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INTRODUCTION



Le cancer est une altération de la cellule résultant d'une dérégulation des
mécanismes de controle de la prolifération et de la différenciation. Les nombreuses
formes de cancers répondent ainsi & une caractéristique commune: la croissance
incontr6lée de cellules anormales (dites tumorales ou malignes). Celles-ci peuvent non
seulement se diviser et proliférer rapidement de fagon locorégionale, mais également, et
ceci est plus grave, se propager dans l'organisme entier par voies sanguine et
lymphatique pour former & distance de nombreuses colonies (phénomene
métastatique).

Cette affection demeure en France la deuxiéme cause de mortalité apres les
maladies cardiovasculaires. Des rémissions totales sont obtenues dans un cas sur deux
grace a une approche pluridisciplinaire du traitement combinant chirurgie, radiothérapie
et chimiothérapie. A ces trois thérapies classiques s'ajoute 'immunothérapie qui a fait
ces dernieres années des progres spectaculaires, notamment parce que le génie
génétique fournit désormais des outils d'intervention nombreux et fiables. Néanmoins
il ne faut pas oublier que les techniques classiques de traitement qui ont fait leurs
preuves n'ont cessé de progresser pas a pas bien que le public ne s'en soit pas toujours
rendu compte. Ainsi la radiothérapie est en pleine expansion: la révolution de
I'imagerie médicale liée a celle perpétuelle de I'informatique, l'arrivée des machines de
"haute énergie" (utilisatrices de neutrons et de protons) et la connaissance de plus en
plus pointue des tumeurs malignes la rendent plus précise et capable d'offrir un
traitement local au locorégional "sur mesure" (adapté non seulement au type de cancer
mais aussi 4 la tumeur précise présentée par le patient). La chirurgie est a présent
beaucoup plus délicate et tend a conserver au maximum l'organe atteint ; elle s'applique
aussi, lorsque 1'amputation est inévitable, a reconstruire, a réparer les dégits. Enfin la
chimiothérapie dispose d'un arsenal thérapeutique fort d'une cinquantaine de
médicaments, ce qui permet au médecin de constituer des combinaisons plus efficaces.
Les progrés réalisés en 20 ans sont nombreux et notables: le taux de guérison de
certains cancers a spectaculairement augmenté (aujourd'hui 90% pour la maladie de
Hodgkin, 80% pour les ostéosarcomes) et de nombreux cancers (du cOlon, des
bronches, les tumeurs des seins métastasées...) qui semblaient a 'origine insensibles
aux traitements médicamenteux sont désormais curables. La chimiothérapie administrée
avant la radiothérapie ou la chirurgie (chimiothérapie adjuvante ou de premiere
intention) permet de réduire considérablement le volume de la tumeur et a révolutionné
le traitement des cancers du sein; elle peut également €tre utilisée de fagon
postopératoire pour supprimer les redoutables métastases résiduelles (avantage
indéniable de la chimiothérapie qui représente la seule thérapie possible des tumeurs



déja métastasées). Le développement de l'arsenal thérapeutique et les meilleures
conditions de vie des patients (mise au point notamment de médicaments
antiémétiques) font que les médicaments antitumoraux sont aujourd'hui plus largement
utilisé€s qu'il y a 20 ans. Et de nouvelles molécules prometteuses dont le taxotere et la
vinorelbine font leur apparition sur le marché.

Actuellement le chercheur dispose d'informations de plus en plus nombreuses
et précises pour concevoir de nouvelles substances antitumorales. D'une part, la
connaissance du mode d'action des agents chimiques utilis€s en cancérologie clinique
révele que la plupart de ces médicaments se lient de fagon affine & ' ADN. D'autre part,
les progres les plus récents en mati¢re de biologie moléculaire ont permis de montrer
clairement l'origine génétique du cancer. Il s'agit d'une pathologie de I'ADN
impliquant des séquences oligonucléotidiques: les oncogeénes et les antioncogenes.
Ainsi une prolifération cellulaire anarchique peut résulter d'une activation de
protoncogenes en oncogenes par 3 processus majeurs (la translocation, I'amplification
ou la mutation génétique) ainsi que de la perte de geénes appelés antioncogeénes situés
dans des positions chromosomales bien déterminées (Bishop, 1987; Rey et al., 1990).
Il est donc évident que 'ADN constitue la cible privilégiée parmi d’autres de toute
intervention thérapeutique a visée antitumorale.

Le design de modeles susceptibles de se lier a ' ADN avec une forte affinité et

une haute spécificité permettrait de réprimer ces oncogenes (en agissant dans le

meilleur cas & la source méme du phénomene de cancérisation a savoir, dans la mesure
du possible, dés la premieére mutation génétique) et aussi d'intervenir sur la
pharmacologie de la régulation génétique en induisant des liaisons spécifiques sur des
séquences clés régulatrices. Par ailleurs une telle démarche conduirait sur le plan
théorique a 'obtention d'une toxicité sélective qui est indispensable a l'efficacité de la
chimiothérapie antitumorale quand on constate l'importance actuelle de ses effets
secondaires.

Les modeles de ligands séquence-spécifiques de ' ADN se répartissent en trois
classes.

(i) Les protéines responsables de la régulation de l'expression génétique
(facteurs de transcription, promoteurs, répresseurs...) se lient de mani¢re hautement
spécifique a des séquences de I'ADN par le biais essentiellement de quatre motifs
structuraux distincts (hélice-tour-hélice, doigts de zinc (deux types) et leucine zipper);
leurs interactions ont lieu au niveau du grand sillon de la double hélice ou les paires de



bases exposent un grand nombre de groupes donneurs ou accepteurs de liaisons
hydrogéne, éléments majeurs de reconnaissance entre les protéines et 'ADN (Berg et
Von Hippel, 1988; Frederick et al., 1984; Takeda et al., 1983),

(ii) Le ciblage de séquences déterminées d'ADN par des oligonucléotides de
séquence complémentaire via la formation de triples hélices, bien qu'étant attrayant
d'un point de vue théorique, se heurte a des difficultés encore non résolues a I'heure
actuelle telles que la faible pénétration cellulaire, la sensibilit€ aux nucléases et le degré
de spécificité peu €levé (les séquences reconnues ne peuvent étre que du type
homopurique ou homopyrimidinique) (Frangois et al., 1988; Lyamichev et al., 1988;
Pilch et al., 1991),

(iii) Enfin un certain nombre d'antibiotiques, d'antitumoraux et d'antiviraux
interférent avec la réplication et la transcription en se liant également a des séquences
nucléiques spécifiques. Il s'agit :

- des agents alkylants, dont l'anthramycine et la néocarcinostatine

représentent les membres les plus performants pour la reconnaissance spécifique
(Hertzberg et al., 1986; Dasgupta et Goldberg, 1986; Lee et Goldberg, 1989),

- des agents intercalants (amsacrine, ellipticine, daunomycine ...) qui

présentent, pour la grande majorité d'entre eux, une spécificité plus ou moins marquée
pour les résidus Guanine et Cytosine (Fox et Waring, 1987; Schwaller e al., 1989;
Bailly et al.,1990c; Bailly et al., 1992a),

- des ligands du petit sillon, nétropsine et distamycine sont les
composés de référence de cette famille; ce sont des entités pseudopeptidiques qui, de
par la courbure particuliere de leur structure, reconnaissent de maniére hautement
spécifique le petit sillon des séquences riches en résidus Adénine et Thymine de
I'ADN, notamment par I'établissement de contacts de Van der Waals et de liaisons
hydrogeéne avec les bases ainsi que de liaisons salines avec les phosphates (Zimmer et
Wihnert, 1986; Kopka et al., 1985).

Le concept de modeles hybrides du type "ligand spécifique du petit sillon de

I'ADN-intercalant" a été développé ces derniéres années (Bailly et Hénichart, 1991).

Celui-ci consiste a lier chimiquement entre elles deux entités: une fraction susceptible
de s'intercaler entre les paires de bases de I'ADN et une autre capable de se lier de
maniere hautement spécifique dans le petit sillon. On peut ainsi espérer obtenir des
composés performants du point de vue de la liaison de ' ADN (affinité et spécificité de
reconnaissance) voire de l'activité antitumorale. Il est & noter que 1’addition d’un



\

chromophore intercalant tel que I’acridine est un principe déja utilisé pour renforcer
I’affinité pour I’ADN d’un oligonucléotide (Sun et al., 1989) ou d’agents antitumoraux
comme les dérivés du platine et les moutardes a I’azote (Bowler ez al., 1989; Gourdie
et al., 1990; Palmer et al., 1990).

Dans le cadre de cette étude, les choix de la partie ligand du petit sillon et de la
fraction intercalante se sont portés respectivement sur le motif peptidique SPKK (Ser-
Pro-Lys-Lys) et I'amsacrine (sous sa forme propre et sous une forme chimique dérivée
simplifiée anilinoamino-9 acridine). Le peptide SPKK a ét€ utilisé pour sa sélectivité de
reconnaissance et son analogie conformationnelle avec la nétropsine. L'amsacrine,
quant a elle, a été choisie pour son activité antitumorale reconnue dans le traitement de
certaines leucémies (Zittoun, 1985; Cassileth et Gale, 1986) et pour le role potentiel de
I’acridine dans la vectorisation nucléaire des molécules hybrides. Ce dernier point est
indispensable et déterminera la réalité de l'effet sélectif recherché: si de telles molécules
sont susceptibles de reconnaitre une séquence oligonucléotidique donnée, encore faut-il
qu'elles puissent atteindre leur(s) cible(s) potentielle(s) nucléaire(s).

