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Structure
terminale

des chromosomes:
le <<capuchon

télomérique »
Catherine LeBel, Raymund J. Wellinger

> Les télomeres sont les structures particulieres
présentes aux extrémités des chromosomes
eucaryotes. Les télomeres protegent les chromo-
somes et empéchent leur dégradation ou leur
raccourcissement jusqu’a une longueur critique
qui conduirait a I"altération de leur intégrité et a
I’entrée de la cellule en sénescence. Ces struc-
tures protectrices, que nous proposons d’appeler
«capuchons télomériques>», sont constituées
par I'association d’ADN télomérique et de pro-
téines spécifiques. Les télomeres sont des élé-
ments essentiels préservant la stabilité du

Les études du généticien H.J. Muller sur les chromosomes
de la drosophile ont donné naissance au concept de
télomere en 1938. H.J. Muller observa que des délétions
ou des inversions induites par irradiation aux rayons X de
’ensemble du génome étaient quasiment indétectables
dans les régions terminales des chromosomes [1]. Il en
conclut que les extrémités des chromosomes, qu’il
nomma télomeres, devaient posséder une structure par-
ticuliere capable de stabiliser les chromosomes. A la
méme époque, B. McClintock démontra que des chromo-
somes du mais ayant subi des cassures double brin
étaient capables de fusionner entre eux, contrairement
a leurs extrémités qui demeuraient stables [2]. Le
modele le plus récent suggere que les télomeres agissent
comme des structures qui protégent les chromosomes
d’éventuelles fusions de leurs extrémités, de I'interven-
tion de la machinerie de réparation (qui les considére-
rait comme des cassures double brin) et de la dégrada-
tion par des exonucléases. Ces structures protectrices,
que nous proposons d’appeler «capuchons télomé-
riques», sont constituées par 'association d’ADN télo-
mérique et de protéines spécifiques. Ce nouveau
concept de capuchon protecteur des chromosomes est
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Ce que I’on connaissait de la machinerie de réplication
conventionnelle, incapable de synthétiser I'extrémité
de molécules d’ADN linéaires comme les chromosomes
eucaryotes, laissait supposer que les télomeres
devaient subir des pertes de leurs séquences terminales
au fil des cycles de réplication. Chez les humains, on
observe effectivement un raccourcissement des chro-
mosomes dans la plupart des cellules somatiques au fil
des années, et I’hypothese selon laquelle les télomeres
joueraient un réle déterminant dans la sénescence cel-
lulaire a été proposée. Cependant, il existe une enzyme
spécifique, la télomérase, d’abord identifiée chez le
cilié Tetrahymena en 1985, qui peut prévenir ce raccour-
cissement naturel des chromosomes en ajoutant des
répétitions télomériques a leurs extrémités [3]. Cette
enzyme est absente de la plupart des cellules humaines
somatiques normales. €n revanche, chez I’lhomme, elle
est présente et activée dans les cellules germinales,
dans la plupart des lignées de cellules transformées et
dans 90% des cellules cancéreuses primaires [4]. Ce
lien entre activation de la télomérase et carcinogenese
a suscité un grand enthousiasme dans la communauté
scientifique, suggérant que des thérapies anticancé-
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reuses fondées sur I'inhibition de la télomérase pour-
raient étre applicables a de nombreux cancers (=).

L'intérét porté aux télomérases a longtemps rejeté dans
’ombre les études sur la structure des télomeéres et du
capuchon télomérique, et les mécanismes moléculaires
de protection des extrémités des chromosomes sont de
ce fait encore mal connus. Le séquengage de I’ADN
télomérique chez différentes especes montre que la
séquence de I’ADN présent aux extrémités des chromo-
somes est relativement bien conservée (Figure 14), ce
qui est en faveur de son importance fonctionnelle. Dans
la plupart des cas, I’ADN télomérique est constitué de
courtes séquences répétées en tandem [5]. Le nombre
de répétitions varie selon les espéces, selon les indivi-
dus et méme entre les différents chromosomes d’une
méme cellule. Dans tous les organismes étudiés, le brin

