Lingner et al 1994; Melek et al. 1994) 

Homo :npiens TTAGGG CUAACCCUAAC 451 (Feng et al., 199 5) 

Musspp. TTAGGG CCUAACCCU 451 (Blasco et al., 1995) 

Saccharomyces T(G),_,(fG}.6 CACCACACCCACACAC - 1300 (Singer et Gottschling, 1994) 
cerevisiae 

Kluyveromyces ACGGATTTGATT- UCAAAUCCGUACACCA 
- 1300 (McEachem et Blackburn, 1994) 

lactis AGGT ATGI'GGTGI' AUACCUAAUCAAA 

Tableau 3: séquence matrice de la composante ARN de la télomérase chez différents organismes 

La télomérase est active dans les cellules germinales et les cellules souches, mais 

serait réprimée chez la plupart des cellules somatiques humaines durant le développement 

(Blackburn et al., 1992; Wright et al., 1996) jusqu'à ce que dernièrement Masutomi et al. 

en prouvent le contraire. En effet, en utilisant un anticorps monoclonal qui reconnaît la 

forme catalytiquement active de la protéine hTERT (discuté plus loin), ce groupe a pu 

démontrer que hTERT était exprimée dans les cellules normales humaines en phase S, et 

22 



résultait en l'expression de télomérase. La perturbation de l'activité télomérase altère le 

potentiel prolifératif et réplicatif de ces cellules normales humaines sans affecter le taux 

de raccourcissement des télomères. Ces résultats indiquent donc que la régulation de 

hTERT et de la télomérase sont des processus dynamiques même chez les cellules 

normales humaines et suggèrent que la maintenance active des télomères est nécessaire 

pour la prolifération normale des cellules humaines. 

L'activité télomérase est répertoriée dans la plupart des lignées cellulaires 

immortalisées et dans environ 85% des cellules cancéreuses (Counter et al., 1992; Kim et 

al., 1994; Shay et Wright, 1996; Shay et Bacchetti, 1997). hTERT a été identifiée comme 

la composante catalytique de la télomérase (discuté plus loin) et est le facteur limitant 

pour son activité (Meyerson et al., 1997; Nakamura et al., 1997; Nakamura et al., 1998; 

Harrington et al., 1997). L'induction de hTERT empêche la sénescence et prolonge la 

durée de vie des cellules normales humaines primaires, et l'expression de hTERT en 

combinaison avec deux oncogènes résulte en la conversion tumorigénique directe des 

cellules normales humaines (Bodnar et al., 1998; Hahn et al, 1999). Ces résultats 

suggèrent donc que hTERT joue un rôle important dans la sénescence cellulaire et la 

tumorigénèse et dès lors pourrait être la cible pour des méthodes qui préviendraient ces 

deux évènements. 

1. La télomérase chez l'humain 

hTERT 

La composante catalytique de la télomérase humaine hTERT (human telomerase 

reverse transcriptase) (Meyerson et al., 1997; Kilian et al., 1997; Nakamura et al., 1997) 
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est le facteur limitant pour la régulation de l'activité télomérase; le niveau d'expression 

de hTERT change proportionnellement avec le niveau d'activité télomérase. 

L'analyse de la famille protéique TERT d'organismes distants au niveau de 

l'évolution révèle une organisation structurale conservée, qui peut être grossièrement 

divisée en 4 domaines fonctionnels: un domaine N-terminale, un domaine de liaison à 

l' ARN, le domaine transcriptase inverse (RT) contenant 7 motifs RT conservés et un 

domaine C-terminale faiblement conservée (figure 5). La portion N-terminale est 

nécessaire pour la maintenance des télomères et la viabilité in vivo mais dispensable pour 

l'activité télomérase in vitro (Armbruster et al., 2001; Friedman et Cech, 1999). Le 

domaine DAT (Dissociates Activities of Telomerase) de hTERT permettrait le 

recrutement de la télomérase aux télomères (Armbruster et al., 2003) qui pourrait être un 

mécanisme de régulation de la longueur des télomères (Armbruster et al., 2001). La 

région s'étendant du domaine linker jusqu'au motif T est nécessaire pour la liaison 

spécifique de hTR par hTERT (Beattie et al., 2000; Bachand et Autexier, 2001; Lai et al., 

2001; Armbruster et al., 2001; Bryan et al., 2000). Chez S. cerevisiae une région similaire 

moins définie est impliquée dans la liaison de Tlcl (Friedman et Cech, 1999). Les 7 

motifs RT des TERT sont similaires aux RT virales et des substitutions d'amino-acides 

au sein des motifs transcriptase inverse mènent au raccourcissement des télomères et à la 

sénescence chez la levure, indiquant que ces motifs sont importants pour la catalyse de 

l'élongation des télomères. Comme le N-terminus, le domaine C-terminale de hTERT est 

essentiel pour l'activité enzymatique alors que chez la levure celui-ci est dispensable. La 

région C-terminale de hTERT interagie avec les protéines 14-3-3 qui assurent la 

localisation nucléaire de hTERT (Seimiya et al., 2002) néanmoins, la protéine hTERT 
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contient en elle-même un domaine de localisation nucléolaire qui la localise au nucléole 

(Etheridge et al., 2002; Yang et al., 2002). La co-localisation de la composante ARN de 

la télomérase hTR (discuté plus loin) avec hTERT au sein du nucléole supporte la 

possibilité que le nucléole pourrait être le site de biogenèse de la ribonucléoprotéine 

télomérase. 
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Figure 5 : homologie entre les domaines TERT humain et levure 
Or!:,>anisation structurale et fonctionnelle proposé des domaines de 
TERT chez l'humain (haut-Homo sapiens) et la levure (bas-S. 
cerevisiae). Domaine N-terminal (vert), domaine de liaison à l' ARN 
(bleu}, domaine reverse transcriptase (RT) (rouge), domaine C-
terminal comprenant la région entre le domaine RT "E" et le C-
terminus. Les régions définies comme de liaisons sont représentées en 
jaune. Tiré de Kelleher et al. , 2002. 

Un certain nombre de protéines sont connues pour s'associer à hTERT comme 

TEPl, p23 et hsp90, 14-3-3, Ku70/86 (Beattie et al., 2000; Holt et al., 1999; Seimiya et 
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al., 2000; Chai et al., 2002) et joueraient un rôle dans l'assemblage et la conformation du 

complexe RNP, la localisation nucléaire de la télomérase et l'accès de la télomérase aux 

télomères. 

hTR 

La composante ARN (451 nt) de la télomérase humaine hTR (human telomerase 

RNA) (Feng et al., 1995) fournie la matrice pour la transcription inverse et spécifie la 

synthèse de la séquence ADN télomérique. hTR est hautement exprimée dans tous les 

tissus indépendamment de l'activité télomérase. hTR a une structure secondaire assez 

conservée avec les ARNs de la télomérase d'une variété d'espèces de vertébrés, indiquant 

un rôle important de la structure ARN dans la fonction télomérase (figure 6) (Chenet al., 

2000). La structure secondaire prédite contient 4 éléments fonctionnels conservés, 

incluant un domaine pseudoknot (CR2/CR3), un domaine CR4/CR5, un domaine 

comprenant la boîte H/ACA (CR6/CR8), et un domaine CR7. Les domaines conservés au 

sein de la molécule hTR sont des sites de reconnaissance pour des protéines liant hTR. Le 

motif Hl ACA ressemble à la boîte Hl ACA des snoRNA et est lié par 4 protéines -

dyskerin, hGARl, hNOPlO et hNHP2 (Mitchell et al., 1999; Dragon et al., 2000; Pogacic 

et al., 2000; Dez et al., 2001) - qui sont impliquées dans la stabilité, la maturation et la 

localisation de l'ARN. D'autres protéines comme TEPl, hnRNP Cl/C2 et hnRNP 

Al/UPl, La, hStau et L22 (Harrington et al., 1997; Pogacic et al., 2000; Ford et al., 2000; 

Fiset et Chabot, 2001; Ford et al., 2001; Le et al., 2000) interagissent avec hTR et 

participeraient, en plus des fonctions mentionnées ci-dessus, dans l'accès de la 

télomérase aux télomères. Deux régions au sein de hTR interagissent avec hTERT 

(Mitchell et Collins, 2000). 
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Figure 6 : structure secondaire de l'ARN de la 
télomérase chez les vertébrés 
Tiré de Chenet Greider, 2000, 
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La région matrice de l' ARN de la télomérase des vertébrés s'échelonne entre 8-11 

nt. 8 nt dans la région matrice sont absolument conservés parmi tous les ARN de la 

télomérase de vertébré connu. Les 6 premiers nucléotides conservés de la matrice hTR, 

5'-CUAACC-3', servent comme matrice pour la polymérisation del' ADN, tandis que les 

2 autres nucléotides conservés, 5'-CU-3', à l'extrémité 3' de la matrice sont nécessaires 

pour l'alignement au télomère durant la translocation. Les 4 bases adjacentes aux 8 nt 

essentiels ne sont pas conservées chez toutes les séquences de vertébrés, néanmoins 

lorsque ces résidus sont complémentaires à la séquence du télomère ils augmentent la 

processivité de la télomérase (Chenet Greider, 2003). 

Fonction des protéines associées à la télomérase 

Les protéines associées à la télomérase sont impliquées dans différents processus 

et pourraient être requises pour l'activité totale et la fonction biologique de l'enzyme. En 

effet, contrairement à la sous-unité régulable hTERT, TEPl, hTR, hsp90, p23, et la 

dyskerin restent à des niveaux hauts et inchangés à travers la modulation. Des 

expériences utilisant des oligonucléotides antisens contre ces cinq composantes montrent 

que l'inhibition de n'importe qu'elle d'entres-elles résulte en une réduction de l'activité 

télomérase, suggérant ainsi que chaque sous-unité de la télomérase est nécessaire pour la 

pleine activité de l'enzyme. On peut donc supposer que lorsque hTERT est exprimée, 

toutes les autres sous-unités de la télomérase peuvent être assemblées pour former une 

holoenzyme hautement active (Chang et al., 2002). 
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Régulation de l'activité télomérase 

Différents modes régulent l'activité télomérase. Le promoteur de hTERT contient 

des sites de liaison pour de nombreux facteurs de transcription qui pourraient être 

impliqués dans sa régulation. L'abondance de ces sites potentiels de liaison pour les 

facteurs de transcription suggère que la régulation de l'expression de hTERT peut être 

sujette à de multiples niveaux de contrôle par différents facteurs dans des contextes 

cellulaires différents (Cong et al., 1999). Plusieurs facteurs de transcription sont connus 

pour être impliqués dans l'expression du gène hTERT en activant ou réprimant sa 

transcription (Wang et al., 1998; Misiti et al., 2000, Cong et Bacchetti, 2000). La 

régulation transcriptionnelle de hTERT est le principal niveau de contrôle dans la 

régulation de l'activité télomérase. Cependant, l'épissage alternatif (Ulaner et al., 2000), 

résultant en la production de formes inactives ou dominante négatives de hTERT (Cerezo 

et al., 2002; Colgin et al., 2000; Yi et al., 2000), et des modifications post-

translationnelles de la protéine hTERT (revue dans Cong et al., 2002) pourraient être des 

niveaux de contrôle supplémentaires de l'activité télomérase. 

Mécanisme d'action de la télomérase 

Durant le processus d'extension des télomères, la télomérase utilise de façon 

répétée la même petite région au sein de sa composante ARN comme modèle pour la 

synthèse d' ADN. Cela requière une réaction cyclique représentée à la figure 7 qui peut se 

résumer en 3 étapes: appariements au simple brin télomérique riche en G, 

polymérisation, et translocation ou désappariement. Bien que les mécanismes qui 

assurent cette réaction cyclique soient peu connus, il est clair que des changements dans 
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les propriétés biochimiques de la télomérase durant la réaction cyclique ont lieux aux 

transitions entre les différents états (Kelleher et al., 2002). 

4 

Figure 7: mécanisme d'action de la télomérase 
Différents états de la réaction sont représentés. La liaison 
au télomère implique l'appariement avec la matrice ARN 
(état 2). À chaque cycle de transcription inverse, une 
répétition télomérique est ajoutée (état 3). La frontière 5' 
de la matrice est la position où le substrat télomérique soit 
se dissocie (état 4 à 1) ou transloque (état 4 à 2) à l'autre 
extrémité de la matrice. Les composantes protéiques de la 
télomérase sont représentées en bleues et la région matrice 
del' ARN en rouge. Tiré de Kelleher et al., 2002 

Des études 

indiquent que le 

complexe télomérase 

humain agirait sous 

forme de multimères. En 

effet, la masse 

moléculaire native de 

l'enzyme recombinante 

correspondrait à un 

dimère, où chaque 

complexe télomérase 

serait constitué de 2 

molécules ARN 

interdépendantes qui coopèrent entre elles (un hétérodimère télomérase contenant une 

matrice ARN WT et l'autre mutante est inactif par comparaison avec un homodimère 

WT) (Wenz et al., 2001; Tesmer et al., 1999), et au moins deux sous-unités hTERT (deux 

fragments hTERT inactifs séparément peuvent se complémenter fonctionnellement entre 

eux pour reconstituer une activité télomérase) (Moriarty et al., 2002; Ambruster et al., 

2001; Beattie et al., 2001; Arai et al., 2002; Wenz et al., 2001; Huard et al., 2003). Les 

modèles proposés qui pourraient expliquer les rôles biologiques et enzymatiques de la 

dimérisation de la télomérase sont revus dans Kelleher et al., 2002. 
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Reconstitution de l'activité télomérase humaine 

La reconstitution de l'activité télomérase humaine a été rapportée dans différents 

systèmes. L'addition de hTR transcrit in vitro, à des extraits de cellules télomérase 

négative exprimant hTERT, reconstitue une activité télomérase humaine (Tesmer et al., 

1999). L'expression de hTERT en présence de hTR recombinant dans un lysat de 

réticulocyte de lapin (RRL) reconstitue une RNP télomérase qui est catalytiquement 

active in vitro (Weinrich et al; 1997; Beattie et al., 1998; Bachand et Autexier, 1999). 

Une télomérase humaine fonctionnelle peut aussi être reconstituée in vitro en co-

exprimant hTERT et hTR chez la levure Saccharomyces cerevisiae (Bachand et Autexier, 

1999). Bachand et al. en 2000 ont démontré également que une RNP télomérase humaine 

fonctionnelle pouvait être reconstituée chez la levure S. cerevisiae par l'expression 

bicistronic de hTERT et hTR, où hTERT et hTR sont exprimés à partir de la même 

molécule ARN en cis. 

Ces études suggèrent que hTR et hTERT sont les composantes minimales requises 

pour l'activité télomérase in vitro (Masutomi et al., 2000). Le mécanisme moléculaire par 

lequel hTERT et hTR sont assemblés en une RNP fonctionnelle in vivo et in vitro reste 

inconnu. 

2. La télomérase chez Saccharomyces cerevisiae 

Chez la levure bourgeonnante S. cerevisiae, au moins 5 gènes sont requis pour la 

voie de réplication des télomères par la télomérase (Nugent et al., 1996; Lundblad et 

Szostak, 1989; Lendvay et al., 1996; Singer et Gottschling, 1994). TLCJ et EST2 

encodent respectivement pour la sous-unité ARN et la transcriptase inverse de la 
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télomérase (Singer et Gottschling, 1994; Counter et al., 1997; Lingner et al., 1997). De 

plus, la télomérase de levure contient au moins deux protéines accessoires, Estl p, Est3p 

(Hugues et al., 2000; Lendvay et al., 1996; Lin et Zakian, 1995; Steiner et al., 1996). 

Est4p/Cdc13p, une protéine essentielle qui lie le simple brin télomérique TG1_3, joue un 

rôle crucial dans l'accès de la télomérase à son substrat chromosomale en interagissant 

directement avec Estlp. Les déficiences dans une ou chacune d'entres elles mènent au 

même phénotype est (ever shortening telomeres), c.a.d un raccourcissement progressif 

des télomères menant éventuellement à la mort cellulaire (Nugent et Lundblad, 1998). In 

vitro l'activité télomérase est présente dans des extraits de levure où estl, est3 et cdcl3-

2est sont mutés malgré le fait que ces souches ont un sérieux défaut dans la réplication des 

télomères comme dans les souches est2-~ ou tlcl-~ (Lendvay et al., 1996; Lingner et al., 

1997), seul EST2 et TLCJ sous forme d'un complexe stable sont essentielles; alors que in 

vivo, ces 5 gènes sont requis pour l'activité enzymatique (Singer et Gottschling, 1994; 

Lingner et al., 1997; Cohn et Blackburn, 1995). 

L' ARN Tlcl est présent sous deux formes distinctes chez la levure: un transcrit 

polyadénylé d'une durée de vie courte [poly(At Tlcl] et une forme plus abondante et 

plus stable [poly(Ar Tlcl], laquelle est dérivée de la forme poly(At (Chapon et al., 

1997). L'élongation des télomères par la télomérase a lieu par transcription inverse d'une 

petite partie de la composante ARN de la télomérase où 5' -CACCACACCCACACAC-3' 

est la séquence utilisée comme matrice, complémentaire aux répétitions télomériques de 

levure (Singer et Gottschling, 1994). Toutes modifications au sein de cette séquence 

matrice vont modifier la nature des répétitions télomériques ajoutées aux extrémités 

endogènes des chromosomes ainsi que des perturbations de l'activité enzymatique 
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(discuté plus loin). La surexpression de TLCJ cause une diminution de la longueur des 

télomères et supprime la répression transcriptionnelle aux télomères (Singer et 

Gottschling, 1994); la perte de TLCJ cause une diminution progressive des télomères (3 

pb par génération, sénescence à 70-90 Gén.) et une diminution graduelle du taux de 

croissance et de la viabilité (Singer et Gottschling, 1994 ). 

Cdc13p et Estlp lient l' ADN télomérique simple brin mais avec une moindre 

affinité pour Estlp (Nugent et al., 1996; Virta-Pearlman et al., 1996; Lin et Zakian, 

1996). Il a été proposé que Estlp et Cdc13p agiraient comme co-médiateur de l'accès de 

la télomérase aux télomères. Estl p est impliquée seulement dans la voie de la télomérase 

en liant Tlcl et en assurant l'accès de la télomérase aux télomères (Evans et Lundblad, 

1999; Virta-Pearlman et al., 1996; Zhou et al., 2000), alors que Cdc13p a une fonction 

essentielle aux télomères en protégeant les extrémités chromosomales (Garvik et al., 

1995), et enjouant un rôle dans la réplication des télomères (Nugent et al., 1996) (discuté 

plus haut). Est3p est une composante de la télomérase chez S. cerevisiae mais sa fonction 

au sein du complexe est toujours inconnue (Hugues et al., 2000). 

L'action de la télomérase aux télomères est limitée en fonction du cycle cellulaire, 

indiquant qu'une modification dans la structure des télomères serait requise pour l'action 

de la télomérase (Marcand et al., 1999; Diede et Gottschling, 1999; Taggart et al., 2002; 

Smith et al.,2003). Les composantes de l'holoenzyme télomérase Est2p, Tlcl, Estlp et 

Est3p formeraient un complexe qui agirait tardivement durant la réplication des 

chromosomes (fin de phase S) à travers le recrutement par Cdc13p (Evans et Lundblad, 

1999; Qi et Zakian, 2000; Pennock et al., 2001; Taggart et Zakian, 2002). Estlp, Est2p, et 

Cdc13p sont associés aux télomères en fin de phase S. Néanmoins, Est2p, mais pas Estlp 
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lie aussi les télomères avant la fin de la phase S. Dans l'allèle Cdcl3-2, où un défaut dans 

le recrutement de la télomérase est observé mais où l'activité télomérase est normale in 

vitro, Estl p et Est2p sont encore associés aux télomères. Ces résultats suggèrent un 

modèle dans lequel Estl p est un activateur de la télomérase régulé en fonction du cycle 

cellulaire qui se lie à un complexe inactif Est2p-TLC 1 lié aux télomères en fin de phase S 

et par la suite interagit avec Cdc13p lié à l'extension riche en G. Cette interaction change 

l'état de Est2p, dont la liaison aux télomères est maximale en fin de phase S, et résulte en 

l'activation de la télomérase pour la synthèse de nova d' ADN télomérique (Taggart et 

Zakian, 2002). 

Les télomères de souches cdc13-!i exprimant la protéine de fusion Cdc13-Estlp 

sont plus long que des cellules WT ce qui démontre que l'augmentation de l'association 

entre Cdc13p et la télomérase contribue à l'augmentation de la longueur des télomères 

(Evans et Lundblad, 1999). Également la fusion Cdcl3oBo-Estlp augmente la longueur 

des télomères en déjouant la sénescence de souche Cdcl3-2 et en délivrant la télomérase 

aux télomères. La nécessité de Estl p dans la maintenance des télomères peut être 

surpassée en fusionnant Cdc13p à Est2p (Evans et Lundblad, 1999). Cela supporte 

l'hypothèse que la fonction essentielle de S. cerevisiae Estlp est de promouvoir l'accès 

de la télomérase aux télomères. 

RPA (replication protein A) est une protéine de liaison à l' ADN simple brin 

impliquée dans les processus de réplication, recombinaison, transcription, point de 

contrôle du cycle cellulaire, maintenance des télomères et la réparation de l' ADN 

(Longhese et al., 1994; Wold, 1997; Smith et al., 2000). Schramke et al. ont démontré en 

2004 que RPA régule l'action de la télomérase durant le cycle cellulaire en facilitant 
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spécifiquement la liaison de Estlp aux télomères en fin de phase S. Le rôle de RPA dans 

le chargement de Estl p aux télomères serait conservé en fonction de l'évolution : RP A et 

Estlp sont tous deux présents aussi bien chez l'humain que les cellules de levures 

(tableau 2) (Wold, 1997; Reichenbach et al., 2003; Snow et al., 2003). 

Comme chez l'humain, des évidences supporteraient l'idée que la télomérase de 

levure contiendrait plus que un site actif par complexe RNP télomérase. Au moins deux 

molécules ARN interagissant de façon fonctionnelle seraient présentes et toutes deux 

agiraient comme matrice pour la polymérisation del' ADN, mais l'implication directe de 

Est2p dans de telles interactions n'a pas été évoquée (Prescott et Blackburn, 1997). En 

accord avec cette étude, les travaux de Dandjinou et al. (en préparation) laisseraient 

supposer que d'après la structure secondaire de TLCl que deux molécules ARN 

pourraient possiblement interagir entres elles. 