Les modeles hybrides congus ont été étudié€s tant du point de vue de leur
interaction avec ' ADN par des techniques physicochimiques et biochimiques variées
que de leur activité biologique in vitro. De plus, pour se rapprocher autant que possible
des conditions rencontrées in vivo, le processus de fixation a la chromatine a de méme
été appréhendé. Toutes les données recueillies pour ces ligands ont par ailleurs été

comparées a celles disponibles de leurs homologues pseudopeptidiques en série
nétropsine précédemment élaborés au laboratoire.






CHAPITRE I :

LE CONCEPT LIGAND DU PETIT SILLON



I - NETROPSINE ET DISTAMYCINE, MODELES DE REFERENCE

1) STRUCTURES CHIMIQUE ET TRIDIMENSIONNELLE

La nétropsine (Nt) et la distamycine-A (Dst) (Figure 1) sont les chefs de file
de la famille des antibiotiques de type pyrrole-amidine. La nétropsine a été isolée a
partir d’'une culture de Streptomyces netropsis (Finlay et al., 1951) tandis que la
distamycine A est le produit essentiel de fermentation de Streptomyces distallicus
(Arcamone et al., 1964).

ZHQ o Tx‘/
|

1 CHy ©

T s
T (0]

ZT

H
N\/\”/NHQ
NH

H
N
I N
N W
2 (|3H3 o] NH

Figure 1: Structures de la nétropsine (1) et de la distamycine-A (2).

Ces molécules sont constituées par des hétérocycles N-méthylpyrrole plans

reliés par des liaisons pseudopeptidiques qui réduisent les degrés de liberté
rotationnelle.

Des études de RMN-1H et de diffraction de RX ont fourni des données précises
sur la stéréochimie de Nt et Dst. Ainsi I'enchainement N-méthylpyrrolecarboxamide
possede une conformation trans pour les liaisons conjuguées C(3)=C(2)-C=0 alors que
I'ensemble CO-NH-C(4)=C(5) adopte une conformation cisoide (Turchin et al.,
1977). L’ ensemble “bis-pyrrolecarboxamide” n’est pas plan, les deux noyaux pyrrole



formant un angle diedre de 20° (Berman et al., 1979). Globalement Nt et Dst
présentent une courbure particuliére de leur squelette oligopeptidique (Figures 2 et
3). Celle-ci résulte de la répulsion stérique entre le groupement méthyle des pyrroles et
les carbonyles des liaisons pseudopeptidiques adjacentes et s'est révélée indispensable
a la fixation de la molécule sur I' ADN (Manning et Woody, 1986).

2) INTERACTION AVEC L'ADN
2-1) Modalités d'interaction

La géométrie propre des pseudopeptides Nt et Dst s’adapte parfaitement bien 2
“celle du petit sillon de 'ADN double brin en conformation B. La tres faible fixation sur
le conformere A s'accompagne d'une réversion de la forme A vers B (Luck et Zimmer,
1973 ; Michenkova et Zimmer, 1980 ; Zimmer et al., 1982). La fixation de Nt (ou Dst)
a un ADN-B a de plus toujours lieu au niveau du petit sillon et de fagon
préférentielle sur des séquences riches en résidus AT (Feigon et al., 1984;
Zimmer et al., 1972; Luck et al., 1974). L'utilisation d'oligonucléotides de synthése
ou de restriction a notamment permis de déterminer de fagon trés précise les modalités
d'interaction sur le plan moléculaire et le role exact joué par les différents groupements
chimiques (Patel, 1982; Klevit et al., 1986; Kopka et al., 1985a,b) (Figure 2).

?Hs CH
o H__N éDH N (
1B Y .
W ™~ N H,
700 O S R Y a0
A U L T A I,
« ) = i= R HEY

Figure 2: Représentation des liaisons impliquées dans la reconnaissance moléculaire
de Nt vis-a-vis de la séquence 3’-AAAA-5": (----) liaisons hydrogene, (-~ liaisons
ioniques, (mew) contacts de Van der Waals.



---> Intervention de liaisons électrostatiques: des interactions
ioniques se créent entre un résidu phosphate de I' ADN et un groupement amidine ou
guanidine de Nt (ou Dst). Mais la nétropsinine c'est-a-dire le fragment bispyrrolique de
Nt dépourvu des chaines latérales cationiques est également capable de se lier a 'ADN
avec toutefois une affinité moindre (Zimmer ez al., 1972). Les chaines latérales ne sont
donc pas indispensables a la fixation mais permettent de consolider celle-ci.

---> Intervention de liaisons hydrogene: les liaisons hydrogéne sont
d'une grande importance pour la stabilisation des complexes Nt-ADN et Dst-ADN
(Luck et al., 1974; Zasedatelev et al., 1978). Elles s'établissent entre les atomes
d'azote des liaisons pseudopeptidiques et des fonctions cationiques de 1'antibiotique et
les hétéroatomes des bases (l'azote N3 de 1'adénine ou l'oxygeéne O3 de la thymine).
Outre leur r0le de stabilisation énergétique, elles permettraient dans une certaine mesure
le bon positionnement de Nt et Dst vis-a-vis du petit sillon (Kopka et al., 1985a,b; Coll
et al., 1987). 11 est intéressant de remarquer a ce sujet que Nt et Dst se fixent aux
séquences riches en résidus AT en mimant le réseau de molécules d'eau du petit sillon:
les NH amidiques, en pontant les bases adjacentes par des liens H a trois centres,
jouent ainsi le role des molécules d'eau de la premicre couche d'hydratation tandis que
le squelette pyrrolique, en connectant ces fonctions amide, simule le role de la seconde
couche d'hydratation (Kopka et al., 1983; Marky et al., 1983). Ce réseau est important
pour la stabilisation de la double hélice d ADN en conformation B, particuliérement au
niveau des séquences riches en AT (Subramanian et al., 1988).

---> Intervention de contacts de Van der Waals: ces contacts
s'engagent par l'intermédiaire des protons hétérocycliques ou des résidus méthyléne
terminaux de l'antibiotique et les protons hétérocycliques des bases (le CoH de
I'adénine).

Du point de vue géométrique, I'interaction Nt-ADN provoque un changement
de conformation des deux especes (Martin et al., 1978; Reinert et Thrum, 1970). Il y a
adaptation de la conformation de 1'une pour l'autre. Apres la liaison, la courbure
intrinséque de Nt est accentuée: 1'angle formé par les deux noyaux pyrroles passe de
20° a 33°. Nt ne provoque ni élongation, ni détorsion de I'ADN, mais force 1'ouverture
du petit sillon et impose une courbure de 1'axe de I'hélice de 8° dans la région de
fixation (Kopka et al., 1985a,b). Ces résultats proviennent d'analyses par RX du
complexe Nt-d(CGCGAATTCGCG); et ne tiennent pas compte de I'aspect dynamique
de l'interaction. Des études en solution ont révélé que Nt ne provoque pas de



modifications conformationnelles importantes au niveau de la zone de fixation centrale
AATT mais induit des altérations de la conformation des bases adjacentes (Patel, 1981,
Patel et al., 1983).

Du point de vue stoechiométrique, Nt et Dst couvrent respectivement quatre et
cinq paires de bases soit une paire de bases de plus qu'il n'y a de liaisons
pseudopeptidiques dans l'antibiotique. Par ailleurs certaines expériences prouvent
qu’une stoechiométrie ligand/ADN de 2/1 est possible, deux molécules étant
susceptibles d’interagir au niveau d’un méme site en se plagant de facon “t€te-béche”
(Pelton et Wemmer, 1989; Fagan et Wemmer, 1992; Dwyer et al., 1992).

/////

oepe o, -

Quatre facteurs favorisent la fixation de Nt et Dst au niveau des séquences AT:

- la taille du petit sillon de ces séquences (3,2 a 4 A) beaucoup plus
petite que celle des séquences riches en GC (4,6 2 7 A) (Fratini et al., 1982); or
"I'épaisseur” des cycles pyrrole de Nt et Dst (diametre des surfaces de Van der Waals)
estde 3,4 A (Pelton et Wemmer, 1989), ce qui permet leur meilleure adaptation au petit
sillon des séquences riches en AT.

- les potentiels €lectrostatiques y sont fortement négatifs (Pullman et
Pullman, 1981; Lavery et Pullman, 1985), ce qui favorise 1'établissement de liaisons
électrostatiques. Leur role dans la spécificit€ de liaison de Nt et Dst a d'ailleurs été
parfaitement €tabli (Kissinger et al., 1987; Lown, 1988).

- la présence dans le petit sillon des séquences riches en GC de
groupements amino-2 exocycliques de guanines encombrants stériquement qui
empécherait une insertion correcte des cycles pyrrole (Kopka et al., 1985a; Coll et al.,
1989). Ce fait avancé pour justifier la spécificité AT prononcée de la plupart des
ligands du petit sillon a ét€ néanmoins remis en question récemment (Dasgupta et al.,
1990).

- la disposition des donneurs ou accepteurs de liaisons hydrogéne le
long des parois du petit sillon (Grygon et Spiro, 1989) qui permet un premier bon
positionnement de Nt et Dst vis-a-vis de celui-ci.

Si tous ces facteurs favorisent la fixation de Nt et Dst au niveau des séquences
riches en AT, ce sont avant tout les contacts de Van der Waals qui sont considérés
comme les éléments gouvernant leur spécificité de liaison (Lee et al., 1988a,b).



La spécificité AT n'est pas absolue, une fixation sur les régions GC peut étre
observée a forte concentration. D'une maniére générale, plus la portion dAdT est
longue, plus la fixation est intense. L'affinité maximale est obtenue avec un polymeére
poly(dA).poly (dT) (Tableau I).

