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Résumé

La télomérase est un facteur clé dans la tumorigénese vu son rdle dans le maintien de
I’intégrit¢ chromosomique. Cet enzyme est une ribonucléoprotéine constituée d’'un ARN non-
codant (hTR), qui contient la séquence matrice pour la synthése des télomeéres et qui agit comme
squelette pour 1’assemblage des sous-unités protéiques. Parmi ceux-ci, nous retrouvons
particulierement la protéine hTERT, la sous-unité catalytique qui posséde [D’activité
rétrotranscriptase. L activité de cet enzyme est principalement déterminée par sa maturation ainsi
que par son recrutement aux télomeres. Au cours de ce processus, la télomérase interagit avec
plusieurs effecteurs dont la coordination, bien qu’importante, demeure peu comprise. Suite a la
transcription de I’ARN non-codant hTR, la maturation de la télomérase s’effectuerait en partie au
nucléole. La télomérase serait ensuite transportée aux corps de Cajal (CB) pour terminer la
biogénese du complexe. Il a été proposé que la protéine TCABI jouerait un role a cette étape.
Enfin, le recrutement de la télomérase mature aux téloméres est modulé par son interaction avec
le complexe shelterin présent aux télomeres. Des études ont montré que la protéine POT1, qui
interagit avec la partie simple-brin du télomeére et inhibe le recrutement de la télomérase aux
télomeres, est mutée dans certains cancers présentant une ¢longation anormale des télomeres.

Bien qu’il soit proposé que I’assemblage des sous-unités hTERT et hTR s’effectuerait aux
CB, il n’y a pas de consensus sur I’enchainement des étapes qui conduisent a cet assemblage. Une
fois la télomérase assemblée, son acces aux télomeres est contrdlé, notamment par la protéine
POTI1. Des mutations de POTI, tel que K90E, sont observées dans des cancers, mais I’impact de
telles mutations sur I’acces de la télomérase aux télomeres reste inconnu. Deux hypothéses ont
donc été posées : 1) Une étape dans la maturation de la télomérase est favorisée au niveau du
nucléole par la liaison de hTR a TCABI, qui permettrait son trafic du nucléole vers les CB. 2) La
mutation K90E dans POT1 augmenterait le recrutement de la télomérase aux télomeres.

Notre laboratoire a développé un systéme qui permet de marquer I’ARN hTR avec la GFP
de manicre a permettre I’imagerie de molécules unique en temps réel dans les cellules et ainsi
¢tudier les interactions de la télomérase avec différents effecteurs. Dans ce projet, un pipeline
d’analyse d’image, DCTracker, a ét¢ développé pour automatiser ’analyse d’image. 1) Des
expériences de microscopie en temps réel sur cellules vivantes permettront d’observer les

changements dans le recrutement de hTR aux télomeres lorsque POT1 présente la mutation K9OE



identifiée dans certains cancers par rapport a POT1 sauvage. 2) TCABI, fusionné a un HaloTag,
sera marqué par Janelia Fluor 646 et de I’imagerie sur un microscope a haute résolution par la
méthode HiLo sera faite pour détecter les molécules uniques de hTR et TCABI, et évaluer leur
colocalisation dans le nucléole et aux CB.

Les résultats obtenus ont montré une différence dans le recrutement de hTR aux télomeres
lorsque POT1 présente la mutation ponctuelle K9OE. Aussi, il a été possible d’imager et de
localiser des particules uniques de TCAB1 dans le noyau des cellules a I’étude. D’une part, ces
résultats ont permis de suggérer qu’une partie de la biogénéese de la télomérase se déroule au
nucléole, et d’autre part ils ont permis d’identifier I’importance de la lysine 90 de POT1 dans la

répression du recrutement de la télomérase aux télomeres.

Mots-clés : télomeres, télomérase, hTR, TCABI1, POTI, cancer, imagerie en temps réel, cellules

vivantes, microscopie.



Abstract

Telomerase is a key enzyme in tumorigenesis due to its role in maintaining chromosomal integrity.
This enzyme is a ribonucleoprotein complex consisting of a non-coding RNA (hTR), which
contains the template sequence for telomere synthesis, and which acts as a backbone for the
assembly of protein subunits. Among these, we particularly find the hTERT protein, the catalytic
subunit which possesses the reverse transcriptase activity. The activity of this enzyme is mainly
determined by its maturation as well as by its recruitment to telomeres. During this process,
telomerase interacts with several effectors which coordination, although important, remains poorly
understood. Following transcription of hTR, telomerase maturation takes place partly at the
nucleolus. Telomerase would then be transported to the Cajal bodies (CB) to complete its
biogenesis. It has been proposed that the protein TCAB1 plays a role at this step. Finally, the
recruitment of mature telomerase to telomeres is modulated by its interaction with the shelterin
complex present at telomeres. Studies have shown that the protein POT1, which interacts with the
single-stranded extremity of the telomere and inhibits telomerase recruitment to telomeres, is

mutated in some cancers with abnormal telomere elongation.

Although it is proposed that the assembly of the hTERT subunits and hTR would take place at the
CBs, there is no consensus on the different steps that lead to this assembly. Once telomerase is
assembled, its access to the telomeres is controlled by members of the Shelterin complex, including
POTI1. POTI1 mutations, such as K90E, are observed in several cancers, but the impact of such
mutations on telomerase access to telomeres remains unknown. We hypothesized that: 1) A step
in telomerase maturation is promoted in the nucleolus by the binding of hTR to TCABI1, which
would allow its trafficking to CBs. 2) The K90E mutation in POT1 would increase telomerase

recruitment to telomeres.

Our laboratory has developed a system that allows the labeling of hTR RNA with GFP in order to
perform imaging of single molecules of hTR in real time in living cells and thus study the
interactions of telomerase with different effectors. In this project, we also developed a data analysis
pipeline (DCTracker) to automatize the image analysis.1) Real-time microscopy experiments on
live cells will allow us to observe the changes in the recruitment of hTR to telomeres when POT1

has the K90E mutation identified in certain cancers compared to the wild type. 2) TCABI, fused



to a HaloTag, will be labeled with JaneliaFluor 646 and imaged on a high-resolution Hilo
microscope to detect single molecules of hTR and TCABI, and assess their colocalization in the

nucleolus and CBs.

Our results revealed an increased recruitment of hTR at telomeres when POT1 presents the point
mutant K90E. Also, we were able to image and localize single particle of TCABI1 in the nucleus
of the cells. These results suggest that part of the biogenesis of telomerase takes place in the
nucleolus, and they underline the role of lysine 90 of POT1 in the repression of telomerase

recruitment to telomeres.

Keywords : telomeres, telomerase, hTR, TCAB1, POT1, cancer, live cell imaging, image analysis,

microscopy
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Chapitre 1 - INTRODUCTION

Le cancer est une maladie complexe qui existe depuis trés longtemps et qui est
malheureusement encore d’actualité aujourd’hui. Un des aspects communs a la majorité des
cancers, et qui est un éveénement clé de la cancérogénése, est I’immortalisation des cellules
cancéreuses qui est régie par la réactivation de la télomérase. Cette derni¢re est une réverse
transcriptase qui permet de maintenir les extrémités des chromosomes en allongeant les télomeéres.
Dans pres de 90% des cancers, la télomérase est réactivée et entraine 1’allongement des télomeres
permettant I’immortalisation des cellules (1). Les 10% restants sont des cancers dont le mécanisme
repose sur la voie ALT (Alternative Lengthening of Telomeres), qui implique la recombinaison

homologue pour maintenir la longueur de leurs télomeres (2).

I. Télomeres

a. Structure et fonction des télomeres

Les télomeres sont des séquences répétées a I’extrémité des chromosomes et sont essentiels
a la stabilité¢ et a D'intégrité chromosomique (3). En effet, les téloméres empéchent que les
extrémités chromosomiques soient reconnues comme des bris dans I’ADN double-brin, permettant
ainsi de prévenir de potentielles fusions chromosomiques (4). Les télomeres sont composés de
répétitions en tandem (motif TTAGGG chez les vertébrés) d’une longueur variable selon les
especes (3,5). Dans les cellules humaines, la longueur de la séquence télomérique va de 5 a 15
kilobases (kb) (5). Cependant, la longueur minimale requise pour que les télomeéres puissent
remplir leur réle dans la protection des extrémités chromosomiques est d’environ 400 paires de
bases (6,7). La région télomérique est une structure majoritairement double-brin qui se termine par
une région simple brin, nommée protrusion 3’, qui se trouve sur le brin nommé¢ brin riche en G (8).
La longueur de la protrusion 3’ peut varier entre 50 et 500 nucléotides chez les mammiféres (9).
L’autre brin qui est toujours engagé dans une liaison double-brin se nomme brin riche en C (9).

Pour pouvoir protéger les extrémités des chromosomes, les télomeres forment une structure
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secondaire particuliére qui se nomme boucle T ou 7-loop (10), et grace a la protrusion 3 qui vient

se replier sur lui-méme, une structure en boucle D ou D-loop se forme (Figure 1) (10).

T
\ C-strand

ATM hTR

.
w

POT1

Complexe H/ACA

Réparation DSB 3’overhang

Région double brin
Figure 1: Le télomére et son interactome. L’ ADN télomérique est li¢ par le complexe shelterin.
Ce dernier, composé des protéines TRF1, TRF2, TPP1, POT1, TIN2 et RAP1, permet la protection
de I’extrémité des chromosomes en participant a la formation de la boucle T (7-/oop). Le brin riche
en G (G-strand) de la protrusion 3’ (3’ overhang) participe a la formation de la boucle D (D-loop)
et permet de stabiliser la boucle T en méme temps. La shelterin protége aussi les télomeres de la
réparation des DSB (Double Strand Break ou bris double brin) en inhibant les kinases ATM et
ATR qui activent les voies de réparation des DSB. La protéine TPP1 permet le recrutement de la
télomérase aux télomeres, tandis que POT1 permet sa répression. La fléche noire indique le sens

de I’extension des télomeres par la télomérase.

b. Interactome des télomeéres

Les télomeres sont associés a un certain nombre de protéines qui forment un complexe
nommé shelterin (9) (Figure 1). Ce complexe protéique permet le maintien de la 7-/oop ainsi que
la distinction entre les extrémités chromosomiques et les bris double-brins (9). En effet, le
complexe shelterin empéche ainsi 1’activation des voies de réparation des bris double-brins de
I’ADN au niveau de P'extrémité des chromosomes (9). Ces réponses incluent notamment la

jonction d’extrémités non-homologues (Non-Homologous End-Joining ou NHEJ), la jonction
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d’extrémités non-homologues alternative (Alternative Non-Homologous End-Joining ou Alt-
NHEJ) et la recombinaison homologue (9,11).

Le recrutement du complexe shelterin aux téloméres est favorisé par les protéines
Telomeric binding factor 1 and 2 (TRF1 et TRF2) qui reconnaissent la séquence des répétitions
télomériques (Figure 1, 2) (12). Ces protéines recrutent ensuite les autres effecteurs protéiques du
complexe : TRF1- and TRF2- Interacting Nuclear protein 2 (TIN2), Repressor/Activator Protein
1 (Rapl), Protection Of Telomeres 1 (POT1) et Adrenocortical dysplasia protein homolog (TPP1)
requis pour I’activité et la stabilisation du complexe (Figure 1, 2) (13). TIN2 est particulierement
importante pour stabiliser TRF1 et TRF2 sur le télomére (14). En effet, I’absence de cette protéine
cause une déstabilisation du complexe, ce qui diminue la quantité des protéines TRF2 et POT1-
TPP1 aux téloméres. Ces derniéres sont quant a elles impliquées dans 1’inactivation des voies de
réparation des dommages a I’ADN (15,16). En effet, il a été proposé que TRF2 inhibe la kinase
ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) (17,18), alors que POTI-TPP1 inhibe la kinase ATR
(Ataxia telangiectasia and Rad3 related) (16,18), deux kinases impliquées dans les voies de

signalisation des dommages a I’ADN.
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Figure 2 : Organisation du complexe shelterin (excluant RAP1). Les régions non structurées
sont illustrées par les régions flexibles de chaque protéine. Le complexe shelterin assemblé
(excluant RAP1) comprend deux modules structurellement séparés : le module d'architecture des
télomeres (TRF1-TIN2-TRF2-RAP1) et le module de régulation de la télomérase (TPP1-POT1).

Le domaine N-terminal TIN2 (TIN2N, en orange) interagit uniquement avec TRF2 (rose) alors
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que son domaine C-terminal interagit avec TRF1 (bleu) et/ou TRF2 (bras pointillé orange). TPP1
(vert) interagit avec TIN2, POTI1 (violet) et hTERT (domaine OB vert/TEL patch). Les domaines
OB-fold 1 et 2 de POT1 interagissent avec I’ADN simple brin. Tirée de Lim and Cech, 2021 (19).

¢. Maintenance et division des télomeéres

Dans les cellules somatiques, au fil des divisions cellulaires, les télomeres deviennent de
plus en plus courts a cause du probléme de réplication aux extrémités, soit I’impossibilité pour la
cellule de synthétiser le brin discontinu des chromosomes lors de leur réplication (20). En effet, a
la fin de la réplication de I’ADN télomérique, a cause de la dégradation de I’amorce qui a été mise
sur le brin discontinu par I’ADN primase pour permettre la synthése des brins d’Okasaki et
I’incapacité de ’ADN polymérase de synthétiser ’ADN dans cette partie, il y a une perte du
matériel génétique qui engendre un brin 5’ plus court et un brin 3’ dépassant (20,21). Il s’agit 1a
du probléme de fin de réplication (20). Ainsi, au cours des divisions cellulaires, les télomeres se
retrouvent de plus en plus courts, jusqu’a atteindre une limite qui affecte la capacité des cellules a

se diviser : la limite de Hayflick (22) (Figure 3).
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Figure 3: Probléme de réplication des extrémités de I'ADN. Aprées le passage de la fourche de
réplication, les amorces a ARN (rose) sont fabriquées par I'ARN primase. Ceux-ci sont ensuite
étendus par I'ADN polymérase pour former des fragments d'Okazaki. Lorsque ces amorces d'ARN
sont retirées, il n'y a pas de moyen de synthétiser une séquence du brin retardé qui soit
complémentaire a la petite région a l'extrémité du chromosome (encerclé en rouge). Ainsi, au cours
de la division cellulaire, la séquence est perdue aux extrémités des chromosomes. Adaptée de

Wellinger (23).

Lorsque les télomeres atteignent une longueur critique, cela aboutit a la sénescence cellulaire, un

¢tat dans lequel les cellules ne peuvent plus se répliquer, et éventuellement a I’apoptose (22,24).
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Pour remédier au probléme de raccourcissement des télomeres dans les cellules qui doivent
conserver leur capacité de réplication, telles que les cellules germinales et les cellules souches, les
télomeres doivent étre allongés apres chaque cycle de réplication grace a une enzyme spécialisée

nommée télomérase (24).

II. Télomérase

a. Structure et fonction de la télomérase

La télomérase est un complexe ribonucléoproté¢ique (RNP) qui est responsable du maintien
des extrémités des chromosomes en allongeant les télomeéres chez la majorité des eucaryotes (25).
Elle a ét¢ découverte en 1985 par Carol W. Greider et Elizabeth H. Blackburn (25). Elle est
constituée notamment d’une transcriptase inverse nommée hTERT et d’un long ARN non-codant

(IncARN) nommé hTR (Figure 4) (25).