séquence TTGGGG/CCCCAA (T,G,/C,A,), et le brin
G-riche correspond a I'extrémité 3’. La taille de I’ex-
tension 3’ simple brin est de I"ordre de 12 a 16 nucléo-
tides (Figure 1B). Chez Tetrahymena, deux types de
noyaux coexistent: le micronoyau et le macronoyau.
Le micronoyau, diploide et transcriptionnellement
inactif, sert uniquement a la transmission de I'infor-
mation génétique au cours de la reproduction. Le
macronoyau, issu du micronoyau, est constitué de
chromosomes fragmentés transcriptionnellement
actifs. Diverses expériences suggerent que des exten-
sions G-riches sont présentes sur tous les télomeres,
aux deux extrémités des chromosomes macronu-
cléaires [9]. Ces extensions sont détectées durant
tout le cycle cellulaire [10]. La taille exacte des
extensions, ainsi que leur séquence, sont contrdlées

riche en guanines (G-riche), correspondant a I’extrémité 3’, est plus
long que le brin complémentaire riche en cytosines (C-riche), créant
ainsi une extension simple brin en 3’ du chromosome (Figure 1B). La
drosophile, qui a servi a I’élaboration méme du concept de télomere,
est paradoxalement une des espéces qui font exception a ces regles
générales de constitution des téloméres. Elle possede en effet aux
extrémités de ses chromosomes un nombre multiple de copies de rétro-

transposons spécifiques des télomeres.
Les téloméres de drosophile et les télo-
meres réguliers d’autres organismes,
dont plusieurs arthropodes, dériveraient
cependant des mémes téloméres ances-
traux. Les séquences télomériques «aty-
piques» de la drosophile résulteraient
de modifications des séquences télomé-
riques communes plutot que de la créa-
tion de novo d’une nouvelle structure
télomérique.

L’extension simple brin serait essentielle
pour assurer la fonction de capuchon
protecteur des téloméres au niveau des
chromosomes et, par conséquent, de
I’ensemble du génome, comme cela
avait été proposé il y a 60 ans [6, 7].
Dans cet article sont exposés les récents
développements concernant la structure
terminale de I’ADN chromosomique chez
différents organismes.

Débuts chez les ciliés

La premiere séquence télomérique
déterminée fut celle du protozoaire
cilié Tetrahymena thermophila [8]. Les
télomeéres de cet organisme comportent
50 jusqu’a 70 répétitions de la
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cellulaire.

trés strictement chez les ciliés. La majorité des exten-
sions se termine par la séquence 5’-TTGGGGT-3’ et
plus de 80% de ces extensions ont 14-15 ou 20-21
nucléotides [10]. Cependant, leur taille peut varier
lorsque les cellules sont soumises a certaines restric-
tions nutritionnelles ou lorsqu’elles sortent du cycle

A

Organismes Séquences répétées

Protozoaires

Abréviation des répétitions

Tetrahymena TTGGGG ToGy
Oxytricha TTTTGGGG T4Gy4
Euplotes TTTTGGGG T4Gy
Trypanosome TTAGGG T,AGs
Champignons
Saccharomyces TGTGGTGTGGG (TG)14TG,_3
Plantes
Arabidopsis TITAGGG T;AG3
Silene TITAGGG T3AG3
Vertébrés
Homo sapiens TTAGGG ToAG3
Autres vertébrés TTAGGG ToAG;
B
— chromosome ---5’ -TTGGGGTTGGGG (TTGGGG),TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGT -3’
— chromosome ---3’ ~-AACCCCAACCCC (AACCCC), AACCCCAACCC-5’ X
Répétitions télomériques double brin t:lx::;:ii::e
simple brin

Figure 1. Structure primaire des téloméres. A. Séquences télomériques des chromosomes de dif-

férents organismes [5, 17]. B. Structure primaire de I’ADN d’un télomére de I’organisme modéle

Tetrahymena thermophila.




Levures: petites variations sur le theme

Chez la levure Saccharomyces cerevisiae, il existe une
certaine dynamique dans la régulation de la taille des
extensions simple brin selon les phases du cycle cellu-
laire. Nos résultats récents suggerent que, comme chez
les ciliés, les télomeres de levure possedent une exten-
sion de 12-15 bases durant la plus grande partie du
cycle cellulaire (données non publiées), a I’exception
de la fin de la phase S ou ils acquiérent, de fagon tran-
sitoire, des extensions G-riches de plus de 30 nucléo-
tides [11]. Ces longues extensions sont présentes sur
tous les télomeres apres réplication de ’ADN, c’est-a-

dire aux deux extrémités de chaque chromosome [12].