Tableau I
Ligand ADN Ka (M} Références
Nt Thymus de veau 2.9 x105 Luck et al., 1974
poly(dA).poly (dT) 4,9 x 105 Wartell ez al., 1974
| poly(dA-dT).poly(dA-dT) 4,0 x 10° Wartell et al., 1974
Dst Thymus de veau 1,2 x 106 Luck et al., 1974

Une nouvelle méthode de détermination des constantes d'équilibre par
footprinting corrobore ces constantes d'affinité (Fish et al., 1988). La sélectivité peut
étre schématisée de la maniere suivante:

d (AAAA) , d(AATT) d (ATAT) d (ACAQ) , d (GCGCO)

111 > 1 > {1 [11]

d (TTTT) d (TTAA) d (TATA) d (TGTG) d (CGCG)

2-2-2) Vers le design de nouveaux ligands séquence-
spécifiques

Les modalités d'interaction de Nt et Dst responsables de leur haute
reconnaissance spécifique de 'ADN ont constitué des bases solides pour la conception
de nouvelles molécules séquence-spécifiques. Parmi les nombreux travaux effectués,
nous ne citerons que les plus significatifs.

Une certaine spécificité GC a été recherchée en modifiant les structures de Nt et
Dst. A ce propos on peut citer les travaux remarquables de I'équipe de Lown qui ont
mené a l'élaboration de "lexitropsines" ou "sequence reading oligopeptides”. Ces
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molécules différent du modele naturel Nt par le remplacement d'un ou deux pyrroles
par des imidazoles (susceptibles par leur doublet libre d'établir des liaisons hydrogeéne
avec le groupement NHy d'une guanine) (Lown, 1988; Lown ez al., 1986; Herfeld et
al., 1992), par la suppression du guanidinium N-terminal (Kissinger et al., 1987; Lee
et al., 1988a) ou par la suppression d'un méthyléne a proximité de I'amidinium C-
terminal (Lee et al., 1988b). Les trois classes de lexitropsines ont révélé une spécificité
de liaison altérée comparativement a celle de Nt. Une évolution vers la reconnaissance
de sites GC a été observée; néanmoins leur liaison a lieu en de trés nombreux sites de
séquences variables sans mettre en évidence aucun site de fixation largement
préférentiel. Ainsi I’approche “lexitropsine” s’avere limitée. A ce jour aucun ligand
analogue de Nt ou Dst purement GC sélectif n’a pu étre obtenu. Par ailleurs les
modifications apportées aux cycles pyrrole de Nt ont parfois conduit 2 des composés
présentant un'mode de liaison différent. Par exemple la substitution des pyrroles par
des thiazoles a conduit dans certains cas a des composés intercalants (Plouvier, 1991).
C’est en partie pourquoi nous avons congu des composés hybrides du type “ligands du
petit sillon-intercalants” encore appelés “combilexines” par analogie avec les
“lexitropsines” (Bailly et Hénichart, 1991) (cf Chapitre II).

De méme des analogues du modele Nt ont été€ synthétisés pour augmenter la
taille des sites de fixation. Le nombre de motifs N-méthylpyrrolecarboxamide (le plus
petit élément de reconnaissance AT spécifique) a ét€ augmenté; il a ainsi été montré
qu'un nombre de six motifs est la limite supérieure & ne pas dépasser pour conserver
une structure adaptée a la géométrie du petit sillon (Youngquist et Dervan, 1985a). De
ce fait il s’est avéré nécessaire de garder la structure de Nt (ou Dst) intacte et de coupler
plusieurs motifs Nt (ou Dst) par des bras espaceurs (ou “linkers”) adéquats. Ainsi un
linker hydrocarboné en C8 favorise la liaison simultanée de deux motifs Nt adjacents et
P’acide fumarique (sous forme de diamide) celle de deux motifs Dst (Youngquist et
Dervan, 1985b).

3) ACTIVITE BIOLOGIQUE

De par leur trés haute intensité de liaison a 'ADN, Nt et Dst exercent leurs
effets in vivo en interférant avec les fonctions de régulation de ' ADN et le mécanisme
de synthése endocellulaire de ' ADN (Hahn, 1977; Kuroyedov et al., 1977; Bruzik et
al., 1987; Zimmer, 1975; Baguley, 1982). Nt et Dst ont un spectre d'activité large:
propriétés antivirales (Fournel et al., 1965), antibactériennes (Haupt et Thrum, 1971),
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antimitotiques et antitumorales (Dimarco et al., 1964). Cependant la toxicité de ces
deux substances n'a jamais permis leur utilisation clinique; Dst induit notamment des
altérations chromosomiques (Schmid et al., 1980; Ochi et al., 1988).

Par ailleurs il est indispensable de rappeler que Nt et Dst sont des ligands
spécifiques du petit sillon de I'ADN alors que les protéines impliquées dans la
régulation génétique se fixent et reconnaissent leur site de liaison au niveau du grand
sillon (Takeda et al., 1983; Ollis et White, 1987). La perturbation de certaines
fonctions génomiques par Nt et Dst ne peut donc résulter d'une compétition directe
avec les sites de fixation des facteurs protéiques régulateurs mis en jeu mais plutdt de
modifications conformationnelles de ' ADN induites par leur liaison (Neidle ef al.,
1987). Ainsi il a ét€ montré que la fixation de Dst peut empécher celle d’un facteur de
transcription dans le grand sillon (Dorn et al., 1992).

4) AUTRES STRUCTURES DE LIGANDS AT SPECIFIQUES DU PETIT
SILLON

Une pharmacomodulation importante a ét€ réalis€e a partir de Nt et Dst, ce qui a
permis de définir des régles a respecter pour la conception de molécules capables de se
loger dans le petit sillon de maniére sélective. Les principaux parametres intervenants
sont :

- la nécessité d'un systéme polyaromatique

- I'importance des chaines latérales cationiques

- I'importance de la courbure de la molécule

- les possibilités d'établissement de liaisons ioniques, hydrogene et Van der

Waals.

Un certain nombre de composés présente ces caractéristiques et, par 12 méme,
révele une spécificité de reconnaissance des séquences riches en AT. 1l s'agit du colorant
Hoechst 33258 (Harshman et Dervan, 1985; Portugal et Waring, 1988), du composé
DAPI (4’ 6-diamidino-2-phénylindole) (Wilson et al., 1990; Portugal et Waring, 1988),
du berenil (Portugal et Waring, 1987; Laughton et al., 1990), de la pentamidine (Fox et
al., 1990) et du composé SN6999 (Chen et al., 1992) (Figure 3).
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Figure 3: Modeles de ligands AT spécifiques du petit sillon de 'ADN.
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II - LE MOTIF SPKK, ANALOGUE PEPTIDIQUE DE LA NETROPSINE

1) LE PEPTIDE SPKK, MOTIF DE RECONNAISSANCE AT-SPECIFIQUE DE
L'ADN ‘

Si les protéines régulatrices de I'expression génétique atteignent un haut degré
de spécificité notamment par une reconnaissance du grand sillon de I'ADN, elles
n'en excluent pas pour autant des interactions au niveau du petit sillon. A ce titre on
peut citer les cas de la protéine Hin recombinase (Sluka et al., 1990), de la protéine
IHF (Yang et Nash, 1989; Friedman, 1988; Bonnefoy et Rouviere-Yaniv, 1991; Craig
et Nash, 1984), de la DNase I (Suck et al., 1988) et du répresseur du phage 434
(Aggarwal et al,, 1988) pour lesquels une interaction au niveau du petit sillon de
I'ADN a ét€ clairement mise en €vidence (par footprint et diffraction de RX). De plus
cette interaction a lieu au niveau de séquences riches en résidus AT de I'ADN et fait
intervenir des motifs peptidiques ou les acides aminés glycine (Gly, G), proline (Pro,
P), lysine (Lys, K) et arginine (Arg, R) sont prépondérants (Tableau II).

De tels motifs peptidiques basiques ont de méme €té identifiés comme étant
responsables de la liaison AT-préférentielle d'un certain nombre d'autres protéines
comme les histones Hy et HoB (Suzuki, 1989a; Churchill et Suzuki, 1989; Erard ez al.,
1990; Mannermaa et Oikarinen, 1991), les protéines non-histone HMG I (Lund ez al.,
1987; Solomon et al., 1986; Reeves et Nissén, 1990), la datine (protéine isolée de S.
Cerevisiae; Winter et Varsharsky, 1989), la protéine D de drosophile (Ashley ez al.,
1989) et la nucléoline (Erard et al., 1990; Kharrat et al., 1991), ce qui a permis
d'inclure dans les acides aminés hautement conservés de ces motifs la sérine (Ser, S),
la thréonine (Thr, T) ainsi que I'alanine (Ala, A) (Tableau II).

Plus particuliérement, dans le cas des histones H; et HyB du sperme d’oursin
de mer, M.Suzuki a proposé un motif consensus tétrapeptidique Ser-Pro-Lys(Arg)-
Lys(Arg) [SPK(R)K(R)] en comparant les séquences des extrémités de plusieurs
variantes d’histones (Suzuki, 1989a).
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Tableau II
Protéine Motif de Liaison a I'ADN Références
reconnaissance
Hin-recombinase GRPR Petit sillon
Répresseur du KRPP Petit sillon
phage 434 séquence 5’-AAA-3’ Aggarwal et al., 1983
THF _ Séquence basique | Petitsillon o
séquence 5'-TPy Craig et Nash, 1984
AA... PuTTGAT-3’
HMGI TPKRPRGRPKK Petit sillon Lund er al., 1987
séquence riche en AT 2 Reeves et Nissen,
6 paires de bases 1990
Datine GRKPG ou Séquence riche en Winter et
GRKPGSGR AT 2> 8 paires de Varshavsky,1989
bases

Drosophila Dj (KKR)GRP(KK) Séquence riche en AT Ashley et al., 1989

Nucléoline ATPAKKAA Séquence riche en AT Erard et al., 1990
Kharrat ez al., 1991

Histone H; KS(T)PKKAKKP Séquence riche en AT Erard et al., 1990
Kharrat et al., 1991

Sperme d’oursin de S(T)PK(R)K(R) Séquence riche en AT Suzuki, 1989a

mer
Histones Hj et H2B

Churchill et Suzuki,
1989
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2) INTERACTION DU MOTIF SPKK AVEC L’ADN
2-1) Modalités d’interaction

L’interaction du motif SPKK au niveau du petit sillon de I’ADN a été
démontrée par une compétition réalisée entre un fragment comprenant six motifs appelé
Se (fragment protéolytique de ’extrémité N-terminale de ’histone H; du sperme
d’oursin de mer) et le colorant Hoechst 33258 (cf Chapitre I- I-4-)) (Suzuki, 1989a).
D’autres résultats sont en faveur d’une telle reconnaissance a savoir les “shifts” en
RMNIH des protons 1’ de désoxyriboses situés dans le petit sillon (shifts observés
lors de I’interaction entre 1’oligonucléotide CGCCATGCG et le peptide synthétique
SPRKSPRK ou Sj) ainsi que la protection d’adénines contre la méthylation par ce
méme peptide Sy (Suzuki, 1989a).