Maintien des télomères en absence de télomérase 

Des mécanismes indépendants de la télomérase pour la maintenance des télomères 

existent chez les organismes qui normalement privilégient la voie de la télomérase. Des 

télomères qui ont été allongés à travers des ·mécanismes impliquant la recombinaison 

homologue dépendante du gène RAD52 émergent chez les cellules de S. cerevisiae et K. 

lactis dépourvues d'une ou plusieurs composantes de la télomérase et qui survivent au 

delà de la phase de sénescence cellulaire (Lundblad et Blackburn 1993; McEachem et 

Blackburn, 1996; Teng et Zakian, 1999): ces cellules sont nommées« survivants». 
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Deux types de survivants, dont la structure des télomères diffère de celle de 

cellules WT, ont été décrits basé sur le profil des fragments produits après digestion avec 

l'enzyme de restriction Xhol (Lundblad et Blackburn, 1993; Teng et Zakian, 1999). Les 

survivants de type 1 ont une duplication en tandem de l'élément sous télomérique Y' et de 

courte répétitions terminales C1_3A/TG1_3, alors que les survivants de type II sont 

caractérisés par une amplification faible des éléments Y' et de très longues tractes 

terminales d' ADN C1_3A/TG1_3. Ces deux types de survivants sont observés dans des 

souches tlcl, est2, est3, et est4, et requiers tous deux la présence continue de Rad52p 

(Teng et Zakian, 1999). En contraste avec les survivants de type 1, qui souvent peuvent 

revenir en un profil de type II d' ADN télomérique, le profil de type II des télomères est 

persistant à travers les générations. La maintenance de l' ADN télomérique chez les 

survivants de type II par recombinaison télomère-télomère dépendante de RAD52 est un 

mécanisme aussi efficace que la télomérase, néanmoins après réintroduction d'une 

télomérase fonctionnelle, les télomères de types II retournent progressivement à leurs 

longueurs WT d'origine, suggérant que l'expression de la télomérase supprimerait la 

recombinaison entre télomères (Teng et Zakian, 1999). 

La structure des télomères chez les survivants de type II de S. cerevisiae, très 

longs et hétérogènes, est similaire à celle décrite chez les cellules humaines qui 

maintiennent leurs télomères par une voie indépendante de la télomérase nommée ALT 

(alternative lengthening of telomeres) (Bryan et al., 1995; Bryan et al., 1997). 

Contrairement à la levure, chez les cellules humaines l'activité ALT et la télomérase 

peuvent coexister. En effet, l'expression d'une télomérase exogène dans les cellules de 

type ALT est compatible avec l'activité continue ALT, bien que l'activité télomérase 
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allonge les télomères les plus courts (Cerone et al., 2001; Ford et al., 2001; Grobelny et 

al., 2001; Perrem et al., 2001). 

Mutations dans la région matrice de TLCl 

Des mutants de la matrice ARN de la télomérase ont été exprimés et caractérisés 

chez les levures bourgeonnantes, les cellules de mammifères, et chez Tetrahymena 

(Blackburn et al., 2000). De telles séquences mutées causent une nette augmentation ou 

diminution de la longueur des télomères (Yu et al., 1990; Singer et Gottschling, 1994 

McEachern et Blackburn, 1995; Prescott et Blackburn 1997b, 2000) et, dans certains cas, 

des fusions télomériques menant à des ségrégations aberrantes des chromosomes (Yu et 

al., 1990; Kirk et al., 1997; Smith et Blackburn, 1999; McEachern et al., 2000a). 

Certaines séquences matrices altérées chez Tetrahymena et S. cerevisiae causent aussi de 

mauvaises incorporations de bases et également d'autres défauts dans les activités 

enzymatiques de la télomérase in vitro et in vivo (Yu et Blackburn, 1991; Gilley et al., 

1995; Gilley et Blackburn, 1996; Prescott et Blackburn, 1997). 

Des souches de levure S. cerevisiae avec une mutation de 2 bases au sein de la 

séquence matrice 3' -CACACACCCggACCAC-5' utilisent cette séquence pour 

l'incorporation de répétitions modifiées aux télomères nouvellement formés; les 

télomères de ces souches sont un peu plus courts et plus hétérogènes en longueur par 

rapport aux souches isogéniques non modifiées (Singer et Gottschling, 1994). 

Une modification de 3 bases dans la région matrice de TLCJ chez S. cerevisiae, 

3'-CACACgugCACACCAC-5' tlcl-476gug, aboli complètement l'activité enzymatique 
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in vitro et in vivo, les télomères de telles souches diminuent au cours des divisions et ceci 

mène à la sénescence cellulaire (Prescott et Blackburn, 1997). Des mutations ponctuelles 

simples ou doubles, toujours au sein des mêmes trois bases mutées 476gug, préservent 

l'activité télomérase in vitro suggérant que l'abolition d'activité au sein du triplet mutant 

gug résulte de 1' effet combiné de toutes les 3 substitutions (Prescott et Blackburn, 2000). 

Ces deux études montrent que la séquence matrice au sein de 1' ARN TLCJ ne 

fournie pas seulement les bases utilisées par la télomérase pour diriger la synthèse de 

novo d' ADN télomérique mais contribue aussi aux propriétés enzymatiques. 

Plus récemment, toutes les combinaisons de mutants possibles, toujours au sein de 

cette même région 474 à 476 de la séquence matrice, ont été réalisées (Lin et al., 2004). 

Le phénotype télomérique varie en fonction du type de mutations, de très court à très 

long, et les souches modifiées incorporent les mutations de la matrice aux télomères ainsi 

que des bases non attendues. Malgré que les taux de croissances et profils télomériques 

varient extrêmement en fonction des mutations dans tlcl, la séparation et la ségrégation 

des chromosomes sont toujours aberrantes. Les souches avec une matrice ARN modifiée 

montrent des défauts dans la séparation des chromatides sœurs aux télomères, suggérant 

l'activation d'un point de contrôle du cycle cellulaire. Celui-ci est unique et distinct de 

ceux activés par la délétion de la télomérase ou les dommages à l' ADN (Lin et al., 2004). 

Finalement, une étude assez originale rapporte la présence de télomères humains 

chez la levure. En effet, la substitution complète des 16 bases de la séquence matrice de 

TLCJ par une séquence matrice humaine (figure 8) permet l'addition de répétitions 

télomériques humaines aux extrémités endogènes des chromosomes de levure, et ce sans 
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affecter la viabilité cellulaire ni le taux de croissance de ces cellules avec une télomérase 

modifiée: on dit que les télomères de ces levures sont humanisées (Henning et al., 1998). 

En plus de ces propriétés de séquence matrice et enzymatique, la matrice ARN de 

la télomérase affecte aussi la régulation de la longueur des télomères. 

Régulation de la longueur des télomères chez S. cerevisiae 

La longueur des télomères de cellules exprimant la télomérase est maintenue 

constante à l'intérieur d'une fenêtre étroite (revue dans McEachem et al., 2000), résultat 

d'un équilibre précis entre les activités d'élongations et de raccourcissements des 

télomères, où différents protagonistes dans plusieurs mécanismes non mutuels 

interviennent. 

La séquence matrice de l' ARN de la télomérase dirige normalement la synthèse 

des répétitions télomériques, lesquelles contiennent des sites spécifiques de liaison à 

l' ADN pour des protéines impliquées dans la régulation de la longueur des télomères et 

leurs protections. Ces protéines correspondent à Raplp chez les levures bourgeonnantes 

S. cerevisiae et K. lactis (Krauskopf et Blackburn, 1998), Tazlp chez S. pombe (Cooper 

et al., 1997), et TRFl chez les cellules de mammifères (Smogorzewska et al., 2000), qui 

se lient au duplex ADN télomérique de façon séquence spécifique. Dès lors, tout 

changement au sein de la séquence matrice peut avoir une influence directe sur la liaison 

de ces protéines et de ce fait peut influencer la longueur des télomères et leur intégrité. 

Chez la levure, la liaison spécifique de Raplp à la séquence télomérique 

consensus RciAAYCCRYNCAYY toutes les 18 bp permet l'assemblage d'un complexe 
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macromoléculaire protéine-ADN qui contrôle l'accessibilité des nucléases, de la 

télomérase, et des protéines impliquées dans la recombinaison et la réparation del' ADN. 

Cette structure protège les télomères de la dégradation et de l'élongation non contrôlée et 

maintient une distribution précise de la longueur des télomères qui est spécifique à une 

espèce et spécifique à une souche (Hardy et al., 1992; Kyrion et al., 1992; Marcand et al., 

1997; Wotton et Shore, 1997; Krauskopf et Blackburn, 1998; Smith et Blackburn, 1999). 

Le nombre de molécules Rap 1 p assemblé à un télomère soit 10 à 20 molécules, et 

plus spécifiquement les parties C-terminales de Raplp, est compté et maintenu 

activement à une valeur moyenne constante: c'est le mécanisme prévalent de mesure de 

la longueur des télomères par comptage des molécules Raplp (Marcand et al., 1997). Le 

modèle proposé est un système rétroactif dans lequel un télomère lié par un nombre juste 

voire en léger excès de molécules Rap 1 p est dans un état qui prévient l'élongation des 

télomères, possiblement par l'assemblage d'une structure qui inhibe la liaison de la 

télomérase ou son activité; quand la dégradation ou la réplication incomplète de ce 

télomère cause la perte d'un voire plusieurs sites de liaison Raplp, la chromatine 

télomérique change pour un nouvel état qui permet son élongation; l'élongation des 

télomères restore le ou les sites de liaison Rap 1 p manquant, et le télomère retourne à son 

état de répression initial. De cette façon, l'homéostasie entre l'addition et la perte de 

séquence télomériques peut être établie (Marcand et al., 1997). Ce modèle est en accord 

avec l'élongation extensive des télomères (et une distribution hautement hétérogène des 

tailles des télomères) observée chez les cellules où Raplp est dépourvu de son domaine 

C-terminale (rapl allèles) (Kyrion et al., 1992). 
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Les molécules Rap 1 p interagissant avec les protéines Sir, impliquées dans 

l'établissement du silençage, ne sont pas prisent en compte par le mécanisme de mesure 

de la longueur des télomères (Marcand et al., 1997). Les complexes Sir-Rapl sont 

restreints du côté centromérique du télomère là où les nucléosomes sont rencontrés en 

premier, laissant les molécules Raplp plus distales libres d'interagir avec Riflp et Rif2p 

pour réguler la longueur des télomères (voir discussion). La délétion de Riflp ou Rif2p 

résulte en l'augmentation de la longueur des télomères alors que la délétion des deux 

résulte en une augmentation dramatique de la longueur des télomères et ce dans un 

contexte où les cellules expriment la télomérase (Sussel et Shore, 1991; Kyrion et al., 

1992). 

Dans un second mécanisme, la protéine Cdc13p liant le simple brin télomérique, 

recrute de multiples complexes, lesquels agissent pour maintenir une balance entre 

l'élongation et la perte des répétitions télomériques au niveau de l'extension 3' terminale 

(Chandra et al., 2001; Grandin et al., 2000, Grandin et al., 2001; Lustig, 2001; Pennock et 

al., 2001; Qi et Zakian, 2000). 

En plus de ces deux mécanismes, une autre voie impliquée dans la régulation 

négative de la longueur des télomères a été révélée dans le contexte où les télomères sont 

anormalement longs. Ce processus, nommé TRD (telomere rapid deletion) est capable de 

façon efficace de ramener les télomères trop allongés à une taille proche de la normale 

dans un évènement de délétion intrachromatide en une seule étape impliquant l'extension 

3' simple brin distale et la portion double brin proximale des télomères (Lustig, 2003). Ce 

processus est conservé à travers l'évolution. 
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Un certain nombre de gènes sont requis pour le TRD: RAD52, essentiel pour la 

plupart des recombinaisons mitotiques et toutes les recombinaisons méiotiques, SIR3 

pour le maintien de la précision du TRD en assurant le rassemblement des télomères en 

groupes, le complexe MRX (Mrell/Rad50/Xrs2) qui permet l'invasion de l'extension 3' 

simple brin, l 'hétérodimère Ku70/Ku80 qui fait partie du capuchon télomérique protège 

les télomères contre des processus potentiellement nuisibles comme des recombinaisons 

fortuites et dégradations terminales. La fréquence des évènements TRD à un télomère 

individuel dépend des longueurs des autres télomères dans la cellule (Li et Lustig, 1996). 

Les cellules qui contiennent un nombre élevé de télomères de longueur WT ont une 

augmentation correspondante de délétions complètes. Finalement, le TRD est un 

mécanisme qui agit de concert avec d'autres éléments impliqués dans le système de 

mesure de la longueur des télomères pour atteindre et maintenir l'homéostasie. En 

particulier, le mécanisme de comptage via Raplp, et l'homéostasie via Cdc13p 

maintiennent la longueur des produits TRD. La partie C-terminale de Raplp est 

essentielle pour le mécanisme de comptage via Raplp, mais dispensable pour le TRD, 

suggérant que ces deux processus sont distincts d'un point de vue mécanistique (Lustig, 

2003). 

Objectif de cette étude et utilité d'un tel modèle 

L'activation de la télomérase conduit à l' immortalisation des cellules de 

mammifères en culture et est aussi une propriété générale des cellules tumorales 

humaines (Counter et al., 1992; de Lange, 1994). Dès lors, la télomérase est donc 
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considérée comme une cible privilégiée pour le développement de drogues pour la 

thérapie du cancer. Pour cette raison il est essentiel d'élucider comment cette enzyme est 

régulée. 

Pour apporter notre contribution sur ce sujet, nous nous sommes proposés 

d'étudier la régulation de la télomérase humaine dans un système génétique attractif : la 

levure Saccharomyces cerevisiae. En effet, la modification de la télomérase de levure 

permet d'obtenir des télomères humains dans ce même organisme (on dit que les levures 

sont humanisées) (Henning et al., 1998) et, l'activité télomérase humaine peut être 

reconstituée chez la levure (Bachand et Autexier, 1999). 

Basé sur ces deux principales investigations, nous verrons dans le cadre de ce 

mémoire nos avancements dans l'expression d'une télomérase humaine fonctionnelle qui 

maintiendrait les télomères chez la levure humanisée en l'absence de la télomérase de 

levure, question qui n'a été abordée par aucun groupe à date. 

L'expression fonctionnelle d'une télomérase humaine agissant aux extrémités des 

chromosomes chez la levure S. cerevisiae fournirait des outils biochimiques et génétiques 

avantageux pour étudier la fonction de la télomérase humaine dans un système 

hétérologue. 
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MATÉRIEL ET MÉTHODES 

Souches de levures utilisées et constructions plasmidiques 

Pour la description des souches de levures utilisées pour la survie à long terme 

(RWY12 tlcl::LEU2) ou l'étude de complémentation (BY4705 est2::H/S3, 

tlcl::KanMX4) se référer à l'annexe 1. Le tableau 4 ci-dessous résume toutes les 

constructions plasmidiques utilisées dans chacune de ces études. 

PLASMIDE , MARQUEUR 
GENE EXPRIME PROMOTEUR DE SÉLECTION TYPE RÉFÉRENCE 

pTLClTRP TLCl TLCl Tryptophane CEN Bah et al, 2004 
pTLClhTRP TLCl TLCl Tryptophane CEN Bah et al, 2004 
pEST2-LYS2 EST2 EST2 Lysine CEN Bah et al, 2004 

p413-hTR hTR GALl Adénine CEN Bachand & Autexier 1999 
p413-hTR-ADE2 hTR GALl Adénine CEN Bah et al., 2004 

pRS422-hTR hTR GALl Adénine 2µ Bah et al, 2004 
pEGKT-hTERT hTERT GALl Uracil 2µ Bachand & Autexier 1999 

pEGKT/hTERT-hTR cis hTERT-hTR GALl Uracil 2µ Bachand et al 2000 
p426/CDC13oso-hTERT CDC13oso-hTERT GALl Uracil 2µ Bah et al, 2004 

p425-HA2-hEST1A hESTlA GALl Leucine 2µ Bah et al, 2004 
p424-HA2-hEST1B hESTlB GALI Trypto:ehane 2~ Bah et al, 2004 

Tableau 4 : plasmides utilisés dans cette étude 

Cultures des cellules de levures et perte de plasmides 

Les cellules ont été cultivées sur milieux synthétiques (YC) solides ou liquides 

dépourvus de certains aminoacides de façon à maintenir la sélection de un, voire 

plusieurs plasmides, ou d'un gène marqueur au niveau du génome. Par exemple la souche 
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RWY12 a été cultivée sur milieu synthétique YC-LEU-TRP Glc (additionné de 2% 

glucose) pour maintenir la sélection tlcl::LEU2 et le plasmide pTLCl(h)TRP. 

Dans l'étude de complémentation, la perte de plasmide(s) a été conditionnée en 

cultivant les cellules en milieu synthétique liquide en présence de la ou les aminoacides 

requis pour la perte. Par exemple pour la souche BY4705 est2::HIS3, tlcl::KanMX4 

comprenant les plasmides pTLCl TRP, pEST2-LYS2, p413-hTR-ADE2 et pEGKT-

hTERT, initialement cultivée sur milieu YC-HIS-TRP-LYS-ADE-URA Glc ou Gal, la 

perte des plasmides portant les gènes de la télomérase de levure a été induite en cultivant 

ces cellules sur milieu liquide YC-HIS-ADE-URA Gal (donc en présence de TRP et 

LYS); la présence de galactose induisant l'expression de hTR et hTERT. Après 

vérification de la perte de pTLCl TRP et pEST2-L YS2 sur milieux YC-HIS-ADE-URA-

TRP Glc et YC-HIS-ADE-URA-L YS Glc respectivement, la survie a été observée par 

restriages successifs de ces cellules sur milieu solide YC-HIS-ADE-URA Gal. 

Extraction de I' ADN génomique de levure et détection de I' ADN télomérique 

Se référer à l'annexe 1. 

Clonage des télomères et analyse par séquençage 

Se référer à l'annexe 1. Une description détaillée de la méthode est en préparation (LeBel 

et al., 2004) 

Localisation de la sous-unité catalytique de la télomérase humaine hTERT par 

immunofluorescence indirecte 
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Se référer à l'annexe 1. 

Expression des protéines humaines et détection de l'activité télomérase humaine 

chez la levure S. cerevisiae 

Se référer à l'annexe 1. 

Oligonucléotides 

NOM 

(C3 TA2)4 

(C3TA2)s 

(T2AGù 

C1_3A 

DIAV-I 

dG1s-Bam HI 

Y'GT40 

SÉQUENCE 5' vers 3' 

CCCTAACCCTAACCCTAA 

CCCTAACCCTAACCCTAACCCTAA 

CCCTAACCCTAACCCTAACCCTAACCCTAA 

TTAGGGTTAGGGTTAGGG 

CCCACCACACACACCCACACCC 

GTGAGCGGATAACAATTTCACACAGTCTAGATGTCCGAATTGATCCCAGAGTAG 

CGGGATCCG1s 

GGTCAGAAAGCCGGGTAAGGTATGACAGCGAGAGTAGAGG 

Tableau 5 : oligonucléotides 
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RÉSULTATS 

Des travaux antérieurs ont montré que la substitution de la région matrice du gène 

TLCl de levure 5' -CACCACACCCACACAC- 3' (TLClwt) (16 nt) par la séquence 

matrice 5' -CCUAACCCUAACCCUAACC- 3' (TLClh) (19 nt) (figure 8) résultait en 

l'incorporation de répétitions humaines C3TA2/T2AG3 à la place des répétitions levure C1_ 

3A/TG1_3 à l'extrémité des chromosomes de levure (Henning et al, 1998, Alexander et al. 

2003, Brevet et al. 2003). Constituées de séquences télomériques mixtes, ces levures 

TI.01 - .. .5'<a:>TAOCATCACCACACCCACACACAMTG•3'. •• 
th:t·humlm •. S•CCTACCATCCTAACCCTAAOCCTAAOOAMTG-3' ... 

Figure 8 : Humanisation de la matrice ARN de la télomérase de 
levure 
La région matrice du gène TLCJ de levure présente sur le plasmide 
pTLCl (5' - ... CACCACACCCACACAC ... - 3') a été modifiée par 
amplification avec des amorces PCR qui contiennent une séquence 
complémentaire aux répétitions télomériques humaines (5' -
... CCTAACCCTAACCCTAACC ... - 3'). Ce produit PCR a été 
digéré et utilisé pour remplacer le fragment de pTLCl pour 
finalement donner le plasmide pTLClh. Ce dernier plasmide fut 
utilisé pour créer pTLClhTRP (voir Matériel et Méthodes de 
l'annexe 1). La région hachurée en horizontal correspond à la 
séquence matrice humaine nouvellement insérée. Tiré de Henning et 
al., 1998. 

nommées humanisées 

possèdent des télomères 

courts mais stables et 

préservent un taux de 

croissance comparable à 

celui de cellules n'ayant 

pas subies de 

modification de la 

séquence matrice. 

Nous avons 

approfondis ces travaux 

en effectuant dans un premier temps une caractérisation plus détaillée des levures avec 
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une matrice ARN humanisée (TLClh) et dans un second temps, étant donné que les sous 

unités de la télomérase humaine peuvent être exprimées et assemblées sous forme de 

RNP pour reconstituer une télomérase humaine fonctionnelle chez la levure, nous 

vérifieront si les composantes limitantes pour l'activité télomérase humaine (hTERT et 

hTR) sont capables de remplacer EST2 et TLClh chez les cellules de levures humanisées 

et de maintenir leurs télomères. 

Analyse de la structure terminale des télomères de levures avec une matrice 

ARN de TLCl humanisées (TLClh) et mécanisme de survie 

a) Construction d'une souche avec des répétitions télomériques humaines à 

l'extrémité des chromosomes de levures 

L'organisation structurale des télomères de levures humanisées et la longévité de 

telles cellules ont été étudiées chez la souche RWY12 (Mata, ura3-52, lys 2-801, ade2-

101, trpl-!il, his3-!i200, leu2-!il, tlcl::LEU2, VR-ADE2-T, pAZl (TLCJ, URA3)). 

Cette souche, dont le gène TLCJ a été invalidé au niveau du génome par le 

marqueur nutritionnel LEU2, comporte une copie du gène TLCJ sur le plasmide pAZl 

(marqueur URA3) pour assurer le maintien des télomères et donc prévenir la sénescence 

cellulaire qui serait observée après 80 Gén. due à son absence (Singer et Gottschling, 

1994). Cette souche a été transformée parallèlement avec pTLClhTRP (séquence matrice 

humaine) et pTLClTRP (séquence matrice levure) (tableau 4). Cette dernière constituera 

la souche isogénique contrôle où la seule différence réside au niveau de la séquence 

matrice ARN de TLCJ. Les cellules contenant ces plasmides ont été striées sur milieu 5-
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FOA de façon à perdre le plasmide pAZl. En effet, le 5-FOA peut se convertir en un 

intermédiaire toxique pour les cellules qui expriment le gène URA3. Celles-ci vont donc 

se débarrasser du plasmide pAZl pour empêcher cette action. Dès lors, une composante 

ARN unique (pTLClhTRP ou pTLCl TRP) est présente et utilisable par la cellule. Ces 

cellules sont dépourvues de croissance lorsque cultivées sur milieu sans uracile, ce qui 

représente la perte de pAZl (données non montrées). 