Cependant, contrairement a ce qui est observé chez les

ciliés, la séquence 3’ terminale de la levure peut étre

différente pour chaque télomere, et, bien qu’elle cor-

responde toujours a la séquence consensus TG,_;, le

nombre de guanines présentes dans chacune des répé-

titions peut varier [13]. La dynamique des extensions simple brin au

cours du cycle cellulaire et la présence d’une séquence spécifique a

I’extrémité des chromosomes semblent donc étre des événements

moléculaires variables selon les especes. Néanmoins, I’ensemble des

résultats obtenus chez les ciliés et chez la levure indiquent que la pro-

tection des extrémités des chromosomes est assurée par une structure

terminale définie, comprenant une courte extension simple brin (12-
20nucléotides) et des protéines spéci-

brin parental

fiques associées, I’ensemble formant le
5 capuchon télomérique.

I« 77

brin parental

Addition de séquences
télomériques par la télomérase 2 ——>

Cellules de mammifeéres:
la boucle terminale

Dans le cas des cellules de mammiferes,
les séquences télomériques et les exten-
sions simple brin sont plus longues que
pour les organismes décrits ci-dessus. €n
effet, les télomeres des cellules
humaines possedent une extension G-

Ligation des fragments d’Okazaki riche d’environ 150 a 200 bases, qui
Elimination de la derniére amorce ARN serait présente elle aussi durant toutes

brin parental
yya

Perte de les phases du cycle cellulaire [14-16].

3« 77
5 yyi

9’ Pextension . .
La présence de ces extensions aux deux

brin retardé

Perte de

brin avancé > 3" 3 simple brin

extrémités d’un méme chromosome fait

Pextension 3’ Sl e Y. il retardsé, cependant I'objet d’une controverse. €n
3’ simple brin 5’ 75~ >3 utilisant une technique appelée PENT
T [T € ease 5-3° (primer extension/nick translation), V.L.
— A::?:::::eséq-uences Makarov.et al. olnt montré la présence
brin parental télomériques par la télomérase ? d’exten5|o?s IG—Ir|ches sur plus de 80%
34 5 des extrémités des chromosomes
5 >3 humains [14]. Ce résultat est en désac-
cord avec le modele de réplication
34 5 conventionnelle (Figure?2), qui prédit
5 >3

brin parental

que seulement 50 % des extrémités
- celles produites par la réplication du

Figure 2. Le probléme du brin avancé lors de la réplication des télomeéres. |I’ADN parental (en  brin retardé - devraient posséder une

noir) est répliqué (ADN nouvellement synthétisé en bleu) par un mécanisme semi-conservatif. ~ extension 3’ simple brin, apres élimina-

Les fleches indiquent la polarité de I’ADN. La réplication semi-conservative de I’ADN ne permet  tion de la derniére amorce ARN du der-

pas de régénérer une extension 3’ simple brin & extrémité du brin avancé. €n revanche, & 'ex-  nier fragment d’Okazaki (hybride ARN-

trémité du brin retardé, I’élimination de la derniére amorce d’ARN (en rouge) produit une  ADN synthétisé par la polymérase

courte extension simple brin. La création du substrat de la télomérase a I'extrémité du brin ~ O/primase lors de la synthese du brin

avancé ne peut se faire que par I'intervention d’une exonucléase, alors que ce substrat est créé  retardé). Les extensions simple brin

par défaut a I"extrémité du brin retardé. L’élongation se produirait, dans les deux cas, par in-  détectées aux extrémités du brin avancé

tervention de la télomérase, sans que I’on sache actuellement si cet ajout a lieu avant ou  pourraient résulter soit de I'action