Comme le motif SPKK est un bon compétiteur de Hoechst 33258, ligand AT-
spécifique du petit sillon tout comme la nétropsine, on peut en déduire qu’il possede
une reconnaissance préférentielle des résidus AT comparable. Ceci a été
prouvé expérimentalement par une expérience de footprint utilisant les radicaux
hydroxyle. Ainsi les peptides Sy et Sg se lient a des sites riches en résidus AT
identiques a ceux reconnus par Hoechst 33258. Néanmoins il faut souligner que ces
sites ne représentent qu’une partie de I’ensemble des séquences protégées par Hoechst
33258; de plus les footprints induits par les peptides sur ces sites sont beaucoup moins
marqués que ceux de Hoechst 33258 et d’autres sites non spécifiques sont observés
sur I’ensemble du fragment d’ ADN étudié€ (Churchill et Suzuki, 1989). 11 est donc clair
que la spécificité de reconnaissance par le motif SPKK des séquences riches en AT est
moindre que celle de Hoechst 33258; une sélectivité AT (plutot qu’une spécificité)
caractérise ce peptide.

2-2) Analogie SPKKSPKK / Nt

2-2-1) Proposition d’une structure ordonnée pour le motif
SPKK

Une similitude conformationnelle pourrait expliquer les sites de liaison
comparables présentés par le motif SPKK et le composé Hoechst 33258.

Dans ce contexte, sur la base de considérations statistiques, M.Suzuki a
proposé€ une structure ordonnée pour le motif SPKK (Suzuki, 1989a). Celui-ci
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adopterait une confirmation en B turn traditionnelle (présence d’une liaison hydrogeéne
entre le -CO de Ser; et le -NH amidique de Lys4) stabilisée par un lien H
supplémentaire entre le groupement -OH de la chaine latérale de Serj et le -NH
amidique de Lys3. Ce type de lien H entre une chaine latérale d’acide aminé et un NH
peptidique avait déja été€ rencontré (Rees et al., 1983; Alber et al., 1987) et peut Etre
responsable a lui seul de la formation d’une structure caractéristique dite en Asx turn.

La conformation du tétrapeptide résulterait donc d’une combinaison mixte du
type B turn / Asx turn encore appelée 86 turn (Suzuki, 1991). Selon ce modéle, une
succession de tels motifs (au moins deux) adopterait ainsi une conformation en arc
comparable a celle de la nétropsine et pourrait placer les -NH amidiques des sérines de
fagon optimale par rapport aux sites accepteurs de liens H du petit sillon (une
superposition des -NH amidiques de la nétropsine et de ceux des sérines de
P’octapeptide SPRKSPRK étant possible par modélisation moléculaire) (Suzuki,
1989a) (Figure 4).

Pro )\(
NH, 0
+ 4 o N R
HN=0\ _H - won T
? N7 N Lys N
1
o o N

o
rid -&
AR
NH, NH, >/<K '
K

COOH

Nétropsine Peptide SPKKSPKK (S Peptide TPKRPRGRPKK (BD)

Figure 4: Structures de la nétropsine et des peptides SPKKSPKK et
TPKRPRGRPKK. K et R schématisent les chaines latérales des lysines et arginines.
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D’autres modélisations de structures peptidiques proches ont été effectuées.
L’undécapeptide consensus des protéines HMG I (TPKRPRGRPKK; encore appelé
peptide BD) (Figure 4), les pentapeptides KTPKK et ATPAK présenteraient
respectivement une structure en Asx turn (Reeves et Nissen, 1990), en  turn (Kharrat
et al., 1991) et en B turn / Asx turn (Kharrat et al., 1991). Par ailleurs les preuves
expérimentales sont peu nombreuses. Les spectres de tels peptides en dichroisme
circulaire sont caractéristiques selon Suzuki d’une conformation non ordonnée (c’est-a-
dire ni en hélice a, ni en feuillet B) (Suzuki, 1989a) alors que ceux-ci n’excluent pas la
formation de B turns selon Erard et al. (1990). Néanmoins des expériences
d’infrarouge 2 transformée de Fourier (Erard et al., 1990) et de¢ RMN!H (Suzuki,
1991) sont en faveur d’une telle conformation. Enfin une étude statistique plus
générale de la structure du motif S(T)PXX (X pour acide aminé quelconque), par
I’utilisation d’une banque de données, a révélé que le motif S(T)PXX est susceptible
d’adopter une structure en 3 ou Asx turn dans 45% des cas et une structure mixte B
turn /Asx turn dans 10 % des cas (Suzuki et Yagi, 1991).

Selon les critéres exposés précédemment, il est clair que la présence d’une
structure ordonnée dans le motif SPKK revét toujours un caractere putatif. Il n’est pas
exclu que ce peptide n’adopte cette structure qu’au moment de sa fixation a I’ADN; la
seule étude réalisée a ce jour d’une interaction entre le motif SPKK et un
oligonucléotide (CGCGAATTCGCG) par RMNIH 2 haut champ n’a pas pu confirmer
cette hypothese (Hill ez al., 1991).

2-2-2) Bases moléculaires de D’interaction SPKK /| ADN

Les modalités trés précises de 1’interaction SPKK / ADN n’ont pas été résolues
a ce jour. Néanmoins ce peptide basique présente un certain nombre de similitudes
avec le modele nétropsine :

(i) une courbure du squelette (Figure 4): celle-ci est induite pour
Nt et Hoechst 33258 par la présence de cycles aromatiques pyrrole ou benzimidazole
et pour les motifs basiques par celle de prolines. De plus, dans ce dernier cas,
P’intervention éventuelle de liens H (inducteurs d’une structure en 3 et/ou Asx turn) est
susceptible d’accentuer cette courbure et voire méme de gouverner la liaison du
peptide. Ainsi il est suggéré pour le peptide BD (domaine de liaison des protéines
HMG I) que la structure N-terminale en Asx turn soit responsable d’un premier
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ancrage de la molécule sur I’ADN, celle-ci se repositionnant ensuite de maniére
beaucoup plus affine dans le petit sillon (Reeves et Nissen, 1990).

(ii) la présence de -NH amidiques (Figure 4) réguli¢rement
répartis sur la face concave des molécules et disponibles pour 1’établissement de
liaisons hydrogeéne avec les paires de bases de I’ADN.

(iii) des sites cationiques susceptibles de neutraliser des
phosphates de I’ADN. A ce propos il est clair que les motifs basiques possedent une
charge positive nettement supérieure a celles de Nt et Hoechst 33258, de par la
présence répétée des chaines latérales de lysine et/ou arginine (Figure 4). Une
certaine relation a été observée entre le nombre de résidus basiques et I’affinité des
peptides (Reeves et Nissen, 1990; Churchill et Travers, 1991), ce qui laisse penser que
la composante électrostatique est 1’élément principal de la reconnaissance peptide
basique / séquences AT. Selon les modeles élaborés, les chalnes latérales des résidus
basiques situées sur la face convexe des peptides sont d’ailleurs en position favorable
pour engager des liaisons salines avec les phosphates des deux brins antiparalleles
délimitant le petit sillon (Reeves et Nissen, 1990; Churchill et Travers, 1991; Suzuki,
1991).

Cependant il est aussi plausible que ces chaines latérales (notamment celles des
résidus arginine) engagent des liaisons hydrogene directes ou via des molécules d’eau
avec le squelette phosphate/sucre et/ou les paires de bases de I’ADN (Aggarwal et al.,
1988; Churchill et Travers, 1991; Sluka et al., 1990; Kissinger ez al., 1990; Suck et
al., 1988).

(iv) la possibilité d’établissement de contacts de Van der Waals:
pour le modele nétropsine, ceux-ci font intervenir les -CH pyrroliques et les
méthylenes terminaux tandis que, pour les motifs basiques, les candidats potentiels
sont les méthylenes des prolines et ceux des chaines latérales basiques.

L’ensemble de ces similitudes implique que le motif SPK(R)K(R), tout comme
la nétropsine, se lie de maniére sélective dans le petit sillon des séquences riches en
AT, en raison de caractéristiques intrinséques a ces séquences: étroitesse du petit
sillon, potentiel électrostatique fortement négatif, distribution des sites accepteurs de
liaisons hydrogeéne (Churchill et Travers, 1991).
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Cependant, dans le cas du motif SPKK, la composante électrostatique
apparait étre un paramétre dominant de la liaison. De plus, les sites du squelette
peptidique susceptibles d’intervenir dans 1’établissement de contacts de Van der Waals
semblent €tre répartis de manie€re beaucoup moins réguli¢re dans ces structures que

.....

AT moindre observé pour de tels motifs.