Un clone ayant une séquence matrice non modifiée (WT), contenant pTLClTRP 

comme seule composante ARN de la télomérase, et trois clones humanisés (Ha, Hb et 

He) contenant pTLClhTRP comme seule composante ARN de la télomérase, ont été 

striés sur milieu sélectif YC-LEU-TRP jusqu'à 150 Gén. (-20 Gén. par strie soit 106 

cellules par colonie) pour vérifier leur survie. Aucun phénotype de sénescence n'est 

observé, les cellules humanisées sont viables et n'ont pas de défaut de croissance par 

rapport aux cellules WT (figure 9, 150 Gén.). L' ADN génomique de ces différents clones 

a été isolé à différents temps de croissance, digéré avec l'enzyme de restriction Xhol et 

150 Gén. 1000 Gén. 2500 Gén. 

Figure 9 : Analyse à long terme de la croissance de levure avec une matrice ARN modifiée 
(TLClh) 
La souche RWY12 (tlcl::LEU2) transformée soit avec la construction pTLClTRP ou pTLClhTRP a 
été cultivée et restriée sur milieu sélectif YC-LEU-TRP Glc. Une souche contrôle, comprenant la 
matrice ARN de TLCJ non modifiée (TLCl wt), et trois souches humanisées (Ha, Hb et He - TLClh) 
avec la matrice ARN de TLCJ humaine, ont été analysées. Représenté ici les générations 150, 1000 et 
2500. L' ADN génomique de ces souches a été extrait à différents intervalles pour analyse de 1' ADN 
télomérique par différentes techniques. 
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analysé sur gel. Cette digestion génère un patron de bandes télomériques caractéristique 

lorsque hybridé avec une sonde télomérique riche en C, en coupant une fois dans la 

région sous télomérique Y', élément conservé et présent sur la majorité des télomères; 

libérant ainsi un fragment terminal de restriction (TRF) de -1,2 kb chez les cellules de 

type sauvage, où -300 pb correspondent aux répétitions télomériques terminales 

proprement dites (voir figure 1). De nombreux autres TRFs de plus grande taille sont 

aussi détectés et correspondent aux télomères dépourvus d'éléments Y'. L'hybridation 

avec la sonde télomérique humaine 32P(C3 TA2)3 montre la présence d' ADN télomérique 

humain simple brin et double brin, et ce seulement pour les clones exprimant 

pTLClhTRP (figure lOA, lOB, et lOC pistes 2, 4 et 6). Néanmoins, les TRFs chez les 

cellules humanisées sont plus courts ( - 1,0 kb) par rapport aux cellules non modifiées (-

1,2 kb) (figure lOD), ce qui peut se traduire par une diminution télomérique net de 100-

200 pb en l'espace de 150 Gén. L'intensité du signal spécifique pour les répétitions 

télomériques humaines semble augmenter avec le nombre de génération, ce qui suggère 

une augmentation de la quantité d'ADN télomérique humain (discuté plus loin). 

L'analyse du TPE (Telomeric Position Effect) dans nos souches humanisées est 

un autre moyen d'apprécier la structure terminale des télomères. Le TPE se définit par la 

capacité qu'a un télomère (hétérochromatine télomérique) d'une souche sauvage à 

réprimer fortement un gène avoisinant. La souche RWY12 possédant le gène ADE2 

adjacent au télomère du bras droit du chromosome V (VR-ADE2-T), le niveau de 

transcription de ce gène a été suivi. Les souches exprimant soit pTLClhTRP (100 Gén.) 
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y 
H ~ 

ss ds ds 
16 17 18 

ou soit pTLClTRP (40 Gén.) ont été étalées sur un milieu sélectif (YC-LEU-TRP, low 

ADE) contenant une concentration faible en adénine (10 mg/L). L'expression du gène 

ADE2 se traduira par une coloration blanche des colonies alors que la répression de celui-

ci se manifestera par des colonies rouges. Donc le pourcentage de colonies rouges par 

rapport aux colonies blanches a été estimé et les résultats indiquent une légère diminution 

du TPE : -66% pour la souche humanisée contre -94% pour la souche isogénique 

sauvage, autrement dit, il y a une légère augmentation de la transcription du gène ADE2 

chez les levures humanisées (Clair et Wellinger, données non publiées). 

53 



Figure 10: Analyse de la nature et de l'évolution structurale des télomères de 
levures avec une matrice ARN de TLCl humanisée 
L' ADN génomique de souches exprimant soit la composante ARN non modifiée 
(TLClwt) ou soit une composante ARN humanisée (TLClh) a été isolé après avoir 
cultivé ces cellules au nombre de générations indiqué (clone WT ou Ha de 40 à -2500 
Gén.). L' ADN a été ensuite digéré avec l'enzyme de restriction Xhol, séparé sur 0.75% 
TBE-Agarose gel et analysé dans un premier temps dans des conditions non dénaturantes 
(hybridation directe dans le gel ou In Gel, Dionne et Wellinger, 1996). Pistes 1, 3, 5, 7, 9, 
11 et 13 : souche exprimant le plasmide pTLCl TRP. Pistes 2, 4, 6, 8, 10, 12 et 14 : 
souche exprimant le plasmide pTLClhTRP. (A) Le gel non dénaturant a été d'abord 
hybridé avec une sonde télomérique humaine radiomarquée 32P(C3TA2)3. (B) Le même 
ADN montré en A) a été ensuite dénaturé, transféré sur membrane Hybond-N+ et hybridé 
de nouveau avec la sonde 32P(C3TA2)3. (C) Après déshybridation de la sonde en B), 
l' ADN a été hybridé avec la sonde complémentaire de 32P(C3TA2)3: 32P(T2AG3)3. (D) La 
sonde en C) a été détachée par lavages et l' ADN fut hybridé avec une sonde télomérique 
de levure 32P(C1_3A). (E) Finalement, après lavage de la sonde en D), l' ADN a été 
réhybridé avec une sonde centromérique spécifique à la région CEN4 pour évaluer la 
quantité d' ADN chargée dans chaque piste. Le même profil de bandes télomériques a été 
observé chez les clones RWY12 Hb et He lors de l'hybridation avec la même série de 
sondes (données non montrées). (F) Analyse de l' ADN (identique aux figures A à E) 
dans des conditions non dénaturantes en hybridant avec une sonde télomérique de levure 
32P(C1_3A). Pistes 1-7 : souche humanisée exprimant pTLClhTRP. Pistes 8-14 : souche 
sauvage exprimant pTLClTRP. Piste 15: ADN génomique dérivé d'une souche sauvage 
haploïde. (G) L' ADN mentionné en F) a été dénaturé, transféré sur membrane Hybond 
N+ et hybridé avec la sonde centromérique CEN IV pour vérifier la quantité d' ADN 
chargée par piste. Les pistes 15-17 des gels A à E et les pistes 16-18 des gels F et G 
correspondent aux pistes contrôles d'hybridation : 6 ng de pTLClhTRP linéarisé avec 
Nsil et dénaturé (H, ss) ou non dénaturé (H, db); le plasmide pMW55 linéarisé avec 
BamHI comprenant 55 pb de répétitions télomérique levure (Sikorski et Hieter, 1989), et 
l'ADN simple-brin de phagemide dérivé de pGT55 comprenant une séquence GT-riche 
de 55 nt correspondent respectivement aux contrôles d'hybridation pour l' ADN 
télomérique de levure simple-brin et double-brin (Y, sb+db). L'échelle de poids 
moléculaire de 1 kb est représentée à gauche des gels (Kb ). L'accolade représente les 
fragments terminaux de restriction (TRFs). 
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En résumé, ces résultats nous dévoilent que les cellules avec une matrice ARN 

humanisée sont capables d'ajouter des répétitions télomériques humaines à l'extrémité 

endogènes des chromosomes de levure sans affecter la viabilité de ces cellules, leurs 

télomères sont courts mais stables et semblent acquérir de plus en plus de répétitions 

humaines à travers le nombre de générations. Finalement, la présence de ces répétitions 

télomériques humaines diminue le TPE. 

b) Maintenance des télomères chez les cellules humanisées. 

Chez la levure S. cerevisiae, les cellules peuvent maintenir leurs télomères par 

deux mécanismes indépendants : un mode prévalent dépendant de la synthèse de nova 

d' ADN télomérique par la télomérase, et un mode plus rare basé sur la recombinaison des 

télomères. Chez les mammifères, les cellules sont capables d'utiliser de façon 

concomitante ces deux mécanismes de maintien des télomères sans affecter leur 

croissance ni leur viabilité (Cerone et al. 2001; Perrem et al., 2001) tandis que chez la 

levure seulement un mode à la fois peut être utiliser du fait que l'expression de la 

télomérase inhibe la voie de maintenance des télomères par recombinaison (Teng et 

Zakian 1999, Lundblad et Blackburn 1993). Pour déterminer quel est le mode emprunté 

par les levures humanisées pour le maintien de leurs télomères, la perte du plasmide 

exprimant l' ARN de la télomérase de levure, pTLClhTRP, a été tentée. Ces travaux 

montrent que la maintenance des télomères dans les cellules humanisées est dépendante 

de la télomérase seulement (données non montrées). Des résultats similaires ont été 

observés avec la souche BY4705 utilisée dans l'étude de complémentation (discuté plus 
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loin) et sont en accords avec de précédents travaux (Alexander et Zakian, 2003; Brevet et 

al., 2003). 

c) Analyse à long terme des télomères de souches humanisées 

Les levures avec une matrice ARN humanisée sont viables et semblent acquérir de 

plus en plus d' ADN télomérique humain lorsque le nombre de générations augmente 

(figure lOB, pistes 2, 4 et 6). Intrigués par ces résultats, nous avons poursuivis la 

croissance de nos cellules jusqu'à -2500 Gén. (soit 125 restriages si l'on considère que 

une colonie fait 20 Gén., et soit une période de 375 jours pour atteindre ce nombre de 

générations si l'on considère que une colonie réalise 20 Gén. en 3 jours d'incubation à 30 

°C) pour répondre aux deux questions suivantes : 

le mécanisme de survie des cellules humanisées sera-t-il toujours dépendant de la 

télomérase de levure (TLCJ h et EST2) aux générations tardives? 

les télomères des cellules humanisées pourront-ils devenir totalement humains? 

Pour mener à bien ces deux investigations, l' ADN génomique de cellules sauvage 

et humanisée a été isolé à différents intervalles et analysé par deux techniques différentes 

mais complémentaires : gel de télomères et clonage/séquençage des télomères. 

i. Gels de télomères : 

Les différents clones analysés précédemment à 150 Gén. (figure 9, clone WT, Ha, 

Hb et He 150 Gén.) ont été restriés jusqu'à 2500 Gén. Aucun de ces clones n'est entré en 

sénescence et aucun défaut de croissance n'a été observé pour les trois clones humanisés 

(Ha, Hb et He) comparativement au clone WT (figure 9, 1000 et 2500 Gén.). A ce point 
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ci on peut tout de même noter que la vitesse de croissance est ralentie entre 2000 et 2500 

Gén. aussi bien pour les trois clones humanisés que pour le clone WT. L' ADN 

génomique des clones WT et Ha a été extrait à un nombre égal de générations ( 40, 1 OO, 

150, 570, 1200, 2000 et 2500 Gén.), digéré avec Xhol et analysé dans des conditions 

natives ou dénaturantes sur gel en hybridant avec des sondes télomériques de différentes 

natures. En premier lieu, l'hybridation avec la sonde télomérique humaine 32P(C3 TA2)3 a 

permis la détection del' ADN télomérique humain simple brin (figure lOA, piste 15). La 

présence d'extensions télomériques humaines simple brin est révélée seulement chez le 

clone Ha et ces extensions augmentent en longueur et en intensité en fonction du nombre 

de générations (figure lOA, pistes 2, 4, 6, 8, 10, 12 et 14). 

De précédents travaux, basés sur la technique d'hybridation dans le gel non 

dénaturant avec des sondes télomériques humaines de différentes longueurs (32P(C3 TA2)4_ 

5) et en augmentant progressivement la température de lavage, ont montré que l'extension 

3' chez une souche humanisée à 100 Gén. était supérieure à 24 nt (Bah et al., 2004). Dès 

lors on peut donc supposer qu'aux générations avancées l'extension télomérique humaine 

(T 2AG3)n est relativement longue. Le signal observé est spécifique aux extensions 

terminales humaines car lorsque ce même ADN fut traité à l'Exonucléase I d'E. coli 

(Exol), enzyme qui catalyse la dégradation d' ADN simple brin dans la direction 3' vers 

5', et hybridé avec la sonde 32P(C3 TA2)3, le signal est aboli (figure 11). 
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Figure 11: Vérification de la présence d'une extension télomérique humaine simple brin chez 
la levure humanisée par traitement à l'Exonucléase 1 d'Escherichia coli (Exol) 
L'ADN provenant de la souche RWY12 (clone Ha) a été de nouveau isolé après avoir atteint le 
nombre de générations désiré et fut parallèlement traité ou non à l'Exonucléase I d'E. coli (Exol), 
digéré par Xhol puis ensuite séparé sur 0.75% TBE-agarose gel comme mentionné à la figure 10. 
Pistes 1 et 2 : Ha à 1200 Gén. non traité et traité par Exol; Pistes 3 et 4: Ha à 2000 Gén. non traité 
et traité par Exol; Pistes 5 et 6 : Ha à 2500 Gén non traité et traité par Exol; Pistes 7 et 8 : 
BY4705a non traité et traité par Exol; pistes 9-11 : contrôles d'hybridation (humain et levure) 
identiques à la figure 10. (A) Hybridation In-Gel dans des conditions non dénaturantes avec la 
sonde [32P](C3TA2) 3 pour détecter les extensions télomériques humaines simple-brin. (B) Après 
avoir été dénaturé et transféré sur membrane Hybond N+, l' ADN a été hybridé avec une sonde 
radiomarquée CEN IV pour apprécier la quantité d 'ADN chargée par piste. 
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Pour vérifier si des répétitions télomériques levures font parties de ces extensions, 

le même ADN a été soumis à l'hybridation dans le gel non dénaturant avec une sonde 

télomérique levure spécifique pour le brin riche en G: 32P(C1_3A). Un faible signal est 

discernable pour l' ADN dérivé de cellules WT (figure lOF, pistes 8-14) (un 22 mer -

oligonucléotide 32P(C1_3A) - a été utilisé pour révéler les extensions télomériques TG1_3 

de 10-15 nt) alors que pour l'ADN dérivé de cellules humanisées un tel signal n'est plus 

perceptible (figure lOF, pistes 1-7) due à la quasi absence d'extensions 3' levure (voir 

section clonage et séquençage des télomères). Chez les levures humanisées, l'extension 

télomérique terminale est exclusivement humaine à travers les générations. 

Suite à ces analyses dans des conditions natives, l' ADN du gel représenté à la 

figure lOA a été dénaturé et hybridé avec la sonde 32P(C3TAz)3 puis 32P(T2AG3)3, après 

làvage de la sonde riche en C, pour détecter la quantité total d' ADN télomérique humain 

du brin riche en G et riche en C respectivement (figures lOB et lOC). Dans les deux cas, 

les TRFs de la souche humanisée sont courts mais stables par rapport à une souche WT, 

et plus hétérogènes aux générations tardives. L'augmentation de l'intensité du signal 

corrèle avec l'augmentation du nombre de générations ce qui reflète une augmentation de 

l' ADN télomérique humain. La détection des deux brins indique que les télomères des 

souches humanisées sont correctement répliqués. La faible hybridation de la sonde 

32P(C3TA2)3 ou 32P(T2AG3)3 avec l'ADN dérivé de cellules WT correspond aux quelques 

répétitions télomériques humaines présents à la jonction des régions sous télomériques 

(figure 1 OC, bandes inférieures à 7 Kb) ou encore aux autres répétitions ou séquences 

apparentées présentent à travers le génome (figure lOC, bandes supérieures à 7 Kb). 
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Après déshybridation de la sonde 32P(T2AG3)3, l' ADN a été hybridé avec la sonde 

32P(C1_3A) pour détecter spécifiquement toutes les répétitions télomériques levures 

(figure lOD, piste 17). La présence de répétitions levures est détectée aussi bien au niveau 

de l' ADN dérivé de cellules WT que de cellules humanisées néanmoins, pour cette 

souche humanisée on observe une diminution progressive nette de l'intensité du signal 

lorsque le nombre de générations augmente (figure lOD, pistes 2, 4, 6, 8, 10, 12 et 14); 

toutefois, aux générations tardives, il reste une quantité infime de répétitions 

télomériques levures. Les TRFs des cellules humanisées sont maintenus aux alentours de 

1,0 kb contre -1,2 kb chez la souche isogénique contrôle. En dernier lieu, l'hybridation 

avec la sonde centromérique CEN IV indique qu'une quantité égale d' ADN génomique a 

été chargée par piste (figure lOE et lOG). 

En résumé, ces résultats d'hybridations suggèrent fortement que chez les levures 

humanisées il y a un remplacement progressif des répétitions télomériques levures par 

des répétitions humaines en fonction du nombre de générations, et cette évolution a été 

observée par un autre groupe mais non examinée en détail (Brevet et al., 2003). De plus, 

l'humanisation des télomères ne semble pas être complète même après 2500 Gén. Afin 

d'apprécier de plus près l'évolution des télomères chez les cellules humanisées, on a donc 

eu recourt à la technique de clonage et séquençage des télomères. 

ii. Clonage et séquençage des télomères 

La souche RWY12 contient une séquence sous-télomérique qui est unique à 

travers le génome (VR-ADE2-T). Nous avons pris avantage de cet élément pour adapter 

la technique de clonage et séquençage des télomères décrite par Forstemann et al. afin 
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d'analyser la longueur des télomères dans notre souche humanisée RWY12 et d'apprécier 

la nature des différentes séquences télomériques. Cette technique rapide repose sur trois 

étapes principales qui sont l'addition d'une queue poly-C à l'extension terminale du brin 

riche en G par la «terminal deoxynucleotidyl transferase» (TdT) en présence de dCTP, 

l'amplification spécifique du brin télomérique G riche avec une amorce complémentaire 

à la queue poly-C (dG18BamHI) et une amorce spécifique pour la séquence distale au 

gène sous-télomérique ADE2 (DIAV-I) puis, le clonage/séquençage des télomères (figure 

12A). En effet, cette méthode nous permet de suivre l'évolution d'un seul télomère, celui 

du chromosome V droit marquéADE2, du au fait que l'amplification PCR est dépendante 

uniquement de la présence du gène ADE2. Néanmoins la distinction entre les séquences 

télomériques simple brin et double brin ne peut se faire par l'intermédiaire de cette 

approche. 

Les mêmes ADN dérivés de cellules humanisées et analysés à la figure 10, ont été 

utilisés dans cette investigation. Deux résultats typiques obtenus suite au séquençage sont 

illustrés à la figure 12B et 12C. La même procédure de dénombrement des répétitions 

télomériques a été employée pour les autres clones séquencés aux différentes générations. 

Le résumé de ces résultats de séquençage est représenté à la figure 13A, et la figure 13B 

est la compilation sous forme de graphique de ces résultats. De 40 à 150 Gén., deux 

populations de télomères sont présentes : télomères constitués exclusivement de 

répétitions levures et télomères mixtes constitués de répétitions humaines et levures. On 

peut noter que pour les télomères mixtes, les répétitions humaines sont toujours distales 

par rapport aux répétitions levures, la longueur des télomères est maintenue stable aux 

alentours -150 ± 50 nt alors que pour les télomères seulement TG1_3 on observe une 
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diminution progressive de la longueur en fonction du nombre de générations (barres 

blanches) pour ne laisser place qu'à des télomères mixtes (barres composites) aux 

générations suivantes (figure 13 B - 570, 1200 et 2500 Gén.). 

A 

B 

Vers le centromere 

V-R ADE2 

DIA V-I 
TdT+dCTP 

(1' 2 AG,Jn CCCCCCCCCCC 

lGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGCGGGATTGTGAGCGG 
51 AT AACAA TTI CAC AC AG TC T AGATGTCCGA ATTGATCCCA GAGTAG4GGT 

101 AGAJGTGAGA GA GTGTGTGG GTGTGGGTGT GGGTGTGTGG GTGTGGTGTG 
151 TGGGTGTGGT GTGGGTGTGG TGTGTGGGTG TGGGTGTGGT GTGTGGGTGT 
201 GGGTGTGGGT GTGGTGTGTG GGTGTGGGTG TGGGTGTGGG TGTGGTGTGG 
251 GTGTGGTGTG GGTGTGGTGT GTGGGTGTGG TGCCCCCCCC CCCCCCCCCC 
301 CCGGA TCCCG AA TCAC TAGT GCGGCCGCCT GCAGGTCGAC CATATGGGAG 

c 
TG 1_, 170 nt Télomère 170 nt 

1 TGTAATACGACTCACTTATA GGGCGATTGGGCCCGACGTC GCATGCTCCC 
51 GGCCGCCATGGCCGCGGGAT TGTGAGCGGA TAACAATTTC ACACAGTCTA 
101 GATGTCCGAA TTGATCCCAG AGTAG4GGTA GAJGTGAGAG AGTGTGTGGG 
151 TGTGGGTGTG GTGTGTGGGT GTGGTGTGTG GGTGTGGGTT AGGGTTAGGG 
201 TTAAGGTTAG GGI TAGGGTT AGGGTTAGGG TTAGGGTTAG GGTTTAGGGT 
251 TTAGGGlfTAG GGTTAGGGTT AGGGTTAGGG TTAGGGTTAGGGTTAGGGTT 
301 TAGGGTITAG GGTTAGGGTT AGCCCCCCCC CCCCCCCCCC GGATCCCGAA 
351 TCACTAGTGC GGCCGCCTGC AGGTCGACCA TATGGGAGAG CTCCCAACGC 

Télomère 181 nt 

Figure 12: Exemples de résultats de séquençage pour deux clones humanisés 
(A) Schéma décrivant la nature du télomère, chromosome V-R marqué ADE2 de la souche 
RWY12, qui a été ciblé pour l'amplification (ici télomère avec une extension 3' humaine), 
les amorces utilisées (DIA V-1 et dG18BamHI) et l'extrémité 3' talonnée d'une queue polyC 
(TdT + dC1P). (B) Télomère constitué exclusivement de répétitions télomériques levures 
(clone Ha à 40 Gén.). (C) Télomère constitué de répétitions télomériq ues levures et 
humaines (clone Ha à 2500 Gén.). Dans la direction 5' vers 3', représenté en noir: vecteur 
pGEl\1- T, en bleu : amorces DIA V-1 et dG18-BamHI, en italique : partie du chromosome 
V-R, en rouge : répétitions levures TG1_3 , en vert: répétitions humaines T2AG3 . Le nombre 
de nucléotides levures (TG1_3) versus le nombre de nucléotides humains (T2AG3) s'il y a 
lieu, ainsi que la longueur total du télomère sont représentés. 
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Les répétitions levures TG1_3 diminuent progressivement pour atteindre une 

longueur critique de 47 nt à 2500 Gén. et à l'inverse, les répétitions humaines (T2AG3)n 

augmentent graduellement (figure 13B). 