Domaine CR4/5

Boite CAB

i

CAAUCCCAAUG
Séquence matrice
5!
Figure 4: Structure secondaire de hTR. Le domaine H/ACA est en vert et comprend la boite
CAB. Le domaine CR4/5 est en bleu. Le domaine central est en orange et comprend un pseudo-

nceud (en violet) et la s€équence matrice (en rouge). La protéine hTERT lie le pseudo-nceud et la

tige boucle CR4/5. Adaptée de Nguyen et al. (26).
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A Human telomerase RNA: hTR

L’ARN hTR, aussi connu sous le nom de TERC (Telomerase RNA Component) constitue
I’armature de la télomérase (Figure 4) (5). Une structure secondaire conservée chez les vertébrés
de cet ARN a initialement été déterminée sur la base de 35 séquences (27), avec quatre domaines
structurels conservés proposés : la séquence matrice pour la synthése des télomeres, le domaine
pseudo-nceud, une tige boucle qui permet I’interaction avec hTERT (domaine CR4/5) et une tige
boucle du coté 3’ qui présente une boite CAB d’un c6té et un motif H/ACA de I’autre sur lequel
le complexe H/ACA se lie (Figure 4) (28,29). Dépendamment des espéces, la longueur de hTR
peut varier de 150 nucléotides (nt) chez les Ciliés a 1150 nt chez Saccharomyces cerevisiae, ou
encore a plus de 2000 nt chez le champignon Neurospora crassa (29). Chez ’humain, I’ARN hTR
mature fait 451 nt (30). Cependant, malgré la différence de taille observée entre les différentes
especes, les propriétés fonctionnelles restent conservées (30). Tous les éléments de structure
secondaires conservés chez TR se trouvent dans la région 5’ de hTR, au niveau du domaine CR4/5
et du domaine pseudo-nceud (27,31,32). Ces deux domaines structuraux hautement conservés lient
indépendamment hTERT (33,34) et sont les seuls éléments de hTR requis pour la reconstitution in
vitro d’une télomérase catalytiquement active avec hTERT (34,35). L’extrémité 3° de hTR a été
identifiée comme étant un domaine spécifique aux corps de Cajal, jouant un réle important dans
la biogénese et la régulation de la télomérase in vivo, incluant sa maturation et sa localisation (36—
39). En effet, ce IncARN contient un élément conservé de localisation au corps de Cajal (boite
CAB) (36) dans la boucle a I’extrémité 3’ (30). Ainsi, la liaison de la protéine Telomerase Cajal
body protein 1 (TCAB1) a la boite CAB permet la localisation de hTR dans le corps de Cajal
(40,41) (Figure 5). L’ARN hTR se lie aussi a deux ensembles des quatre H/ACA RNP conservées
durant 1'évolution (dyskérine, Garl, NoplO et Nhp2) qui participent a ’assemblage de la
télomérase mature (42) (Figure 5). De plus, il a récemment été découvert que les histones H2A-

H2B font aussi partie du complexe télomérase (43) (Figure 5).
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H/ACA lobe

Catalytic core

hTR

Figure S: Structure cryo-EM de la télomérase humaine. a. Vues de face (gauche) et arriére
(droite) des cartes cryo-EM des deux domaines de la télomérase : le noyau catalytique et le lobe
H/ACA a 3,8 A et 3.4 A respectivement, avec des sous-unités colorées. b. Vue de face de la
structure dans laquelle ’ARN hTR et le substrat d'ADN sont mis en évidence. Figure adaptée de
Ghanim et al., 2021 (43).

il Human Telomerase reverse transcriptase: hTERT

La transcriptase inverse hTERT est le partenaire protéique essentiel de hTR qui permet
I’ajout des répétitions télomériques (44). De plus, étant donné que son expression n’est pas élevée
et est réprimée dans la majorité des cellules somatiques, cela fait d’elle le facteur limitant pour
I’activation de la télomérase (45). Elle est composée de 1132 acides aminés et se divise en quatre
domaines fonctionnels, a savoir le Telomerase Essential N-terminal domain (TEN), le RNA
Binding Domain (RBD), le domaine rétrotranscriptase (RT) qui contient le telomerase repeat
addition processivity motif (TRAP) et le domaine C-Terminal Extension (CTE) (44,46,47) (Figure
6). Le domaine TEN joue un role clé dans le recrutement de la télomérase aux télomeres en
interagissant avec la protéine TPP1 du complexe shelterin et permet aussi de catalyser la synthése
des répétitions télomériques (5). En effet, des mutations dans ce domaine ont révélé une réduction
du recrutement de la télomérase aux télomeres (48). Une étude récente a aussi révélé que le motif

TRAP régule la processivité de la télomérase (47). Le domaine TRBD quant a lui est le domaine
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essentiel pour I’interaction entre hTERT et hTR; I’interaction se fait au niveau du domaine CR4/5
et du domaine pseudo-nceud de hTR (44). Le domaine RT permet la synthése des répétitions et
forme avec le domaine CTE une structure permettant I’addition des TTAGGG de fagon optimale

(44).

1178 322 59 pr M 13

TERT

Figure 6: Les différents domaines de hTERT. La protéine hTERT est composé de quatre
domaines fonctionnels : le domaine TEN (cyan), le domaine RBD (bleu), le domaine RT (violet)

avec le motif TRAP (orange) et le domaine CTE (gris). Tirée de Liu et al., 2022 (46).

b. Interactome de la télomérase

Bien que I’ARN hTR et la protéine hTERT soient suffisants pour obtenir une télomérase
fonctionnelle, d’autres protéines participent a ce complexe pour une télomérase complete et
fonctionnelle de facon optimale (49,50): TCABI, le complexe H/ACA et I’hétérodimere
d’histones H2A-H2B (43,49,50).

I Telomerase Cajal Body Protein 1: TCAB1

TCABI, aussi connu sous le nom de WRAPS3 (WD40-encoding RNA antisense to p53) ou
encore WDR79 (WD repeat-containing protein 79) est une petite protéine retrouvée dans le
complexe de la télomérase mature et qui lie la boite CAB retrouvée sur hTR (Figure 1,3) (40,41)
Elle est constituée de trois domaines : un domaine riche en proline, un domaine WD40 et un

domaine riche en glycine (Figure 7) (51).

Proline-rich WD40 domain Glycine-rich
1 548
8 57 150 500 533-545

Figure 7: Domaines de la protéine TCABI. La protéine TCABI est constituée d’un domaine N

terminal riche en proline, d’un domaine central WD40 (qui lit la boite CAB de ’ARNnc hTR pour
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permettre 1’assemblage de la télomérase aux CB) et d’un domaine riche en glycine en C terminal.

Adaptée de Mahmoudi et al. (51).

Cette petite protéine de 543 acides aminés permet la localisation de la télomérase aux corps de
Cajal (Cajal bodies, CB) ou a lieu certaines étapes de maturation de la télomérase (5,41). De plus,
des expériences d’immunoprécipitation faites sur des cellules qui n’exprimaient pas TCAB1 ont
montré que I’absence de TCABI1 engendrait une réduction de I’association de hTERT au domaine
CR4/5 de hTR, démontrant ainsi I’importance de la protéine TCAB1 dans le repliement correct de
la tige boucle CR4/5 et dans le bon assemblage de la télomérase (50). D’ailleurs, une déplétion de
TCABI par ARN interférents perturbe le recrutement de la télomérase aux télomeres, une étape

importante pour le fonctionnement de la télomérase (52—54).

il Complexe ribonucléoprotéique H/ACA

Le complexe ribonucléoprotéique H/ACA est recruté durant la transcription de I’ARN hTR
grace au domaine H/ACA de hTR (55). Des domaines H/ACA existent aussi chez d’autres ARN,
notamment des petits ARN nucléolaires (snoARN), qui servent de guides pour la
pseudouridylation des ARN ribosomaux lorsqu’un complexe composé de NOP10, NHP2 et DKC1
(dyskerine) les lie (56). D’ailleurs la pseudouridylation, catalysée par la dyskerine, a des fonctions
dans I’expression génique, I’épissage et la traduction et est une modification retrouvée chez
plusieurs ARN (57). Au niveau de la tige-boucle retrouvée dans le domaine CR4/5 de hTR, il y a
des sites potentiels de pseudouridylation, suggérant un role dans la stabilisation de la tige-boucle,
mais aucune évidence quant a son rdle potentiel dans I’activité de la télomérase n’a encore été
explorée (58). Il a été montré que des mutations de DKCI résulte en une dégradation de hTR par
I’exosome, tout comme des mutations au niveau du domaine H/ACA (59). Ceci induit donc une
diminution du niveau de hTR et un raccourcissement des télomeres, ce qui suggere que le
recrutement de DKC1 sur hTR a un réle important dans la stabilité et la maturation de la télomérase
(59).

iii.  Histones H2A et H2B

Les avancées récentes de la résolution de la structure du complexe de la télomérase

humaine ont permis d’identifier I’hétérodimére d’histones H2A-H2B comme un partenaire
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additionnel de ce complexe (Figure 5) (43). Cet hétérodimere se lie au domaine CR4/5 de la méme
mani¢re qu’il lierait 1'ADN nucléosomique, c’est-a-dire en utilisant la surface chargée
positivement (Figure 5) (43). Des travaux antérieurs ont souligné que le domaine CR4/5 a lui seul
adopte des conformations différentes (60), alors que dans les particules d'holoenzyme, il adopte
une conformation plus réguliere (43). Il a donc été suggéré que 1'hétérodimeére H2A-H2B pourrait
agir pour stabiliser et/ou positionner le domaine CR4/5 pendant I'assemblage de la télomérase dans

les cellules (43).

III. Biogénese de la télomérase

En raison de son role dans la prolifération et I’immortalisation cellulaire, la biogénese de
la télomérase est un processus hautement régulé. Cette régulation est majoritairement attribuable
a la régulation de I’expression des génes hTR et hTERT et une dérégulation dans 1’expression de
ces genes entraine une dérégulation dans les niveaux de télomérase mature (61).

Cependant, le processus d’assemblage de la télomérase joue aussi un role dans la régulation
des niveaux de télomérase mature et fonctionnelle. Cet assemblage s’effectue autour de I’ARNnc
hTR qui sert d’échafaud et permet le recrutement de 1I’ensemble des composants de la télomérase
mature lors du processus de maturation. Dans I’ensemble, I’assemblage de la télomérase se produit
probablement a plusieurs sites dans le noyau, et des défauts dans ce processus peut entrainer sa

mauvaise localisation (4).

a. Synthése de hTR

Bien que hTR soit parfois défini comme un ARN spécifique aux corps Cajal (scaRNAs)
ou un des petits ARN nucléolaires (snoRNAs) en raison de la présence du domaine H/ACA (4), le
processus de transcription et de maturation de hTR différe sensiblement de celui de ces ARN. En
effet, chez I’humain ’ARNnc hTR est transcrit du géne TERC a partir de son propre promoteur
par I'ARN polymérase II (62,63). La transcription est notamment régulée par les facteurs de
transcription Spl (specificity protein 1), HIF-1 (Hypoxia-inducible factor 1) et NF-Y (Nuclear
transcription factor Y), des régulateurs positifs de 1’expression de hTR, ainsi que par Sp3

(specificity protein 3) qui régule négativement sa transcription (64,65).
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Au cours de la transcription, hTR acquiert une coiffe mono-méthylguanosine (MMG) qui
subit par la suite une hyperméthylation par I’enzyme tri-méthylguanosine synthase 1 (TGS1) pour
donner une coiffe N2, 2, 7 tri-méthylguanosine (TGM), qui est essentielle a la régulation du niveau
et de la localisation de hTR (28). En effet, la déplétion de TGS1 cause une augmentation du niveau
de hTR et de télomérase et par conséquent une augmentation de la longueur des télomeres ainsi
qu’une mauvaise localisation de hTR (28). Inversement, I’hyperméthylation de la coiffe de hTR
inhibe I’accumulation de hTR, restreint les niveaux de télomérase assemblée et limite 1’élongation
des télomeres (28).

Le mécanisme de terminaison de la transcription de hTR chez les vertébrés demeure peu
compris, cependant il a été suggéré qu’il est effectué par un mécanisme impliquant le complexe
Integrator, un complexe qui participe a la terminaison de la transcription des petits ARN
nucléolaires (snRNA) (66,67). Le produit de cette transcription est une molécule précurseur
d’environ 461 nucléotides qui sera ensuite modifiée post-transcriptionnellement pour produire la

molécule de hTR mature de 451 nucléotides (68).

b. Maturation et localisation de hTR

L Au site de transcription

La premicre étapes de maturation de hTR, ayant lieu rapidement apres la transcription est
la liaison du complexe H/ACA, composé en premier lieu des protéines Dyskeratosis Congenita 1
(DKC1), H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 2 (NHP2), H/ACA ribonucleoprotein complex
subunit 3 (NOP10) et H/ACA ribonucleoprotein complex non-core subunit NAF1 (NAF1) qui se
lie a une structure tige-boucle de hTR retrouvée du coté 3’ (49). Subséquemment, NAF1 est

remplacée par GAR1 dans le complexe H/ACA lors de la maturation de la télomérase (55,69).

il. Dans le nucleole

Ensuite, comme le précurseur de hTR est synthétisé avec une longue extrémité 3°, celle-
ci doit se faire raccourcir pour produire la forme mature de 451 nucléotides (70). Puisque les
facteurs qui participent a cette étape sont localisés au nucléole, elle est généralement considérée

comme ayant lieu dans le nucléole (71). La présence d’une étape de maturation de hTR au nucléole
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est aussi supportée par la présence transitoire de hTR dans le nucléole observée en microscopie
sur des cellules vivantes (72). La voie typique de maturation de hTR implique une étape de oligo-
adénylation suivie d’un clivage de I’ARN pour produire la forme mature. En effet, ces précurseurs
sont d’abord oligo-adénylés par la poly(A)polymérase non canonique PAPDS5 (73,74), puis
peuvent soit étre dégradés par le complexe exosome d’ARN, soit voir leur queue poly-A éliminée
par la poly(A)ribonucléase PARN afin de pouvoir continuer leur maturation (28). La ribonucléase
PARN a initialement été¢ découverte comme un geéne muté chez des personnes ayant des fibroses
pulmonaires et des télomeéres courts, suggérant son implication fonctionnelle avec la télomérase
(4). Ainsi, en l'absence de PARN, les précurseurs de hTR s'accumulent et sont ensuite dégradés,
ce qui entraine une diminution des niveaux de hTR et une réduction de l'activité de la télomérase
(68). Cependant, en l'absence a la fois de PARN et de PAPDS, le niveau de hTR oligo-adénylé est
considérablement plus faible et la maturation du transcrit de hTR se déroule normalement (68),
indiquant la présence d'exonucléases 3'-5' supplémentaires qui permettent de raccourcir hTR dans
sa forme mature sans nécessiter l'oligo-adénylation et de dé-adénylation (4). L’un de ces candidats
serait I'exonucléase d'ARN 3'=5' TOE1 (Target of EGRI protein 1) localisée dans le corps de Cajal,
qui participe a la maturation des snRNA, des snoARN et des scaARN ainsi que des molécules
précurseurs de h'TR (75-77). L’ARN hTR peut aussi étre dégradé par I’enzyme Exoribonucléase
1 (XRN1) dans le cytoplasme lorsqu’il se fait décoiffer par la mRNA-decapping enzyme 2 (DCP2)
(59). Ainsi, les transcrits de hTR subissent un processus de maturation en plusieurs étapes qui
comprend des cycles d'adénylation et de désadénylation, qui maintiennent le niveau de hTR en
équilibre (4). Ces mécanismes sont cruciaux pour la régulation des niveaux de télomérase, et bon

nombre de ces étapes sont perturbées dans certaines pathologies (4).

iti.  Dans les Cajal Bodies

Les corps de Cajal (CB) sont des organites sans membrane retrouvés dans le noyau et sont
constitués de ribonucléoprotéines (RNP), en particulier les petits RNP nucléaires spliceosomal
(snRNP) et de petits RNP nucléolaires (snoRNP) ainsi que de protéines (78). Ils sont impliqués
dans des processus métaboliques différents liés a I’ARN, tels que la biogénese et la maturation de
petits ARN ou encore la maintenance des télomeres (36,79). C’est un compartiment qui est

structuré a 1’aide de la protéine coilin qui, en interagissant avec les composantes des CB, permet
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leur formation et leur maintien (80). La boite CAB retrouvée dans différents scaRNA mais aussi
dans hTR est reconnue par la protéine TCABI et permet leur adressage au CB (78). Ainsi, la
localisation de hTR aux CB nécessite la liaison de TCABI a la séquence de la boite CAB de la
boucle en épingle a cheveux 3" de hTR (36,41,81). D’ailleurs, une récente étude a montré (a partir
de résultats obtenus par FISH) que la déplétion de TCABI1 entrainait une accumulation de hTR
dans le nucléole, suggérant que TCABI serait nécessaire pour empécher I'accumulation de hTR
dans le nucléole et permettre son assemblage avec hTERT (82). Cependant, dans ces mémes
cellules, lorsque hTR est surexprimé, le nucléole semble étre saturé et l'excés de hTR peut
s'assembler avec TERT et se localiser aux télomeres, suggérant que TCAB1 n’est pas essentiel au
recrutement de la t€lomérase aux télomeres (82).