3) ROLES PHYSIOLOGIQUES POTENTIELS DU MOTIF SPKK ET DE SES
VARIANTES

3-1) Le motif SPKK et la condensation chromatinienne

L’histone Hj est la protéine majeure régulatrice de la compaction
chromatinienne (Allan et al., 1980; Staynov et al., 1988; Hansen et Ausio, 1992). Elle
assure la stabilité:

(i) de la structure nucléosomale en scellant entre elles les deux extrémités de
I’ADN enroulé autour de I’octamére d’histones [(H3)2(Hg)2-(HpA-HyB)o} (fibre de 10
nm) (Figure 5)

(ii) du superenroulement solénoidal caractéristique de la fibre de 30 nm en
permettant 1’établissement de liaisons internucléosomales (Figure 5).

Plus particulierement c’est I’extrémité C-terminale de H; contenant de manicre
répétée le motif S(TNPKKAKKP, qui régule la conformation (et le “folding”) de
I’ADN internucléosomal (encore appelé ADN linker) et, par conséquent, la
condensation de la chromatine (Erard er al., 1990; Kharrat er al., 1991). De ce fait,
toute autre protéine susceptible d’entrer en compétition avec 1’histone Hy vis-a-vis de
séquences de I’ADN linker posse¢dera des propriétés analogues. C’est le cas de la
nucléoline, protéine nucléolaire pouvant inhiber ou potentialiser 1’activité condensatrice
de Hy (Erard e al., 1988; Kharrat et al., 1991) et des protéines non-histone HMG I
(Czupryn et al., 1985; Lund et al., 1983; Johnson et al., 1989); or ces deux protéines
ont des domaines de liaison a I’ADN parfaitement reconnus (cf II-1);Tableau II) qui
sont les peptides ATPAKKAA et TPKRPRGRPKK pour la nucléoline et HMG 1
respectivement.
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Figure 5: A) coeur nucléosomal, B) chromatosome (contenant en plus par rapport au
coeur nucléosomal 20 paires de nucléotides ainsi que I’histone Hj), C) évolution de la
condensation de la chromatine en fonction de la force ionique I du milieu; n représente le
nombre de nucléosomes par tour.



21

Il résulte donc de ces considérations que les protéines régulatrices de la
condensation chromatinienne assurent leur fonction par la reconnaissance sélective de
séquences riches en AT de I’ADN linker & 1’aide de motifs basiques incluant des
tétrapeptides S(T)PK(R)K(R). Par ailleurs ces séquences AT pourraiént étre des
fragments d’ADN appelés SAR (pour “Scaffold Associated Regions”); ceux-ci, en
liant & la fois I’histone Hj et le “Scaffold” (équivalent nucléaire du cytosquelette),
imposeraient la conformation de longs domaines chromatiniens et formeraient la base
des boucles chromatiniennes des noyaux eucaryotes et des chromosomes
métaphasiques (Gasser et Laemmli, 1986; Kis et al., 1989).

3-2) Le motif SPKK, régulateur de la transcription

L’histone Hj, de par sa fonction essentielle dans la formation de structures
chromatiniennes d’ordre supérieur, a été impliquée dans la régulation de la
transcription. Elle interviendrait en tant que répresseur de larges fragments de
chromatine (Zlatanova, 1990; Jackson, 1991). Cependant de nombreuses études
récentes suggerent qu’elle pourrait jouer un rdle répresseur beaucoup plus fin de génes
individuels (Zlatanova, 1990) et dans ce cas la régulation transcriptionnelle serait basée
sur une compétition de liaison a I’ADN linker entre I’histone Hj et les
facteurs de transcription (FT) (Felsenfeld, 1992). Différents résultats €étayent cette
hypothése: des compétitions histone Hj / facteurs de transcription ont déja été
observées expérimentalement (Rhodes, 1985; Beardsley, 1991) ou sont fortement
probables (Oikarinen, 1991; Mannermaa et Oikarinen, 1991); des protéines de
structures voisines dont les protéines HMG I possédent une activité de régulation de la
transcription tout comme 1’histone Hj (Reeves et Nissen, 1990).

M.Suzuki a élaboré un modele de régulation. Il a tout d’abord proposé le
tétrapeptide S(T)PXX (X pour acide aminé quelconque) comme étant un nouveau
motif de régulation génétique. Ce motif, présent beaucoup plus fréquemment (trois
fois) dans les protéines directement impliquées dans la régulation génétique que dans
les autres types, est notamment retrouvé dans les facteurs de transcription a proximité
de doigts de zinc ou de motifs hélice-tour-hélice (autres motifs de reconnaissance
classiquement admis) (Suzuki, 1989b). Cette similitude séquentielle établie entre les
facteurs de transcription (motifs S(T))PXX) et les extrémités de I’histone H; (motifs
S(T)PKK) est a la base du modele de compétition H1 / FT de Suzuki. Les étapes-clés

en sont les suivantes :
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(i) la succession de motifs SPKK de I’histone H; posséde une
constante d’affinité importante pour des séquences riches en AT de ’ADN linker.
Néanmoins une phosphorylation de ces motifs pourrait affaiblir notablement leur
liaison au linker et écarter de I’ADN le bras C-terminal de H; (Figure 6 a,b).

(ii) les séquences essentielles riches en AT désormais rendues
accessibles par 1’écartement de Hj seraient alors reconnues par les motifs S(T)PXX
des FT avec toutefois une affinit€ moindre (conservation d’une conformation adéquate
mais remplacement des résidus basiques par les résidus hydrophiles). Ces motifs
pourraient ainsi jouer un role de “palpeurs” dans une premicre €tape de liaison non
spécifique des FT jusqu’a ce que des structures adjacentes de haute reconnaissance
spécifique (doigts de zinc...) soient positionnées correctement vis-a-vis de leurs
séquences consensus (Figure 6c¢).

(ifi) dés lors, la RNA polymérase peut entrer dans la structure
nucléosomale, se fixer sur sa séquence-cible (éventuellement par un déplacement plus
ou moins important du FT) et provoquer la synthése de RNA. Par ailleurs la fixation
de 1a RNA polymérase pourrait dépendre fortement de celle de motifs SPXX. En effet
une séquence peptidique SPTSPSY est présente de manicre répétitive (26 fois chez la
levure et 52 fois chez les mammiferes) dans I’extrémité C-terminale de la plus grande
sous-unit€ de la RNA polymérase II. Ces séquences sont primordiales pour le
fonctionnement de cette enzyme et leurs roles dans la fixation de la RNA polymérase 11
ou I’hybridation DNA-RNA restent a étre confirmés (Suzuki, 1990; Suzuki, 1991;
Corden, 1990).

Ce modele ne repose certes que sur une considération statistique. Néanmoins
des résultats expérimentaux le rendent fortement probable: d’une part, il a été établi
que, dans un certain nombre d’organismes, des séquences riches en AT se situent a
proximité d’unités de transcription voire a I'intérieur de régions promotrices de genes
(Moreau et al., 1982 ; Reeves et al., 1987; Yang-Yen et al., 1988; Eckner et Birnstiel,
1989; Struhl, 1985; Chen et al., 1987); d’autre part, des protéines riches en motifs
basiques (notamment les protéines HMG I) posseédent une activité régulatrice de la
transcription de tels genes (Reeves er al., 1987; Yang-Yen et al., 1988; Eckner et
Birnstiel, 1989).

Cette fonction régulatrice de la transcription pourrait résulter d’une liaison

directe et spécifique des protéines & motif basiques sur des sites promoteurs (Yang-Yen
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Figure 6: Mode¢le de régulation de la transcription selon M. Suzuki (1989).

a: les motifs SPKK de I'extrémité C-terminale de I'histone H; empéchent I'entrée dans le

nucléosome des facteurs de transcription (FT) dont les motifs SPXX ont une constante
d'affinité plus faible

b: la phosphorylation affaiblit la liaison a ' ADN linker des motifs SPKK, laissant la voie
libre au FT

c¢: le FT entre dans le nucléosome en glissant le long de la séquence d'ADN au moyen des
motifs "palpeurs” SPXX jusqu'a ce que la reconnaissance du site promoteur par des
structures doigt de zinc ou hélice-tour-hélice ait lieu.
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et al., 1988; Eckner et Birnstiel, 1989; Suzuki, 1991), ce qui parait peu probable étant
donnée la sélectivité de reconnaissance caractéristique de ces motifs. Il semble plus
plausible que ces protéines, en se liant sur des séquences riches en AT situées a
proximité de promoteurs, induisent des perturbations conformationnelles locales dans
I’arrangement nucléosomal qui influencent I’assemblage adjacent des complexes de
transcription (Johnson et al., 1989; Chen et al., 1987; Struhl, 1985). Il n’est pas exclu
non plus que ces deux mécanismes de régulation aient lieu simultanément. Enfin il faut
souligner que 1’induction d’une altération conformationnelle de séquences AT est en
accord avec la flexibilité intrins¢que marquée de ces séquences (Drew et Travers,
1984).

3-3) La phosphorylation : étape-clé de D’activation physiologique

du motif SPKK ?

3-3-1) Les motifs S(T)PKK, substrats de protéines kinases
Les données expérimentales montrent clairement que les protéines a motifs

basiques sont phosphorylées in vitro et in vivo de manicre préférentielle au niveau de
sérines et de thréonines de motifs S(T)PKK (ou de séquences peptidiques voisines).