A 
télomères consitués 

nombre de générations seulement de séquence 
TG1_3 (nt) 

B 

40G 
lOOG 
150G 
570G 
1200G 
2500G 

250 

0 200-
i::: 
"-' 
~ 
~ 150 fr 
!-< 
<.:> 

·~ 100 
0 

"Q) ,,_... 
50 

171±13 (6/9) 
96 ± 15 (5/14) 
71±14 (4110) 

0 (On) 
o con) 
0 (Oil 0) 

télomères constitués des 
séquences longueur des télomères (nt) 

TG1 _3 (nt)+ T2 AG3 (nt) 
129 ± 38 40 ± 5 169 ± 3 9 (3/9) 
103 ± 14 43 ± 29 146 ± 26 (9/14) 

90 ± 3 57 ± 29 147 ± 28 (6/10) 
87 ± 6 45 ± 31 131 ± 2 9 (7 /7) 
59 ± 5 124 ± 19 182±22(7/7) 
47 ± 2 128 ± 36 175± 36 (10/10) 

C=:J TG1_3 only 

40 100 150 570 1200 2500 
Generations 

Figure 13 : Analyse des télomères chez la levure humanisée par séquençage 
(A) Pour chaque génération indiquée (1 ère colonne), 3 réactions PCR indépendantes ont été 
effectuées. L'ADN amplifié a été ensuite cloné dans un vecteur T (pGEM-T - Promega) et 
plusieurs clones indépendants ont été séquencés après avoir vérifié sur gel la présence d'un 
insert. Le tableau résume les résultats de la longueur des différents types de télomères 
(moyenne ± déviation standard). Entre parenthèses, le nombre de clones obtenus pour chaque 
type de télomères (TG1_3 seulement ou mixte TG1_3 + T2AG3) par rapport au nombre total de 
clones séquencés pour une génération donné. La longueur des télomères (dernière colonne de 
droite) est calculée seulement pour les clones contenant les séquences télomériques mixtes. 
(B) Compilation graphique des résultats présentés en A) : barres blanches : télomères 
constitués uniquement de séquences levures; barres composites : télomères constitués de 
répétitions télomériques levures et humaines. 
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Nous avons ensuite procédé à l'analyse de l'extrémité 3' pour les 56 clones 

séquencés où les 20 derniers nucléotides levures présents avant la fin du chromosome ou 

à la transition des répétitions levures et humaines s'il y a lieu (télomères mixtes), ont été 

comparés en fonction du nombre de génération (tableau 6). 

Chez les télomères constitués purement de répétitions levures, on n'observe pas 

de préférence pour un G ou un T à la dernière position 3' ni un motif de séquence 

conservé pour ces 20 derniers nt (télomères TG1_3 à 40, 100 et 150 Gén.). Concernant les 

télomères mixtes, on retrouve plusieurs motifs de séquence conservés : la plupart sont 

spécifiques à une génération donnée (ex. séquence en vert à 1200 Gén.) alors que la 

séquence « ... GTGTGGTGTGTGGGTGTGGG - rouge » est distribuée à travers toutes 

les générations chez un, plusieurs, voire tous les télomères d'une même génération, et est 

représentée uniquement chez les télomères mixtes. D'après le tableau 7 qui récapitule les 

différents motifs de séquences répertoriés ainsi que leur fréquence d'apparition, cette 

dernière est la plus représentée (21 fois sur 41 télomères mixtes séquencés) et cela est 

probablement due aux deux triplets de G qui confèrerait la stabilité de l'appariement 

ARN/ADN (discuté plus loin). Par alignement des 5 motifs de séquences, on peut 

assumer que « ... GTGGG » est la séquence consensus levure qui précède toujours les 

répétitions humaines (tableau 8). 

Pour le passage aux répétitions humaines (télomères mixtes), seuls les premiers 

nucléotides sont représentés (tableau 6). En général, les premiers nucléotides humains 

ajoutés sont« ITAGGG ... »,mais dans certains cas on observe une base supplémentaire 

« GITAGGG . .. »voire deux dans de très rares cas« GGITAGGG ... »tableaux 6 et 8). 
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Génération Té Io mère Numéro de Dernières répétitions TG1_3 Transition 
sé uence 

1 
5 

TG1-3 6 
7 

40 9 
14 

TG,_3+ 2 GTTAGGG 
8 1TAGGG 

TAG 

TG,_3 

GTTAGGG 
100 GTTAGGG 

TG,_3 1TAGGG 
1TAGGG 

+ 1TAGGG 
T1AG3 1TAGGG 

GTTAGGG 
GTTAGGG 

TG,_3 

,,,, 1TAGGG 150 .).) 

TG1_3 34 1TAGGG 
+ 37 1TAGGG 

38 1TAGGG 
T1AG3 40 1TAGGG 

TG1-3 
570 + 

T1AG3 

58 ... TGTf"iGTGTGCiGTGfGù""TGGG 
TG1-3 59 ... TGfGGTGlGGGTGTGGTGGG 

61 .. . 1urGGTGTGGGTGTGGTGGG 
1200 + 62 ... TGTOGTGTGGGTGTGGTGGG 

T1AG3 125 .. . GTGTGC 11 'Gl 'GI '( iGGTGTGGG 
126 ... TGTGGTGTGGGTGTGGTGGG 

~ ~T ' 

64 ... C iH iTC iGTGH i' 1 ·ci( i( iTGTGC i( i 1TAGGG 
69 ... GTGl'GG'llJTCil 'GGGTGTGGCi 1TAGGG 
71 ... C iH iH i( i'I '( iH iTC i( i( iH iTGGC i 1TAGGG 

TG1-3 72 ... ( iTGI li(;· 1 ·c;n i' 1 ·ci( iC iTGTC iGC i 1TAGGG 
2500 + 75 ... ( iTC iH iGTC iH iH i( i( iTC iTC iGC i 1TAGGG 

89 ... TC i( iTC iTC iH i( iC iTC iH i( iTC iGC i 1TAGGG 
T1AG3 149 ... C ITGH iGTC iH iH i( i( iTC iTC i( i( i 1TAGGG 

150 ... GTGH i( JT( il CiTC i( i( iTC iTC iGCi 1TAGGG 
151 .. . C iTGH i( iTC i IC iTGGC ITGH iC iG GTTAGGG ,. , 'T. ;T ... ' . . ' ...... ... 

Tableau 6: Comparaison des extrémités 3' des télomères de levure humanisée 
Les 20 dernières répétitions levures (TG 1_3), avant la fin du chromosome ou avant la 
transition avec les répétitions humaines, sont représentées pour les 56 clones séquencés 
de la figure 13. Les résultats sont présentés en fonction du nombre de divisions cellulaires 
et de la nature des répétitions télomériques. 
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Pour comprendre l'origine de ces bases supplémentaires, la séquence matrice de 

TLC 1 h a été appariée au substrat télomérique levure le plus représenté, dans notre cas 

« ... GTGTGGTGTGTGGGTGTGGG » (figure 14A). L'allongement à 4 G 

« ... GTGGGGTTAGGG ... » 
20 dernières répétitions TG1_3 Fréquence 

... GTGTGGTGTGTGGGTGTGGG 21 peut être généré s'il y a 

... TGTGGfGTGGGTGTGGTGGG 6 

... GGGTGTGGTGTGTGGGTGGG 6 
appariement des 2 derniers G de 

... TGTGTGGGTGTGGGTGTGGG 5 la séquence « ... TGGG » avec 
... GTGTGGGTGTGGTGTGTGGG 3 

/41 * les 2 derniers C de la matrice 

Tableau 7 : Analyse moléculaire des résultats de 
séquençage de levures humanisées ARN TLClh (figure 14B). Ces 
Fréquence d'apparition des différents motifs de 
séquences levures utilisés pour l'appariement de la résultats sont en accords avec de 
matrice ARN humanisée de TLC 1. 

précédents travaux (Henning et 

Consensus Transition Fréquence 
al. 1998). Plus rarement, un 

................ GTGGG TTAGGG 32 allongement jusqu'à 5 G 
GTTAGGG 7 

« ... GTGGGGGTTAGGG ... » 
GGTTAGGG 2 

/41 * peut avoir lieu si le dernier G de 
Tableau 8 : Séquence consensus levure et transition 
avec les premières répétitions humaines 
* nombre total de clones séquencés possédant des 

la séquence « ... TGGG » 

télomères mixtes ( 41 au total). s' apparie avec le dernier C de la 

matrice ARN TLClh (figure 14C). Ces appariements entre la matrice de TLClh et son 

substrat nous montrent que le ou les G supplémentaires font parties intégrantes des 

répétitions humaines. 

Finalement, l' alignement des répétitions levures pour les 56 télomères séquencés, 

en utilisant le logiciel MacVector, a révélé que le bloc télomérique levure de 47 nt à 2500 

Gén. est identique aux générations inférieures autrement dit cette séquence est invariable 
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quel que soit le nombre de générations effectués par les cellules humanisées (données 

non montrées). 

En résumé, les résultats de cette analyse à long terme des télomères de levures 

humanisées nous permettent de supposer que leur mode de survie est toujours dépendant 

de la télomérase (pTLClhTRP + pEST2-L YS2) aux générations avancées car aucun 

évènement de recombinaison n'est observé, ni au niveau des gels de télomères et ni au 

3' 5' 

\__CCAAUCCCAAUCCCAAUCC __) 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 

5' ---- GTGTGGTGTGTGGGl'(J'fGGG TTAGG 
A) 3'----

3' 5' 

\__CCAAUCCCAAUCCCAAUCC __) 
1 1 1 1 1 1 1 

5' ----Gf'GTGGTGl'Gl 'GGGf'CiTGGGGTTAGG B) 
3'----

3' 5' 

\__CCAAUCCCAAUCCCAAUCC __) 
1 1 1 1 1 1 

5'---- <i.l'GT<l<iTGTGT<i<i(JT(iTCi(i(iGGTTAGG 
C) 

3'----

Figure 14 : modèles d'appariement de la matrice ARN humanisée (TLClh) à 
son substrat télomérique préférentiel (voir Tableau 7). 
(A) Transition TTAGG (B) Transition GTTAGG (C) Tansition GGTTAGG. Seules 
les appariements les plus stables énergétiquement (d'après le nombre de liaison 
G:C) sont représentés ici. Néanmoins, les autres possibilités de liaisons entre la 
séquence matrice de TLClh et I' ADN télomérique ne peuvent être exclues. 

niveau des séquençages. Les techniques d'hybridation dans le gel et de 

clonage/séquençage des télomères nous ont permis toutes deux d'apprécier la quantité et 

la nature des répétitions télomériques chez les cellules humanisées. Avec ces deux 
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approches différentes nous avons démontré qu'en fonction du nombre de générations 

accomplis par les cellules humanisées, il y avait une perte progressive des répétitions 

levures qui était contrebalancé par une augmentation progressive des répétitions 

humaines. L'humanisation de ces télomères est donc graduelle mais non complète car un 

seuil critique de répétitions levures de 4 7 nt est protégé de l'action de la télomérase 

«humanisée». Néanmoins d'un point de vue structural, la présence d'une extension 

télomérique humaine simple brin confère un substrat idéal pour l'action de la télomérase 

humaine. 

Complémentation entre la télomérase humaine et la télomérase de levure 

On vient de voir que des levures avec des télomères humanisés peuvent être 

générées par simple modification de la séquence matrice de TLCJ. Basé sur cette 

caractéristique importante, nous allons vérifier si la télomérase humaine représentée par 

ses sous-unités centrales hTERT et hTR, est en mesure d'utiliser ce substrat télomérique 

humain et de complémenter une souche humanisée dépourvue des sous-unités centrales 

de la télomérase de levure, EST2 et TLCJ. 

a) Souche et stratégie 

Pour mener à bien cette étude, nous avons utilisé la souche diploïde BY 4705 

[Mata/Mata, ade2!i:: hisG/ade2!i:: hisG, his3!i200/his3!i200, leu2!i0/leu2!i0, 

lys2!i0/lys2!i0, met15!i0/met15!i0, trpl!i63/trpl!i63, ura3!i0/ura3!i0] (Brachmann et al. 

1998) du fait de la disponibilité de ses nombreux marqueurs nutritionnels de sélection. 
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Dans cette souche, les gènes TLCJ et EST2 furent remplacés par les marqueurs 

KanMx4 (gène qui confère la résistance à la drogue 0418) et HIS3 (gène codant pour une 

protéine impliquée dans la biosynthèse de l'histidine) respectivement (voir Matériel et 

Méthodes de l'annexe 1 pour la description des délétions). Ces délétions ont été vérifiées 

par analyse del' ADN (données non montrées). Ces cellules ont ensuite été sporulées en 

les cultivant dans des conditions trophiques peu favorables. Cette action va permettre à la 

cellule d'entrer en méiose et donner naissance à quatre spores haploïdes ou tétrade, 

contenues dans un asque. Suite à la sporulation, la microdissection de plusieurs tétrades a 

permis l'isolement de souches haploïdes où les gènes TLCJ et EST2 sont remplacés par 

KanMx4 et HIS3 respectivement dans le génome. Pour prévenir la sénescence de ces 

cellules qui surviendrait aux alentours de 50-70 Gén. suite à la perte de ces deux gènes, la 

souche haploïde a été transformée avec les plasmides pTLClTRP ou pTLClhTRP et 

pEST2-L YS2 pour assurer sa survie. L'analyse par hybridation directe dans le gel a 

confirmé la présence de répétitions télomériques humaines simple brin et double brin 

pour les souches contenant pTLClhTRP avec un TRF maintenu à -1,0 kb, alors que pour 

la souche isogénique contenant pTLCl TRP, les télomères sont constitués purement de 

répétitions télomériques levures et le TRF est maintenu à -1,2 kb (données non 

montrées). 

Ayant confirmé la construction de nos différentes souches, les plasmides de levure 

exprimant les composantes centrales de la télomérase humaine, hTERT et hTR, furent 

transformés (figure 15). A cette étape ci, nous avons une souche, WT ou humanisée, où 

TLCJ et EST2 endogènes sont absents et où les deux formes de télomérase, levure et 

humaine, sont présentes sur plasmides. 
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BY4705a est2::HIS3 tlcl::KanMx4 

Télomérase { 
levure 

{ 
pEGKT-hTERT 

Télomérase pRS422-hTR 
humaine ou 

p413-hTR-ADE2 

pEST2-LYS2 
pTLCl(h)TRP 

Transformation i 
p426/CDC13oBo-hTERT pEGKT/hTERT-hTR cis 

pRS422-hTR 
ou 

p413-hTR-ADE2 

perte télomérase 
levure 

souche contenant la télomérase 
humaine seulement 

pEST2-LYS2 
pTLCl(h)TRP 

Figure 15: Schéma général de l'essai de complémentation entre la télomérase humaine 
et la télomérase de levure 
La souche de départ BY4705 a est2::H/S3, tlcl::KanMx4 comprenant les plasmides de la 
télomérase de levure pEST2-LYS2 et pTLCl(h)TRP, a été transformée avec les plasmides de 
la télomérase humaine suivants: pRS422-hTR ou p413-hTR-ADE2 + pEGKT-hTERT ou 
p426/CDC13DsD-hTERT ou pEGKT/hTERT-hTR cis. Ces cellules ont été cultivées en 
milieu liquide YC-HIS-(ADE)-URA Gal de façon à conditionner la perte des plasmides 
exprimant la télomérase de levure, pEST2-LYS2 et pTLCl(h)TRP, et surexprimer les sous-
unités de la télomérase humaine TR, TERT, CDC13DsD-hTERT et TERT-TR cis. Ces 
cellules ont été ensuite étalées sur le même milieu de sélection et la perte des plasmides 
pEST2-LYS2 et pTLCl(h)TRP a été vérifiée en striant en parallèle les colonies sur YC-HIS-
(ADE)-URA-LYS Glc et YC-HIS-(ADE)-URA-TRP Glc pour vérifier la perte de pEST2-
LYS2 et pTLCl(h)TRP respectivement; le milieu YC-HIS-(ADE)-URA Glc a été utilisé 
comme contrôle de croissance. Les clones comprenant seulement les plasmides exprimant la 
télomérase humaine ont été finalement restriés sur milieu sélectif YC-HIS-(ADE)-URA Gal 
pour vérifier la survie en absence de télomérase de levure. Cf. tableau 4 pour les marqueurs 
nutritionnels de sélection présents sur chaque plasmide. 

70 



Dès lors, l'essai de complémentation peut être envisagé et consiste en la capacité 

qu'a une cellule, contenant la télomérase humaine mais ayant perdu la télomérase levure, 

à croître au delà du point de sénescence qui est observé pour une cellule normale de 

levure dépourvue de télomérase. Cet échappement à la sénescence réplicative serait 

l'effet de l'allongement des télomères par la télomérase humaine qui ajouterait des 

répétitions C3TA2/T2AG3. Mais avant d'entreprendre l'essai de complémentation 

proprement dit, nous devions nous assurer de la fonctionnalité de la télomérase humaine 

présente sous forme de plasmides dans nos levures, et de sa localisation cellulaire. 

b) Reconstitution fonctionnelle d'une télomérase humaine exprimée chez la levure S. 

cerevisiae 

Nous avons d'abord examiné par immunobuvardage si la protéine de la 

télomérase humaine, hTERT, pouvait être exprimée chez la levure. Ces tests ont été 

effectués sur des extraits protéiques totaux de cellules cultivées en milieu contenant du 

galactose car les gènes encodant pour la télomérase humaine ont tous été clonés dans des 

vecteurs d'expression levure sous le contrôle d'un promoteur GALl (PGAL1) (tableau 4). 

Une bande de masse moléculaire de -150 kDa est détectée pour les levures exprimant les 

protéines de fusion GST-hTERT et CDC13oBo-hTERT en hybridation avec un anticorps 

anti-hTERT (figure 16B, pistes 2' et 3') comparativement à la souche n'exprimant 

aucune forme de hTERT (figure 16B, piste 1 '). La croissance de ces mêmes cellules dans 

des conditions de répression (glucose) n'induit pas l'expression des différentes formes 

protéiques de hTERT (données non montrées) ce qui démontre la spécificité du système 

d'expression. 
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Figure 16 : expression des protéines de fusions GST-
hTERT et CDC13080-hTERT et activité télomérase 
humaine chez la levure S.cerevisiae. 
(A) L'essai TRAP (Telomeric Repeat Amplification 
Protocol) a été utilisé pour détecter l'activité télomérase 
humaine in vitro à partir d'extraits protéiques totaux 
dérivés de souches de levures exprimant les plasmides 
mentionnés. Piste 1 : contrôle négatif, cellules YPH499 
exprimant pEGKT (vecteur vide)+ p413-hTR (Bachand 
et Autexier, 1999); piste 2 : contrôle positif, cellules 
YPH499 exprimant pEGKT-hTERT + p413-hTR 
(Bachand et Autexier, 1999); piste 3 : cellules BY4705 
tlcl:: KanMx4, est2:: HIS3 exprimant p426/CDC 13oBo-
hTERT + pRS422-hTR + pEST2-LYS2 + pTLCl TRP. 
IC : contrôle interne d'amplification utilisé pour 
quantifier l'activité télomérase. (B) La détection des 
protéines GST-hTERT et CDC13oBo-hTERT (-150 kDa 
chacune) a été réalisée par immunobuvardage en 
utilisant un anticorps anti-hTERT. Ces extraits 
protéiques sont dérivés des mêmes cellules mentionnées 
en A). 
Ces résultats nous ont été communiqués par nos 
collaborateurs F. Bachand & C. Autexier. Note: L'essai 
TRAP ne peut être effectué seulement chez les cellules 
de levure avec les télomères naturels car l'étape 
d'amplification des produits nouvellement ajoutés par la 
télomérase humaine utilise une amorce [32P](C3 TA2) 3 
spécifique aux répétitions humaines. La souche, dont la 
télomérase levure est humanisée, ne peut donc pas être 
utilisée dans cet essai. 

Ensuite, les mêmes extraits cellulaires, où hTERT et hTR ont été exprimés dans 

un milieu contenant du galactose, ont été soumis à l'essai TRAP ou « Telomeric 

Amplification Protocol ». Cet essai isotopique est utilisé pour détecter l'activité 

télomérase in vitro (Bachand et Autexier, 1999; Autexier et al. 1996) et comprend deux 

étapes: dans un premier temps la télomérase ajoute un certains nombre de répétitions 

télomériques (TTAGGG)n à l'extrémité 3' d'un oligonucléotide qui imite un substrat 
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télomérique, et dans la seconde étape les produits qui ont subi une extension sont 

amplifiés par PCR en utilisant des amorces spécifiques, générant ainsi une échelle de 

produits qui augmente de 6 bases en 6 bases à partir de l'oligonucléotide. La 

quantification de l'activité télomérase est possible avec le contrôle interne 

d'amplification (IC). L'activité télomérase humaine est détectable dans les extraits avec 

GST-hTERT + hTR et CDC13nBn-hTERT + hTR (figure 16A, pistes 2 et 3) alors 

qu'aucun produit d'amplification télomérique n'est visible pour l'extrait GST + hTR 

(figure 16A, piste 1). Bien que les signaux ne soient pas très forts, il faut noter que les 

essais ont été effectués dans des extraits cellulaires totaux comparativement à de 

précédentes analyses (Bachand et Autexier, 1999; Bachand et al. 2000). De plus, 

l'analyse montre que CDC13nBn-hTERT est moins exprimé que GST-hTERT chez la 

levure (figure 15B). 

En conclusion, les résultats présentés à la figure 16 démontrent que l'activité 

télomérase humaine peut être reconstituée spécifiquement en co-exprimant CDC13nBn-

hTERT et hTR. Pour la souche contenant la construction pEGKT-hTERT, la capacité a 

exprimer GST-hTERT et reconstituer une télomérase humaine fonctionnelle chez la 

levure a déjà été confirmée (Bachand et Autexier, 1999). 

c) Immunolocalisation de l'unité catalytique de la télomérase humaine: hTERT 

Chez les cellules de mammifères il a été démontré que la télomérase était 

localisée au niveau nucléolaire, lieu suggéré d'assemblage des sous-unités hTERT et hTR 

sous forme de RNP (Etheridge et al., 2002; Yang et al. 2002) et d'action au niveau de 

l' ADN télomérique. Nous avons analysé la localisation cellulaire de la protéine hTERT 
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chez la levure afin de nous assurer que celle-ci est bien située au niveau de son substrat : 

les extrémités des chromosomes. 