Il a initialement été avancé (a partir de résultats obtenus par FISH) que hTR réside aux CB
pendant la majeure partie du cycle cellulaire (36,83). Cependant, I'idée que hTR est principalement
localisé dans les CB a été remise en question par une récente étude qui utilise de l'imagerie en
cellules vivantes, et a démontré que seulement 5 % a 10 % de hTR se trouve dans les CB (72).
Ceci a encore été confirmé par une technique de FISH trés sensible combinée a de la microscopie
a super-résolution (72).

Malgré la présence de hTR aux CB, leur role dans la maturation ou le recrutement de la
télomérase est encore peu compris et n’est pas essentiel au fonctionnement de la télomérase. En
effet, il a été observé que les CB facilitent le recrutement de la télomérase dans les télomeres
(79,81). De plus, de précédentes études ont montré que les CB étaient adjacents aux foci de hTR
associés aux télomeres mais pas avec les foci de hTR non-associés aux téloméres , suggérant un
transport de hTR aux télomeres par les CB (81,84). Cependant, I’imagerie en cellules vivantes a
montré que le recrutement de hTR aux télomeéres ne se passait pas exclusivement aux CB et que
la délétion de hTERT diminuait la fraction de hTR retrouvés aux CB (72). De plus, la déplétion de
la protéine de structure des CB (coilin) n’affecte pas la localisation de hTR aux télomeres,
soutenant le role non essentiel des CB dans le recrutement de hTR aux télomeres (85). Finalement,
la déplétion de TCAB1 empéche la localisation de hTR aux CB sans affecter les niveaux de hTR

ou l'assemblage de la télomérase (41,50,68).

c. Assemblage de la télomérase
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Puisque I’ARN hTR contient la matrice nécessaire pour synthétiser ' ADN télomérique par
transcription inverse et que la protéine hTERT posséde une activité rétro-transcriptase,
I’interaction entre des deux facteurs est nécessaire pour 'activité de la télomérase (71). Cependant,
le mécanisme et la localisation de I’assemblage entre ces deux composants n’est pas encore été
défini et nécessite une étude plus approfondie. Initialement, il a été¢ proposé que 1’assemblage de
la télomérase se passait au début de la phase S dans le nucléole (86). Cependant, d’autres études
ont rapporté que hTR et hTERT sont localisés dans différents compartiments du noyau (84), ou
bien que hTERT se trouve dans le nucléole au début de la phase S lorsqu'il est exprimé dans des
cellules primaires mais exclu du nucléole tout au long du cycle cellulaire dans des lignées
cellulaires tumorales et immortalisées (87). Un autre modéle suggére que hTR est assemblé avec
hTERT dans les CB (72,84). Cependant, les observations selon lesquelles la déplétion de TCABI
n'affecte pas l'assemblage de la télomérase implique qu'une voie d'assemblage de la télomérase

indépendante des CB devrait exister (41,50).

IV. Recrutement de la télomérase aux télomeres

a. Les principaux « protagonistes »

L TPPI et POTI du complexe de la shelterin

La protéine TPP1 est composée de trois domaines, soit OB-fold, central et C-terminal. Le
domaine OB-fold (aussi nommé TEL patch) lie ’ADN simple brin a I’extrémité chromosomique.
De plus, ce domaine participe aux interaction protéine-protéines et est essentiel au recrutement de
la télomérase via son interaction directe avec le domaine TEN et le motif TRAP du domaine RT
de hTERT (4,46) (Figure 8). Le domaine central permet quant a lui la liaison a POT1, alors que le
domaine C-terminal est essentiel a son association avec la protéine TIN2, ce qui permet
I’intégration de TPP1 et de POT1 au complexe shelterin (14,88,89) (Figure 8). TPP1 est la clé
nécessaire au recrutement de la télomérase aux télomeres (90). En effet, une déplétion de TPP1
résulte en une réduction du recrutement de la télomérase (91). De plus, il a été montré que certains
acides aminés de TPP1, a savoir E169, E171 et L212, jouaient un rdle essentiel dans le recrutement

de la télomérase (92). Qui plus est, des expériences de fluorescence in situ hybridization (FISH)
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sur hTR ont révélées que le domaine TEL patch de TPP1 était impliqué dans la localisation de la

télomérase aux télomeres (92).

A

H2A-H2B

H/ACA Lobe

RT

Catalytic Core

Figure 8: Structure du noyau catalytique de la télomérase. Une reconstruction cryo-EM de 3,2
A du complexe télomérase-noyau catalytique-ADN-TPP1. Une reconstruction cryo-EM 3.9 A du
complexe télomérase catalytique core-ADN-TPP1-POT1. Figure adaptée de Ghanim et al., 2021
(93).

La protéine POT1 possede quatre domaines, soient trois domaines OB-fold (OB1, OB2 et
OB3) et un Holliday junction resolvase domain (HIRD) (94). Le domaine OB-fold du c6té C-
terminal (OB3) lie TPP1 tandis que les deux domaines OB-fold du c6té N-terminal (OB1 et OB2)
lient la région d’ADN simple brin sur le télomére avec une grande affinité (94-97) (Figure 2, 8).
POTI1 permet d’inhiber 1’extension télomérique en séquestrant la protrusion 3°, permettant ainsi

de prévenir le recrutement de la télomérase sur les télomeres (Figure 1, 2) (94). En effet, un mutant
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de POT1 auquel il manque un des deux domaines OB-fold en N-terminal (POT1-AOB) a été
exprimé dans des cellules cancéreuses humaine et montre un allongement des télomeres (98). Ceci
suggere qu’il existerait une compétition entre POT1 et la télomérase pour la liaison a la protrusion
3’ du télomere. Cependant, dans les cellules en division constante (e.g. cellules souches), la
télomérase est active ce qui suggere l’existence d’un mécanisme qui permettrait de lever
I’interaction de POT1 a la protrusion 3’ simple brin pour permettre I’acces de la télomérase a son
site d’activité. De plus, plusieurs mutations de POT1 se trouvent généralement dans les domaines
OB-fold et sont associées a différents cancers (Figure 9) (99). Parmi ces mutants, il y a les
mutations ponctuelles K90OE et Y223C retrouvées respectivement dans les domaines OB1 et OB2
qui ont été identifiées chez des patients ayant une leucémie lymphoide chronique (100), il y a aussi
le mutant D224N retrouvé dans le domaine OB2 et qui a été identifi¢ chez des patients atteints de
mélanome cutané malin (cutaneous malignant melanoma) (101).

La découverte de variants de POT1 associés a des télomeres longs et a une prédisposition
accrue au cancer a fourni une raison pour revoir la relation entre la longueur des télomeres et le
développement du cancer. En effet, il est dit que raccourcissement des télomeres est li¢ a des
maladies dégénératives et a un risque accru de cancer (102—-104). Cependant, au cours de la
dernieére décennie, il y a de plus en plus de preuves montrant que les téloméres longs causés par
des mutations dans les composants de la shelterin (POT1, TPP1 et RAP1) présentent également
un risque accru de cancer (99,105-111). Parmi elles, les mutations POT1 sont les plus fréquentes
et ont été rapportées dans un large éventail de types de cancer (Figure 9) (112). Les domaine OB-
fold sont des domaines fonctionnels importants qui médient diverses interactions protéine-ADN,
protéine-ARN et protéine-protéine (113). Parmi les mutants identifiés, POT1 K90E a été rapporté
comme ayant la méme affinité de liaison a I’ADN simple brin que le POT1 WT (114). Pourtant,
une augmentation de la taille des télomeres est observée dans les cellules exprimant ce mutant
ainsi qu’une augmentation d’une fragilité télomérique, ce qui indique des défauts dans la
réplication des télomeres (112). Les patients qui présentent de telles mutations ont aussi en général
des télomeres plus longs. bien que POT]1 lie toujours le brin 3’ simple brin dans certains cas (112),
ce qui suggere I’implication du domaine OB-fold dans le mécanisme qui permet a la télomérase

d’accéder aux télomeres en présence de POT].
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* ity r:if“;?n”gtzt('::::ir Q376R, T497K, A532P, D5985, Q623H
nonsense: Q301*, E344*, R363*, E450*
splice site: g.124510965C>T, C.255G>A

7 disruptive variants (nonsense, splice g.124481233C>T, C.1164G>A

acceptor or donor, and frameshift) g.124465412C>T, C.1687G>A
£.124465306C>T, C1792G>A
frameshift: N75Kfs, Q358Sfs, D617Efs

Current Opinion in Genetics & Development

Figure 9: Variants germinaux rares dans POT1 identifiés dans les cancers familiaux. (a)
Structure schématique de la protéine POT1 humaine et des domaines conservés. Les domaines
OB1 et OB2 de POT1 qui se lient a ’ADN télomérique simple brin sont colorés en mauve. Les
domaines OB3 et HJRL qui permettent la liaison a TPP1 sont colorés en rose. Les positions des
mutants identifiés dans les cancers familiaux sont indiquées sous forme d'épingles sur le dessus de
la protéine. Les épingles les plus hautes représentent les mutations qui ont été identifiées plus d'une
fois. (b) Tableau des mutations délétéres dans les lignées germinales identifiées dans le gene

POT]1. Figure prise de Gong et al. 2020 (112).

Malgré les roles antagonistes de POT1 et de TPP1 qui, respectivement, réprime et favorise
le recrutement de la télomérase, le complexe POT1-TPP1 facilite 1’extension télomérique en
recrutant la télomérase aux télomeéres et en augmente sa processivité (92,93,115,116). Ce duo
agirait donc comme un interrupteur qui inhibe ou promeut I’activité de la télomérase aux télomeres

selon le contexte cellulaire (94).

il. Domaines TEN et motif TRAP de hTERT

Le domaine TEN de la protéine hTERT est crucial pour le recrutement de la télomérase

aux télomeres (5). En effet, il a été démontré que plusieurs mutations dans ce domaine impliquaient
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une réduction du recrutement de la télomérase et une accumulation de hTR aux Cajal bodies,
suggérant ainsi une interaction importante entre hTERT et TPP1 via le domaine TEN qui
permettrait le maintien des télomeres (48). Des expériences ont montré que le défaut de liaison
aux télomeres d’un mutant K78E de hTERT pouvait étre compensé par 1’expression d’ un mutant
E215K de TPP1 en permettant le rétablissement d’une interaction électrostatique entre ces deux
résidus (48). En effet, ces résultats ont montré une colocalisation de hTERT et de TPP1 et un
allongement des téloméres, indiquant alors une potentielle interaction directe entre h\TERT et TPP1
(48).

De récentes études de biologie structurale ont confirmé 1’interaction entre hTERT et TPP1
au niveau du domaine TEN de hTERT mais aussi au niveau du motif TRAP (Figure 10) (46,47).
Le motif TRAP a été découvert récemment et il a é&té montré qu’il contribuait a la processivité de
la télomérase (47). En effet, plusieurs mutations connues de TEN (e.g. Q168A, F178A, L14A) qui
ont un effet sur ’activité et la processivité de la télomérase se retrouvent a I’interface TEN-TRAP
(47,117-120). Aussi, une mutation V791A du motif TRAP qui se retrouve a I’interface de TEN-
TRAP a été introduite et il a été montré qu’il y avait un effet sur 'activité, le maintien de la
longueur des télomeres et l'immortalisation cellulaire (121). Aussi, des mutations de hTERT
associées a la dyskératose congénitale ou a I’anémie aplasique (R774L et Y772C respectivement)
qui résultent en la perturbation de I’interaction hTERT-TPP1 agiraient soit en déstabilisant
l'interface TEN-TRAP, soit en modifiant la structure de TEN ou de TRAP (46). Tout ceci
suggererait que TRAP, en formant un complexe avec TEN, stabiliserait I’interaction hTERT-TPP1
et contribuerait a ’activité de la télomérase (47). Un test d'activité directe de la télomérase a révélé
qu’une substitution par une alanine sur quelques résidus de I’interface TEN-TRAP entrainerait une
diminution de la stimulation de I’activité de la télomérase (46). En présence de TPP1, il y aurait
une augmentation de I’activité sans avoir aucune incidence sur la processivité (46). Cependant, en
présence du duo TPP1-POTI1, le méme phénotype est observé quant a 1’activité de la télomérase
mais la processivité est augmentée d’environ 1.4 fois (46). Ainsi, le duo POT1-TPP1 influencerait

positivement la processivité de la télomérase (46,93).
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Figure 10: Structure de la télomérase humaine avec TPP1. a) Schéma des domaines et
interactions de hTERT et TPP1. PBD : domaine de liaison POT1 ; TBD : domaine de liaison TIN2.
b) La carte cryo-EM a résolution 3,5 A de I'ensemble de la télomérase du noyau catalytique liée a

TPP1.

b. Régulation du recrutement de la télomérase aux télomeres

I Promotion du recrutement de la telomeérase aux télomeres

Le recrutement de la télomérase sur les télomeres se fait notamment par 1’intermédiaire de
la liaison du domaine TEN et du motif TRAP de hTERT a TPP1 (46,47,90). Cependant d’autres
facteurs semblent étre impliqués dans le recrutement, comme la protéine TIN2. En effet, il a été
montré que des cellules qui exprimaient des mutants TIN2, tels que TIN2-R282H, R282C ou
encore K280E, présentaient des télomeres courts malgré le recrutement de TPP1 (122,123). De

plus, la surexpression de TIN2 induit une augmentation de la processivité de la télomérase (124).
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D’autres facteurs qui semblent étre impliqués sont les kinases ATM (Ataxia Telangiectasia
Mutated) et ATR (Ataxia Telangiectasia and Rad3-related protein). 11 s’agit de protéines qui sont
recrutées et qui s’activent lors des bris doubles brins d’ADN, provoquant ainsi un arrét du cycle
cellulaire (125-127). Lorsque ATM est inhibée, des problémes au niveau du recrutement de la
télomérase et au niveau de la maintenance des télomeéres sont observés, suggérant ainsi que ATM
promeut 1’¢longation des téloméres et par conséquent le recrutement de la télomérase (128,129).
Tandis que les substrats spécifiques de ATM qui affectent la longueur des télomeres dans les
cellules mammiféres ne sont pas enti¢rement connus, il a été montré que cette kinase phosphorylait
TRF1, protéine qui médie 1’¢élongation des télomeres (130). Aussi, une étude a montré que ATM
régule I’acces de la télomérase aux télomeres et le groupe a trouvé que TRF1 jouait un role dans
ce processus, suggérant que ATM ciblerait TRF1 pour favoriser le recrutement de la télomérase
aux télomeres (129). Récemment une autre étude a montré que ATM facilite I’interaction de la
télomérase aux télomeres et qu’ATR a le méme effet mais dans une moindre mesure (72). Par
contre, aucun effet sur le temps de résidence de la télomérase aux télomeres n’a été observé lorsque
ces kinases sont inhibées, ce qui a amené a proposer que leur activité faciliterait ’accés de hTERT
a TPP1 (72). Que ce soit ATM ou ATR, ces deux kinases sont connues pour jouer un rdle dans le
recrutement de la télomérase aux télomeres et par conséquent dans I’élongation des télomeres
(128,129).

Un autre facteur impliqué dans le recrutement de la télomérase aux télomeres est la protéine
hélicase RTEL1 (Regulator of Telomere Elongation Helicase 1) (131). En effet, TRF2 permet de
recruter cette hélicase aux téloméres au niveau de la D-loop, permettant ainsi de perturber cette D-
loop et défaire la T-loop, libérant ainsi la protrusion 3’ et laissant libre acces a la télomérase
(132,133). Des expériences de déplétion de RTEL1 ont révélé un raccourcissement des télomeres
dans des cellules qui présentaient de longs télomeres, appuyant ainsi le fait que RTEL1 faciliterait

I’activité de la t€lomérase aux télomeres (131).

il Répression du recrutement de la télomérase aux télomeres

En plus de jouer un rdle dans le recrutement de la télomérase aux télomeres, le complexe
shelterin peut aussi jouer un role dans sa répression (134). En effet, il a été montré que des

protéines de ce complexe étaient des régulateurs négatifs de la télomérase, a savoir TRF1 et TRF2
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(135). Lorsque ces protéines sont surexprimées dans des cellules cancéreuses, un raccourcissement
des télomeres est observe, suggérant ainsi leur potentiel réle dans la répression de la télomérase
(135). 11 a été suggéré que TRF2 participe a la formation de la 7-/oop et cette structure empécherait
le recrutement de la télomérase a la protrusion 3’ des télomeres (136). De plus, le nombre de copies
de TRF1 et TRF2 sur un télomeére est proportionnel a sa longueur, impliquant ainsi qu’un télomére
court présente moins de protéines et est supposément plus enclin a recruter la télomérase
(135,137). RAP1, une autre protéine du complexe shelterin qui est recrutée par TRF2 est aussi
considéré comme un répresseur du recrutement de la télomérase mais sans pour autant que son
mécanisme d’action soit clair (138). Il a été suggéré que RAP1 liait un régulateur positif de la
télomérase pour le réprimer, ce qui engendrait une diminution du recrutement de la télomérase
(138).