apres la réplication conventionnelle.
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d’exonucléases, soit d’une activité télo-
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mérase. De telles activités exonucléases ont été mises
en évidence chez la levure S. cerevisiae [12]. Concer-
nant Iactivité télomérase, il n’est pas exclu que cette
enzyme, dont le moment d’action précis n’est pas
encore bien défini, puisse agir apres la réplication, a
I’extrémité du brin avancé, pour créer une extension
simple brin en utilisant comme substrat une trés courte
extension laissée par la machinerie de réplication ou
bien produite par des exonucléases.
W.E. Wright et al. ont obtenu chez I’humain des résultats plus en accord
avec le modele de réplication conventionnelle. Selon ces auteurs, les
chromosomes humains de fibroblastes pourraient étre asymétriques,
avec une longue extension simple brin d’un c6té et une tres courte
extension de I'autre [16]. €n microscopie électronique, ces auteurs
ont évalué la taille des longues extensions simple brin a environ
200+ 75nucléotides, mais la taille des extensions courtes demeure
inconnue [16]. Des observations similaires ont été rapportées pour les

existe une corrélation entre I’érosion des extensions 3’
simple brin et I’entrée en sénescence des cellules
humaines [20]. Cette érosion semble étre le résultat direct
des divisions cellulaires successives plutot qu’une consé-
quence de la sénescence. Cela suggere qu’une altération
spécifique de la structure terminale des chromosomes, et
plus particulierement de Iextension G-riche, survient lors
de la sénescence. €n effet, cette altération, plutot qu’une
diminution globale de la taille des télomeres, déclenche-
rait le processus de sénescence cellulaire.

Retour chez les ciliés:
deux modes de protection ?

Apres la découverte des structures en boucle chez les
mammiferes, des structures t-loop analogues ont pu
€tre observées aux extrémités des chromosomes micro-

télomeéres chez certaines plantes [17]. Ces résultats
suggerent que des extensions simple brin sont bien pré-
sentes a toutes les extrémités télomériques et que leur
présence, plus que leur taille, est essentielle a la pro-
tection des chromosomes [7].

Dans ce modele «linéaire» des extrémités des chromo-
somes, le capuchon télomérique est formé de I’exten-
sion d’ADN simple brin et des protéines spécifiques qui
lui sont associées (Figure 34). Cependant, en 1999, ce
modele a été radicalement modifié. Pour la premiére
fois, des observations en microscopie électronique ont
montré que les extrémités des chromosomes de mam-
miferes sont en fait repliées sur elles-mémes, formant
une énorme boucle terminale, appelée t-loop (telomere
loop) [18]. Ces boucles sont créées du fait de Iinser-
tion dans la portion double brin du télomeére de I’extré-
mité 3’ simple brin (Figure 3B). Il y a ainsi déplacement
d’une partie de I’ADN télomérique double brin, qui
devient simple brin a I'intérieur de la boucle méme, for-
mant une D-loop (displacement loop) [18]. La forma-
tion de ces structures est permise par la présence des
extensions terminales simple brin relativement longues
chez les mammiferes et par 'association avec certaines
protéines télomériques spécifiques. Ces structures ter-
minales permettraient aux cellules de distinguer leurs
extrémités chromosomiques des cassures double brin
survenant ailleurs dans I’ADN, et de les protéger, entre
autres, de la réparation. Le contenu riche en guanine
des extensions télomériques pourrait favoriser la for-
mation de structures alternatives, comme des duplex
ou des quadruplex de G (G-quartets ou G,~-DNA) [5].
Récemment, en utilisant une technique d’attachement
d’oligonucléotides télomériques complémentaires a I'ex-
tension G-riche (T-OLA, telomeric-oligonucleotide liga-
tion assay) [19], le groupe de R. Weinberg a montré qu’il
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A Modéle linéaire classique

l
; ¥
I 5

Dimere a/f, Cdcl3p, Potlp, hnRNP Al
protéines fixant I’ADN télomérique
simple brin

TRF1, TRF2, scRaplp, spTAZlp
protéines fixant I’ADN double brin

B Modéle révisé de t-loop
t-loop

Protéines fixant I’ADN double brin
(comme en A)