Anti-Noplp Anti-hTERT Superposition 

A PasdehTERT 

B pEGKT-hTERT 

c 
p426/CDC13oso 
-hTERT 

Figure 17 : Localisation de hTERT par immunofluorescence indirecte chez la levure 
humanisée 
Pour chaque panneau, le nucléole est représenté en vert par la détection de la protéine nucléolaire 
Nop 1 p avec un AC monoclonal de souris Anti-Nop 1 p et un AC secondaire Anti-souris (Oregon 
Green); le noyau est représenté en bleu par coloration au DAPI; les protéines de fusion GST-
hTERT* et CDC13080-hTERT* sont représentées en rouge par détection avec un AC 
polyclonale de lapin anti-hTERT et un AC secondaire anti-lapin (Texas Red). En (A), souche 
contrôle n'exprimant aucune forme de hTERT (BY4705 est2/'),./tlclf),. avec pTLClhTRP, pEST2-
L YS2 et pRS422-hTR); (B) même souche qu'en A) plus le plasmide pEGKT-hTERT; (C) même 
souche qu'en A) plus le plasmide p426/CDC13080-hTERT. Pour chaque souche, 4 cellules ont 
été sélectionnées et représentées ici. Des résultats identiques ont été observés avec les mêmes 
souches mais exprimant TLC 1 wt (données non montrées). 
*Ces protéines ont été induites en cultivant les cellules dans un milieu sélectif avec 2% de 
galactose (YC-HIS-TRP-L YS-ADE-URA Gal). 

Par irnrnunofluorescence directe, la transformation transitoire d'un plasmide de 

levure exprimant la protéine hTERT fusionnée à une étiquette GFP en sa partie N-

terminale nous montre que dans ces cellules de levure vivantes, GFP-hTERT est localisée 
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au noyau (données non montrées). La localisation des protéines de fusion hTERT chez la 

levure humanisée a aussi été observée par immunofluorescence indirecte en utilisant un 

AC polyclonale anti-hTERT (figure 17). Les protéines GST-hTERT et CDC13oBo-

hTERT sont localisées au nucléole et nucléoplasme comme déterminé par co-localisation 

avec la protéine nucléolaire Nopl et par co-localisation avec le noyau identifié ici par 

coloration au DAPI respectivement (figures 17B et 17C). Pour le contrôle négatif où 

aucune forme de hTERT n'est exprimée, on observe un très faible signal dans cette 

souche avec l'anticorps anti-hTERT (figure 17A). 

En assumant que l' ARN hTR est associée à son partenaire hTERT, ces résultats 

suggèrent que les composantes de la télomérase humaine peuvent s'associer sous forme 

d'un complexe RNP actif qui est localisé au niveau du nucléoplasme chez la levure. 

d) Complémentation 

La complémentation des composantes centrales de la télomérase de levure (EST2 

et TLCJ) par les composantes correspondantes humaines (hTERT, hTR) s'est effectuée en 

parallèle dans une souche ayant des télomères naturels et une souche humanisée. Ces 

souches, dépourvues des gènes encodant la télomérase de levure au génome, contiennent 

au départ ces quatre gènes sur plasmides (figure 15). Une complémentation fonctionnelle 

se traduira par une survie des cellules (WT ou humanisées) assurée par l'ajout de 

répétitions C3 T A1/T 2AG3 par la télomérase humaine lors de la perte de la télomérase de 

levure et ce au delà du point de sénescence. Il est à noter que la surexpression de hTERT 

et hTR est induite en présence de galactose due au PaALI· Les résultats des différents 

essais de complémentations sont résumés au tableau 9. 
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Plasmides présents Perte de plasmides Survie (Gén.) 
dans la souche WT 

Plasmides présents 
dans la souche Perte de plasmides Survie (Gén.) 

humanisée 

TLClWT, EST2, hTR, 
>150 

hTERT 
aucun 

TLClh, EST2, hTR, 
>150 

hTERT 
aucun 

hTR, hTERT, TLCIWT, 
mort 70-90 aucun 

EST2 (tous) 
hTR, hTERT, TLClh, 

mort< 20 aucun EST2 (tous) 

TLCIWT, EST2 hTR,hTERT >150 TLC1h,EST2 hTR,hTERT >150 

TLCIWT hTR, hTERT, EST2 mort 70-90 TLClh hTR, hTERT, EST2 mort<20 

EST2 hTR, hTERT, TLClWT mort70-90 EST2 hTR, hTERT, TLClh mort<20 

TLClWT, hTERT hTR,EST2 mort 70-90 TLClh,hTERT hTR,EST2 mort<20 

EST2,hTR hTERT, TLClWT mort 70-90 EST2,hTR hTERT, TLClh mort<20 

hTR, hTERTt:j: TLCIWT, EST2 mort 70-90 hTR, hTERTt:J: TLClh,EST2 mort< 20 

TLClWT, EST2, hTR, 
>150 

CDC13nBn-hTERT 
aucun 

TLClh, EST2, hTR, 
>150 

CDC13nBn-hTERT 
aucun 

hTR, 
TLClWT, EST2 mort 70-90 

CDC 13nBn-hTERTt:f 
hTR, 

TLClh,EST2 mort< 20 
CDC13nBn-hTERTt:J: 

TLClWT, EST2, 
>150 pEGKT/hTERT-hTR 

aucun 
TLClh, EST2, 

>150 
pEGKT/hTERT-hTR 

aucun 

pEGKT/hTERT-hTRt:J: TLClWT, EST2 mort70-90 pEGKT/hTERT-hTRt:j: TLC1h,EST2 mort< 20 

Tableau 9 : Essais de complémentatfon entre les sous-unités de la télomérase humaine et de 
la télomé:rase de levure 
Les cellules BY4705 (2n) délétées au niveau du génome des gènes TLCJ et ES12 essentiels pour 
l'activité télomérase levure in vivo, ont été transformées avec les gènes correspondant sous forme 
de plasmides (TLCl ou TLClh : pTLCl(h)TRP; EST2 : pEST2-LYS2) afin de maintenir la 
survie. Suite à la sporulation, les cellules haploïdes délétées pour TLCJ et ES12 ont été 
transformées par leur homologues humains présents également sur plasmides (hTR : pRS422-
hTR ou p413-hTR-ADE2; hTERT : pEGKT-hTERT ou p426/CDC13nBn-hTERT ou 
pEGKT/hTERT-hTR cis). Finalement, la complémentation des sous-unités de la télomérase 
levure par les sous-unités humaines correspondantes peut être évaluée après la perte de différents 
plasmides suvi de l'estimation de la survie des cellules après restriage sur milieu sélectif. Le 
tableau de gauche résume les résultats de complémentation avec la souche dont la matrice ARN 
de TLCl est inchangée (TLCl wt), et à droite ceux de la souche avec la matrice ARN de TLCl 
humanisée (TLClh). 
t L'essai de complémentation a été réalisé dans ces mêmes cellules en ajoutant les orthologues 
humains de S. cerevisiae Estlp, hESTlA et hESTIB, dont les gênes présents sur plasmides sont 
sous le contrôle d'un promoteur galactose (hESTlA : p425-HA2-hEST1A; hESTlB : p424-HA2-
hEST1B). Voir figures 15 et 19 pour une description de la méthode. 
:j: L'expression des différentes composantes de la télomérase humaine (TERT, TR, TERT-TR cis, 
ESTlA et ESTIB) est induite en cultivant les cellules dans un milieu sélectif contenant du 
galactose. 
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Les souches qui contiennent les deux systèmes de télomérase sont capables de 

survivre et la présence de la télomérase humaine ne compromet en rien la survie des 

cellules (tableau 9). Ces souches seront considérées comme un contrôle positif. Les 

souches contenant initialement pTLCl TRP et ayant perdu les quatre plasmides montrent 

le phénotype de sénescence attendu aux alentours de - 70 Gén. et servent comme contrôle 

négatif (tableau 9). Pour les souches humanisées contenant initialement pTLClhTRP 

avant la perte de plasmides, nous sommes dans l'incapacité d'obtenir des colonies ayant 

perdues les gènes des sous-unités de la télomérase de levure (tableau 9). L'arrêt de 

croissance a lieu en dessous de 20 Gén. Cette mort précoce est probablement attribuable 

aux télomères déjà courts dans cette souche (figure 10) et sûrement à une perte accélérée 

des répétitions télomériques humaines. Cette déficience de croissance chez les levures 

humanisées en l'absence de pTLClhTRP et/ou pEST2-LYS2 a déjà été observée chez la 

souche humanisée RWY12 (données non montrées). Concernant les autres combinaisons 

de plasmides, la perte d'une des composantes de la télomérase levure entraîne la 

sénescence quelque soit le type de souche (tableau 9). À cette étape ci on peut conclure 

que les composantes hTERT et hTR en elles seules ne sont pas en mesure d'assurer la 

survie d'une souche dépourvue de télomérase levure. Ce résultat était prévisible du fait 

que d'autres protéines sont connues pour jouer un rôle dans la régulation de la télomérase 

chez la levure. Nous avons donc anticipé cette difficulté en fusionnant le domaine de 

liaison à l' ADN de Cdc13p (CDC13oBo) avec hTERT en N-terminale de façon à forcer le 

recrutement de la télomérase humaine aux télomères (p426/CDC13oBo-hTERT). En effet, 

cette idée est tirée du fait que l'action de la télomérase de levure aux télomères est 

indépendante de co-facteurs additionnels comme Estlp lorsque Est2p est fusionné au 
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CDC13nBD (Evans et Lundblad, 1999). Nous avons donc utilisé la construction 

p426/CDC13nBn-hTERT dont la fonctionnalité a été vérifiée: lorsque transformée dans 

une souche Cdc13-l, cette construction abolie l'effet de thermosensibilité qui est 

normalement observé chez ces cellules cultivées à température restrictive (données non 

montrées). On peut donc indirectement assumer que CDC13nBn-hTERT est ciblé aux 

télomères et malgré cela, même si hTERT est concentré vers son substrat télomérique par 

l'intermédiaire de CDC13nBn, aucune polymérisation n'est observée ce qui se traduit par 

une absence de complémentation (tableau 9). 

Également, nous avons testé la construction pEGKT/hTERT-hTR cis décrite par 

Bachand et al., 2000. Ce plasmide, haute copie (2 µ)et sous le contrôle PaAL1 (tableau 4), 

permet la reconstitution fonctionnelle d'une télomérase humaine in vivo chez la levure en 

exprimant hTERT et hTR à partir de la même molécule ARN (cis). Cette construction 

facilite l'assemblage de la RNP télomérase humaine comme observé dans les essais 

d'activité télomérase où l'expression de GST-hTERT-hTR en cis améliore de façon 

significative l'activité télomérase humaine par rapport à l'expression de GST-hTERT et 

hTR sur deux plasmides différents. Cependant, la construction pEGKT/hTERT-hTR cis 

n'est pas en mesure de complémenter nos deux souches de la même manière que les 

essais précédents (tableau 9). 

Finalement, la caractérisation de deux orthologues présumés de S. cerevisiae 

Estlp, ESTlA et ESTlB humain, a été récemment rapportée (Snow et al., 2003; 

Reichenbach et al., 2003). Ces deux protéines sont associées avec l'activité télomérase 

humaine dans les extraits cellulaires humains et la coopération de hESTlA et hTERT 

permet l'allongement des télomères lorsque toutes deux surexprimés (Reichenbach et al., 
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2003). Ces deux nouveaux protagonistes pourraient être les éléments clés d'une 

complémentation réussie en recrutant la télomérase humaine aux télomères de levure. 

Nous avons donc cloné hESTlA et hESTlB dans deux vecteurs d'expression de levure 

indépendant, haute copie et régie 
ü "1 ô d 

i:o CO par PaALi (tableau 4), et - -E-< E-< en en 
ü Oil ü Oil 

[.il :@ .<:: G d G Cl + + 
transformé ces constructions dans 

<é <é CO i:o <é <é - - ...-< - - -E-< E-< E-< E-< E-< E-< une souche de levure. L'analyse 
ü c;l en en en U'.l en Cil 

ô [.il :@ [.il [.il [.il [.il d .ci .ci .<:: ..<::: ..<::: 

202- immunobuvardage montre que les 

175- -hESTlA protéines HA2-hEST1A et HA2-
133- -hESTIB 

2 3 4 5 6 7 8 hESTlB peuvent être produites 

Figure 18 : Expression des protéines humaines ESTlA et chez la levure seulement lorsque 
ESTlB chez la levure S. cerevisiae 
Les protéines HA2-hESTlA et HA2-hESTIB, chacune avec 
deux étiquettes HA en leur partie N-terminale, ont été révélées les cellules correspondantes sont 
par immunobuvardage avec l'anticorps anti-HA à partir 
d'extraits protéiques totaux dérivés de cellules de levure cultivées en présence de galactose 
cultivées en présence de glucose ou galactose. Pistes 1 et 2 : 
souche vide BY4705 tlcl::KanMx4/TLCJ, est2::HIS3/EST2 
cultivée dans un milieu avec glucose (Glc) ou galactose (Gal); (figure 18). Toutefois, on peut 
pistes 3 et 4 : BY4705 avec p425-HA2-hESTlA Glc ou Gal; 
pistes 5 et 6 : BY4705 avec p424-HA2-hESTIB Glc ou Gal; noter que le niveau d'expression 
pistes 7 et 8 : BY4705 avec p425-HA2-hESTlA et p424-HA2-
hESTIB Glc ou Gal. La durée d'exposition pour les extraits 
contenant HA2-hESTlB et HA2-hESTlA + HA2-hESTIB de HA2-hESTlB est plus faible 
(pistes 5-8) était plus longue que pour HA2-hESTlA seul (pistes 
3 et 4). Le marqueur de masse moléculaire est représenté à que HA2-hEST1A, phénomène 
gauche (kDa). 

déjà observé chez les cellules de 

mammifères (Reichenbach et al., 2003). L'essai de complémentation avec hESTlA et 

hESTlB a été entrepris seulement dans les souches non modifiées et contenant les 

différentes formes de hTERT du fait de la sénescence prématurée chez les cellules 

pTLClhTRP qui ne permettrait pas de mesurer l'effet de hESTlB et de plus, hESTlA a 
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plus d'affinité pour les répétitions télomériques levures que humaines. La stratégie 

employée est indiquée à la figure 19. 

BY4705a est2::HIS3 tlcl::KanMx4 

Télomérase { 
levure 

pEST2-LYS2 
pTLClTRP 

Transformation i 
Télomérase pRS422-hTR { 

pEGKT-hTERT p426/CDC13nBn-hTERT pEGKT/hTERT-hTR cis 
pRS422-hTR 

humaine ou ou 
p413-hTR-ADE2 p413-hTR-ADE2 

ESTlA 
humain { p425-HA2-hESTlA p425-HA2-hEST1A p425-HA2-hEST1A 

ESTlB { 
humain 

Perte télomérase 
levure 

p424-HA2-hEST1B 

Souche contenant la télomérase 
humaine+ hESTlA + hESTlB 

pEST2-LYS2 
pTLClTRP 

Souche contenant la télomérase 
humaine+ hESTlA 

Figure 19 : Schéma de l'essai de complémentation entre la télomérase humaine et de levure en 
présence de ESTlA et ESTlB humain. 
La même procédure exposée à la figure 15 a été employée pour cet essai avec quelques 
modifications. La souche de départ contenant les deux systèmes de télomérase sur plasmides (levure 
et humaine) a été transformé avec p425-HA2-hEST1A. Ces cellules ont été cultivées en milieu 
liquide YC-HIS-(ADE)-URA-LEU Glc et étalées sur le même milieu de sélection. La perte des 
plasmides pEST2-LYS2 et pTLClTRP a été analysée en striant en parallèles les colonies sur 
différents milieux de sélection : YC-HIS-(ADE)-URA-LEU-LYS Glc, YC-HIS-(ADE)-URA-LEU-
TRP Glc, YC-HIS-(ADE)-URA-LEU Glc pour vérifier la perte de pEST2-LYS2, pTLClTRP et 
comme contrôle de croissance. Les clones comprenant seulement les plasmides exprimant la 
télomérase humaine et hESTlA ont été restriées sur milieux sélectifs YC-HIS-(ADE)-URA-LEU Gal 
pour vérifier la survie en absence de télomérase de levure, et transformés en parallèle avec p424-
HA2-hEST1B. La survie pour les clones exprimant seulement la télomérase humaine et hESTlA + 
hESTlB a été vérifiée en striant ces colonies sur milieu YC-HIS-(ADE)-URA-LEU-TRP Gal. 
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Encore une fois, aucune complémentation n'est observée en combinant soit 

hESTlA seul ou hESTlA et hESTlB avec les différentes formes de télomérase humaine 

(tableau 9). 

Dernièrement, avec la technique de clonage et séquençage des télomères, nous 

avons vérifié au niveau moléculaire si tout de même quelques répétitions humaines 

pouvaient être ajoutées à l'extrémité des chromosomes mais pas même une de ces 

répétitions n'est trouvée. 

De cette étude de complémentation nous pouvons clairement conclure que, en 

elles-mêmes, les composantes limitantes de la télomérase humaine testées sous 

différentes formes ne sont pas en mesure de maintenir la survie d'une souche avec des 

télomères humains ou de levures dépourvu de la télomérase de levure, et ce même en 

présence de hESTlA et hESTlB. Ce manque de complémentation n'est du ni à un 

manque d'activité télomérase humaine ni à un défaut dans sa localisation cellulaire. 
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DISCUSSIONS ET CONCLUSIONS 

Structure terminale des télomères de levures humanisées : vers une explication de 

l'évolution des télomères 

Le remplacement de la séquence ARN matrice de TLCJ de levure par une matrice 

humanisée (figure 8) résulte en l'incorporation de répétitions régulières [C3TA2/T2AG3] 

aux extrémités endogènes des chromosomes de S. cerevisiae (Henning et al., 1998; 

Alexander et al., 2003; Brevet et al., 2003). 

Nous avons confirmé ces travaux dans notre souche RWY12 en reprogrammant 

de la sorte notre télomérase de levure, puis caractérisé en détail les télomères de cette 

souche de levure modifiée (Bah et al., 2004). Aucun phénotype de sénescence n'a été 

observé lors de la culture à long terme sur milieu sélectif de cette souche ayant la matrice 

ARN de TLCJ humanisée (au moins jusqu'à 2500 Gén.) (figure 9). La technique 

d'hybridation directe dans le gel suivie de l'analyse de l' ADN (Dionne et Wellinger, 

1996) montre que l'organisation structurale des télomères de levures humanisées a des 

similitudes avec celle de souches WT: adjacent à la région sous télomérique constituée 

des éléments X et Y', ont retrouve une région télomérique double brin suivie d'une 

extension télomérique 3' simple brin; mais une partie de la région double brin est 

humaine [C3TA2/T2AG3] et une extension télomérique complètement humaine [T2AG3] 

d'au moins 24 bases constitue la fin du chromosome (figures 10 et 20). Les TRFs de cette 
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souche humanisée, -1 kb, sont plus courts (mais stables) que ceux de cellules WT (-1,2 

kb). Néanmoins, la nature de ces télomères évoluent lorsque les cellules accumulent le 

nombre de divisions cellulaires : les télomères sont toujours maintenus à une longueur 

courte et stable de 150 ± 50 pb mais les répétitions télomériques internes de levures sont 

progressivement remplacées par les répétitions humaines et de longues extensions 

humaines 3' simple brin sont générées (discuté plus loin). Le clonage et séquençage de 

plusieurs de ces télomères à différentes générations a confirmé cette conversion graduelle 

des répétitions levures par les répétitions humaines (figure 13) (discuté plus loin). Les 

télomères mixtes de levures humanisées sont stables d'un point de vue mitotique 

(Alexander et al., 2003; Brevet et al., 2003) mais lors de la méiose de sévères défauts sont 

observés (Alexander et al., 2003; Lin et al., 2004). 

Le simple fait que seul l'humanisation de la matrice ARN de la télomérase de 

levure autorise l'ajout de séquences télomériques humaines aux extrémités des 

chromosomes, qui peuvent se répliquer indéfiniment, soulève une question cruciale à 

savoir comment de telles répétitions humaines peuvent être maintenues chez la levure S. 

cerevisiae? La réponse à cette question se situerait au niveau de la région sous 

télomérique des télomères. Par comparaison des répétitions télomériques chez différents 

organismes, on remarque que T1AG3 est l'unité télomérique la plus répandue (tableau 1) 

et sa présence aux extrémités chromosomales de levures pourrait indiquer que c'était le 

télomère ancestrale de levure. En effet, les deux éléments sous télomériques X et Y' 

contiennent une densité importante de répétitions parfaites T 2AG3 ou apparentées entre 

leurs jonctions avec les répétitions télomériques [C1_3A/TG1_3] et la séquence ARS 

(figures 1 et 20). Comme chez les séquences télomériques humaines (figure 2), un 
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gradient de conservation de la séquence T 2AG3 de l' ARS vers les répétitions [C1.3A/TG1. 

3] est observé. La juxtaposition aux télomères de S. cerevisiae de répétitions télomériques 

authentiques et de répétitions de type télomérique suggère que durant l'évolution des 

levures bourgeonnantes, une nouvelle séquence répétitive télomérique [C1.3A/TG1.3] a été 

ajoutée à une déjà existante [C3 TA2/T 2AG3]. Cette nouvelle séquence télomérique, 

probablement survenue suite à des changements dans les gènes codant pour la 

X Y' (0-4) i ~ 150 pb > 24 b 

~ 
vers le 
centromère 

Xhol 

Figure 20 : Organisation structurale des télomères chez la levure humanisée 
L'humanisation de la télomérase par modification complète de la séquence matrice de 
levure permet l'ajout de répétitions télomériques humaines [ C3 T Az/T 2AG3] à l'extrémité 3' 
des chromosomes de levure (représenté ici en vert). Ces télomères sont correctement 
répliqués par la télomérase et la machinerie conventionnelle et l'organisation des télomères 
est conservée par rapport aux télomères de la souche isogénique dont la télomérase n'a pas 
été modifiée. Les flèches verticales orientées vers le bas représentent des répétitions 
télomériques humaines [C3TA2/T2AG3] parfaites ou dégénérées toutes liées par Tbflp. 
L'extension 3' simple brin est supérieure à 24 bases et un TRF d'environ 1,0 kb est généré 
après coupure avec l'endonucléase Xhol. L'humanisation des télomères n'est pas complète, 
une quantité critique de répétitions levures (rouge) est maintenue avant les répétitions 
humaines (vert). 

télomérase, a été stabilisée ensuite à travers son interaction avec un ancêtre de Rap 1 p. 