Le complexe CST est aussi connu pour participer a la maintenance des télomeres (139).
Des expériences de knockdown des protéines qui composent le complexe CST, a savoir Ctcl,
hStnl et hTenl ont révélé une augmentation de la taille des télomeres, suggérant ainsi qu’il s’agit
d’un régulateur négatif du recrutement de la télomérase (140). Il s’agit aussi d’un complexe qui
joue un rdle dans la réplication des télomeres (4). En effet, le complexe CST assiste la réplication
de I’ADN aux télomeres en interagissant avec I’ADN primase et en la stimulant (141). De plus, ce
complexe inhibe I’extension télomérique en limitant I’acces de la télomérase aux télomeres et en
inhibant I’interaction entre TPP1-POTI1 et la télomérase, ce qui permettrait de terminer la

réplication des télomeres (140).

V. Imagerie de molécules uniques en cellules vivantes

a. Imagerie des cellules vivantes en temps réel

La télomérase étant au cceur de la formation de la majorité des cancers, il est essentiel d’étudier sa
régulation pour identifier de potentielles nouvelles cibles de traitement. De récentes études ont
montré que le recrutement de la télomérase aux télomeres est un processus dynamique (142,143),
soulignant I’importance de 1’é¢tude de ce mécanisme par des méthodes de microscopie de
molécules uniques en temps réel. En effet, ces techniques permettent le suivi des protéines

individuelles dans les cellules vivantes fournissant ainsi de I’information essentielle pour
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comprendre comment elles médient leur fonction. De telles informations peuvent étre obtenues a
partir de techniques d'imagerie en molécule unique, tels que le suivi de particules uniques (SPT)
ou encore la microscopie de localisation de molécules uniques (SMLM). Ainsi, I’imagerie de
molécules uniques en temps réel permet de capturer la dynamique de processus biologiques qui ne

peuvent étre capturés avec les méthodes de biochimie classiques.

b. Le systéme MS2 pour marquer ’ARN hTR

Pour étudier la dynamique de la télomérase en cellules vivantes, notre laboratoire a adapté
le systtme MS2 pour le suivi de ’ARN hTR dans des cellules de cancer humaines (144). Le
systéme MS2 est bas¢ sur le bactériophage MS2 dont I’ARN possede une structure en tige-boucle,
sur lequel une protéine du phage (MS2 bacteriophage coat protein ou MCP) se lie de fagon
spécifique et a haute affinité (145). Ainsi, plusieurs copies de la tige-boucle MS2 peuvent étre
insérées a notre ARN d’intérét (hTR) et ces tiges-boucles seront reconnues uniquement par la
protéine MCP fusionnée a une protéine fluorescent (superfolder GFP ou sfGFP), permettant ainsi
de suivre ’ARN marqué par microscopie en cellules vivantes (145). Trois tiges-boucles MS2 ont
¢été insérées dans la partie 5° de ’ARN hTR, sur lesquels six protéines de fusions MCP-sfGFP se
lient pour octroyer la fluorescence (Figure 11) (144). L’insertion de ces 3 tiges-boucles MS2 et la
présence des protéines MCP-sfGFP sur hTR n’affectent ni son expression, ni sa maturation et ni

I’activité de la télomérase in vivo (72).

hTR hTR

CAAUCCCAAUC

3 x MS2 stem loops g

at 5’ terminus
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Figure 11: L’ARN hTR marqué avec des tiges-boucles MS2 a son extrémité 5°. A I’extrémité

5’, trois tiges-boucles MS2 ont été insérées (en bleu), sur lesquelles la protéine MS2 coat protein
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couplé a une sfGFP se lie (MS2 —sfGFP) pour marquer cet ARN. Reproduite de Laprade et al.
(72).

c. L’étiquette HaloTag® pour marquer les protéines

En raison de la complexité inhérente liée aux processus cellulaires, de multiples méthodes
analytiques sont généralement nécessaires pour ¢lucider clairement les mécanismes sous-jacents.
Un bon nombre de ces méthodes reposent sur la capacité de marquer spécifiquement les protéines
par la création de protéines de fusion, conférant ainsi des propriétés uniques pour la visualisation,
la capture et la manipulation sélectives des protéines dans des environnements biochimiquement
complexes. Plusieurs protéines fluorescentes, telles que la GFP, sont utilisées pour construire ces
protéines qui permettent d’étudier le comportement, la localisation ou encore les interactions des
protéines dans les cellules vivantes (146,147). D'autres étiquettes de fusion, telles que His tag et
FLAG tag, permettent quant a elle la capture et la purification des protéines (148,149). Cependant,
ces étiquettes sont généralement limitées dans leur fonction et la construction de plusieurs clones
est nécessaire afin de réaliser ’ensemble des expériences nécessaire a caractériser le réle d’une
protéine. L’utilisation d’une seule étiquette, qui pourrait €tre facilement reconfigurée pour
répondre aux besoins de différentes taches expérimentales, permet de pallier a cette limitation
(150). C’est 1a ou intervient la technologie HaloTag®, une étiquette de fusion a laquelle peuvent
s’associer de maniere covalente de nombreux ligands interchangeables (150) (Figure 12). HaloTag
est une protéine de 297 acides aminés (33 kDa) dérivée de 1’enzyme haloalcane déshalogénase
bactérienne Rhodococcus, congu pour se lier de maniere covalente a un ligand synthétique (150).
En effet, la mutation H272F qui a ét¢ introduite dans I’enzyme permet d’établir une liaison stable
avec des molécules synthétiques ajoutées a un liant chloroalcane. Le ligand synthétique est choisi
parmi un certain nombre de ligands disponibles en fonction du type d'expériences a effectuer (e.g.
imagerie ou purification) permettant 1’utilisation d’un seul construit pour I’ensemble des
expériences nécessitant I’utilisation d’une étiquette (150). Pour I’imagerie en temps réel, plusieurs

ligands Janelia Fluor® sont disponibles, dont : Janelia Fluor® 549 et Janelia Fluor® 646.
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Figure 12: L’étiquette HaloTag, un puissant outil pour marquer les protéines d’intérét.
L’étiquette HaloTag est fusionnée a une protéine d’intérét puis un ligand, ici fluorescent, (rouge)

qui se lie de maniére covalente a cette étiquette est ajouté.

d. Etude de la télomérase par imagerie en molécules uniques

L’étude de la télomérase par imagerie en molécules uniques n'a fait ’objet que de peu
d’études. En effet, les premicres visualisations de la télomérase ont été faites dans le noyau de la
levure S. cerevisiae grace au systéme MS2 qui marquait I’ARN 7LC/ (homologue de hTR), ce qui
a révélé une différente dynamique de la télomérase dépendamment du cycle cellulaire (142).
Récemment, et avec cette approche, notre laboratoire a pu détecter des molécules uniques de hTR
et a montré que la télomérase peut scanner les télomeres via une interaction hTERT-TPP1 durant
quelques secondes (72). Ces interactions courtes peuvent tre suivies d’interactions plus longues,
de 'ordre de quelques minutes, ou la télomérase est retenue au télomere via 1’appariement entre
hTR et la protrusion 3’ du télomere simple brin (72). En effet, grace a 1’utilisation de mutants et
d’inhibiteurs de régulateurs de la télomérase, un nouveau modele a été établit, montrant qu’il y
aurait une étape de scan des télomeres par la télomérase suivi d’une possible rétention de hTR sur

les télomeres essentielle a leur élongation (Figure 13) (72).
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Figure 13: Mod¢le de la dynamique de hTR aux télomeéres. L'allongement des télomeres est
régi par un modele de « recrutement-rétention ». Le recrutement de la télomérase aux télomeres
est médi¢ par l'interaction entre hTERT et TPP1 et facilité par le ATM et, dans une moindre
mesure, par ATR. Ceci permet une série d'interactions courtes dans lesquelles la télomérase est
plus diffusive que son substrat. Une fraction de ces particules de télomérase est retenue aux
extrémités chromosomiques lors de 1'appariement de base de la région gabarit de hTR avec le

surplomb du télomere (72). Figure adaptée de Laprade et al. (72).

Aussi, un marquage de hTERT avec le systéme HaloTag a permis d’observer en temps réel
des particules uniques de télomérase dans des cellules vivantes par microscopie a fluorescence
(143). Cette étude a révélé que la télomérase diffuse de maniére tridimensionnelle pour rechercher
des télomeres, sondant chaque télomere plusieurs fois pendant la phase S, mais ne formant que
rarement une association stable (143). Aussi, il a été montré qu’il y a des événements d'association
transitoires et stables qui dépendent de l'interaction directe entre hTERT et TPP1 (143). En utilisant
un inhibiteur compétitif a la télomérase, il a ét¢ montré que la stabilité¢ de l'association de la
télomérase a la protrusion 3’ du télomere simple brin nécessite un appariement télomérase-base de
I'"ADN, suggérant ainsi que cette interaction implique un allongement des téloméres (151). Ainsi,
la télomérase forme des interactions courtes, dynamiques et longues et statiques avec les télomeres

(143,151). La question de savoir si la télomérase est recrutée dans des télomeres spécifiques (e.g.
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des télomeres courts) au cours d'une période donnée (e.g. phase du cycle cellulaire) reste par contre

€n suspens.

e. Analyse des données d’imagerie moléculaire

Les avancées d’équipements de microscopie ainsi que des techniques de marquage
permettent aux chercheurs d'imager une variété de molécules biologiques dans presque toutes les
cellules, tissus ou organismes (144—150). Cependant, I’analyse des images produites par ces
technique peut rester difficile (e.g. lorsqu’il n’existe pas de méthode éprouvée pour I’analyse) en
raison de la grande diversité dans les images et les analyses qui en sont faites. En effet, la majorité
des outils existants sont ainsi hautement spécifiques pour une tache particuliére et il n’existe aucun
outil universel capable d’analyser I’ensemble des images de microscopie (152). De plus, méme la
combinaison de logiciels déja existants nécessite une maitrise de la programmation, une expérience
de la microscopie quantitative, ainsi qu’un confort avec les mathématiques et les statistiques
complexifiant rapidement 1’analyse (153).

Plusieurs outils existent cependant pour analyser les images de microscopie en
fluorescence en image fixe qui peuvent étre mis a profit pour construire un pipeline d’analyse
adapté aux données. Certains outils permettent le suivit de particules uniques, permettant ainsi de
capturer la dynamique des particules imagées (152,154). D’autres permettent d’effectuer I’analyse
des événements de colocalisation, souvent par |’évaluation qualitative des pixels qui se
chevauchent ou par d’autres solutions basées sur une analyse statistique globale des distributions
d’intensité des pixels (153,155,156). Deux des applications les plus utilisées pour I’analyse de
colocalisation sont JACoP et EzColocalization, deux plugins FIJI (153,157). JACoP est un plugin
qui peut générer des nuages de points d'intensité de pixel pour visualiser les mod¢les de localisation
et mesurer la colocalisation (157). Il permet également de choisir les différents seuils
manuellement ou automatiquement (157). Malheureusement, JACoP n’a pas d'options intégrées
pour automatiser les analyses ou effectuer des mesures de colocalisation pour plusieurs objets
d'une image. Par conséquent, les analyses peuvent étre difficiles pour les images avec différentes
cellules a quantifier. EzColocalization quant a lui est un plugin ayant une interface graphique qui
permet de visualiser et mesurer les colocalisations (153). Il dispose également d'outils pour la saisie
d'images, l'identification des cellules, la visualisation des schémas de localisation, la mesure de la

colocalisation, ainsi que 1'affichage et la sauvegarde des résultats (153). EzColocalization est un
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plugin FIJI avec une interface graphique, des outils pour l'analyse du début a la fin de la
colocalisation et de nombreuses options pour personnaliser les analyses (153). Les outils sont
fournis pour sélectionner des types spécifiques de cellules ou d'organismes, pour visualiser et
mesurer la colocalisation et aussi pour automatiser les analyses (153). L'analyse génére un tableau
de données avec des mesures de la colocalisation, de l'intensité du signal et des parameétres
physiques pour chaque cellule (153).

Cependant, ces outils, ainsi que la majorité des outils développés déja existant pour
analyser la colocalisation de particules, ne supportent pas I’imagerie en temps réel mais
uniquement des images statiques (153,157-159). Certes, un film est un ensemble de plusieurs
images fixes mais la composante temporelle dans les films est un parametre important dans 1I’étude
de la dynamique d’un mécanisme. Par conséquent, il y a un besoin urgent d'un seul programme
qui fournit tous les outils nécessaires a l'analyse du début a la fin de la colocalisation et qui peut
étre facilement personnalisée. Dans ce projet, un programme appelé DCTracker a été développé
afin que les chercheurs de tous les niveaux de compétence puissent mesurer la colocalisation de

deux particules (ou compartiments) ou plus.

VI. Problématique et hypothese

Bien qu’il soit proposé que 1’assemblage des sous-unités hTERT et h'TR s’effectuerait aux
CB, il n’y a pas de consensus sur I’enchainement des étapes qui conduisent a cet assemblage. De
plus, une fois la télomérase assemblée, son acces aux télomeres est contrdlé, notamment par la
protéine POT1. Des mutations de POT]1, tel que K90E, sont observées chez des patients atteints
de cancer, mais I’impact de telles mutations sur ’acces de la télomérase aux télomeres reste
inconnu. Deux hypothéses ont donc été posées : 1) Une étape dans la maturation de la télomérase
est favorisée au niveau du nucléole par la liaison de hTR a TCAB1, qui permettrait son trafic vers
les CB. 2) Certaines mutations dans POT1, tel que K90E, augmenterait le recrutement de la

télomérase aux télomeres.

VII. Objectifs et approche expérimentales
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Objectif 1 — Développer un programme d’analyse d’images pour évaluer la colocalisation de
particules de maniére automatique.

Description : La facon la plus puissante d’évaluer le recrutement de la télomérase aux télomeres
est d’utiliser de la microscopie en temps réel en Dual camera sur cellules vivantes pour visualiser
de manicre simultanée les foci de mCherry-TRF1 et les particules de MCP-sfGFP liée a hTR.
Cependant, n’étant pas une méthode couramment utilisée, 1’analyse manuelle des films est
complexe, longue et laborieuse. De plus, aucun outil existant ne permettait d’analyser ce type de
films, la plupart étant développés pour évaluer la colocalisation sur images statiques ou 1’analyse
de particules dynamique sans prendre en compte la colocalisation.

Méthodologie : Afin de pallier ces limitations, nous avons développé un programme qui permet
d’analyser de manicre automatique un grand nombre de données concernant la colocalisation de
particules : DCTracker. Un pipeline d’analyse a ainsi été développé pour effectuer un pré-
traitement des images dans Fiji puis une analyse des données est effectuée a partir d’un script
Python 3. Le pipeline tire profit de la puissance de I’outil TrackMate (152) pour effectuer le suivit
des particules dans les films. Ces informations sont ensuite utilisées dans le script DCTracker qui
met en relation 1’ensemble des particules d’une cellule pour déterminer celles qui respectent les
parametres de colocalisation établies précédemment (72). L’efficacité du programme a été validée

en utilisant des données publiées par Laprade et al. (72).

Objectif 2 — Déterminer le role de POT1 et I’effet de mutations pro-oncogéniques dans
POT1 sur Pinteraction entre la télomérase et les téloméres.

Description : Etant donné que la présence de la mutation K9OE de POT1 est liée & une élongation
anormale des télomeéres méme si ce mutant lie toujours I’ADN télomérique, ce mutant sera utile
pour étudier le role de POT1 dans la régulation du recrutement de la télomérase. De plus, comme
cette mutation se trouve dans le premier domaine OB-fold de POT1 et que nos travaux ont montré
que la délétion du premier domaine OB-fold de POT1 augmente le recrutement de la télomérase
aux télomeres (72), il est intéressant de voir si le méme phénotype est observé avec le mutant K9OE
de POT]I.