Protéine Séquence Protéine kinase Références
phosphorylée
Histone Hj S/T-P-X-K Growth-associated Langan et
(mammifere) H; histone kinase al., 1989
Histones H; et H>B (sperme SPKK SP kinase Suzuki et
d’oursin de mer) al., 1990
Protéines HMG I PTPKR, Growth-associated Lund et
TPGRK Hj histone kinase Laland, 1990
Nucléoline XTPXK p34 ¢dc2 kinase Kharrat et
al., 1991

Tableau III : Expériences de phosphorylations de protéines a motifs basiques.
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Comme les phosphorylations concernent les domaines de liaison a I’ADN de
ces protéines, il est évident que leurs interactions doivent s’en trouver dans une
certaine mesure affectées. Une diminution de leur affinité pour I’ADN a en effet été
constatée (Hill ez al., 1990; Hill et al., 1991; Suzuki er al., 1990). L’ explication la plus
probable est que la phosphorylation diminue la charge positive nette du motif
peptidique et, par 12 méme, le nombre de liaisons ioniques possibles avec des
phosphates de ’ADN. Or la composante électrostatique est le facteur prépondérant
dans l’interaction de ces peptides avec ’ADN (Churchill et Travers, 1991). La
phosphorylation est susceptible aussi de déstabiliser la structure putative en 8 et/ou Asx
turn (Churchill et Travers, 1991; Reevers et al., 1991); cependant I’induction d’une
stabilisation a été au contraire reportée (Kharrat et al., 1991).

3-3-2) Implications physiologiques

D’un point de vue physiologique, la phosphorylation de ces protéines est
dépendante du cycle cellulaire et se produit de maniere extensive au moment de la
mitose. Ainsi les protéines HMG I sont hyperphosphorylées a la métaphase pour
donner une autre forme, HMG M (Lund et al., 1983; Lund ez al., 1985; Lund et
Laland, 1990); la nucléoline est un substrat de la p34 cde? kinase lors de la mitose
(Belenguer et al., 1990; Peter et al., 1990) et 'histone H; est aussi fortement
phosphorylée avant et pendant la métaphase (Roth et Allis, 1992). Dans le cas plus
particulier de la spermatogenese chez 1’oursin de mer, la phosphorylation des histones
H1 et H3B se produit lors de la transformation des spermatogonies en spermatides
ainsi que pendant I’étape de fertilisation (Roth et allis, 1992).

De plus, parmi les protéines kinases connues a ce jour, I’une d’entre elles, la
p34 cdc? kinase a une fonction primordiale pendant la mitose et plus particuliérement
lors de son initiation (Moreno et Nurse, 1990; Draetta, 1990). Celle-ci provoquerait le
désassemblage des lamines nucléaires et du nucléole, des réarrangements du
cytosquelette et I’inhibition de la transcription (Moreno et Nurse, 1990). La séquence
consensus phosphorylée par cette enzyme, S(T)PXK(R), est aussi un motif proche de
S(T)PKK. En résumé, il semble donc que la phosphorylation de motifs S(T)PKK (et
dans une plus large mesure de motifs S(T)PXX) soit a la base de la régulation d’un
certain nombre de processus physiologiques nécessaires a ’activation de la mitose
et a son bon déroulement.
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Parmi ces processus, deux doivent étre contr6lés particuli¢rement tout au long
de la mitose:

(i) la compaction chromatinienne: elle est avant tout assurée par une
hyperphosphorylation de H; selon le premier mode¢le de Bradbury. Néanmoins un
autre modele a été élaboré selon lequel la phosphorylation de Hjp induit une
décondensation transitoire qui permet a d'autres facteurs de régulation de la
condensation d'intervenir (Roth et Allis, 1992). Globalement la compaction résulte
donc de l'intervention de protéines phosphorylables histone et non-histone (protéines

HMG, nucléoline...) pouvant agir de mani€re compétitive voire méme synergique
(Kharrat et al., 1991).

(ii) la transcripti'on : celle-ci doit étre inhibée tout au long de la mitose et
pourrait 1'€tre par la phosphorylation du motif répétitif SPTSPSY de la RNA
polymérase Il (Corden, 1990; Cisek et Corden, 1989; Moreno et Nurse, 1990).

Une régulation semblable pendant toute I’interphase apparait beaucoup plus
hypothétique. Elle pourrait étre effectuée par I’action de protéines kinases AMPc-
dépendantes. Ainsi certaines histones Hj contiennent des sites reconnus par la PKA
(Hohmann, 1983) et des inhibiteurs de PKA peuvent induire une condensation de la
chromatine, quelle que soit la phase du cycle (Lamb ez al., 1991). Suzuki a isolé une
protéine kinase AMPc dépendante appelée SP kinase dans le cas trés spécifique du
sperme d’oursin de mer (Suzuki ez al., 1990). De méme ces protéines kinases peuvent
contribuer dans certains cas a la régulation de la transcription (Goldberg et al., 1998;
Montminy et Bilezikjian, 1987; Russell Grove et al., 1987). Néanmoins leurs motifs
préférentiels de phosphorylation sont du type RRXSX (Kemp et Pearson, 1990),
motifs qui sont parfois présents dans les séquences de facteurs de transcription
(Goldberg et al., 1988) mais quasiment absents dans celles des histones Hj. Il semble
donc peu probable que les histones Hj (et plus particuli¢rement leurs motifs SPKK)
soient des substrats de ces protéines kinases. La régulation de la transcription et de la
condensation chromatinienne pendant I’interphase doit faire entrer en ligne de compte
d’autres facteurs a savoir 1’acétylation des histones du coeur nucléosomal (Roth et
Allis, 1992; Hansen et Ausio, 1992), la distribution des variantes de I’histone H; dans
la chromatine (Hansen et Ausio, 1992; Zlatanova, 1990), les interactions entre

nucléosomes (Hansen et Ausio, 1992) et I’intervention de protéines non-histone.






CHAPITRE II :

LE CONCEPT

LIGAND DU PETIT SILLON-INTERCALANT
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I - GENERALITES

1) MODELES NATURELS

Un certain nombre de substances naturelles répondent au concept "ligand du
petit sillon-intercalant".

(i) L'actinomycine D est un agent antitumoral constitué d'un noyau
phénoxazone disubstitué par des pentapeptides cycliques (Figure 7). L'intercalation
de la phénoxazone se produit de fagon préférentielle au niveau de séquences 5'-GC
(Takusagawa et al., 1982; Brown et al., 1984; Van Dyke et al., 1983) tandis que les
- deux peptides cycliques se logent-dans le petit sillon de part et d'autre noyau
- intercalant, recouvrant chacun trois paires de bases (Van Dyke et al., 1983; Scott et
al., 1988 a,b). Ces peptides concourent a la reconnaissance spécifique par le biais de
liaisons hydrogéne entre les fonctions amide de leurs résidus thréonine et les atomes
N3 ainsi que les groupements amino de guanines (Scott et al., 1988 a,b).

(ii) La daunomycine (Figure 7), médicament antitumoral membre de
la famille des anthracyclines tout comme 1’adriamycine, reconnait de fagcon
préférentielle les séquences 5'-ACG et 5'-TCG (Quigley et al., 1980; Wang et al.,
1987) par l'intercalation du chromophore aromatique entre les paires de bases CG et
I'interaction au niveau du petit sillon de la partie glycannique par des liaisons
hydrogéne avec une adénine ou une thymine (Chaires, 1990).

Une autre anthracycline naturelle, la nogalamycine (Figure 7), interagit de
méme avec I'ADN par l'intercalation du noyau anthracycline tandis que les parties
glycanniques nogalose et aminoglucose se logent dans le petit et le grand sillon
respectivement (Searle et al., 1988; Liaw et al., 1989; Zhang et Patel, 1990; Egli et al.,
1991).

(iif) L'échinomycine, antibiotique antitumoral de la famille des
quinomycines (Figure 7), est capable de se lier 2 ' ADN a la fois par I’intercalation
de ses deux chromophores quinoxaline et par la fixation dans le petit sillon de sa
fraction cyclodepsipeptidique rigide au moyen de liaisons hydrogéne et de contacts de
Van der Waals (Wakelin, 1986; Waring, 1986; Waring, 1990). 1l en est de méme pour

[N

la triostine A, autre antibiotique a quinoxaline, dont la structure différe de celle de
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igure 7: Substances naturelles répondant au concept “ligand du petit sillon-

intercalant”.
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I’échinomycine par la présence d’un pont disulfure (au lieu d’un thioacétal) (Ughetto et
al., 1985; Wang et al, 1984). De cette maniere, I’échinomycine et la triostine A
prennent préférentiellement en “sandwich” deux plateaux de bases GC. La spécificité
GC résulte de liaisons hydrogene entre les groupements NH et CO des alanines et les
azotes N3 et No des guanines respectivement (Lee et Waring, 1978; Ughetto et al.,
1985; Wang et al., 1984).

2) DESIGN DE MODELES HYBRIDES "LIGANDS DU PETIT SILLON-
INTERCALANTS".

Les modéles naturels décrits précédemment ainsi que des études menées
(Wartell et al., 1975; Patel, 1981; Pardi et al., 1983) ont montré que la liaison d'une
molécule intercalante et d'une molécule ligand du petit sillon peut avoir lieu
simultanément sur des sites nucléiques proches malgré les changements différents de
conformation de I'ADN induits par ces deux types de ligands, a savoir respectivement
un écartement des plateaux de paires de bases (Neidle ez al., 1987) et un élargissement
du petit sillon (Klevit et al., 1986; Carrondo et al., 1989). ‘

Il semble dés lors intéressant pour le design de ligands séquence-spécifiques de
lier de fagon covalente deux entités de ce type:

(i) les hybrides obtenus devraient posséder une affinité pour 'ADN
supérieure a celles des deux substances modeles;

(ii) la présence d'intercalants pourrait apporter une contribution GC
(Schwaller et al., 1989; Bailly et al., 1990c; Bailly et al., 1992a; Wilson et al., 1985a)
a la spécificité AT caractéristique des ligands du petit sillon (Van Dyke et al., 1983;
Portugal et Waring, 1987; Portugal et Waring, 1988);

(iii) selon ces deux critéres de liaison, on est en droit de s'attendre a

une activité biologique plus marquée des molécules hybrides.