Cette hypothèse implique que les anciennes répétitions télomériques ainsi que leurs 

protéines associées ancestrales sont devenues sous télomérique, ce qui est en accord avec 

la présence de traces de séquences T 2AG3 dans les régions sous télomériques adjacentes 

aux séquences [C1.3A/TG1.3]. Tbfl p, lequel lie toutes les répétitions sous télomériques 

apparentées à la séquence T 2AG3 (discuté plus loin), serait dérivé de protéines 
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télomériques ancestrales. Cette hypothèse est supporter par l'homologie de séquence 

entre les domaines télobox de Tbflp et Tazlp (Brun et al., 1997). Ce modèle de co-

évolution entre Raplp, Tbflp et l' ADN télomérique indique que les régions sous 

télomériques de S. cerevisiae correspondraient à des anciens télomères et justifierait donc 

la maintenance des répétitions humaines distales chez les télomères de S. cerevisiae. 

Finalement, la comparaison des régions sous télomériques chez l'humain et la levure 

montre des caractéristiques structurales conservées au niveau de l'évolution: les 

répétitions dégénérées T2AG3 identifient une frontière entre les régions sous télomériques 

(Flint et al., 1997). 

Mécanisme de survie des levures humanisées 

Les télomères de levure sont maintenus par la télomérase où EST2 et TLCJ sont 

les composantes essentielles et au moins quatre autres gènes seraient impliqués dans 

l'activité in vivo de la télomérase aux télomères (Lingner et al., 1997; Evans et Lundblad, 

2000; Ritchie et al., 1999). En l'absence de télomérase, les télomères peuvent être 

maintenus par recombinaison homologue dépendante de RAD52, menant soit à 

l'amplification de la région sous télomérique (survivants de type 1) ou soit des répétitions 

télomériques (survivants de type Il) (Lundblad et Blackburn, 1993; Teng et Zakian, 

1999). Jusqu'à présent, il est connu que le maintien des télomères chez la levure ne peut 

se fait que par une de ces deux voies uniquement : la télomérase inhibe la recombinaison 

des télomères alors que l'on peut basculer dans un mode de recombinaison lorsque cette 

enzyme n'est plus exprimée (Teng et Zakian 1999, Lundblad et Blackburn 1993). Pour 
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déterminer quelle voie est utilisée dans le maintien des télomères de souches humanisées, 

nous avons procédé à la perte du plasmide pTLCl(h)TRP, la seule composante ARN de 

la télomérase présente dans notre souche haploïde RWY12. Après de nombreuses 

tentatives, nous étions incapables de perdre pTLC lhTRP dans notre souche humanisée 

alors que chez la souche isogénique contrôle, les cellules ayant perdues pTLC 1 TRP 

sénescent normalement aux environs de 70-90 Gén. (Lundblad et Blackburn, 1993). Dans 

la souche humanisée BY4705 utilisée pour l'étude de complémentation, des résultats 

similaires ont été observés à savoir ni la perte de EST2 ni la perte de TLCJ h ne sont 

tolérées (tableau 9). D'autres ont montré que dans une souche humanisée diploïde, 

homozygote pour l'allèle tlclh mais hétérozygote pour les délétions de EST2 et RAD52, 

qu'il n'était pas possible de générer des spores tlclh est2 suite à la microdissection alors 

que la viabilité et la longueur des télomères de la spore tlclh EST2 rad52 n'étaient pas 

affectées (Alexander et Zakian, 2003). 

Cette létalité synthétique observée chez les cellules humanisées peut simplement 

s'expliquer par leurs télomères plus courts au départ de -150 bases par rapport à la 

souche WT. L'état de sénescence est donc atteint plus tôt chez les cellules humanisées et 

cela pourrait expliquer l'absence de colonies ayant perdu TLClh et/ou EST2. La 

maintenance des télomères dans une souche humanisée est donc dépendante de la 

télomérase. L'absence, tout au long de l'analyse de remplacement de séquence à long 

terme chez la souche humanisée RWY12, de profils télomériques sur gels caractéristiques 

des survivants de type I ou II va en faveur de cette conclusion. 
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Protéines associées aux télomères de levures humanisées et régulation de la longueur 

des télomères 

Pour étudier au plus précis l'évolution à long terme des séquences télomériques de 

la souche humanisée RWY12, nous avons eu recourt au clonage et séquençage des 

télomères (annexe 1). Cette technique permet à la fois l'analyse de la longueur et de la 

nature des répétitions télomériques mais seul un télomère marqué, en l'occurrence le 

télomère du chromosome V-R dans notre cas (figure 12A), peut être suivi. Le fait de 

placer le marqueur génétique ADE2 à l'extrémité du chromosome V-R résulte en une 

séquence sous-télomérique artificielle mais malgré ce fait les longueurs des tracts 

terminales TG1_3 correspondent à celles de ceux de télomères WT. Dès lors, on peut 

supposer que l'homéostasie des télomères n'est pas perturber et que l'évolution au 

télomère du chromosome V-R est semblable à celle de tous les autres télomères 

( télomères X et X-Y') (Diede et Gottschling, 1999, Marcand et al. 1999, Ray et Runge, 

1999). 

Les récents travaux de Alexander et al. et Brevet et al. nous ont permis de mieux 

comprendre l'homéostasie des télomères de levures humanisées. Ces groupes rapportent 

qu'un télomère marqué constitué exclusivement de répétitions télomériques humaines 

(figure 21C) peut être maintenu de façon stable chez la levure. Néanmoins nos résultats 

montrent que le remplacement complet des répétitions levures n'aurait pas lieu in vivo, au 

moins à travers les 2500 Gén. de culture. La composition en protéines des télomères de 

levures humanisées a été déterminée par des expériences d'immunoprécipitations de la 

chromatine (ChIPs) (Alexander et al., 2003). 
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ADN sous-télomérique ADN télomérique db sb 
... ...... ... ................................... .... 

Sir 2/3/4p Rifl/2p 

Tbfl p Histone Tbfl p Raplp 5' Stnlp 

:tftlfUfff • 
5' 

ttttt,ftttlt• • 
5' 

Figure 21 : chromatine télomérique chez différentes souches de levure 
Certaines protéines associées aux télomères de différentes souches de levure 
sont représentées : (A) protéines associées aux télomères d'une souche WT; 
(B) souche humanisée; (C) souche avec un télomère marqué complètement 
humain (télomère VII-L avec seulement des répétitions télomériques 
humaines [T 2AG3/C3 TA2] - Alexander et al., 2003; Brevet et al., 2003 ). 

Un télomère constitué purement de répétitions humaines [C3TA2/T2AG3] ne lie ni 

Rap 1 p ni Rifl p/Rif2p alors que Cdc 13p et Tbfl p sont liés de façon efficace (Alexander et 

Zakian, 2003) (figure 21 C). Rap 1 p aurait donc pour seul rôle essentiel l'activation 

transcriptionnelle. Un télomère mixte constitué de répétitions levures et de répétitions 

humaines distales lie en quantité moindre Rap 1 p et Rifl p/Rif2p, alors qu'un 

enrichissement en Tbflp et Cdcl3p est observé par rapport à la même souche contrôle 
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avec des répétitions télomériques levures seulement (Alexander et Zakian, 2003) (figures 

21B et 21A). 

L'évolution des télomères de cellules humanisées en fonction de l'accumulation 

des divisions cellulaires (figure 13) est le résultat de l'humanisation de la télomérase de 

levure au départ, dont les effets se répercutent sur les protéines associées aux télomères 

(Cf. paragraphe précédent) (figure 21B) et sur la régulation de la longueur de ses 

télomères (figure 22). 

Durant une phase initiale, l'ajout des premières répétitions humaines perturbe le 

nombre de sites de liaison de Raplp et diminue l'affinité de liaison de Cdc13p: les 

répétitions [C1_3A!fG1_3] dans les portions plus internes des télomères sont graduellement 

remplacées par des répétitions mutantes [C3TA2/T2AG3]. Il en résulte une diminution des 

répétitions télomériques de -150 nt seulement après quelques générations (figures 10 et 

13, 40 Gén.). Néanmoins les télomères sont maintenus à une longueur courte et stable et 

deux hypothèses pourraient expliquer cet événement : Tbfl p, qui se lie aux séquences 

nouvellement formées [C3TA2/T2AG3], aurait un effet plus répressif sur le système de 

régulation de la longueur des télomères par rapport au complexe Raplp/Riflp/Rif2p; 

et/ou le fait que Cdc13p ait moins d'affinité pour les répétitions télomériques humaines 

par rapport aux répétitions levures pourrait compromettre l'accès de la télomérase aux 

télomères humanisés. Du début de l'humanisation des télomères jusqu'à 150 Gén., la 

quantité de répétitions levures restante est suffisante pour lier un nombre satisfaisant de 

molécules Rap 1 p et on peut présumé à ce stade que le mode de régulation de la longueur 

des télomères est majoritairement dépendant du complexe autour de Raplp par rapport 

aux systèmes de régulation via Tbflp et Cdc13p (figure 22). 

89 



La transition dans les modes de régulation de la longueur des télomères s'observe 

entre 150 et 570 Gén., là où les télomères deviennent tous humanisés, toujours aussi 

courts mais un peu plus hétérogènes. Le remplacement des répétitions levures par les 

répétitions humaines se fait de plus en plus en profondeur et donc de moins en moins de 

sites de liaison pour Rap 1 p sont présents aux télomères. La régulation de la longueur des 

télomères basculerait selon un mode qui n'est plus majoritaire à Raplp (figure 22). 

Mode: 

40 Gén. 

150 
570 

2500 Gén. 

Raplp Tbflp Cdc13p TRD 

Figure 22: modes de régulation de la longueur des télomères chez la levure 
humanisée 
Les fréquences d'action des différents modes de régulation de la longueur des télomères 
chez la levure humanisée (triangles gris) sont représentées en fonction du nombre de 
générations effectué par les cellules humanisées. La base du triangle correspond à une 
fréquence élevée d'un mode donné de régulation alors que la pointe représente une 
fréquence faible. L'humanisation graduelle des télomères de cellules humanisées en 
fonction du nombre de génération est représentée par le triangle coloré à gauche où le 
rouge correspond aux répétitions C1_3A/TG1_3 et le vert aux répétitions humaines 
C3TA2/T2AG3. 

Dans une dernière étape, 570 à 2500 Gén., les répétitions mutantes ont remplacé 

la plupart des répétitions WT loin au sein du télomère pour ne laisser qu' environ 50 bp de 

répétitions levures (figures 10 et 13) qui peuvent potentiellement lier seulement deux 

molécules Rap 1 p. De plus de longues extensions humaines simple brin sont générées 

(figure 1 OA). À un tel niveau de remplacement de séquence, la diminution du nombre de 
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sites de liaisons télomériques pour Rap 1 p devrait induire une élongation massive et non 

contrôlé des télomères comme dans les allèles rapl t dépourvus de la partie C-terminale 

chez K. lactis (Krauskopf et Blackburn; 1998). En outre, la quasi absence des protéines 

Rif, qui limitent l'action de la télomérase (Teng et al., 2000), est normalement associée 

avec une augmentation de la longueur des télomères (Hardy et al., 1992; Wotton et 

Shore, 1997). Ce phénotype n'est pas tant prononcé dans nos souches humanisées, tout de 

même les télomères deviennent un peu plus long et plus hétérogènes et ce seulement 

après une certaine période de latence durant laquelle les télomères étaient stables et 

courts. La période de latence requiert la présence de répétitions internes WT, 

extrêmement résistantes au remplacement de séquences, pour maintenir la régulation de 

la longueur des télomères; seulement après que la plupart des répétitions levures aient été 

remplacées par les répétitions humaines, une augmentation légère a lieu. 

Les nombreux complexes recrutés aux télomères par la liaison de molécules 

Cdc13p aux longues extensions humaines 3' simple brin pourrait être une réponse à la 

diminution du mode de régulation via Rap 1 p où ceux ci assureraient les fonctions de 

stabilité des télomères en régulant négativement l'accès de la télomérase (figures 21 et 

22). Également les évènements de délétions intrachromatides - TRD - pourraient 

expliquer l'hétérogénéité des télomères. La perte progressive des sites de liaison pour 

Rap 1 p augmenterait le taux de TRD tandis que la précision de ce mécanisme serait 

perdue. De plus, les longues extensions humaines 3' simple brin favoriseraient le TRD 

car ces structures en boucles initieraient les évènements de délétions (figure 23) (voir 

section suivante). 
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Figure 23 : modèle pour les évènements d 
délétions intrachromatides (TRD) 
A) Le brin riche en G (rouge) avec son 
extrémité 3' sortante et le brin riche en C (bleu) 
sont représentés. B) L'extrémité 3 ' sortant 
envahie la séquence télomérique proximal 
menant à une structure en boucle courammen 
appelé t-loop. C) Après la migration des bris, i 
y a formation d'une D-loop et d'une jonction 
holliday. D) E) Suite à une coupure dans la D 
loop, la dégradation de celle-ci et la résolution 
de la jonction holliday, un télomère délété et un 
produit circulaire ou linéaire sont générés. 
Ronds gris : Rap 1 p; MRX : complex 
Mrel l/Rad50/Xrs2; TRD : telomere rapi 
deletion. Tiré de Lustig, 2003. 

En résumé, il y a plusieurs mécanismes qui contribuent au taux de remplacement 

des répétitions télomériques chez la levure humanisée et qui agissent à des fréquences 

très différentes. Dans un premiers temps, le système de mesure de la longueur des 

télomères via le comptage des molécules Rap 1 p liées aux répétitions levures est le mode 

principal de régulation; et suite à l' humanisation progressive des télomères et donc à la 

modification de chromatine télomérique, les modes de régulation de la longueur des 

télomères via Tbflp, Cdcl3p et le TRD augmenteraient en fréquence d ' action et 

compenseraient à eux trois le défaut de régulation via Rap 1 p due au manque de sites de 
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liaisons pour cette molécule (figure 22). La levure humanisée reste donc un modèle idéal 

pour étudier les mécanismes qui régulent la longueur des télomères en particulier le TRD, 

et ces résultats complètent les travaux réalisés chez la levure K. lactis (McEachem et al., 

2002; McEachem et Blackburn, 1995; Krauskopf et Blackburn, 1998). 

La levure humanisée : un modèle pour étudier les fonctions des télomères 

L' ARN de la télomérase est utile car la mutation de sa région matrice permet 

l'altération expérimentale des séquences télomériques. En effet, ce système de télomères 

humains chez S. cerevisiae (encore trop peu exploité) reste un outil privilégié pour 

étudier les fonctions des télomères. 

Un point majeur de cette étude est la mise en évidence de longues extensions 

humaines simple brin chez les cellules humanisées ayant accumulées un nombre 

important de divisions cellulaires (figure lOA, pistes 12 et 14). Chez les cellules de 

mammifères cette extension peut atteindre jusqu'à plus de 200 nt (McElligott et 

Wellinger, 1997; Wright et al., 1997; Makarov et al., 1997; van Steensel et al., 1998; 

Huffman et al., 2000) et forme des structures en boucles nommées t-loops qui permettent 

la séquestration de l'extension 3' en envahissant la région télomérique proximale 

(Griffith et al., 1999; Munoz-Jordan et al., 2001; Murti et Prescott, 1999). Chez la levure 

S. cerevisiae de telles structures de repliements existent également (figure 3) mais le 

statut de l'extension 3' dans ces structures est inconnu (de Bruin et al., 2001; Strahl-

Bolsinger et al., 1997). Le fait que la levure humanisée ait seulement -150 pb de 
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répétitions télomériques comparé à -3000 pb chez l'humain pourrait engendrer des 

contraintes topologiques dans la formation d'une boucle, néanmoins des boucles de 150-

800 pb ont été misent en évidences chez les trypanosomes (Munoz-Jordan et al., 2001). 

Des expériences de microscopie électronique, déjà menées chez les cellules de 

mammifères et les trypanosomes, seraient difficilement envisageable chez la levure (et 

encore moins chez la levure humanisée) car la longueur minimale du simple brin doit être 

d'au moins 75 nt pour visualiser les boucles. Une autre alternative s'impose donc pour 

vérifier l'existence de t-loop chez la levure: mettre en évidence que des mécanismes de 

délétions intrachromatides ont lieu. En effet, ces évènements TRD seraient initiés par 

l'invasion du simple brin télomérique dans le duplex télomérique proximale, ce qui 

résulte en la formation d'une structure t-loop (figure 23). Nos résultats suspectent que de 

tels évènements interviendraient dans le système de régulation de la longueur des 

télomères car la présence de longues extensions simple brin chez les levures où 

l'humanisation des télomères est avancée favoriserait cette action. 

De multiples mécanismes sembleraient jouer chacun ou en synergie un rôle dans 

la régulation de la longueur des télomères de levures humanisées. Le taux de TRD serait 

augmenté dans nos souches humanisées et le mécanisme de mesure de la longueur des 

télomères par comptage des molécules Rap 1 p serait progressivement remplacé par un 

mode Rap 1 p indépendant qui serait assuré par Tbfl p. Ce modèle est donc idéal pour 

étudier les différents modes de mesure de la longueur des télomères ainsi que le taux de 

renouvellement des séquences télomériques. 
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Les travaux de Alexander et Zakian ont démontré qu'un certains nombre de 

protéines étaient associées aux télomères de levures humanisées, notamment Rap 1 p, 

Tbflp, Cdc13p et Yku80p. Il serait intéressant de compléter cette étude sur la 

composition en protéines des télomères humanisés (en comparant avec la composition en 

protéines des télomères de souches WT) de façon à avoir une idée plus précise sur les 

facteurs qui réguleraient ces nouvelles séquences télomériques. 

Ce modèle de levure humanisée pourra servir de contrôle dans de nombreuses 

études, là où applicable, car la seule différence par rapport à une souche WT et qui 

conduit à l'ajout de répétitions télomériques humaines aux extrémités des chromosomes 

de levure est l'humanisation de la séquence matrice de TLCJ. 

Complémentation entre la télomérase humaine et la télomérase de levure 

Un second volet de cette étude a été consacré à l'élaboration d'un modèle chez S. 

cerevisiae où le maintien des télomères de levures humanisées serait assuré par les 

composantes centrales de la télomérase humaines, hTERT et hTR, et non par ceux de la 

télomérase de levure, EST2 et TLCJ. La génération d'un tel système hétérologue pourrait 

se révéler utile dans l'étude de la régulation de la télomérase humaine. Plusieurs travaux 

laisseraient supposer qu'une complémentation fonctionnelle est possible mais aucun 

regroupement n'a été initié à date pour parvenir à cet objectif. 

L' ARN de la télomérase humaine (hTR) peut être exprimé de façon stable chez la 

levure S. cerevisiae (Dez et al., 2001); la co-expression de hTR et hTERT chez S. 
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cerevisiae permet l'assemblage d'une RNP active capable d'ajouter des répétitions 

télomériques humaines in vitro (figure 16A), et peut être purifié par immunoprécipitation 

(Bachand et al., 1999); un substrat spécifique pour la télomérase humaine, le simple brin 

humain, peut être généré chez les levures humanisées (figure lOA); la composante 

catalytique de la télomérase humaine hTERT et supposément son ARN associé hTR sont 

correctement situés à leur site d'action à savoir le noyau (figure 17); et d'après le tableau 

2, de nombreuses protéines associées aux télomères ou à la télomérase sont conservées 

entre la levure S. cerevisiae et l'humain. 

Malgré ces prérequis, la télomérase humaine (hTERT et hTR) n'est pas capable 

de maintenir la survie d'une souche de levure humanisée ou WT dépourvue de la 

télomérase de levure (EST2 et TLCl(h)) (tableau 9). Les soupçons devenaient donc 

orientés vers un défaut dans le recrutement de la télomérase humaine aux télomères. 

Nous avons donc testé une fusion entre hTERT et CDC13oBD (p426/CDC13oBo-hTERT), 

laquelle complémente une souche Cdc13-lts à 35 °C, de façon à forcer le recrutement aux 

télomères et ainsi éliminer le besoin de facteurs additionnels, mais celle-ci manque aussi 

de complémenter (tableau 9). Ce résultat montre de façon sans équivoque que le défaut 

d'activité télomérase humaine aux télomères humanisés n'est pas du à un défaut de 

recrutement de protéine hTERT aux télomères. De plus, une fusion entre hTERT et hTR, 

où l'activité télomérase humaine est dix fois supérieure par rapport au même gènes 

exprimés sur deux plasmides indépendant (Bachand et al., 2000), montre que la 

télomérase humaine déjà sous forme de RNP n'aide en rien à la survie des cellules est2 

tlcl (h). Finalement, un résultat similaire est observé lors de la co-expression de deux 
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orthologues humains de Sc Eslp, ESTlA et ESTlB (figure 19), en combinaison avec les 

différentes fusions TERT et l' ARN humain TR. 

Des différents systèmes que nous avons testé, nous pouvons donc conclure que la 

télomérase humaine n'est pas active aux télomères de levures humanisées (ni WT) et ne 

peut donc complémenter l'absence de la télomérase de levure. 

Chez l'humain, la masse moléculaire de l'holoenzyme télomérase est estimée à 

plus de 1000 kDa (Schnapp et al., 1998). Dès lors, il est raisonnable de suggérer que 

d'autres cofacteurs essentiels pour l'activité in vivo de la télomérase humaine peuvent 

jouer un rôle aux télomères hétérologues ou restent à découvrir. Tout dernièrement, il a 

été publié que la fusion entre hPotl et hTERT muté dans son domaine DAT, impliqué 

dans les associations télomère-télomérase (cette mutation rend l'enzyme catalytiquement 

active mais incapable d'allonger les télomères in vivo), complémentait cette mutation en 

allongeant les télomères (Armbruster et al., 2004) plus efficacement qu'une fusion 

hTRF2-hTERT (Armbruster et al., 2003). Il serait donc très intéressant de tester une 

fusion de ce type pour sauver la sénescence de nos levures humanisées tlcl h est2. 

Finalement, il est possible que la télomérase humaine ne puisse jamais agir aux 

télomères de levures si l'on considère que la régulation de ces deux télomérases et la 

fonction des télomères dans ces deux organismes soient trop distantes. En effet, les 

composantes hTR et hTERT ont co-évolué fonctionnellement comme un complexe 

ribonucléoprotéique pour maintenir la longueur des télomères. Une telle co-évolution au 

sein d'une espèce pourrait résulter en l'incompatibilité inter-espèces entre les 
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composantes de l'enzyme (tableau 9). Ce degré d'incompatibilité corrèle avec la distance 

d'évolution: par exemple, l' ARN de la télomérase de lapin est fonctionnellement 

compatible avec TERT humain (Xiang et al., 2000), alors que l'ARN de souris de l'est 

pas (Chen et Greider, 2003). Les éléments qui assurent une telle incompatibilité entre 

espèces pourraient alors représenter une interaction ARN-ARN ou ARN-protéine 

spécifique de l'espèce. 