Méthodologie : Le cDNA de POT1 possédant la mutation ponctuelle K90OE a été cloné dans un

vecteur d’expression lentiviral puis exprimé dans des cellules Hela. Des expériences
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d’immunofluorescence et d’immunobuvardage de type Western ont été faites afin de s’assurer du
niveau d’expression de POT1 K90E. Suite a cela, des expériences de microscopie en temps réel
en Dual-camera sur cellules vivantes avec un microscope confocal a disque rotatif ont été faites
pour mesurer la dynamique de la télomérase (marquée par MCP-sfGFP sur hTR-MS2) vis-a-vis
des télomeres (marqués par mCherry-TRF1) en présence de POT1 K90E versus POT1 sauvage.
Nous avons mesuré I’impact de POT1 K90E sur les interactions courtes (en secondes) ou longues

(en minutes) entre hTR et les télomeres, ainsi que sur la proportion de télomeres associés a hTR.

Objectif 3 — Déterminer si la protéine TCABI1 est associée avec hTR dans le nucléole et aux
CB.

Description : La protéine TCAB1 permettrait de cibler I’ARN de la télomérase aux Cajal bodies
(CB), un compartiment nucléaire ot on retrouve la maturation de divers petits ARN (41). De plus,
des particules de hTR ont aussi été retrouvées dans le nucléole, supportant une potentielle étape
de maturation dans ce compartiment (72). Aussi, la biogénese de la télomérase nécessite une
coordination spatio-temporelle entre ses composantes qui n’est pas tout a fait définie. Il serait donc
pertinent de voir si TCABI se retrouverai au niveau du nucléole, associée avec hTR, et permettrait
de cibler cet ARN aux Cajal Bodies.

Méthodologie : La protéine TCABI1 a été fusionnée a un HaloTag par clonage dans un vecteur
lentiviral puis exprimée dans des cellules cancéreuses exprimant hTR-MS2 et un marqueur des
télomeres (mCherry-TRF1). Des expériences d’immunobuvardage de type Western ont été faites
afin de s’assurer du niveau d’expression de Halo-TCABI pour qu’il soit similaire 8 TCAB1
endogene. Par la suite, Halo-TCABI sera marqué par Janelia Fluor 646, hTR sera marqué avec la
sfGFP, et le nucléole et les CB seront marqués indépendamment avec les protéines nucleolin et
coilin, respectivement, fusionnées a la protéine BFP. De I’imagerie sur un microscope a haute
résolution par la méthode HilLo (highly inclined and laminated optical sheet) sera faite pour
détecter les molécules uniques de TCABI, et évaluer leur colocalisation dans le nucléole et aux

CB.
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Chapitre 2 — Matériel et Méthode

Réactifs et ressources

Tableau 1 : Réactifs et matériel utilisés

Réactifs Source Identification
Anticorps

Anti-c-MYC antibody (9E10) Roche Cat. No. 11667149001
Anti B-tubulin

Anti-Telomerase reverse transcriptase Abcam Cat#ab32020

antibody (Y'182)
Anti-Lamine A-C (mab636)
Anti-WDR79 (TCABI)

Thermo Fisher
Novus Biologicals

Cat#¥MA3-1000
Cat#NB100-68252

Anti-WRAP53 (TCABI) ProteinTech Cat#14761-1-AP

Anti-coilin, monoclonal mAb Sigma Cat#C1862

Alexa Fluor488 anti-Rabbit Jackson 711-545-152
Immunoresearch

Alexa Fluor594 anti-Mouse Jackson 715-585-150
Immunoresearch

Fluorophores

JF646 HaloTag Ligand Promega GA1120

JF549 HaloTag Ligand Promega GAL1110

Lignées cellulaires

293T ATCC CRL-3216

HeLa 1.3 hTR-5"-3xMS2 Laprade et al. 2020 -

HeLa 1.3 hTR-5"-3xMS2 TCAB1 "~ Laprade et al. 2020 -

Plasmides

pHageUBC-MCP-sfGFP Laprade et al. 2020 -

pHage2-EF1a-TagBFP-hCoilin Laboratoire Chartrand -

pHage2-EF1a-TagBFP-nucleolin Laboratoire Chartrand -

pHage2-EF la-mCherryTRF 1-IRES-Blast Laprade et al. 2020 -

pHage2-EF1a-TERT-IRES-Puro Laprade et al. 2020 -

pHAGE2-EF1a-MCS-IRES-puro Laboratoire Chartrand -

pHAGE2-EF1a-POT1-K90E-IRES-blast Laboratoire Chartrand -

pHAGE-EF1a-POT1-WT-IRES-puro Laprade et al. 2020 -

pHAGE2-EF1a-POT1-deltaOB-IRES-puro  Laprade et al. 2020 -

pHAGE-EF1a-POT1-K90E-IRES-puro Laboratoire Chartrand -

pHAGE-EF1a-3xFLAG-hTCAB1-IRES- Laboratoire Chartrand -

hygro

pHAGE2-EF1a-HALO-TERT-IRES-hygro  Laboratoire Chartrand -

pHage2-EF1-HaloTCABI-IRES-Hygro Laboratoire Chartrand -

pHAGE-UBC-HA-2xMCP-mCherry-2 Laboratoire Chartrand -

pCMV-VSV-G Addgene 8454

pCMV-deltaR8.2 Addgene 8455
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pHage2-UBC-HaloTCABI1-IRES-Hygro Laboratoire Chartrand -
Logiciels et programmes d’analyse d’images

FIJI Image J v1.53f51 Schneider et al., 2012 https://imagej.net
TrackMate v7.6.1 Tinevez et al., 2017 https://github.com/fiji/Tr
ackMate

DCTracker Laboratoire Chartrand -

R studio v4.1.2 R -

Zen Microscopy software version ZEN 3.0  Zeiss -

Amorces Séquence

pHageSeqFor2 CGGGTTTATTACAGGGACAG

pHageSeqRev3 TTTCCGGGCCCTCACATTG

HALOfor TTAAGCGGCCGCCATGGAAATCGGTACT
GGCTTTCCATTC

HaloLINKERrev TTAAGCTAGCCATCGCGGGGGTGGCCG
GGGCCAG

cloneTCABI1for TTAAGCTAGCGGCGGAGGTGGCAGTGC
CAAGACTTTGGAGACTCAACCGTTAG

cloneTCABlrev TTAAGTCGACCTCGAGCTCTAGATAC

TCAB-2010 TAGGAGCCACAGGCATAGAG

TCAB-693 TGCAGCCAGTCCATGTATTC

TCAB-1416 TTCCAAGCGGTGTCTCCCTC

Clonage moléculaire

Mutants POT1

Les plasmides pHage2-EF1a-POT1-K90E-IRES-blast et pHage2-EF1a-MCS-IRES-puro
ont été digérés avec les enzymes de restriction Sall-HF (NEB) et Notl-HF (NEB) puis migrés sur
gel d’agarose. Les bandes d’intérét ont été coupées et purifiées a 1’aide du kit Molecular biology
kits de BioBasics selon le protocole du fabricant. Une ligation de I’insert (POT1-K90E) et du
vecteur (pHage2-EF1a-MCS-IRES-puro) a I’aide de la T4 DNA ligase a ensuite été faite selon le
protocole du fabricant (NEB). Apres validation du plasmide par séquengage Sanger avec les
amorces pHageSeqFor2 et pHageSeqRev3 chez Génome Québec, il a été produit dans des

bactéries compétentes Stbl2.

Construction Halo-TCAB1
Les plasmides pHAGE2-EF1a-HALO-TERT-IRES-hygro et pHAGE-EFla-3xFLAG-
hTCABI1-IRES-hygro ont été respectivement amplifiés par réaction de polymérisation a la chaine

(PCR) avec les amorces HALOfor/ HaloLINKERrev et cloneTCABI1for/ cloneTCABlrev en
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utilisant la FastPFU (BioBasics) pour amplifier les génes Halo et TCABI1. Par la suite, ces deux
fragments ont ét¢ digérés avec 1I’enzyme de restriction Nhel (NEB) puis une ligation a la T4 DNA
ligase a été faite selon le protocole du fabricant (NEB). Une deuxiéme amplification par PCR a été
faite sur cette ligation a 1’aide des amorces HALOfor/ cloneTCABIrev. Une digestion par les
enzymes Sall-HF et Notl-HF a été faite sur le vecteur Halo-TCAB1 nouvellement fait et le
plasmide pHAGE-EF1a-3xFLAG-hTCABI1-IRES-hygro qui servira de vecteur. Une migration sur
gel d’agarose a été faite puis les bandes d’intérét ont été coupées et purifices a ’aide du kit
Molecular biology kits de BioBasics selon le protocole du fabricant. Une ligation de I’insert et du
vecteur a I’aide de la T4 DNA ligase a ensuite été faite selon le protocole du fabricant (NEB).
Apres validation du plasmide par séquengage Sanger avec les amorces pHageSeqFor2,
pHageSeqRev3 HALOfor, HaloLINKERrev, cloneTCABIlfor, cloneTCABlrev, TCAB-2010,
TCAB-693 et TCAB-1416 chez Génome Québec, il a été produit dans des bactéries compétentes
Stbl2.

Culture cellulaire et développement des lignées cellulaires

Les cellules HeLa 1.3 hTR-5"-3xMS2 et HeLa 1.3 hTR-5-3xMS2 TCAB1~/~ ont été prises
du laboratoire (72). Elles ont été cultivées dans le milieu Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(Mutlicell, 319-005-CL), complémenté avec 10 % de sérum feetal bovin (Gibco, 12483-020), 2
mM de L-analyl-L-glutamine (glutaMAX, Gibco, 35050-061)) et 100 U/ml de pénicilline-
streptomycine (Multicell, 450201-EL) a 37°C, 5% COa.. Elles ont été passées toutes les 48 a 72
heures et maintenues pour un maximum de 4 semaines.

Les cellules 293T provenant de ATCC ont été utilisées pour la fabrication de lentivirus.
Pour cela, environ 5 millions de cellules ont été plaqués dans un pétri. Le lendemain, S00uL de
tampon jetPRIME dans lequel ont été ajouté 3ug du plasmide d’intérét, 2ug de plasmide A8.9, 1ug
de plasmide VSVG et 12 pL de réactif jetPRIME (#114-15 Polyplus) ont été déposés sur les
cellules. Aprés 24h, le milieu des cellules transfectées a ét¢ changé pour du nouveau milieu. Les
cellules d’intérét a infecter ont été plaquées. 48h apres la transfection, le surnagent a été récolté et
filtré avec un filtre 0.45pum. Une dilution (voir Tableau II) et I’ajout de 8ug/ml final de polybréne
sont fait avant de déposer sur les cellules d’intérét a infecter. 24h apres I’infection, le milieu est
changé. Les cellules sont ensuite passées et mises en sélection 72h apres ’infection. Pour celles

ayant la résistance a la puromycine, 1pg/mL a été utilisé pendant environ 3 jours tandis que celles
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ayant la résistance a I’hygromycine, 70pg/mL d’hygromycine B a été utilisé pendant environ 7
jours.

Tableau 2 : Dilution de lentivirus utilisées pour générer les lignées cellulaires.

Dilution lentivirale
pHageUBC-MCP-sfGFP 1:20
pHage2-EF1a-TERT-IRES-Puro 1:2
pHAGE-EF1a-POT1-WT-IRES-puro 1:4
pHAGE2-EF1a-POT1-deltaOB-IRES-puro 1:4
pHAGE-EF1a-POT1-K90E-IRES-puro 1:4
pHAGE2-EF1a-MCS-IRES-puro 1:4
pHage2-EF1-HaloTCAB1-IRES-Hygro 1:2.5
pHage2-UBC-HaloTCABI-IRES-Hygro 1:2.5

Les lignées cellulaires exprimant UBC-Halo-TCABI1 ont été marquées par Sum de ligand
JaneliaFluor 549 pendant 10 minutes, suivi de trois lavages au milieu blanc de 10-15 minutes
chacun a 37°C, 5% COas. Un tri cellulaire induit par fluorescence (FACS) a ensuite été fait, ce qui

a permis de garder les cellules ayant une faible expression de Halo-TCABI.

Marquage JaneliaFluor

Les cellules exprimant Halo-TCAB1 ont été¢ marquées avec 0.5 nM de JaneliaFluor 646 ou
de JaneliaFluor 549 pendant 10 minutes, suivi de trois lavages au milieu blanc de 10-15 minutes
chacun a 37°C, 5% COa,. Par la suite, les cellules ont été utilisées soit pour le SDS-PAGE et

immunobuvardage de type Western, ou pour de I’imagerie cellulaire.

Tri cellulaire induit par fluorescence (FACS)

Les cellules exprimant UBC-Halo-TCAB1 ont été tri¢es au FACS par la plateforme de
cytométrie en flux de I’Institut de Recherche en Immunologie et en Cancérologie (IRIC). Pour
cela, les cellules ont été¢ marquées avec JaneliaFluor 549, transportées dans du PBS + 2% de sérum
feetal bovin puis triées avec le trieur de cellules BD FACS Aria Illu par le personnel responsable

de la plateforme de cytométrie. Les cellules récoltées dans du sérum feetal bovin ont ensuite été
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plaquées dans des pétris avec du milieu complet puis laissées adhérer pendant environ 6h avant de

changer le milieu en ajoutant de la gentamicine a 50 pg/mL.

SDS-PAGE et Inmunobuvardage de type Western

Les culots cellulaires ont été prélevés et les protéines ont été isolées aprés avoir lysé les
cellules a l'aide d'un tampon RIPA et d'une sonication. Les protéines ont été¢ quantifiées a I'aide de
la méthode de Bradford (Bio-Rad) et 20 pg de protéines/échantillon ont été chargées sur le gel
SDS-PAGE. Pour les cellules exprimant Halo-TCABI, le gel a été imagé au ChemiDoc (Bio-Rad)
en utilisant un filtre 549.

Pour ’immunobuvardage de type Western, les protéines du gel ont été transférées sur une
membrane de nitrocellulose. La membrane a été bloquée dans 5 % de lait pendant 1 heure, puis
incubée avec différents anticorps primaires de manicre indépendante dilués dans du TBS-T + 3%
BSA et incubés a 4°C pendant la nuit. Les anticorps primaires utilisés sont : anti-MYC (1 :250),
anti-Tubuline B (1 :10000), anti-TERT (1 :1000), anti-Lamine A/C (1 :1000) et anti-WRAPS53
(1:2000). Les anticorps primaires ont été lavés 3 fois avec du TBS-T avant d’étre incubés a
nouveau avec un anticorps secondaire anti-Rabbit (1:5000) ou anti-mouse (1:3000) pendant 40
minutes a température ambiante. La membrane a été lavée a nouveau et le signal a été détecté a

l'aide du réactif ECL de BioRad.

Immunofluorescence

Les cellules exprimant POT1-myc et les mutants de POT1, ainsi que celles exprimant Halo-
TCABI, ont été plaquées et fixées sur des lamelles avec de la paraformaldéhyde 4%. Aprés
perméabilisation avec 0.5% de Triton X-100, une premiére incubation avec, respectivement, un
anticorps primaire anti-MYC (1 :250) et un anticorps anti-WDR79 (1 :1000) a été faite. Par la
suite, plusieurs lavages ont été effectués au PBS-Tween 0.1% avant une seconde incubation avec
les anticorps secondaires anti-rabbit Alexa 488 (1 :7000). D’autres lavages au PBS-Tween 0.1%
ont ensuite été fait avant de procéder au montage avec du Vectashield (Vector laboratories)
contenant du DAPI pour colorer les noyaux. L’imagerie a été faite soit la journée méme ou le

lendemain.
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Transfection cellulaire

Les lignées cellulaires exprimant Halo-TACB1 ont été plaquées dans des fluorodish puis
transfectées avec 250uL de tampon jetPRIME contenant 100 ng ou 200ng des plasmides pHage2-
EFla-TagBFP-hCoilin ou pHage2-EF1a-TagBFP-nucleolin respectivement. Apres 24h, le milieu
des cellules transfectées a été changé pour du nouveau milieu. Les cellules ont été imagées environ

36h apres la transfection.

Imagerie cellulaire au microscope

Toutes les cellules ont été plaquées dans des pétris a fond en verre (Fluorodish FD35-100
WPI) de 35mm deux jours avant la séance d’imagerie au microscope confocal a disque rotatif dans
le milieu blanc Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Mutlicell, 319-050 CL) complémenté 10 %
de sérum feetal bovin (Gibco, 12483-020), 2 mM de L-analyl-L-glutamine (glutaMAX, Gibco,
35050-061) et 100 IU de pénicilline-streptomycine (Multicell, 450201-EL). Avant la session
d’imagerie, le milieu a été changé pour le méme milieu mais ayant en plus de tampon HEPES

pH7.4 4 25mM.