L'un des premiers modeles hybrides congus a été celui de Dervan (1986) ol
deux distamycines ont été liées de fagon covalente au chromophore phénoxazone de
I'actinomycine par deux bras espaceurs glycyle (Figure 8). Cet hybride peut se lier
sur la séquence 5'-TATAGGTTAA-3', ce qui témoigne d'une fixation de I'ensemble

.....

fixation principale a lieu sur des sites plus courts de quatre a six paires de bases en
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accord avec une intercalation de la phénoxazone et/ou la liaison d'un seul résidu
distamycine. L'hybride analogue dépourvu de bras espaceurs glycyle ne présente par
contre aucune propriété d'intercalation (Krivtsora et al.,, 1984). Ceci montre
I'importance de ces connecteurs reliant les fractions d'une molécule hybride; leur role
critique pour la conformation de I'ensemble de la molécule implique qu'ils doivent étre
judicieusement choisis pour permettre la fixation simultanée des différents fragments.

3) DERIVES ACRIDINIQUES DE LA NETROPSINE ET DE LA DISTAMYCINE
3-1) Hybrides NetGA de premiére génération

Les premiers hybrides synthétisés (Eliadis et al., 1988; Bailly et al., 1989b)
relient 1a amino-9 acridine a la nétropsine et a la distamycine par l'intermédiaire de bras
espaceurs de nature et de longueur variables.

Pour I'hybride NetGA (Figure 8), le choix de l'intercalant s'est porté sur le
chromophore anilinoamino-9 acridine pour plusieurs raisons :

(1) il est décrit comme GC spécifique (Feigon et al., 1984);

(ii) l'aniline adjacente a l'acridine intercalante est susceptible de se
loger dans le petit sillon de ' ADN (Denny et al., 1983; Chen et al., 1988) bien que,
dans certains cas, sa fixation dans le grand sillon ne soit pas exclue (Denny et
Wakelin, 1986; Wakelin ez al., 1990);

(iii) il est structuralement proche de l'amsacrine (Figure 8),
médicament anticancéreux largement utilisé dans le traitement de certaines leuc€mies
(Zittoun, 1985; Cassileth et Gale, 1990);

(iv) il est capable de pénétrer rapidement dans la cellule et de se
concentrer au niveau nucléaire (Lemay et al., 1983).

Par ailleurs le connecteur glycyle a été choisi selon les observations de
Krivtsora et al. (1984).

Les deux modes de liaison & ' ADN caractérisent bien 1'hybride NetGA selon
I'hypothése de départ. NetGA se lie de facon préférentielle aux sites 5'-AAAT-3'
(Bailly et al., 1990a) avec une affinité nettement supérieure a celle de la nétropsine
(Bailly et Hénichart, 1991). Néanmoins le squelette de la nétropsine influe de fagon
notable sur le degré d'intercalation de I'acridine (Bailly et al., 1989b; Bailly er al.,
1990a).

L'interaction de NetGA avec la chromatine réveéle des modalités de liaison
similaires (Bailly et al., 1992b).
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D'un point de vue biologique, le composé NetGA posséde un tropisme
nucléaire et une cinétique de pénétration cellulaire (Bailly et Hénichart, 1990b)
intermédiaires entre ceux de I'amino-9 acridine (pénétration rapide; Lemay et al.,
1983) et de la nétropsine (processus lentement évolutif; Bailly ez al., 1989a). Son
activité inhibitrice de la topoisomérase II, enzyme impliquée dans la formation de
structures chromatiniennes d'ordre supérieur, est voisine de celle de 'amsacrine et
tributaire de la fraction nétropsine (Bailly et al., 1992b). Enfin ce composé présente un
bon pouvoir inhibiteur de croissance de cellules leucémiques in vitro tandis que son
activité in vivo reste modérée (Bailly et al., 1992b).

3-2) Hybrides NetAMSA de seconde génération

Pour améliorer le modele NetGA, des hybrides dits de seconde génération ont
été congus et étudiés au laboratoire. Les différences majeures par rapport a NetGA
résident dans le choix d'un bras espaceur aliphatique plus long et plus flexible que le
résidu glycyle original et le remplacement de I'anilinoamino-9 acridine par 'amsacrine
elle-méme (Figure 8). L'amsacrine, selon ce nouveau modele, est intégralement
conservée. Notamment la présence des substituants méthoxy (-OCH3) et
méthanesulfonamide (NHS02CH3z) de I'aniline devrait inculquer a ces hybrides les
fonctions oxydatives caractéristiques de l'amsacrine, responsables d'une capacité de
coupure de I'ADN par le biais de radicaux libres oxygénés produits en présence de
cuivre (Wong et al., 1984 a,b). 1l faut enfin souligner que l'ancrage de la fraction
oligopyrrolique est effectué en position 4 sur le noyau acridine et non plus sur le
groupement amino de 1'aniline (Figure 8).

Parmi les différentes molécules étudiées, le composé NetAMSA (Figure 8) a
montré les meilleures propriétés de liaison a I'ADN. Le caractére bimodal de
I'interaction est encore retrouvé mais avec une nette amélioration par rapport a NetGA
puisque le processus d'intercalation est quasiment parfait. Le bras espaceur court de
type propyle permet une interaction optimale avec 'ADN (comparativement au bras
espaceur plus long de type hexyle). Les résultats de footprinting montrent une
rétention de la spécificité AT encore plus marquée que celle présentée par NetGA.

L'oxydation de I'amsacrine en présence de cuivre a été confirmée
expérimentalement chez I'hybride NetAMSA et reliée & un pouvoir de coupure de
I’ADN. Enfin, sur le plan pharmacologique, le dérivé NetAMSA selon des tests
préliminaires est pratiquement inactif vis-a-vis des cellules leucémiques L1210
(Klupsch, 1991).
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II- HYBRIDES (SPKK),-INTERCALANTS

1) LE MODELE (SPKK),G A
1-1) Structure et synthese

Sur la base de l'analogie proposée entre la nétropsine et I'octapeptide
SPKKSPKK (cf Chapitre I; II), nous avons €laboré une nouvelle série de ligands
hybrides comportant un ou deux motifs SPKK reli€s au chromophore anilinoamino-9
acridine par un résidu glycyle tout comme dans NetGA (Figure 9). Les objectifs
d'un tel design sont de comparer les deux modeles hybrides pseudopeptidique et
peptidique ainsi que d'améliorer les propriétés de liaison du motif SPKK par
I'adjonction d'un intercalant.
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Figure 9: Structures du ligand hybride NetGA (A) et des analogues peptidiques (1)
(n=1) et (2) (n=2) (B).

La synthése des composés hybrides (1) et (2) ainsi que des peptides SPKK
et SPKKSPKK utilisés comme références a été réalisée suivant le schéma I. Les
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deux peptides (8) et (16) obtenus a partir d'acides aminés commerciaux selon des
méthodes de couplage peptidique diverses ont été€ greffés a la glycylanilinoamino-9
acridine (préparée selon Hénichart et al., 1982; Morier-Teissier et al., 1989) par la
méthode DCC/HOBt. Les ligands hybrides totalement protégés (9) et (17) sont alors
soumis 2 une acidolyse (HBr/AcOH et HCI/AcOH respectivement) pour donner les
composés hybrides (1) et (2). De méme l'acidolyse des peptides (8) et (16) a fourni
SPKK, (19) et SPKKSPKK, (18) respectivement.

Nous rappellerons ici briévement les trois méthodes de couplage peptidique
utilisées durant cette synthése:

(i) méthode dicyclohexylcarbodiimide/1-hydroxybenzotriazole ou
DCC/HOBt,

(ii) méthode aux anhydrides mixtes utilisant le chloroformiate d'isobutyle
ClCO,iBu en présence de N-Méthyl morpholine,

(iii) utilisation du réactif BOP/DIEA ou hexafluorophosphate de
Benzotriazolyl N-OxytrisdiméthylaminoPhosphonium en présence de
diisopropyléthylamine

ainsi que les méthodes de déprotection sélective des peptides :

(i) déprotection du c6t€ C-terminal: saponification en milieu méthanolique,
(ii) déprotection du coté N-terminal: hydrogénation sur charbon palladié.

(cf Article n°1)
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DCC / HOBt

BOC-Ser(tBu)Pro-OMe (10)

l NaOH / MeOH
BOC-Ser(tBu)Pro-OH (11)

CICO5iBu 7 N-Me Morpholine
H-Lys(BOC)Lys(BOC)-OMe (4)

BOC-Ser(tBu)ProLys(BOC)Lys(BOC)-OMe (12)
l NaOH / MeOH

BOC-Ser(tBu)ProLys(BOC)Lys(BOC)-OH (13)

Z-Ser(tBu)-OH H-Pro-OMe.HCI Z-Lys(BOC)-OH H-Lys(BOC)-OMe
DCC / HOBt CICOziBu
N-Me Morpholine
Z-Ser(tBu)Pro-OMe (5) Z-Lys(BOC)Lys(BOC)-OMe (3)
Ho
NaOH / MeOH Pd/C
Z-Ser(tBu)Pro-OH  (6) H-Lys(BOC)Lys(BOC)-OMe (4)

CICO5iBu / N-Me Morpholine

Z-Ser(iBu)ProLys(BOC)Lys(BOC)-OMe (7)

Hp
Pa/C NaOH / MeOH

H-Ser(tBu)ProLys(BOC)Lys(BOC)-OMe (14)  Z-Ser(tBu)ProLys(BOC)Lys(BOC)-OH (8)

HBr/ AcOH DCC /HOBt

P in0-9 acridi
BOP / DIEA glycylanilinoamino-9 acridine
BOC-[Ser(tBu)ProLys(BOC)Lys(BOC)], -OMe  (15) SerProLysLys .3HBr (19) (9)
NaOH / MeOH
HBr/ AcOH
BOC-{Ser(tBu)ProLys(BOC)Lys(BOC)], -OH (16)
()

HCI/ AcOH/

(SerProLysLys), .5SHC! (18)

}
(17)

r
()

DCC / HOBt
glycylanilinoamino-9 acridine

HCI/ AcOH Schéma I : Syntheses des composés hybrides (1), (2) et des peptides SPKK et

SPKKSPKK.
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1-2) Interaction avec 1I'ADN

1-2-1) Mise en évidence de l'interaction (SPKK)nGA/
polynucléotides (voir p.127)

L'interaction des ligands hybrides (1) et (2) avec I'ADN a été mise en
évidence dans un premier temps par spectroscopie d’absorption UV. Un effet
hypochrome est induit en présence de concentrations croissantes d ADN (thymus de
veau; 42%GC). L'utilisation des techniques de dénaturation thermique d'ADN et de
quenching de fluorescence d’une part, et la quantification des parameétres de liaison
selon la représentation de Scatchard d’autre part, ont permis de déterminer avec plus
de précision les modalités de cette interaction.