Une complémentation fonctionnelle chez S. cerevisiae entre la télomérase 

humaine et la télomérase de levure est une question qui reste en suspend. On espère que 

ces travaux inspireront à de nouvelles idées dans l'accomplissement d'un tel système qui, 

une chose est sûr, ouvrira des horizons inédits dans l'étude des télomères et la télomérase. 
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ANNEXE! 

Bah, A., Bachand, F., Clair, E., Autexier, C. and Wellinger, R.J. (2004) Humanized 

telomeres and an attempt to express a functional human telomerase in yeast. Nucleic 

Acids Res, 32, 1917-1927. 

Cet article reprend les prmc1paux résultats de cette étude sur les levures 

humanisées concernant la caractérisation précise des télomères de levure dont la 

télomérase a été humanisée et l'étude de complémentation entre la télomérase humaine et 

la télomérase de levure. J'ai réalisé la plupart des expériences publiées dans cet article et 

ces résultats sont revus dans ce mémoire. 
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ABSTRACT. 

The maintenance of telomeric repeat DNA depends on an evolutionarily conserved 
reverse transcriptase, called telomerase. ln vitro, only the catalytic subunit and a 
telomerase-associated RNA are required for the synthesis of species-specific repeat 
DNA. ln an attempt to establish a heterologous system for the study of the human 
telomerase enzyme, we expressed the two core components and predicted regulatory 
subunits in the yeast S. cerevisiae. We show that adequate substrates for human 
telomerase can be generated, the expressed enzyme was localized in the nucleus and it 
had the capacity to synthesize human specific repeats in vitro. However, there was no 
evidence for human telomerase activity at yeast telomeres in vivo. Therefore, functional 
replacement of the yeast telomerase by the human enzyme may require additional 
human-specific components. We aise replaced the template region of the yeast 
telomerase RNA with one that dictates the synthesis of vertebrate repeats and 
performed a detailed molecular analysis of the composition of the telomeres upon 
outgrowth of such strains. The results suggest that vertebrate repeats on yeast 
telomeres are subject to a very high degree of repeat turnover and show that an 
innermost tract of 50 bp of yeast repeats are resistant to replacement. 
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INTRODUCTION. 
The ends of eukaryotic chromosomes, the telomeres, are essential to ensure 

genome stability and to facilitate the complete replication of chromosomal DNA (for 
recent reviews, see 1-3). Telomeric DNA in most organisms is composed of short direct 
repeats and a minimal amount of such repeats is essential to fulfill the telomeric 
functions (4). Telomeric repeat DNA consists of a species-specific length of double-
stranded DNA and ends with a 3'-end overhang. ln addition, due to the sequence of the 
repeats, the strand composing the chromosomal 3'-end is usually rich in guanosines 
(referred to as the G-rich strand, 5). As a consequence of the end-replication problem, 
the maintenance of a functional tract of telomeric DNA in most systems depends on a 
specialized reverse transcriptase, called telomerase (1,6). ln human cells, telomerase 
activity is readily detectable in most transformed cell lines, cancer tissue cells and in 
germ line cells, whereas there is little activity in normal somatic cells (see 7 for a review). 
This correlation between telomerase activation and tumorigenic transformation of cells 
has recently been corroborated with cell culture experiments (8). Thus, the telomerase 
enzyme represents a promising and intensely studied target for anti-cancer therapies 
(9). ln this respect, defined and tractable systems would be of great help to investigate 
the properties of telomerase. 

The telomerase holoenzyme is a ribonucleoprotein (RNP) consisting of a number 
of proteins and an RNA molecule. The essential core elements, the catalytic protein 
subunit and the associated RNA, have been identified and cloned from a variety of 
organisms, including humans (hTERT, hTR) and the yeast S. cerevisiae (Est2p, 
TLC1 )(see 10, 11 for reviews). ln vitro studies of reconstituted human enzyme have 
shown that these two elements alone suffice to provide activity, but the experiments also 
indicated that additional factors may be needed for in vivo maturation, assembly, 
recruitment and/or activation of the RNP (12-15). Furthermore, genetic studies in yeast 
have identified several factors that are essential for in vivo activity of telomerase at the 
telomeres (Est1 p, Est3p, Cdc13/Est4p, and at least one ATM/ATR related kinase, 
(16, 17), suggesting that the in vivo regulation of telomerase is much more complex than 
the current in vitro assays can recapitulate. 

lnsights regarding the in vivo regulation of human telomerase could be obtained 
by studying human telomerase in a heterologous system, such as yeast. Telomere 
structure and a number of the known telomerase associated factors appear conserved 
between human and yeast cells. For example, the species-specific double-stranded 
telomeric repeats are bound by related proteins (scRap1p, hRAP1/TRF2, TRF1) and 
these proteins appear to regulate telomere length maintenance in both systems (18, 19). 
ln addition, there are clear homologies between the human and yeast catalytic proteins 
hTERT and Est2p, respectively (10). More recently, human proteins sharing similarities 
to the yeast telomerase-associated protein Est1 p also have been identified and the 
human hPOT1 protein may be a functional analogue of the yeast Cdc13/Est4p (see 20, 
for review). ln addition to these structural similarities, yeast telomerase will elongate 
telomeric substrates containing human repeats (21,22). Furthermore, substitutions in the 
yeast telomerase RNA template reg ion to direct the synthesis of vertebrate-specific 
repeats results in telomeres containing vertebrate repeats (23). Such so called 
humanized telomeres in yeast apparently are stable and the mitotic stability of the 
chromosome containing the human telomeric repeats is not affected (24,25). Finally, the 
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human telomerase RNA can be stably expressed in yeast (26) and a telomerase activity 
synthesizing human repeats can be documented by immunoprecipitation from extracts 
of yeast cells coexpressing hTR and hTERT (27,28). However, despite the functional 
similarities of the telomere structures, telomerase and associated proteins between 
human and yeast, it remained unknown whether human telomerase could functionally 
complement the yeast telomerase in mediating telomere function and cell survival. 

Here we report our efforts to reconstitute in yeast a functional human telomerase 
that is active on yeast telomeres. The results demonstrate that reprogramming the yeast 
telomerase RNA to template human repeats establishes telomeric end-structures 
comprising a relatively long 3'-overhang of the humanized G-rich strand. Therefore, a 
suitable substrate for the human telomerase can be generated on yeast telomeres. 
Furthermore, we show that the expressed human telomerase subunits do form an active 
complex and localize to the nucleus. However, despite the presence of all these 
required prerequisites and the expression of two of the human hEST1 homologues in 
our yeast system, we were unable to detect any polymerization activity of the human 
enzyme on yeast telomeres. 

MATERIALS AND METHODS 
Plasmids and Yeast Strains. 
The pTLC1TRP and pTLC1 hTRP plasmids were generated in the pRS314 backbone 
(29). First, pTLC1TRP contains a 2,9 kb Ndel-EcoRI fragment isolated spanning the 
TLC1 gene and isolated from pAZ1 (30) in the unique EcoRI site. Second, a 1 kb Stul-
Nsil fragment of the TLC1 gene in pTLC1TRP was replaced by the corresponding 
fragment isolated from pTLC1 h (23). The resulting plasmid, pTLC1 hTRP, thus contained 
the yeast TLC1 gene with the template region converted to template human repeats. 
pEST2-LYS2 contains a 4.4 Kb BamHI fragment with the EST2 gene inserted into the 
Smal site of pRS317 (31). The p413-hTR-ADE2 plasmid was created by replacing the 
original HIS3 marker gene with the ADE2 marker gene in p413-hTR (28). Plasmid 
pEGKT-hTERT (URA3 marker gene) was described previously (28). 
p426/CDC130 so-hTERT (URA3 marker gene) was generated using a Xbal CDC13oso 
fragment fused to a 3.4 Kb Xbal-Hindlll hTERT fragment from pEGKT-hTERT (28). The 
resulting Spel-Hindlll CDC13oso-hTERT fusion fragment was then cloned into the yeast 
expression vector p426-GAL 1 (32) digested with Spel and Hindlll. pRS422-hTR (ADE2 
marker gene) was produced by cloning a Sacl-Xhol fragment from p413-hTR (28) into 
the pRS422 vector (33) digested with Sacl and Xhol. p425-HA2-hEST1A (LEU2 marker 
gene) was constructed by inserting a Pmel restriction fragment containing HA2-hEST1A 
derived from pcDNA3.1-HA2-hEST1A (Snow et al. 2003) into p425-GAL 1 (32). p424-
HA2-hEST18 (TRP1 marker gene) was constructed in the same way in p424-GAL 1 
(32). Note that the expression of the GST-hTERT, CDC13oso-hTERT, hEST1A and 
hEST1 B proteins as well as the hTR RNA are under the control of the galactose 
inducible GAL 1-promoter. When appropriate, proper plasmid constructs were confirmed 
by sequencing (fusion proteins and promoter insertions). 
RWY12 (Mata, ura3-52, lys 2-801, ade2-101, trp1-!i1, his3-!i200, Jeu2-!i1, tlc1ti::LEU2, 
VR-ADE2-T) containing pAZ1 (TLC1, URA3)(34) was the strain used for the long term 
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telomere sequence replacement study. After selection of cells that had lost pAZ1 on 5-
FOA plates, pTLC1TRP or pTLC1 hTRP plasmids were introduced. One wild-type 
(pTLC1TRP-containing clone) and three independent pTLC1hTRP-containing clones 
respectively were restreaked on selective media for long-term sequence analysis 
(-2500G). 
BY4705 (Mata/Mata, ade2A::hisG/ade2A::hisG, his3A200/his3A200, /eu2AOl/eu2AO, 
/ys2AO!lys2AO, met15AO/met15AO, trp1A63/trp1A63, ura3AO!ura3AO) (33) was the host 
strain for the complementation study. TLC1 disruption by KanMx4 was performed by 
one step PCR gene replacement (33). The deletion of the EST2 gene was performed by 
gene displacement using an EcoRl-BamHI fragment containing the EST2 gene in which 
an internai 1.4 kb Hpal fragment was replaced by HIS3. The first 316 bp and the last 
919 bp were homologous to the EST2 gene. Ali deletions were confirmed by Southern 
blotting (data not shown). The resulting BY4705 tlc1A::KanMx4/TLC1, est2A::HIS3/EST2 
strain was then sporulated and selected spores deleted for both genes were first 
transformed with yeast telomerase plasmids pTLC1TRP (or pTLC1hTRP) and pEST2-
L YS2 for maintaining survival. Then human telomerase plasmids pRS422-hTR and 
pEGKT-hTERT or p426/CDC13080-hTERT were introduced. Complementation tests 
were performed by loss of different plasmids and observation of survival of cells by 
replating on selective media. Strain YPH499 has been described previously (29) 
Yeast and bacterial transformations and yeast genetic analyses were performed using 
standard methods (35-37). 

Isolation and detection of telomeric DNA. 
Genomic DNA isolation, digestion with Xhol and gel analyses under non-denaturating 
conditions were described previously (34). Detection of single-stranded human telomeric 
repeats were performed with a 32P-labelled (C3 TA2)n oligonucleotides. DNA was then 
denatured and transferred to a H~bond-N+ membrane (Amersham Pharmacia biotech) 
and hybridized to 32P(C3TA2h or 2P(C1_3A) (5'-CCCACCACACACACCCACACCC-3') 
oligonucleotides to detect double-stranded human and yeast telomeric repeats 
respectively. For single strand (ss) and double strand (ds) contrais for human telomeric 
DNA detection, pTLC1 hTRP was linearized by Psil and either denaturated prior to 
loading on the gel or used directly. pTLC1 hTRP contains a tract of 19 bp of human 
telomeric repeats as targets. Alternatively, p16R containing 1,6 kb of human telomeric 
repeats was used (38). Linearized double-stranded and single-stranded phagemid DNA 
derived from pGT55 were respectively used as single-stranded (ss) and double-
stranded (ds) contrais for yeast telomeric DNA (34). ln ail gels, end-labeled 1 kb ladder 
DNA (Gibco-BRL) was used as a DNA size standard. 

Telomere cloning and sequence analysis. 
Chromosome V-R telomeres, which are linked to ADE2 in the RWY12 strain, were 
amplified using an established protocol (39) with slight modifications. Briefly, genomic 
DNA from humanized cells was isolated after indicated numbers of generations of 
growth and resuspended in 50 µI of 5 mM Tris-HCI, pH 8.0. Tailing of 3' ends was 
performed by denaturating 1 OO ng of genomic DNA for 5 min at 95°C, then tailing butter 
complemented with 2 mM dCTP and 1 U of terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT, 
Amersham Pharmacia Biotech) was added and the reaction incubated for 30 min. The 
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TdT enzyme was heat-inactivated at 65°C for 10 min and at 94°C for 5 min. Tailing 
reactions were then transferred to puReTaq™ Ready-Jo-Go™ PCR Beads (Amersham 
Biosciences) containing the following primers at 0.8 pmol/µI, dG18-BamHI (5'-
CGGGATCCG18-3') and DIA5-1 (5'-
GTGAGCGGATAACAA TTTCACACAGTCTAGATGTCCGAA TTGATCCCAGAGTAG-3'). 
3' end amplification was performed with an initial denaturation at 94°C for 2 min followed 
by 45 cycles with 20 sec denaturation (94°C), 12 sec annealing (62°C) and 20 sec 
extension (72°C), and a final extension step of 5 min at 72°C. PCR reactions were then 
run on 2 % agarose gels, bands excised, purified and cloned into the pGEM-T vector 
(Promega). Plasmids were sequenced using M13 forward primer and SequiTherm 
EXCEL™ll DNA sequencing kit on a LiCor 4200 DNA-sequencer. Sequencing data were 
analysed with GraphPad Prism software. 

hTERT immunolocalization 
Yeast cells used for the complementation study were grown to OD66onm = 0.5 and fixed 
with 5% formaldehyde for 10 min. The cells were resuspended in PPBMG (1 OO mM 
potassium phosphate buffered at pH 6.5, 0,5 mM MgCl2) plus 5% formaldehyde, 
incubated for 30 min and washed three times in B buffer (1,2 M sorbitol, 1 OO mM 
potassium phosphate buffered at pH 7.5). Rabbit anti-hTERT polyclonal antibody 
(1/200) (a generous gift from Lea Harrington) and a monoclonal mouse anti-Nop1p 
(1/10000) (40) antibodies were diluted in PBS containing 1 mg/ml BSA, applied to the 
cells and incubated for 2 hours at room temperature. Cells were then washed several 
times with PBS containing 1 mg/ml BSA. As secondary antibodies, Texas Red 
conjugated goat anti-rabbit antibodies and Oregon Green conjugated goat anti-mouse 
antibodies (Molecular Probes, Eugene, Oregon) were diluted 1/1000 and applied for 2 
hours to the cells. After several washes with PBS containing 1 mg/ml BSA, DAPI (1 
µg/ml in PBS) was added for 2 min, and the cells were washed again 3 times with PBS. 
Slides were mounted and cells were visualised with an Olympus IX70 epifluorescent 
microscope. 

Human protein expression. western analyses and telomerase activity 
Expression of hTERT and hTR, determination of human telomerase activity and western 
analyses for the hTERT proteins were performed as described previously (27). Yeast 
strains containing either p425-HA2-hEST1A or p424-HA2-hEST1 B plasmids were grown 
on selective medium containing 2% glucose or galactose to OD660nm 0,5-3,0. Protein 
extracts were prepared as described (41). Samples were separated by 8% SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis, transferred to Hybond C nitrocellulose membrane 
(Amersham) and probed with an Anti-HA mouse monoclonal antibody (Boehringer 
Mannheim), followed by secondary detection with a horseradish peroxidase-conjugated 
sheep anti-mouse antibodies (Amersham). 
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RESULTS 
Previous reports suggested that a functional complementation of the yeast telomerase 
by the human enzyme may be possible. First, changing the template region of the yeast 
telomerase RNA into one that directs synthesis of human repeats results in mitotically 
stable yeast telomeres carrying human telomeric repeats (23-25). Second, the core 
subunits of the human telomerase can be expressed in yeast and assemble to form an 
active enzyme (27,28). However, none of these studies examined functional 
complementation of the yeast telomerase by expression of the human core components. 

Creating the substrate and a molecular analysis of humanized telomeres. 
ln vitro, ciliate telomerase requires single-stranded DNA with a 3'-end as a substrate 
(42). A 3'-overhang at the very distal end of chromosomal DNA is a conserved feature in 
many species, including yeast and humans (3). For telomerase-mediated elongation, the 
sequence of the overhang appears to be less important as long as there are some 
nucleotides to anneal with the template region. For example, yeast telomerase can use 
human and various ciliate repeat DNA as substrate (21,22,43,44) and, at least in vitro, 
human telomerase can also use various substrates (45). To ensure that a suitable 
substrate for the human enzyme can be generated in yeast, we used a yeast telomerase 
RNA that carries human repeats at the template site (pTLC1 hTRP). Previous reports 
showed that when this RNA replaces the endogenous wild-type yeast telomerase RNA, 
human telomeric repeats are incorporated into yeast chromosomal telomeres (23). We 
repeated this experiment and analyzed the incorporation of human repeats into 
telomeric DNAs and, in particular, into the 3'-overhangs. Single-stranded overhangs on 
telomeres can be detected using a non-denaturing in-gel hybridization technique, 
followed by detection of all telomeric repeat DNA in the same gel, once the DNA is 
denatured (34). Yeast cells expressing Tlc1h as the sole telomerase RNA were grown 
on plates for up to 2,500 generations, genomic DNA isolated at various intervals, 
digested with the Xhol restriction enzyme and analyzed as described above. Due to a 
conserved subtelomeric Y' -element that is present on many yeast telomeres, Xhol 
liberates a diagnostic terminal restriction fragment (TRF) of about 1,2 kb, of which about 
300 bp correspond to the terminal repeat DNA. Various other TRFs of larger sizes are 
also detected in this analysis and these correspond to non-Y' telomeres (34). Single-
stranded overhangs carrying human repeats of the G-rich strand can indeed be detected 
if a C-rich strand oligo is used as a probe (Fig. 1A). Conversely, single-stranded C-rich 
DNA was never detected (data not shown). The signal detected corresponded to 
terminal extensions, since it was abolished if the DNA was treated with E.coli 
Exonuclease 1 prior to analysis (data not shown). lntriguingly, the signal intensities for 
the human repeats increased with increasing numbers of generations, which suggested 
that the overhangs have a tendency to lengthen over time. ln order to examine whether 
yeast specific repeats are part of the overhang, the same DNA was also subjected to 
non-denaturing gel analysis using a yeast specific C-strand probe. While a weak signal 
for G-strand extensions can be detected on DNA derived from wt TLC1 harbouring cells, 
no such signal was detected on DNA derived from T/c1 h-harbouring cells (Fig. 1 E). 

To examine the approximate size of the G-strand overhangs in these strains, we 
used probes of differing lengths and increasing washing stringencies with the non-
denaturing in gel procedure (38). The longest probe used (30 nt) remained hybridized to 
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the DNA extracted from yeast to virtually the same extent as it remained hybridized to a 
positive control containing 1,6 kb of repeats (Fig. 2). However, the signais for a control 
single-stranded DNA containing a shorter tract (19 nt on pTLC1 hTRP) were lost after 
washing the gels at 55°C (Fig 2, right, middle panel, lane 4 open arrow). This suggests 
that the entire length of the probe cou Id hybridize on G-rich overhangs, indicating that 
after culturing of about 1 OO generations, most humanized overhangs in yeast are longer 
than 24 nt long. 

After the non-denaturing analyses, the DNA in the gels shown in Fig. 1A was 
denatured and consecutively rehybridized to probes detecting all human G-strand and 
C-strand repeats (Fig. 18, data not shown). Consistent with what has been reported, 
TRF-lengths of the Tlc1 h-harbouring strains are shorter than wt and remained quite 
stable for at least 2,500 generations (Fig. 18, C). However, signal intensities for human 
specific repeats of both strands tended to increase over the course of the experiments 
(Fig. 18, data not shown). Conversely, signal intensities obtained with a probe detecting 
all yeast specific repeats clearly diminished in these samples (Fig. 1 C). This apparent 
progressive replacement of yeast telomeric repeats with human repeats had been noted 
previously (24,25), but not examined in detail. We investigated this effect by cloning and 
sequencing the telomeric repeats adjacent to a marked telomere in the Tlc1 h-harbouring 
strain at various times of outgrowth (Fig. 3). Overall, this sequencing effort confirmed the 
qualitative impressions from the hybridization experiments (composite bars, Fig. 38). For 
telomeres containing both human and yeast repeats, the human repeats were distal to 
the yeast repeats in virtually all cases (data not shown, 23). ln no clone did we find a 
complete replacement however, even after 2,500 generations. On all clones derived 
from cells grown for more than 1,200 generations, a minimal tract of about 50 bp of 
yeast specific repeats remained. Surprisingly, we found a significant number of 
telomeres that did not contain any human specific telomeric repeats, even after 150 
generations of growth in the presence of Tlc1 h. As opposed to the telomeres harbouring 
a mixture of repeats, the telomeres with yeast repeats only decreased in size over time 
(white bars, Fig. 38). 

These results demonstrate that over the course of outgrowing yeast cells 
harbouring Tlc1 h as sole telomerase RNA, there is a progressive loss of the yeast 
specific repeats on chromosomal telomeres. This loss is counterbalanced by a 
progressive increase of human repeats and overall, sequence replacement is very slow, 
reaching a stable state only after 1,200 generations. ln addition, the single-stranded 
overhangs in such strains are composed of human G-strand repeats that are mostly 
longer than 24 nt and these overhangs also appear to increase in size during outgrowth. 
Thus, the data suggests that an adequate substrate for the human telomerase can be 
generated in yeast. 