Microscope confocal a disque tourant (Spinning Disk)

Les cellules ont été imagées sur un microscope confocal inversé Zeiss Axio-Observer Z1
Yokogawa CSU-X1 a disque tournant et les images ont été acquises avec un objectif a huile 100X
NA 1,46. La taille des pixels des images obtenues était de 0,133 pm. Le Zeiss TempModule a été
mis a 37 °C une heure avant I'imagerie afin de permettre a tous les composants de la chambre
d'imagerie d'atteindre la température appropriée. Les différents lasers (488 nm 100mW diode et
561 nm 40mW diode) ont été allumés au moins une heure avant l'imagerie. L’imagerie de hTR-
GFP, mCherry-Cdtl et mCherry-hTRF1 a été faite en Dual camera. Pour cela, les cellules ont été
excitées simultanément avec les lasers 488 nm et 561 nm. Le logiciel Zeiss Dual camera
calibration Wizard a été utilisé pour appliquer une transformation Affine (translation + rotation) a
l'image laser de 561 nm avec une lame de tissu multifluorescent pour calibrer I’image et avoir un
bon alignement des images. Ces derniéres ont été acquises en continu avec un temps d'exposition
de 70 ms (plus un transfert de 30 ms, ce qui a entrainé un intervalle de 100 ms) pour 100 images

sur les deux caméra EMCCD Evolve de Photometrics : 512x512 pixels de 16 um chacun, 33 fps.
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Les films courts ont été pris pendant 10 secondes avec un intervalle de 70ms et les longs ont été

pris pendant 5 minutes avec un intervalle de 2 secondes.

Microscope super résolution ELYRA

Les cellules ont été visualisées et les images ont été prises avec un objectif a I’huile 100X
NA 1.46 sur un microscope a super résolution Zeiss Elyra PS.1 équipé d'une caméra Andor
EMCCD iXon3 DU-885 CSO VP461 (1004x1002 pixels) en mode HiLo (highly inclined and
laminated optical sheef). En microscopie HiLo, le laser est dirigé a un angle aigu a travers
I'échantillon, ce qui permet d’imager en profondeur contrairement a de la microscopie TIRF (7otal
internal reflection fluorescence) qui permet d’imager seulement en surface. Aussi, le mode HiLo,
permet de diminuer le bruit de fond, menant ainsi a un meilleur ratio signal/bruit de fond. La taille
des pixels des images obtenues était de 0.159 um. Les différents lasers utilisés (642 nm comprenant
une diode HR de 150 mW et 405 nm comprenant une diode HR de 50 mW) ont été allumés au
moins 30 minutes & I’avance. Par la suite, les cellules ont été imagées avec le laser 642 nm pour
observer les particules de Halo-TCABI et un film a été pris pendant 20 secondes a intervalle de
40 ms. Finalement, une image a été prise avec le laser 405 nm pour imager les CB ou le nucléole

de maniere indépendante.

Analyse d’image

Pour les images prises en Dual camera, les films en format czi ont été exportés en format
OME TIFF avec le logiciel ZEN 3.0 (blue edition) pour conserver 1’alignement fait apres la
transformation affine. Les fichiers OME TIFF ont été analysés avec FIJI. Une macro FIJI a été
écrite pour semi-automatiser le prétraitement d’image. Pour résumer, une correction du
photoblanchiment est faite, suivi d’une correction du bruit de fond. Pour le film mCherry-
Cdtl/mCherry-TRF1, un filtre Mexican Hat Filter est utilisé pour appliquer une différence de
gaussiennes (Laplacian of the Gaussian) afin de bien définir les particules, avant de créer une
image binaire pour définir un masque de chaque télomere. L’outils TrackMate est par la suite
utilisé pour le suivi des particules uniques de hTR. La matrice de détection des particules a été
configurée a 4 pixels (0.53um), le filtre médian et localisation sous-pixel ont ét¢ activés. LAP
tracker a été utilisé pour le suivi des particules, avec une distance maximale de 0.8 pm et aucun

gap pour hTR et une distance maximale de 0.2 pm et 2 gaps de 0.2um pour les télomeres.
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Pour les images en caméra simple, la méme approche a été utilisée mais aucun export en
OME TIFF n’a été fait. Aussi, les paramétres de TrackMate étaient les suivants : matrice de
détection des particules 4 pixels (0.53um), le filtre médian et localisation sous-pixel ont été activés.
LAP tracker a été utilisé¢ avec une distance maximale de 0.8 um et aucun gap pour hTR et les
télomeres. L’analyse d’image finale a été faite avec le programme DCTracker développé durant

ce projet.

Analyse statistique

Les analyses quantitatives ont ét¢ faite avec un minimum de deux ou trois réplicas
indépendants. Pour les données distribuées normalement, un test T de student a été fait pour
déterminer les significations statistiques. Pour les données qui ne suivent pas une distribution

normale, un test Wilcoxon a été fait. La médiane est représentée dans les figures.
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Chapitre 3 — Résultats

Programme d’analyse d’images

L’utilisation de la microscopie Dual camera (i.e. deux caméras qui imagent une longueur
d’onde différent) permet de mesurer en temps réel la position de deux types de molécules dans le
méme plan focal dans une cellule vivante. Ceci permet donc de mesurer avec précision des
interactions entre deux molécules dans les cellules. Couplée avec de I’imagerie multicanal, il est
possible d’ajouter de I’information sur la position de compartiments cellulaires spécifiques et ainsi
observer des différences entre I’interaction des particules dans différents compartiments
cellulaires. Afin de tirer pleinement profit de la puissance de ces méthodes d’imagerie, un pipeline
versatile capable d’analyser des images de microscopie multicanal dans plusieurs contextes a été
mis au point. Afin de permettre 1’utilisation du pipeline dans le plus de contexte possible, celui-ci
a été séparé en trois modules : un script Fiji pour semi-automatiser I’analyse des images, le script
DCTracker qui identifie les co-localisation et des scripts accessoires qui extraient I’information
nécessaire pour produire les figures a partir du fichier de sortie de DCTracker (Figure 14)

(disponible sur demande; https://github.com/drs/DCTracker).

Description de I’algorithme de DCTracker

Le script DCTracker est au centre de cette analyse et a été construit de sorte a imiter
I’analyse effectuée par un utilisateur manuel (i.e. identifier visuellement les co-localisations de
molécule sur des images de microscopie (72)). Ce programme peut identifier les co-localisations
entre un nombre théoriquement illimité de canaux d’imagerie. Les fichiers d’entrée peuvent étre
des films (pour les molécules a déplacement rapide), des images fixes (pour des compartiments
cellulaires qui se déplaceront peu pendant I’analyse) ainsi qu’une combinaison d’un ou de ces deux
types de données. Le type de données ainsi que les parameétres de I’analyse sont définis dans un
fichier de configuration de DCTracker spécifique a chaque type d’analyse. Selon le type de
données, le programme peut accepter trois formats de données pour les particules : un masque
binaire (grosse particule; une seule image), un masque binaire et un fichier TrackMate (grosse

particule; film) ou un fichier TrackMate seul (petite particule; film).

54



ImageJ/Fiji

TrackMate Filter tracks
(allow gaps) (t>n/2) run_DCTracker

Bleach
Correction bCTracker
(te-lroF:r’:;re) Substract Mexican hat Binary
movie background filter Mask —
hTR

(telomerase)
R or GraphPad

Configuration
ile

'

DualCam
Imaging

movie
ready CSV file

Bleach \
Correction H TrackMate )

Figure 14: Organigramme du pipeline DCTracker. Les vidéos produites lors de I’imagerie en

Dual camera sont d’abord analysées dans un script Fiji qui effectue le pré-traitement des images
et produit des masques et les fichiers TrackMate nécessaire a I’analyse DCTracker. Ces fichiers

sont ensuite analysés dans DCTracker puis dans les scripts accessoires.

Le script DCTracker est composé de deux étapes principales. Un tableau de la position de
I’ensemble des molécules est d’abord construit, puis les co-localisations sont identifiées a partir
de I’intersection de ces tableaux. La construction du tableau de position s’effectue différemment
lorsqu’un masque binaire est fourni que lorsque seul un fichier TrackMate est utilis¢. Lorsqu’un
masque est fourni, la position des molécules ou des compartiments est déterminée par connected-
components labelling (avec un algorithme similaire a celui de I’algorithme depth first search pour
I’analyse des graph). En résumé, un premier pixel est identifi¢ (le premier pixel positif rencontré
en absence de fichier TrackMate ou le centroide lorsqu’un fichier TrackMate est fourni), puis
I’algorithme parcours les pixels adjacents a ce pixel jusqu’a ce que tous les pixels positifs de la
région aient été visités (Figure 15B). L’ensemble des pixels appartenant a cette région recoivent
ensuite un méme numéro unique et 1’analyse du reste de I’image continue (Figure 15D-E). En
absence de masque, la position de la particule sur ’image est définie par un rayon (indiqué dans
le fichier de configuration) a partir du centroide (Figure 15C).

Afin d’identifier les particules qui colocalisent, les tableaux de position de I’ensemble des
particules sont mis en relation (Figure 15F). Pour les films, chaque position des particules pour un
temps spécifique sont mises en relation avec les positions des autres canaux pour le méme temps
afin d’identifier les particules qui colocalisent. Pour les images uniques (prisent au début et/ou a
la fin du film), le temps n’est pas pris en compte et la méme image est utilisée pour comparer les

positions.
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Figure 15: Algorithme de DCTracker. Le scripts DCTracker accepte comme entrée des fichiers
fixes (i.e. sans TrackMate) et des films (i.e. avec TrackMate). En vert est représenté une particule
de télomere et en rouge une particule de télomérase. Le pixel jaune correspond a la colocalisation
du centroide de la télomérase sur le télomere (A). 1) Lorsqu’un masque est fourni, la position des
particules est déterminée selon un algorithme de connected-components labelling (B) en
commengant par le centroide donné par TrackMate. 2) Dans le cas ou seul un fichier TrackMate
est fourni, la position d’une particule est déterminée selon le rayon de la particule (C) a partir du
centroide donné par Trackmate. 3) Les positions des particules sont ensuite mises en relation pour

déterminer les particules qui colocalisent (D, E et F).

Afin d’évaluer si I’analyse automatique des images produit un résultat similaire a 1’analyse
manuelle, le programme DCTracker a été comparé avec les résultats obtenus précédemment au
laboratoire (72). Pour cela, les fichiers TrackMate générés a partir des données brutes ont été repris.
De plus, des masques binaires ont été¢ générés a partir des images brutes des télomeres utilisées
pour I’analyse manuelle. DCTracker a ensuite été utilisé pour faire 1’analyse. Les résultats publiés
(dont la figure a seulement été régénérée) ont révélé une médiane d’environ 26% de télomeres

visités par hTR pour POT1 WT et d’environ 38% pour POT1 AOB, soit augmentation d’environ
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12% des colocalisations de hTR aux téloméres en présence du mutant POT1 AOB (Figure 16). Un
résultat similaire a été¢ obtenu par I’analyse avec DCTracker, ou nous observons une différence
d’environ 11% entre une médiane : environ 32% de télomeres visités par hTR pour POT1 WT et
environ 43% pour POT1 AOB (Figure 16). Un écart similaire entre les médianes est donc obtenu
avec DCTracker malgré un décalage vers le haut des valeurs des deux conditions, qui sont

potentiellement causées par une différence dans I’interprétation des colocalisations.

Laprade et al. DCTracker
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Figure 16: L’analyse automatique DCTracker confirme les résultats obtenus par Laprade et
al. Les données de Laprade er al. ont été ré-analysées automatiquement en utilisant le pipeline
DCTracker. Les résultats de DCTracker ont confirmé les résultats précédemment obtenus (72). N=

29 cellules exprimant POT1-AOB et 28 cellules exprimant POT1-WT. **p < 0.01.

Effet de 1a mutation POT1-K90E sur le recrutement de la télomérase aux

télomeres.

La mutation K90E de POT]1 est liée a une élongation anormale des télomeres sans pour
autant affecter la liaison de POT1 a I’ADN télomérique simple brin. De plus, cette mutation se
trouve dans le premier domaine OB-fold de POT]1 et nos travaux ont montré que la délétion du
premier domaine OB-fold de POT1 engendrait une augmentation du recrutement de la télomérase
aux télomeres (72). Ainsi, il est intéressant de voir si le méme phénotype est observé avec le mutant

K90E de POT1.
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L’étude de I’impact de la mutation K9OE de POT1 sur le recrutement de la télomérase aux
télomeres nécessite la construction d’une lignée cellulaire HeLa 1.3 hTR-5"-3xMS2 exprimant la
protéine mutante similaire a celle utilisée précédemment pour évaluer I’impact du mutant POT1-
AOB (72). Comme la plupart des mutations dans les domaines OB-fold de POT1 observés dans
les cancers (112), les mutants POT1-AOB et K90E sont dominants-négatifs et leur phénotype
s’exprime méme en présence de copies sauvage de POT1 (98,114). Pour cela, le cDNA myc-
POTI1-K90E a été cloné dans un plasmide pHAGE-EF1a-POT1-WT-IRES-puro (72) par digestion
avec des enzymes de restriction et ligation. La présence du géne muté a été confirmée par
séquencage Sanger. Des vecteurs lentiviraux ont ensuite été produits dans des cellules 293FT en
utilisant ce vecteur, ainsi que les vecteurs pHAGE-EF1a vide ou exprimant les protéines myc-
POTI-WT ou myc-POTI-AOB. Les cellules HeLa 1.3 hTR-5-3xMS2 (72) ont ensuite été
infectées avec ces lentivirus pour générer les lignées cellulaires exprimant ces protéines. Le niveau
d’expression des protéines POT1 WT, AOB et K9OE a été vérifié par immunobuvardage de type
Western (Figure 17A). Ce résultat montre que les protéines POT1 WT, AOB et K90OE sont bien
exprimées dans lignées cellulaires générées (Figure 17A). La localisation des protéines POT1 WT,
AOB et K90E aux télomeres dans ces lignées cellulaires a ensuite été validée pour confirmer la
présence de ces protéines aux télomeres. Cette colocalisation a ¢été observée par
immunofluorescence et les résultats obtenus montrent que les protéines POT1 WT, AOB et K9OE
sont présentes aux télomeres dans toutes les lignées cellulaires, ce qui suggere que les

constructions myc-POT1 sont fonctionnelles (Figure 17B)
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Figure 17: Validation de P’expression et de la localisation de la protéine myc-POT1. (A)

L’expression des protéines POTI-WT, POTI1-K90E et POTI1-AOB a ¢été validée par

immunobuvardage de type Western. Pour cela, un anticorps anti-MYC a été utilisé pour détecter
I’épitope myc des protéines POTI, suivi d’un anticorps anti-tubuline B comme contrdle de

chargement. (B) Visualisation de la localisation des protéines POT1-WT, POT1-K90E et POT1-
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AOB par immunofluorescence. Les cellules ont ét¢ marquées avec 1’anticorps primaire anti-MYC
et I’anticorps secondaire AlexaFluor 488 (vert). La protéine mCherry-TRF1 est déja exprimée dans
les cellules et marque les télomeres (rouge). Les noyaux ont été colorés au DAPI (bleu). Barre de

I’échelle : 10um.

Les expériences précédentes effectuées au laboratoire sur le mutant POT1-AOB ont été
faites sur des lignées cellulaires sur-exprimant la protéine hTERT afin d’augmenter le nombre de
complexes télomérase mesurables dans les cellules (72). Cependant, afin d’éviter de potentiels
biais causés par la surexpression de hTERT et parce que ’analyse automatique des données
faciliterait grandement 1’analyse, la possibilité d’utiliser des lignées cellulaires ne sur-exprimant
pas hTERT a été évaluée. Pour ce faire, les lignées cellulaires précédemment construites ont été
infectées avec des particules lentivirales exprimant MCP-sfGFP. La dynamique de recrutement de
MS2-hTR aux télomeres a été mesuré pendant 10 secondes, tel qu’effectué¢ précédemment (72).
En somme, I’acquisition d’image a été faite au microscope confocal a disque rotatif en utilisant du
Dual-camera. Les interactions des particules de hTR aux télomeres ont été analysées a 1’aide du
programme DCTracker. Les résultats obtenus montrent que dans les conditions d’acquisition, le
nombre de particules uniques de télomérase qui peuvent tre suivies est faible (Figure 18A). Ainsi,
la quantification de la colocalisation montre que le nombre d’événement d’interactions mesuré est
trop faible pour pouvoir observer I’impact des mutants de POT1 (Figure 18B).