Protéines fixant I’ADN
télomérique simple brin
Dimere /P, Potlp, hnRNP Al

/ extrémité 3’
D-loop

Protéines fixant TRE2
la base du t-loop

Figure 3. Modéles de structure des téloméres. A. Modéle classique d’une extré-
mité chromosomique avec une courte extension en 3’ (en rouge) et un complexe
protéique protégeant I’ADN chromosomique (modéle linéaire). B. Les télomeres
des mammiféres se terminent par de larges boucles, les t-loops (telomere
loops). Le double brin télomérique se replie sur lui-méme, I’extension 3’ simple
brin s’insere dans la portion double brin et engendre la D-loop (displacement
loop). La protéine TRF2 se fixe a la base du D-loop in vitro. Les t-loops, en
association avec un complexe protéique terminal, pourraient permettre de dif-
férencier les extrémités des chromosomes des cassures double brin dans I’ADN,
et éviter ainsi la détection des télomeres par la machinerie de réparation des
cassures d’ADN. Les régions simple brin du t-loop et les extensions en 3’ sont
indiquées en rouge. TRF1, 2: telomeric repeat binding factor 1, 2; scRaplp:
protéine télomérique RAP1 de Saccharomyces cerevisiae; Cdcl3p: telomere
binding protein Cdc13p; Potlp: protection of telomeres 1; hnRNPAL: heteroge-

neous ribonucleoprotein Al.



nucléaires d’Oxytricha fallax, qui possedent de longues
extensions permettant la formation de telles boucles
terminales. €n revanche, les extensions de I’ADN télo-
mérique des chromosomes macronucléaires du méme
organisme sont trop courtes pour former des t-loops.
Dans ce cas, les télomeéres sont sous forme linéaire
simple brin et protégés par des complexes spécifiques
d’hétérodimeres protéiques [21]. Ainsi, chez cet orga-
nisme, selon I'origine de I"ADN étudié, deux méca-
nismes différents de protection des chromosomes
pourraient étre utilisés par une méme cellule. Des
structures en t-loop ont également été observées chez
Trypanosoma brucei, aux deux extrémités des chromo-
somes [22]. Comme pour les cellules de mammiféres,
ces structures sont associées a la présence d’exten-
sions simple brin sur les deux brins d’ADN nouvellement
synthétisés. La présence de longues extensions simple
brin semble donc essentielle a la création des t-loops
dans tous les organismes.

Conclusions

’ensemble de ces résultats démontre I’existence de
deux arrangements possibles aux extrémités des chro-
mosomes eucaryotes: les t-loops qui requiérent de
longues extensions simple brin afin de permettre la for-
mation de boucles d’ADN, et les structures linéaires for-
mées de courtes extensions simple brin protégées par
des complexes protéiques spécifiques. Ces deux arran-
gements ne sont pas nécessairement exclusifs. Récem-
ment, une nouvelle protéine télomérique protectrice a
été découverte chez la levure S. pombe et chez I’lhomme.
Cette protéine possede des caractéristiques tres simi-
laires a celles des protéines qui protégent les courtes
extensions chez les ciliés et chez la levure S. cerevisiae
[23]. Les extensions impliquées dans la formation de la
structure t-loop étant relativement longues, il est pos-
sible qu’une courte séquence a I'extrémité de ces exten-
sions demeure, dans la boucle, sous forme simple brin
non associée au brin complémentaire (Figure 3B). Cette
courte extension simple brin pourrait recruter des pro-
téines protectrices conservées chez les eucaryotes, et
cette structure pourrait étre la condition sine qua non
pour la formation du capuchon télomérique. Il est donc
possible que la fonction de protection des chromosomes
eucaryotes associée au capuchon terminal requiert un
complexe nucléoprotéique conservé au cours de I"évolu-
tion. La signification biologique et le mécanisme de for-
mation des t-loops sont encore la source de nombreuses
interrogations et il n’est pas exclu que les travaux en
cours apportent encore des réponses surprenantes a ces
questions. ¢
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SUMMARY
The structures at the termini of chromosomes:
what is there hidden under the cap ?

The telomeres are the nucleoproteic structures present
at the ends of eukaryotic chromosomes. One can com-
pare them to the protective ends of a shoelace; when the
ends get eroded, the shoelace disintegrates and we dis-
pose of it. The same thus applies to the chromosomes;
when telomeres reach a critical threshold for function,
the genome becomes unstable and the cell senesces.
Therefore, telomeres, and particularly their terminal
DNA structures, are critical for the integrity of the
genome. ¢
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