Expression and localization of the human enzyme. 
We next constructed a yeast strain that carried deletions of both the EST2 and TLC1 
genes. Yeast cells devoid of telomerase activity are able to grow for about 50-70 
generations, during which time telomeric repeat DNA is eroded (46). lncreasing 
telomere dysfunction however leads to a growth arrest after such outgrowth. Therefore, 
our starting strains also contained plasmids carrying TLC1 and EST2 (see Materials and 
Methods). For all assays, starting strains carrying pTLC1 hTRP, the TLC1 gene with 
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humanized template, or pTLC1TRP, a wild-type copy of TLC1, in combination with the 
pEST2-L YS2 were used in parallel. lnto these strains, we introduced yeast plasmids 
expressing hTERT as a fusion protein with GST (pEGKT-hTERT) or as a fusion protein 
with the Cdc13p DNA-binding domain (p426/CDC130 s0 -hTERT) in combination with an 
hTR expressing plasmid. First, we assessed whether the human components were 
expressed and could reconstitute a detectable telomerase activity in yeast extracts (Fig. 
4). 8oth, the CDC13080-hTERT and the GST-hTERT fusion proteins were expressed in 
yeast, since a signal corresponding to their respective predicted MW was detected by 
Western analysis (Fig. 48). ln addition, combinations of hTR-expressing plasmids with 
plasmids expressing either hTERT-fusion protein resulted in detectable Telomere 
Repeat Amplification Protocol (TRAP) signais (Fig. 4A). Although the signais were not 
very strong, particularly when the CDC13080-hTERT construct was used, one must note 
that in contrast to previous analyses (27,28), the assays were performed using crude 
yeast cell extracts. Moreover, according to the Western analysis, CDC13o80-hTERT 
may be less efficiently expressed than GST-hTERT in yeast. We conclude that 
expression of either fusion protein in combination with hTR is able to yield an active 
human telomerase. 

ln vivo, telomerase substrates, or chromosome ends, are located in the nucleus, 
thus it was essential to assess whether the expressed human telomerase could be 
imported into the yeast nucleus. We localized the hTERT fusion proteins using indirect 
immunofluorescence and an antibody against hTERT (Fig. 5). Cells were also stained 
with DAPI as an indicator for the nucleus and an antibody against Nop1 p, which marks 
the nucleolus. The hTERT antibody creates low levels of background signal in these 
assays (Fig. SA). Clearly, both fusion proteins were found predominantly in the nucleus, 
yielding a spotted pattern throughout the nucleoplasm (Fig. 58, C). Remarkably little of 
the protein remained detectable in the cytoplasm. Although we did not co-localize the 
hTR RNA, we assume that it is associated with the protein in the nucleus. Thus, it is 
reasonable to suggest that the expressed human telomerase components can assemble 
into an active complex that localizes to yeast nuclei. 

The human enzyme does not complement the yeast telomerase. 
Using our starting strains that contained the core components of human and yeast 
telomerase on four different plasmids, we selected for strains that had lost either of the 
components and assayed for in vivo complementation. Complementation of the yeast 
enzyme was scored as the ability of yeast cells to grow past the point at which 
telomerase-negative yeast cells encounter a growth crisis. Obviously, strains that 
retained both yeast components always displayed that phenotype, irrespective of 
whether they also contained other plasmids (Table 1). Such strains served as positive 
controls. Strains initially containing pTLC1TRP and that had lost all four plasmids did 
display the expected growth arrest after about 70 generations and served as negative 
controls. Remarkably, strains that initially contained the pTLC1 hTRP plasmid and thus 
contained the humanized telomeres before plasmid loss never yielded colonies without 
plasmids containing the genes for the yeast telomerase core components. We infer that 
growth arrest was occurring at less than 20 generations and it is possible that such cells 
die extremely rapidly (Table 1, right). This accelerated senescence could be attributed to 
the initially shorter length of the telomeres in these strains (Fig. 1) and possibly an 
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accelerated loss of human telomeric repeats. As can be concluded from the results 
summarized in Table 1, following the loss of the plasmids for the expression of the yeast 
telomerase components, no combination-of the remaining plasmids allowed the yeast 
cells to grow past the normal growth arrest point. Previous reports indicate that the 
action of yeast telomerase at the telomeres is independent of additional co-factors such 
as Est1p, when Est2p is fused to the Cdc13p DNA-binding domain (47). As we initially 
did not co-express human versions of such cofactors, we speculated that fusing hTERT 
with CDC13080 might bypass a requirement for such co-factors. However, targeting 
hTERT to the telomeres by expression of a CDC13oso-hTERT fusion protein did not 
rescue a yeast telomerase deficiency. Of note, the CDC13o80-hTERT fusion protein 
used here does complement the temperature sensitive growth defect of a strain 
harbouring a cdc13-1 mutation, demonstrating that the Cdc13p included in CDC13oso-
hTERT is functional (data not shown). ln addition, chromatin immunoprecipitation 
experiments have shown that Cdc13p is bound to humanized telomeres to the same 
extend if not more than to wt telomeres (24). These data strongly suggest that the failure 
to provide human telomerase activity onto the humanized telomeres is not due to a 
general failure to target the hTERT protein to the telomeres. Finally, we also expressed 
hEST1A or hEST1A and hETS1 B together with the core human telomerase 
components. Again, although the hEST proteins could be expressed from our yeast 
vectors, as assessed by Western analysis (Fig. 4C), no complementation of the yeast 
telomerase deficiency was observed (Table 1 ). 

We concluded that despite the expression of the two essential human telomerase 
core components in yeast, their assembly to form an active complex in vitro and the 
localization of hTERT (and presumably hTR) to the nucleus, human telomerase cannot 
functionally replace yeast telomerase. 

DISCUSSION. 
The telomerase enzymes of particular species appear to have a relatively relaxed 
sequence requirement in terms of their substrates in vitro and in vivo. ln addition, recent 
results showed that the yeast telomerase RNA can be reprogrammed to add vertebrate-
specific repeats onto the ends of yeast telomeres (23-25). These features prompted us 
to ask whether a functional complementation of the yeast core components by the 
human counterparts was possible. Such an exogenous reconstitution system in yeast 
cells would be an invaluable tool for an in depth analysis of telomerase function. 
However, none of the core component combinations tested in this study yielded 
evidence for a functional human telomerase activity at the endogenous yeast telomeres 
(Table 1 ). One cou Id argue that the human telomerase enzyme can be active at yeast 
telomeres, but that the actual amounts of active RNPs reached in our experiments are 
tao low for maintaining stable repeat tracts. We have shown previously that the co-
expressed RNA and hTERT components do assemble into an active RNP with high 
specificity and that this active RNP can be purified by immunoprecipitations (28). 
Nevertheless, we also sequenced a number of telomeres cloned from the parent strain 
harbouring bath telomerases. If there was a very low level of human telomerase activity 
on yeast telomeres, we would have expected to find occasional and perhaps isolated 
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human repeats imbedded in the yeast repeats. However, no such repeats were found 
amongst more than 1.5 kb of yeast telomeric sequences, representing more than 10 
independent telomeres (data not shown). Given that the core components of human 
telomerase expressed in yeast can assemble to yield an enzyme with detectable activity 
in vitro (28, Fig. 4), these results strongly suggest that additional co-factors are required 
for the assembly of an active enzyme at the site of synthesis. 

The yeast Est1 p and Est3p proteins are examples of such cofactors in yeast: 
while these proteins are not essential for initial cell growth and in vitro telomerase 
activity, they are essential for in vivo telomerase activity (48,49). ln addition, one of the 
non-essential functions of the yeast Cdc13p protein is such a cofactor role (49). We 
addressed the requirement for cofactors by expressing an hTERT-CDC13080 fusion 
protein or by co-expressing two of the recently identified human EST1 orthologues; 
however these cofactors were not sufficient to reconstitute human telomerase function 
at yeast telomeres (data not shown). Therefore, it is reasonable to suggest that 
additional components of the human enzyme might be necessary for in vivo activity of 
the enzyme at the heterologous telomere. These additional components could include 
known human telomere-associated proteins such as hPOT1 or the complexes 
assembled around the TRF1 and TRF2 proteins (18). Moreover, it is entirely possible 
that essential co-factors for in vivo activity of the human telomerase remain to be 
discovered. Lastly, regulation of human and yeast telomerase and telomere function 
may be sufficiently distinct to prevent functional action of human telomerase at yeast 
telomeres. 

ln vitro, the telomerase substrate sequence requirements are not stringent; 
however, we speculated that the human enzyme may require vertebrate specific repeats 
in vivo. By reprogramming the yeast telomerase RNA, we found that a vertebrate-
specific substrate can be generated in yeast and that the overhangs in such strains 
mostly are longer than 24 nt (Fig. 2). Upon long-term culturing, these overhangs 
apparently lengthen, thereby in principle providing an adequate substrate for human 
telomerase. While the essential yeast capping protein Cdc13p has a lowered affinity for 
single-stranded vertebrate repeats (50,51), it is able to bind them in vivo and the 
relatively long repeat tracts reported here are consistent with the observed increase in 
Cdc13p binding at such telomeres (24). 

The fine-structure analyses and the sequencing of telomeres in yeast strains 
expressing a humanized yeast telomerase RNA revealed a pattern of sequence 
replacement over many generations (Fig. 3). Yeast telomeric repeats are slowly and 
gradually replaced by human repeats in such strains, reaching a plateau after about 
1,200 generations. At this point, all telomeres sequenced still retained about 50-bp of 
yeast specific repeats (Fig. 3), and all of these sequences encompass at least two 
Rap1 p-binding sites (data not shown). Although recent results have shown that yeast 
telomeres containing only vertebrate repeats can be mitotically stable (24,25), complete 
replacement of yeast repeats appears not to occur in vivo, at least within 2,500 
generations of growth (Fig. 3). These results are consistent with telomeric repeat 
turnover experiments in another yeast, Kluyveromyces /actis, where a similar resistance 
to turnover for the innermost repeats has been observed (52). 
Most intriguingly, our sequencing efforts also revealed that in such strains, there are 
telomeres with about 70 bp of entirely yeast repeats even after 150 generations of 
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growth in the presence of a humanized yeast telomerase (Fig. 3). ln the absence of 
telomerase activity in vivo, yeast telomeres shorten by about 3-5 bp per end and 
generation such that they reach a growth arrest due to deficient telomeres after about 70 
generations (53). Therefore, telomeres with only yeast repeats after 150 generations of 
growth in the presence of Tlc1 h are difficult to exp Iain solely with the premise that the 
humanized telomerase has never acted on them. lt is possible that in the particular 
situation created here, telomeric sequence replenishment by recombination is more 
effective, which would result in a lower loss rate. Alternatively, the entirely yeast repeat 
telomeres found after 150 generations could be the result of consecutive sequence 
addition and sequence loss events. The added sequences would have been vertebrate 
repeats and while they were present, the internai block of yeast repeats were protected 
from further graduai losses. Yet, in this scenario, the complete distal block of vertebrate 
repeats would have to be lost at a surprisingly high frequency to expose only the yeast 
repeats. One interpretation of the data would stipulate that telomere rapid deletion 
(TRD) occurs at an extremely high rate in these strains. TRD has been described as a 
one-step intrachromatid deletion event involving the distal single-stranded overhang and 
the proximal double-stranded portion of the telomeres (54). TRD is controlled by Rap1 p-
mediated telomere length control and the progressive losses of Rap1 p binding sites 
from the telomeres in the Tlc1 h carrying strain may allow an increased rate of TRD. ln 
addition, the precision of TRD events is lost in rap1t mutants, contributing to an 
increased heterogeneity of telomeric repeat tracts (54), a feature that we also observe 
during long-term culturing of cells (Figs. 1, 3). However, overall length heterogeneity is 
less pronounced than in rap1t-cells, arguing that Tbf1 p, which will bind the vertebrate 
telomeric repeats (24), can impose a Rap1 p-independent telomere length regulation 
(25). Finally, TRD occurs at quite high frequency during meiosis, even in wild-type cells 
(A. Lustig, persona! communication). One could therefore invoke the possibility that 
catastrophic meiotic TRD may be the cause for the severe meiotic defects displayed by 
yeast strains carrying telomeres with vertebrate telomeric repeat tracts (24). 
Alternatively, the abrupt losses of the distal vertebrate telomeric repeats could be the 
result of direct degradation events. However, such degradation events appear to be rare 
in strains harbouring the yeast Ku-proteins and it has been reported that the yeast Ku-
complex is still bound to telomeres harbouring vertebrate repeats (24). lt could be 
argued that TRD- or degradation-mediated loss of vertebrate repeats would leave a few 
repeats at the yeast-vertebrate repeat boundary, which we should have detect by the 
sequencing effort. However, re-elongation of such shortened telomeres could be 
compared to telomere healing and it has been shown that vertebrate repeats are very 
poor substrates for healing events by yeast telomerase (55). Therefore, such ends may 
be subject to continued progressive sequence losses until all the vertebrate repeats are 
lost and the most effective substrate for re-elongation is exposed. Consistent with this 
idea, most efficient substrates for telomere healing include about 40-50 bp of yeast 
repeats comprising two Rap1 p-binding sites (55), and this corresponds well with what 
we found to be the obligatory sequences left on yeast telomeres after outgrowth in the 
presence of Tlc1h (Fig. 3). We therefore speculate that an innermost sequence of about 
50 bp comprising two Rap1 p binding sites is resistant to telomere turnover events and 
therefore may constitute the preferred minimal functional telomeric repeat tract for S. 
cerevisisae. 
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Taken together, the results reported here demonstrate that the core components 
of human telomerase can be expressed in yeast, are properly localized to the nucleus 
and assemble to form an active enzyme detectable in crude extracts. Moreover, 
relatively long single-stranded overhangs of vertebrate specific can be generated in 
yeast by reprogramming the yeast telomerase RNA, thereby providing the suitable 
substrate for the human enzyme. However, the human enzyme is not active on yeast 
telomeres in vivo, even when targeted to the telomeres by fusing hTERT to Cdc13p or 
by co-expressing human orthologues of Est1 p. Finally, telomeres carrying a mix of yeast 
and vertebrate specific repeats may undergo frequent rapid deletions of the distal 
vertebrate repeats. These turnover events however never remove the entire yeast 
specific tract and about 50 bp, encompassing two Rap1 p binding sites, always remain at 
the proximal end. The system would therefore be ideally suited to study the mechanistic 
details for TRD and telomere sequence turnover, mechanisms that has been proposed 
to contribute significantly to telomere behaviour in mammalian cells (54). 
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FIGURE LEGENDS 

FIGURE 1. Single-stranded overhangs and sequence composition of telomeres in yeast 
strains expressing Tlc1 h. Genomic DNA from yeast strains expressing wild type TLC1 
and strains expressing the humanized RNA (T/c1h) was extracted after the strains had 
been cultured for the indicated numbers of generations (40G to -2500G). The DNA was 
digested with Xhol and analyzed by non-denaturing in-gel hybridization. Lanes 1, 3, 5, 7, 
9, 11and13: strains expressing TLC1wt. Lanes 2, 4, 6, 8, 10, 12 and 14: strains 
expressing Tlc1 h. 
(A) The native gel was first hybridized to an end-labelled human telomeric probe 
32 ( P(C3TA2h). 

(B) DNA in the gel shown in A) was denatured and rehybridized to the same probe. 
(C) The probe in B) was washed off and the gel rehybridized to an end-labelled yeast 
telomeric probe (32P(C1_3A)). 
(D) The same gel shown in panels A-C was rehybridized to a probe specific for the 
CEN4 region to show about equal loading of the lanes. 
(E) Non-denaturing in-gel analysis of the same DNA as shown in A-D, but using the 
yeast specific C-strand probe first. Lanes 1-7: strains expressing Tlc1h. Lanes 8-14: 
strains expressing TLC1wt. Lane 15: genomic DNA derived from a wild type strain 
(BY 4 705) without any plasmids. 
(F) The DNA in the gel shown in E) was denatured and re-hybridized to a probe specific 
for CEN4 to contrai for DNA loading. Lanes 15-17 of the gel shown in A-C, and lanes 
16-18 of the gel shown in E contain contrai DNAs harbouring human telomeric repeats 
in single-stranded form (H, ss), human telomeric repeats in double-stranded from (H, 
ds), or a mixture of yeast telomeric repeats in single-stranded and double stranded form 
(Y, ss+ds). DNA size standard was end-labeled 1 kb ladder DNA and sizes are indicated 
on the left of the gels. 

FIGURE 2. Vertebrate G-rich overhangs of at least 30 bases on telomeres of cells 
carrying Tlc1 h. Non-denaturing in-gel hybridization was performed with human telomeric 
probes of various lengths. Shawn here are the results obtained with 32P(C3 TA2)4 (left) 
and 32P(C3TA2)5 (right) as probes. Gels were first washed at 30°C and, after appropriate 
exposures were obtained, they were rewashed at increasing temperatures as indicated 
on the side of the panels. Lane 1: DNA derived from a strain carrying wt TLC1 and 
grown for 1 OO generations; Lane 2: DNA derived from a strain carrying Tlc1 h and grown 
for 100 generations; Lane 3: Linearized and denatured p16R (positive contrai with 1,6 kb 
of vertebrate repeats); Lane 4: Linearized and denatured pTLC1 hTRP (positive contrai 
with 19 nt of vertebrate repeats). Left: Molecular weight standard. Close arrows indicate 
the chromosomal terminal restriction fragments (TRFs), open arrows point to the 
pTLC1 hTRP contrai. 

FIGURE 3. Sequence analysis of telomeres in Tlc1 h-harbouring cells. 
(A) For each time-point indicated, three independent PCR reactions were performed, the 
amplified DNA was cloned and several independent clones sequenced. The table 
indicates the average(± standard deviation) length of telomeric sequences obtained 
after a given number of generations of culture. ln brackets the number of clones 
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containing TG1_3-sequences only (middle column) or containing both TG1_3 and T2AG3 
sequences (right column) per total clones sequenced is indicated. Telomere length (far 
right) is calculated only for the mixed telomeres. 
(B) A bar graph representation of the data: white bars: telomeres with yeast sequences 
only; composite bars: telomeres with both human and yeast repeats. Note that the 
human repeats were always distal to the yeast repeats (data not shown). 

FIGURE 4. Detection of expressed human proteins and telomerase activity. 
(A) Telomerase activity was visualized by a TRAP assay using crude yeast extracts 
derived from cultures harbouring the indicated plasmids. Lane 1: YPH499 cells with 
pEGKT (empty vector) + p423-hTR; lane 2: YPH499 cells with pEGKT-hTERT + p423-
hTR; lane 3: BY4705 est2Aftlc111 cells with p426/CDC13080-hTERT + pRS422-hTR + 
pEST2-L YS2 + pTLC1TRP. IC: Internai control signal for the PCR reaction. 
(B) Western analysis using an affinity-purified antibody against hTERT was performed to 
detect GST-hTERT and CDC13080-hTERT proteins (see arrows). Protein extracts 
analyzed were derived from the same cells as in (A). Note that the hTERT antibody 
does crosshybridize to some other proteins, but the bands at the predicted MW for the 
fusion proteins (about 151 kDa for GST-hTERT and 155 kDa for CDC13080-hTERT) are 
specific for the strains expressing them. 
(C) HA2-hEST1A and HA2-hEST1 B expression as analysed by Western blot of total 
protein extracted from yeast strains grown in the presence of glucose or galactose. Anti-
HA antibody was used as a probe and the expected MWs for HA2-hEST1A and 
HA2hEST1 B are 166 kDa and 122 kDa, respectively. Lanes 1 and 2: yeast strain 
BY4705 grown in glucose (Glc) or galactose (Gal) containing media (no plasmids); lanes 
3 and 4: yeast strain BY4705 with p425-HA2-hEST1A grown on indicated media; lanes 
5 et 6: yeast strain BY4705 with p424-HA2-hEST1 B; lanes 7 et 8: yeast strain BY4705 
with p425-HA2-hEST1A and p424-HA2-hEST1 B. The exposure time forlanes 
containing HA2-hEST1 B and HA2-hEST1A + HA2-hEST1 B (lanes 5-8) was longer than 
for HA2-hEST1A alone (lanes 3 and 4). About equal amounts of protein was loaded in 
each lane and molecular mass markers in kDa are indicated on the left. 

FIGURE 5. hTERT is localized to the yeast nucleus. ln all panels, the nucleolar protein 
Nop1 p was detected with a mouse monoclonal antibody against Nop1 p and Oregon 
Green-labeled goat anti-mouse antibody; hTERT fusion proteins were detected with a 
rabbit anti-hTERT polyclonal antibody and Texas-red-conjugated anti-rabbit antibody 
(red), and the nucleoplasm is represented in blue by DAPI staining. 
(A), control strain with no hTERT plasmid (BY4705 est2Aftlc111 cells with pEST2-LYS2, 
pTLC1hTRP and pRS422-hTR plasmids); 
(B), same as (A) plus pEGKT-hTERT plasmid; 
(C) same as (A) plus p426/CDC13DBD-hTERT plasmid. Representative fields with four 
cells are shown and identical results were also observed using strains that harbored 
TLC1wt instead of Tlc1h (data not shown). 
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Table 1 Bah et al, 2003 

Plasmids in WT Plasmids lost Survival (Gen.) Strain 
Plasmids in Plasmids lost Survival (Gen.) Humanized Strain 

TLC1WT, EST2, none >150 hTR, hTERT 
TLC1h, EST2, hTR, none >150 hTERT 

none hTR, hTERT, TLC1WT, death 70-90 EST2 (all four) none hTR, hTERT, TLC1h, death < 20 EST2 (all four) 

TLC1WT, EST2 hTR, hTERT >150 TLC1h, EST2 hTR, hTERT >150 

TLC1WT hTR, hTERT, EST2 death 70-90 TLC1h hTR, hTERT, EST2 death < 20 

EST2 hTR, hTERT, TLC1WT death 70-90 EST2 hTR, hTERT, TLC1h death < 20 

TLC1WT, hTERT hTR, EST2 death 70-90 TLC1h, hTERT hTR,EST2 death < 20 

EST2, hTR hTERT, TLC1WT death 70-90 EST2, hTR hTERT, TLC1h death < 20 

hTR, hTERT TLC1WT, EST2 death 70-90 hTR, hTERT TLC1h, EST2 death < 20 

TLC1WT, EST2, 
hTR, CDC13oao- none >150 

hTERT 

TLC1h, EST2, hTR, 
>150 

CDC13oao-hTERT none 

hTR, CDC13oao- TLC1WT, EST2 death 70-90 
hTERT 

hTR, CDC13oao- TLC1h, EST2 death < 20 
hTERT 

TABLE 1. Summary of complementation assays. BY4705 cells carrying deletions of 
TLC1 and EST2 were transformed with yeast telomerase plasmids 
pTLC1 (h)TRP/pEST2-L YS2) in order to maintain survival. After sporulation, cells were 
transformed with plasmids carrying human telomerase subunit genes (pRS422-
h TR/pEGKT-hTERT or p426/CDC13080-hTERT). Complementation of yeast telomerase 
subunits by the corresponding human subunits can be assessed after loss of different 
plasmids followed by assessing survival of cells after restreaking on selective media. 
The left panel panel summarizes the results obtained with strains harbouring pTLC1TRP 
(wt TLC1); the right panel summarizes the results obtained with the starting strain 
harbouring pTLC1 hTRP (Tlc1h). Expression of human telomerase subunit genes was 
induced by growth on galactose containing media. 
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Figure 1 Bah et al. 2003 
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Figure 1 (ctd) 
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Figure 2 Bah et al. 2003 
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Figure 3 Bah et al. 2003 
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