Afin d’obtenir un nombre suffisant d’interactions, la protéines hTERT a donc été
surexprimée dans les lignées cellulaires exprimant myc-POT1. Pour ce faire, elles ont été infectées
avec les vecteurs lentiviraux pHage2-EF1a-TERT-IRES-Puro produits dans les cellules 293FT. Le
niveau d’expression de hTERT a été validée par immunobuvardage de type Western et a permis
de confirmer la surexpression de hTERT dans toutes les lignées cellulaires (Figure 18D).
Comparativement aux cellules exprimant hTERT endogéne, le suivi des particules de MS2-hTR
en utilisant ’outil TrackMate est possible (Figure 18C,
https://figshare.com/s/a54e8e3edc2b8ef9fc5c).
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Figure 18: Le suivi des particules de hTR est possible seulement dans le cas ou hTERT est
surexprimé. (A) Trés peu de particules de h'TR sont observables dans la cellule. L’outil TrackMate
a été utilisé pour suivre les particules de hTR. Barre d’échelle : Sum. (B) Aucune différence dans
le recrutement de la télomérase aux télomeres ne peut étre observée entre les différentes lignées
cellulaires due au faible nombre de particules de hTR détectées. Le graphique représente le
pourcentage de colocalisation de hTR aux télomeéres dans des cellules exprimant les différents
variants de POT1. N = 15 cellules exprimant chacun des construits. n.s. p > 0.05. (C) Des particules
de hTR sont visibles (vert) et colocalisent avec les télomeres, marqués avec mCherry-TRF1
(rouge) dans une cellule sur-exprimant hTERT. L’outil TrackMate a permis de suivre les particules

de hTR. Barre d’échelle : 5Spum. (D) L’expression de la protéine hTERT a été validée par Western
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Blot. Pour cela, un anticorps anti-TERT a ¢été utilisé suivi d’un anticorps anti-lamine C comme

controle de chargement.

Afin d’évaluer I’'impact du mutant de POT1 K90E sur le recrutement de la télomérase aux
télomeres, la dynamique d’interaction entre ces facteurs a été¢ mesurée dans les lignées cellulaires
sur-exprimant les mutants de POT1 et hTERT. Ces interactions peuvent étre séparées en deux
groupes principaux : les interactions rapides (qui reflétent le mode de scanning de la télomérase
aux télomeres) et les interactions longues (¢longation des téloméres) (Figure 13). En raison des
limitations techniques (e.g. photoblanchiment) I’observation de ces différentes interactions est
impossible en une seule expérience et il est nécessaire de les observer séparément. Ainsi, de courts
films (10 secondes) avec peu d’intervalle entre les images permet de mieux caractériser la
dynamique des courtes interactions de recrutement, alors que des films longs (5 minutes) avec des
temps d’intervalle plus longs entre les images permet de capturer les interactions longues
d’¢longation.

L’impact du mutant K90E de POT1 a donc ét¢ déterminé sur la dynamique de recrutement
ainsi que sur 1’¢longation des télomeres par la télomérase. Pour ce faire, les lignées cellulaires sur-
exprimant myc-POT1 et h\TERT ont été infectées avec des particules lentivirales exprimant MCP-
sfGFP. L’acquisition d’image a été faite au microscope confocal a disque rotatif en utilisant du
Dual-camera. La dynamique de recrutement a ét¢ mesurée a partir de films de 10 secondes avec
un intervalle de 100 ms entre chaque image (Figure 19) et 1’¢longation des télomeres a été mesurée
a partir de films de 5 minutes avec 2 secondes entre chaque image (Figure 20). Les interactions
des particules de hTR aux télomeres ont été analysées a I’aide du programme DCTracker.

Pour ce qui est du recrutement de la télomérase, les résultats montrent qu’il y a une
différence significative dans la proportion de télomeres associés a une particule de hTR entre les
lignées cellulaires exprimant POT1-WT comparativement aux lignées exprimant POT1-AOB et
POTI1-K90E (Figure 19A). Ainsi, nous observons une augmentation du pourcentage médian de
télomeres associés avec une particule de hTR dans les cellules exprimant POT1-AOB et POT1-
KO90E, passant de 42% dans les cellules exprimant POT1 WT a environ 59% dans les cellules
exprimant POT1-AOB et POT1-K90E. Cependant, les temps de résidence de hTR aux télomeres
sont différents dans les lignées POT1-WT comparativement au vecteur vide et au POT1-AOB mais

pas comparativement au POTI-K90E (Figure 19B). Ces résultats suggerent qu’il y a
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principalement une augmentation de 1’accés de la télomérase aux télomeres dans le cas du mutant
POT1-K90E, mais pas dans le temps de résidence de la télomérase lors de la mesure des
interactions courtes.

Lors de I’analyse des interactions longues entre les particules de hTR et les télomeres, nous
observons que le pourcentage de télomeres ayant recue une interaction longue (>10 secondes;
possiblement une ¢élongation) est significativement plus élevée dans les lignées cellulaires
exprimant POT1-AOB et POT1-K90E que dans les lignées cellulaires exprimant POT1-WT
(Figure 20A), avec un pourcentage médian de 71% pour les lignées exprimant POT1-AOB ou
POT1-K90E comparativement a un pourcentage médian de 53% pour la lignée exprimant POT1
WT. De plus, le temps de résidence des particules de hTR aux télomeéres a augmenté dans les
cellules exprimant POT1-AOB et POT1-K90E, passant de 21 secondes pour la lignée exprimant
POT1 WT a 25 et 28 secondes respectivement pour les lignées exprimant POT1 AOB et POT]1
KO90E (Figure 20B). Ces résultats suggerent que les télomeres sont plus accessibles a la télomérase
dans le cas des mutants POT1-K90E et POT1-AOB. De plus, il est a noter que le mutant POT1-
K90E présente le méme phénotype que le mutant présentant la délétion du domaine OB-fold

(POT1-AOB).
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Figure 19: Les mutants de POT1 ont une incidence sur le recrutement de la télomérase aux
téloméres. Le recrutement (A) et le temps de résidence (B) de hTR aux télomeres ont été évalués
en utilisant DCTracker. Les barres horizontales représentent la médiane : (A) POT1 WT : 42% ;
Empty vector : 40 % ; POT1 AOB : 59% POT1 K90E : 60%. (B) : POT1 WT : 1.48s ; Empty
vector : 1.83s 5 POT1 AOB: 1.91s ; POT1 K90E : 1.52s. N = 60 cellules pour chaque lignée
analysée. Les différentes conditions ont ét¢ comparées en utilisant un test T de student (A) et un

test de Wilcoxon (B). n.s. p > 0.05, *p< 0.05, ***p<0.001.
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Figure 20: Les mutants de POT1 ont une incidence sur les interactions longues entre la
télomérase et les téloméres. Le recrutement (A) et le temps de résidence (B) de hTR aux
télomeres ont été évalués en utilisant DCTracker. Les barres horizontales représentent la médiane
(A) POT1 WT : 53% ; Empty vector : 50 % ; POT1 AOB : 70% POT1 K90E : 72%. (B) : POT1
WT : 21.8s ; Empty vector : 22.7s ; POT1 AOB : 25s ; POT1 K90E : 28.6s. N = 60 cellules
exprimant chacun des construits. Les différentes conditions ont été comparées en utilisant un test

T de student (A) et un test de Wilcoxon (B). n.s. p > 0.05, **p< 0.01, ***p<0.001.

Effet de la protéine TCABI sur la localisation de hTR

Il a précédemment été¢ démontré que TCAB1 contribue a la localisation de hTR dans les
Cajal bodies (72). De plus, des mutations dans TCAB1 sont associées a une augmentation de hTR
au nucléole (50). Cependant, a quel moment dans la biogénese de la télomérase TCAB1 s’associe
avec hTR et quel est le role de TCABI dans le trafic de hTR entre le nucléole, le nucléoplasme et
les Cajal bodies demeurent des questions non résolues. Afin de pouvoir analyser le role de TCAB1
dans le trafic de hTR par imagerie en molécule unique, une lignée cellulaire HeLa 1.3 hTR-5'-
3xMS2 TCAB177(72) exprimant la protéine de fusion Halo-TCABI1 a été produite. Pour cela, le
géne HaloTag et TCABI ont été cloné dans un plasmide pHAGE-EF1a-Halo-TERT-IRES-puro
par digestion avec des enzymes de restriction et ligation. La présence du cDNA Halo-TCABI a

été confirmé par séquencage Sanger. Nous avons obtenu quatre clones positifs (A, B, C et D) avec
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lesquels des vecteurs lentiviraux ont ensuite ét¢ produits dans des cellules 293FT. Les cellules
HeLa 1.3 hTR-5-3xMS2 TCAB17 ont été infectées avec ces lentivirus pour générer les lignées
cellulaires exprimant cette protéine. Le niveau d’expression de Halo-TCABI1 a été vérifié par
immunobuvardage de type Western avec un anticorps anti-TCAB1 pour vérifier la partie TCAB1
(Figure 16A) et par marquage avec le fluorophore JaneliaFluor549 et SDS-PAGE pour vérifier la
partie HaloTag (Figure 21B). Nos résultats montrent que les lignées cellulaires exprimant les
clones C et D expriment la protéine Halo-TCAB1, mais pas les lignées A et B qui expriment des
protéines tronquées (Figure 21A) ; la lignée A présente uniquement le HaloTag de 33 kDa (Figure
21B). La localisation de Halo-TCAB1 aux Cajal bodies dans ces lignées cellulaires a ensuite été
validée par immunofluorescence. Les résultats obtenus montrent que Halo-TCABI1 est présent aux
Cajal bodies dans la lignée cellulaire complémentée, ce qui suggere que la protéine de fusion Halo-

TCABI est fonctionnelle (Figure 21C).
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Figure 21: Validation de P’expression et de la localisation de la protéine Halo-TCABI.
L’expression des clones A a D de la protéine Halo-TCABI a été validée par (A) immunobuvardage
de type Western. Pour cela, un anticorps anti-TCABI1 a été utilisé pour valider la taille de la
protéine TCAB1 dans les cellules 293FT transfectées. (B) La partie HaloTag des clones a été
validée par imagerie fluorescente au ChemiDoc sur un gel SDS-PAGE. Pour cela, un marquage
des cellules avec le ligand JaneliaFluor549 a préalablement été fait avant la lyse cellulaire. (C)
Visualisation de la localisation de la protéine Halo-TCAB1 clone C infectée par

immunofluorescence. Les cellules transfectées avec le clone C puis ont été marquées avec
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I’anticorps primaire anti-TCAB1 et 1’anticorps secondaire AlexaFluor 488 (vert) ainsi que
I’anticorps primaire anti-coilin suivi de I’anticorps secondaire AlexaFluor 594 (rouge). Les noyaux

ont été colorés au DAPI (bleu). Barre de I’échelle : 10pum.

En raison du niveau d’expression élevé de Halo-TCABI1 dans les lignées cellulaires
produites, des résultats préliminaires ont démontrés que 1’observation de particules uniques de
Halo-TCABI ¢était difficile. Afin de permettre I’analyse de Halo-TCABI par imagerie en
molécule unique, la protéine de fusion Halo-TCAB1 a été exprimée a un niveau similaire au niveau
endogene en utilisant le promoteur du géne Ubiquitine C (UBC). Pour ce faire, le promoteur UBC
a ¢té cloné dans le plasmide pHAGE-EF1a-Halo-TCABI1-IRES-puro précédemment construit
pour remplacer le promoteur EF1a par digestion avec des enzymes de restriction et ligation. Des
vecteurs lentiviraux ont ensuite été produits dans des cellules 293FT en utilisant ce vecteur. Les
cellules HeLa 1.3 hTR-5-3xMS2 TCAB1™~ ont ensuite été infectées avec ce lentivirus pour
générer les lignées cellulaires exprimant la protéine d’intérét. Pour cela, un tri cellulaire induit par
fluorescence (FACS) a été fait pour sélectionner les cellules ayant un niveau d’expression de Halo-
TCABI similaire (i.e. pour enlever les cellules négatives et celles qui expriment fortement Halo-
TCABI1). Le niveau d’expression de Halo-TCABI a ensuite été validé par immunobuvardage de
type Western. Les résultats montrent que les constructions UBC-Halo-TCAB1 expriment la
protéine Halo-TCAB1 a un niveau similaire que la protéine TCAB1 endogene (Figure 22A-B). La
capacité a imager des particules uniques de Halo-TCAB1 a été confirmée par microscopie de
cellules vivantes au microscope a super résolution en mode HiLo. Pour ce faire, les Cajal bodies
et le nucléole ont été marqués en utilisant, respectivement, la BFP-coilin et BFP-nucleolin, suivi
d’une coloration des cellules au fluorophore JaneliaFluor 646 pour marquer Halo-TCABI.
L’utilisation de 1’outil TrackMate du logiciel Fiji nous a permis de voir que le suivi de molécules
uniques de Halo-TCABI1 est possible dans des cellules vivantes (Figure 22C). De plus, ces résultats
montrent que Halo-TCABI se localise aux Cajal bodies, ce qui suggere que la protéine de fusion
Halo-TCABI est fonctionnelle (Figure 22D). Ces résultats préliminaires montrent aussi quelques

particules de Halo-TCAB1 localisées au nucléole, dont le suivi a ¢été possible

(https://figshare.com/s/d03fb2c0abbbf2949¢7f),  suggérant qu’elles transitent par ce

compartiment.
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Figure 22: Validation de D’expression de la protéine Halo-TCAB1 exprimé avec un
promoteur plus faible. (A) L’expression de la protéine Halo-TCAB1 avec un promoteur fort
(EF1a) et un promoteur faible (UBC) a été validée par immunobuvardage de type Western dans
les cellules HeLa 1.3 hTR-5'-3xMS2 TCAB17". Pour cela, un anticorps anti-TCABI1 a été utilisé
suivi d’un anticorps anti-tubuline B pour contréle de chargement. (B) Quantification de
I’expression de la protéine Halo-TCABI exprimée a partir de différents promoteurs. La quantité
de relative de TCABI1 a été déterminée par rapport a la béta-tubuline. (C) Des particules de Halo-
TCABI sont visibles et peuvent étre suivies grace a 1’outil TrackMate du logiciel FIJI. Barre de
I’échelle : 10um. (D) Visualisation de la localisation de la protéine Halo-TCABI1 par imagerie au
microscope super résolution en mode HiLo. Les cellules ont été colorées avec le fluorophore

JaneliaFluor 646 (rouge). BFP-coilin et BFP-nucleolin ont été transfectés pour marquer

69



respectivement et de mani¢re indépendante les Cajal bodies et le nucléole (vert). Barre de

I’échelle : 10um.
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Chapitre 4 — Discussion

L’¢longation des télomeres par la télomérase est un processus clé dans la tumorigénése
¢tant donné que pres de 90% des cancers présentent ce processus. L’activité de la télomérase est
principalement déterminée par sa maturation ainsi que par son recrutement aux télomeres, deux
processus pendant lesquels elle interagit avec plusieurs effecteurs dont la coordination, bien
qu’importante, demeure peu comprise. Aussi, bien que I’interactome de la télomérase soit de
mieux en mieux caractérisé, la coordination spatio-temporelle de ces facteurs avec la télomérase
demeure peu comprise. Il en va de méme pour la dynamique des interactions qui, bien que centrale
pour les processus biologiques, reste complexe a étudier et n’a été 1’objet de peu d’étude jusqu’a
maintenant. Afin de mieux caractériser ces processus, nous avons tiré profit de la puissance
d’approche de microscopie en molécules uniques en temps réel pour étudier deux étapes
importantes de la régulation de I’activité de la télomérase : ’implication la protéine TCAB1 dans
la maturation de hTR aux Cajal bodies, ainsi que I’impact d’une mutation de POT1 sur la

dynamique de liaison de la télomérase aux télomeres.

Un programme de quantification qui facilite I’analyse d’image

Un apergu de la fonction et de la régulation des molécules biologiques peut souvent étre
obtenu en déterminant avec quelles structures cellulaires et autres molécules elles colocalisent.
Ainsi, I'utilisation de techniques de marquage suivi de microscopie est un bon moyen de
comprendre les processus biologiques impliqués. Cependant, cela nécessite un bon nombre
d’analyse de données qui peuvent vite étre difficiles, laborieuses et non reproductibles (153).
L’utilisation de logiciels évaluant la localisation ou colocalisation de molécules et permettant leur
quantification est donc essentiel.