* Dénaturation thermique de polynucléotides (voir partie
expérimentale, p.128)

Le tableau IV montre que (1) est le composé qui stabilise le mieux la double
hélice d'ADN (thymus de veau; 42%GC) avec des valeurs de ATm légérement
inférieures a celles de Nt. Les deux ligands hybrides (1) et (2) se fixent mieux a
I'ADN que NetGA et leur affinité est nettement supérieure a celle des fractions
peptidique et intercalante prises séparément.

Par contre, en présence du polynucléotide poly[d(AT)-d(AT)], (1) et (2)
induisent des ATm beaucoup plus importants, voisins de ceux de la nétropsine a partir
du rapport ligand/ADN (ou D/P) égal a 0,2. (2) devient méme plus affine que (1)
pour les valeurs élevées de D/P.

De plus il est a noter que dans certaines conditions les courbes de dénaturation
ont jusqu'a deux points d'inflexion, ce qui signifie la présence de plusieurs transitions
induites par des modes différents de liaison a 'ADN des hybrides (Figure 10).

De telles courbes polyphasiques sont observées de maniere beaucoup plus
évidente en présence de poly[d(AT)-d(AT)] et pourraient étre le reflet d'une liaison
coopérative des composés hybrides. En effet, I'extrémité C-terminale de I'histone H;
(contenant aussi des motifs SPKK) est a 'origine d'un phénomeéne semblable (Renz et
Day, 1976; Rodriguez et al., 1988; Rodriguez et al., 1991) et cette coopérativité de



37

liaison est 2 mettre en relation avec la richesse en résidus AT de 'ADN (Renz et Day,
1976).
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Figure 10: Evolution de 1’absorbance a 260 nm en fonction de la température (°C).
Courbes obtenues pour le composé hybride (1) en présence d’ADN de thymus de
veau (a) et de poly[d(AT)-d(AT)] (b) a différents rapports ligand/ADN: (a) 0 (®),
0,025 (o), 0,1 @); (b) 0 (®), 0,1 (0), 0,2 (O).



Tableau IV : Valeurs ATm (élévation de la température de fusion des ADN de thymus de veau et poly[d(AT)-d(AT)] en °C) des composés hybrides
(1) et(2) etde composés t¢émoins pour différents rapports ligand/ADN (D/P= Drug/Phosphate-DNA); * (a): valeurs ATm de la premiére transition;

(b): valeurs ATm de la seconde transition; (c): valeurs sous-estimées (pour des transitions partielles dues aux limites expérimentales); /: valeurs non
mesurables

ATm, poly[d(AT)-d(AT)] ATm, thymus de veau (42% GC)

op 0.05 0.1 0.25 0.5 1 0.05 0.1 0.25 0.5 1

()" (8)2.8 gﬁ; 261 gs; gg:g (c) 33.5 / 4 8 (c) 21 / /

(@ B2 | Goes | @3 | (@39 / 1.5 3 8 13 /
SPKK 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
SPKKSPKK 0 0 0 0.3 1 0 0 0 0 0
Glycylanilino 4.8 5.7 9 13.8 19 0.7 2 4.7 56 8.5

|amino-9 acridine ,

Netropsine 21.5 29 31 / / 10.5 12 15 18 22

NetGA 2 5 10 18 19 1 3 5 7 8
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* Quenching de fluorescence (voir p.129)

L'extinction (ou quenching) de la fluorescence de complexes éthidium-ADN
induite par I'addition de ligands compétiteurs hybrides est observée, quelle que soit la
composition de I'ADN utilisé€ (Figure 11). Dans tous les cas, (1) induit un meilleur
quenching, comparativement a (2) et au composé glycylanilinoamino-9 acridine.
Ainsi, par exemple, les valeurs Qsqg (c'est-a-dire les concentrations en ligands
nécessaires pour obtenir un quenching de 50%) dans le cas du complexe éthidium-
poly [d(AT)-d(AT)] sont de 3, 4 et 7uM pour (1), la glycylanilinoamino-9 acridine et
(2) respectivement. Le quenching induit par les deux hybrides est supérieur a ceux de
Nt (notamment aux fortes concentrations en ligands) et des deux peptides SPKK et
SPKKSPKX (qui ne donnent pas de quenchings significatifs).

Une situation analogue se produit en présence des complexes Hoechst 33258-
ADN; le ligand (1) montre des propriétés de compétition comparables a celles de la
nétropsine et nettement supéricures a celles de (2) et des peptides (Tableau V).

O acridine
Thymus de veau 0,8 2,8 2.4 0,9
poly[d(AT)-d(AT)] 0,7 2,6 1,6 0,9

Tableau V : Concentrations en ligands nécessaires pour réduire la fluorescence de
50% (valeurs Qs() de complexes Hoechst/polynucléotides (2uM en fluorophore pour
20 uM d'ADN).

Remarques : Les peptides SPKK et SPKKSPKK n'ont pas induit de quenchings
notables. Les mémes expériences en présence de poly[d(GC)-d(GC)] n'ont pu étre

effectuées a cause d'une instabilité trop importante de la fluorescence (due
certainement a une dissociation rapide du complexe Hoechst 33258- ADN).
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Figure 11: Quenching de fluorescence des complexes éthidium-ADN en présence de

concentrations croissantes en (1) (O), (2) (@), glycylanilinoamino-9 acridine ([7J) et
nétropsine (l). (a) thymus de veau; (b) poly[d(AT)-d(AT)]; (c) poly[d(GC)-d(GC)].
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* Constantes d'affinité (voir p.128)

Une analyse par Scatchard a montré que (1) (Ka (1) = 4.107 M-1; n(1) = 0,1)
est environ 4 fois plus affine que (2) (Ka (2) = 9,4.106 M-1; n(2) = 0,025) pour
I'ADN de thymus de veau. Par ailleurs les deux composés présentent une affinité bien
supérieure i celles de NetGA (Ka = 106 M-1; Bailly et al., 1990a) et de la nétropsine
(Ka =2,9.1010 M-1; Luck ez al., 1977). Les tailles relatives des sites de liaison sont en
accord avec la structure plus ou moins importante des ligands. Elles apparaissent
néanmoins problématiques de par leur ordre de grandeur (10 et 40 nucléotides occupés
par (1) et (2) respectivement) mais pourraient résulter de larges déformations
conformationnelles induites par la fixation des deux ligands.

Discussion

Ces études préliminaires mettent en évidence que le concept de ligand hybride
s'est révél€ fructueux de par l'importance des constantes d'affinité obtenues pour
chaque composé, comparativement aux fragments peptidique et aromatique seuls.
L'absence d'affinité notoire constatée pour les deux peptides SPKK et SPKKSPKK
suggere qu'un enchainement successif plus important de motifs SPKK est nécessaire
pour qu'une liaison notable puisse avoir lieu ou que ces motifs doivent €tre inclus dans
une séquence plus large (possédant d'autres résidus basiques ou des régions en hélice
o) susceptible d'aider leur liaison a 'ADN, comme c'est probablement le cas dans
P’extrémité C-terminale de 1’histone Hy. Les expériences de dénaturation thermique
montrent clairement une sélectivité préférentielle par les enchainements Adénine-
Thymine bien que le quenching de fluorescence ne permette pas de conclure a ce sujet.
Les valeurs des constantes d’affinité et les pouvoirs compétiteurs de fluorophores
intercalants (bromure d’éthidium) et ligand du petit sillon (Hoechst 33258) laissent
penser que les deux ligands hybrides interagissent bien avec I’ ADN par un processus
bifonctionnel. Ceci a été confirmé par I’utilisation d’autres techniques
physicochimiques plus appropri€es.
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1-2-2) Mode d’interaction avec ADN et aspects
conformationnels

Pour appréhender de manicre précise la nature de I’interaction (SPKK)nGA /
ADN, quatre techniques différentes ont €té utilisées & savoir le dichroisme linéaire
électrique, la viscosimétrie, le transfert d’énergie de fluorescence de chélates de
terbium exalté par la diffusion et la modification conformationnelle induite par 1’agent
chimique tétroxide d’osmium / pyridine.

* Dichroisme linéaire électrique (voir p.132)

Le spectre de dichroisme linéaire électrique (DLE) du complexe (1) / ADN
(Figure 12) présentevun dichroisme réduit négatif dans la région 375-475 nm, bande
d'absorption du chromophore acridine. Par ailleurs 1’étude du dichroisme a 440 nm en
fonction du champ électrique (Figure 13) montre que: (i) les valeurs DLE de la
glycylanilinoamino-9 acridine sont voisin