Les outils existant peuvent étre divisés en deux catégories, soit les programmes d’analyse
de colocalisation en cellule fixe (e.g. JACoP et EzColocalization (153,157)) et les programmes de
suivit de particules (e.g. TrackMate (152)). Cependant, il n’existe, & notre connaissance, aucun
outil permettant d’analyser la colocalisation de molécules uniques dans le temps, a partir de films.

Dans le cadre d’une étude précédemment faite dans le laboratoire, le suivi des particules était donc
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d’abord effectué avec I’outil TrackMate suivit d’une analyse manuelle de la colocalisation a partir
de tracks TrackMate et d’images fixes des télomeres (72). Cette analyse laborieuse nécessitait plus
d’une heure par cellule, limitant fortement la capacité a effectuer de multiples analyses a grande
¢échelle et de ce fait la puissance statistique des analyses. Afin de pallier cette problématique, le
pipeline DCTracker (DualCam Tracker) a été développé pour automatiser 1’analyse. Il s’agit d’un
pipeline modulaire composé d’un ensemble de scripts qui permettent d’analyser les colocalisations
de particules dans les données d’imagerie et d’en extraire 1’information nécessaire a 1’analyse des
interactions entre les particules. Sa nature modulaire permet de modifier la suite d’étapes ou
d’ajouter des étapes d’analyse afin de 1’adapter aux différentes analyses a réaliser. Il inclut
différentes étapes de pré-traitement, d’analyse de la colocalisation suivit de I’analyse des
interactions. L’amélioration principale de 1’analyse de données produite par le pipeline réside dans
I’analyse de la colocalisation. Celle-ci a été développée de sorte a identifier la colocalisation
spatiale de la méme maniere qu’un expert pourrait I’identifier manuellement. Pour ce faire, une
colocalisation « object-based » (i.e. basée sur ’intersection entre les particules) est utilisée. Cette
approche se distingue des analyses basées sur les pixels couramment utilisés par le fait qu’elle
permet I’identifier chaque objet présent dans 1’image et le suivit des objets dans le temps (160), ce
qui n'est pas possible avec une approche par pixel. De plus, la colocalisation est déterminée selon
la distance entre deux particules plutot que par I’identification d’une superposition de signal,
augmentant ainsi la flexibilité de I’analyse en permettant 1’identification d’une colocalisation de
particules sans que le signal soit parfaitement superposé (e.g. dii aux limitations technologiques
lors de la visualisation de petite particules) (161). La présence d’une colocalisation réelle est alors
validée en utilisant les informations de la composante temps.

Dans ce projet, I'utilisation de DCTracker a rendu possible 1’analyse de colocalisation des
particules entre deux films, ce qui nécessiterait trop de temps pour étre effectuée manuellement.
Cette amélioration permet d’augmenter la précision des analyses et permettra 1’analyse de
colocalisation entre des petites particules (e.g. TCAB1 et hTR), qui nécessite I’analyse de deux
films. De plus, cette méthode permet une réduction importante du temps d’analyse des données en
permettant 1’analyse de chaque cellule en 2 a 3 minutes plutot qu’environ une heure.

Pour valider le programme d’analyse, les données de colocalisation de I’ARN hTR avec
les télomeres dans des cellules exprimant POT1-WT ou POT1-AOB traitées manuellement et

publiées dans la précédente étude faite au laboratoire (72) ont été reprises, traitées et analysées
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automatiquement. Les résultats ont montré une trés bonne reproductivité de I’analyse, certifiant
ainsi le bon fonctionnement du programme DCTracker (Figure 16). Une expérience indépendante
a par la suite été faite en utilisant le méme mutant et les mémes conditions que dans cette étude et
les résultats obtenus en utilisant DCTracker ont montré une méme différence entre le mutant
POTI1-AOB et le contréle POT1-WT, confirmant encore une fois que cette méthode permet
d’obtenir des résultats similaires a ceux obtenus lors de I’analyse manuelle par un expert. Ceci
suggere que 1’algorithme de DCTracker permet de répliquer fidélement la logique de cette analyse.
Cependant, le programme pipeline DCTracker ne permet que d’identifier la colocalisation de
particules dans le temps et ne considére aucun parameétre cinétique pouvant caractériser une
interaction réelle. Il n’est donc pas certain qu’il y ait une interaction entre les particules qui
colocalisent. Cette problématique a été¢ mitigée en ajoutant un seuil minimum de 5 timepoints de
colocalisation avant de considérer que deux molécules interagissent. Cependant, il serait
intéressant que DCTracker prenne en considération des parameétres cinétiques afin d’éviter
I’identification de fausses interactions. De plus, DCTracker ne peut étre utilisé dans des situations
ou un nombre important de particules est présent dans une région car plusieurs fausses interactions

risquent d’étre identifiées en raison de la proximité des particules.

Localisation et biogénese de hTR

Le processus de maturation de hTR s’effectue aux Cajal bodies et dans le nucléole, mais le
trafic des particules entre ces composants, I’importance de ces étapes et les potentielles voies
alternatives demeurent peu comprises. Une récente étude de notre laboratoire effectuée en cellules
vivantes a confirmé que des particules de hTR sont observées dans différents compartiments
cellulaires, a savoir, le nucléoplasme, les télomeres, les CB et les nucléoles (72). Cependant, bien
que cette étude ait confirmé la présence de molécules de hTR localisées dans les CB tel que décrit
précédemment, environ 10% des particules de hTR observées étaient situé¢es aux CB, remettant
ainsi en question le modele selon lequel hTR s’accumule aux CB pendant la majorité du cycle
cellulaire (36,72,83,84). Cette différence pourrait étre expliquée par le manque de sensibilité de
I’analyse FISH classique et met de 1’avant I’importance de 1’analyse des particules uniques en
cellules vivantes. De plus, la présence de molécules de hTR a aussi été observée dans le nucléole,

ce qui est en adéquation avec des résultats précédemment observés, et suggere qu’une partie de la
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maturation de hTR se passe dans ce compartiment (162). Cependant, il n’y a pas de consensus
quant au déroulement des étapes impliquées dans la maturation de la télomérase avant son
recrutement aux téloméres. La localisation de hTR au CB est favorisée par TCABI et des
mutations dans cette protéine engendrerait une accumulation de hTR aux nucléole (41,52,163). 1l
est donc tout naturel de penser qu'une potentielle voie de maturation de hTR serait son transport
du nucléole vers les CB grace a TCABI, cependant I’existence d’une telle voie reste a démontrer.

Afin d’¢étudier le trafic nucléaire de hTR par TCABI, le développement d’'une méthode
permettant de visualiser a la fois hTR et TCABI en temps réel est nécessaire. Pour ce faire, nous
avons marqué la protéine TCAB1 avec un HaloTag. Afin de permettre sa visualisation, le HaloTag
est 1i¢ de maniére covalente a JaneliaFluor 646, un fluorophore organique avec une intensité de
fluorescence forte et assez résistant au photoblanchiment, ce qui en fait un candidat idéal pour
I’imagerie de molécule unique en cellule vivantes. L’utilisation de ce systéme, nous a permis
d’observer des particules uniques de TCAB1 dans les cellules humaines vivantes. Nos résultats
préliminaires ont aussi montré que la protéine de fusion Halo-TCABI se retrouvait aux Cajal
bodies (Figure 21C), validant sa localisation et partiellement sa fonctionnalité. Cependant, il sera
aussi nécessaire de valider quelques interactions qui ont lieu avec d’autres protéine (e.g. dyskerine,
coilin, NHP2) pour vérifier si le HaloTag interfére ou non avec la fonction de TCAB1 avant
d’utiliser cette construction pour étudier la dynamique de TCAB1.

La premicere construction de la protéine Halo-TCAB1 possédait un promoteur fort (EF1a),
et il a été difficile, voire impossible & imager des molécules uniques (données non présentées).
Afin de pallier cette limitation, une seconde version de la construction a ét¢ faite avec un promoteur
plus faible (UBC), permettant méme de I’exprimer a un niveau similaire a I’endogene (Figure 22 A-
B). Cette derniére construction permet le suivi de particules unique de Halo-TCAB1 (Figure 22C),
validant ainsi I’utilisation des lignées cellulaires construites pour 1’étude du trafic de hTR par
TCABI. Cependant, I’utilisation d’un microscope haute résolution utilisant la technologie HiLo a
¢été essentielle afin d’avoir des conditions d’imagerie optimales, c’est-a-dire ayant un rapport
signal/bruit élevé et un faible bruit de fond, permettant ainsi une bonne imagerie de molécules
uniques (164). Il aurait cependant été préférable d’utiliser le microscope a spinning disk (Zeiss
Spinning Disk; Plateforme de microscopie photonique, Département de biochimie et médecine
moléculaire, Université de Montréal) puisqu’elle posséde la capacité d’imager en Dual camera et

que I’imagerie de hTR a été optimisée sur cette plateforme. Les essais actuels ont cependant été
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inconcluant sur ce microscope et n’ont pas permis la détection des molécules uniques de Halo-
TCABI1. Ceci pourrait potentiellement étre dii au faible signal de Halo-TCABI1. En effet,
puisqu’une seule une molécule fluorescente se lit par protéine, la fluorescence est quasi-
équivalente au bruit de fond et rend ainsi la détection plus difficile en utilisant ce microscope.
Des résultats préliminaires obtenus dans cette étude ont montré que Halo-TCABI se
localisait aux Cajal bodies (Figure 22D), ce qui est en accord avec la littérature. De plus dans les
quelques premiers films observés, il semble que Halo-TCABI se retrouve aussi dans le nucléole
(Figure 22D). Cependant, étant des résultats préliminaires qui ont permis de mettre au point
I’expérience et de définir les conditions d’imagerie, il faudrait effectuer I’expérience en intégrant
des contrdles et des réplicas afin de pouvoir se prononcer. Ainsi, en évaluant la dynamique de
TCABI dans les différents compartiments mais aussi en évaluant sa colocalisation avec hTR, nous
pourrons mieux définir une partie des différentes étapes impliquées dans la maturation de la
télomérase. Ultimement, il serait intéressant, apres la validation de la protéine Halo-TCABI, de
I’incorporer directement dans le génome des cellules a 1’études avec CRISPR/Cas9 pour pouvoir

faire I’¢tude dans des conditions endogenes.

La surexpression de hTERT facilite I’étude du recrutement de hTR aux

télomeres

Afin d’avoir un nombre suffisant de molécules de télomérases et ainsi de mieux caractériser
son recrutement aux télomeéres, la protéine hTERT a été surexprimée. Des résultats précédemment
publiés ont montré que la surexpression de la sous-unité hTERT permettait d’augmenter la quantité
de complexe hTR-hTERT et d’augmenter les événements d’association de la télomérase aux
télomeres (72). Nous avons quand méme essay¢ de quantifier le signal dans des cellules exprimant
hTERT endogene, mais il a été difficile d’imager des molécules uniques puisque celles-ci étaient
peu fluorescentes. A cause d’une limitation technique, notamment les lasers du microscope utilisé
dont la puissance n’était pas assez élevée, il a été difficile faire le suivi des molécules uniques de
hTR libres (Figure 18A), empéchant ainsi une bonne détection de ces événements (Figure 18B). 11
serait tout de méme intéressant de pouvoir entreprendre cette expérience dans des conditions
hTERT endogénes, possiblement en augmentant la durée d’acquisition de nos films pour détecter

ces évenements de colocalisation.
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POT1 régule le recrutement de la télomérase aux télomeéres

De récentes études ont identifié plusieurs mutations dans les domaines OB-fold en N-
terminus de POT1 associées a différents cancers dans lesquels la longueur des télomeres est
augmentée (100,101,105,110,165). Une étude précédente faite au laboratoire a montré que
lI'expression de POT1-AOB augmentait I’accés et le temps de résidence de la télomérase aux
télomeres (72). Un phénotype similaire est retrouvé chez des patients atteint de leucémie
lymphoide chronique qui présentent la mutation ponctuelle POT1 K90E. Nous pensons donc que
le phénotype quant au recrutement de la télomérase aux télomeres est similaire chez les mutants
POT1-AOB et POT1 K90E.

La protéine POTI lie et séquestre I’extrémité simple brin des télomeres, prévenant le
recrutement de la télomérase aux télomeres par la compétition entre POT1 et hTR pour I’extrémité
simple brin du télomere (94). Ainsi, plusieurs mutants dans les domaines OB-fold de POT1 ont
une faible affinité pour lier I’ADN simple brin in vitro, ce qui diminuerait la capacité de POT1 a
compétitionner avec la télomérase. Cependant, POT1 et TPP1 stimulent aussi la processivité de la
télomérase, et certaines mutations dans POT1 pourrait augmenter cette activité (46,93). Dans les
deux cas, ces mutations favorisent un allongement des télomeres (166). Pour distinguer entre ces
deux mécanismes d’action potentiels pour les mutants de POT]I, il est important de pouvoir
déterminer I’impact de ces mutant sur 1’accés de la télomérase aux téloméres. La liaison de POT1
a I’extrémité simple brin du télomere s’effectue via ses domaines OB-fold et nous avons observé
que le mutant AOB augmente 1’accés du télomere pour la télomérase, ce qui expliquerait
I’augmentation de la fréquence ou les téloméres sont visités par la télomérase (72). Etonnement,
le mutant ponctuel K9OE présente un phénotype similaire au mutant AOB, ce qui suggére que la
lysine 90 joue un role clé dans la prévention de I’acces de I’extrémité simple brin par la télomérase
(Figure 19A,20A). Cependant, une étude structurelle de la liaison de POT1 a I’ADN simple brin
suggere que la lysine 90 dans le domaine OB1 n’interagit pas directement avec I’ADN (114). De
plus, il a été démontré que le mutant POT1 K90E n’affecte pas la liaison de POT1 a I’ADN simple
brin in vitro (114). Mis ensemble, ces résultats suggerent que la différence d’accessibilité de
I’extrémité simple brin des télomeres observée chez le mutant POT1 K90E n’est pas imputable a

une diminution de son interaction avec I’ADN simple brin.
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Il est possible que la différence dans la séquestration de I’extrémité simple brin soit due a
la présence de modification post-traductionnelles sur la lysine 90. En effet, il a été suggéré que la
lysine 90 de POT1 pourrait étre sujette a la SUMOylation par SUMO1 (167), sans que ’existence
de cette modification in vivo n’ait été confirmée. De plus, chez la levure la SUMOylation de Tpz1
(homologue de TPP1) est impliquée dans la régulation de la longueur des télomeres par la
modulation du recrutement de Stn1-Tenl (des sous-unités du complexe CST) aux télomeres (168).
Puisque chez I’humain 1’assemblage de CST au niveau de la shelterin est médiée par POT1 (140),
il serait possible qu’un mécanisme similaire existe. Ainsi, un potentiel mécanisme de régulation
de I’accessibilité a I’extrémité simple brin par SUMOylation pourrait impliquer un encombrement
stérique par la protéine SUMO sur POT1 qui viendrait renforcer la séquestration de I’extension 3’
simple brin, empéchant ainsi le recrutement de la télomérase aux télomeres. La mutation
ponctuelle K9OE enléverait un potentiel site de SUMOylation, rendant donc ’extrémité simple
brin des téloméres plus accessibles a la télomérase. Evidemment, puisque la SUMOylation est un
processus réversible et hautement dynamique (168), chez les cellules ayant besoin d’exprimer la
télomérase, comme les cellules souches, cette inhibition pourrait étre levée pour permettre 1’accés
par la télomérase.

La longueur des téloméres étant défini par deux facteurs, 1’accessibilité a ’ADN
télomérique et le degré d’¢longation par la télomérase (169), une plus grande accessibilité des
télomeres a la télomérase n’explique pas nécessairement a elle seule I’augmentation de la longueur
des télomeéres chez les patients présentant la mutation POT1 K90E. Afin d’évaluer si cette mutation
affecte aussi le degré d’¢élongation des télomeres, le temps de résidence de la télomérase aux
télomeres (i.e. la durée d’élongation des télomeres), a aussi ét¢ évalué. Nous avons observé que
I’¢longation est plus longue chez les mutants POT1 K90E et POT1-AOB que chez le POT1
sauvage (Figure 20B), ce qui suggere que, une fois la télomérase recrutée sur les télomeres, celle-
ci y reste plus longtemps. En temps normal, le complexe CST permet d’inhiber 1’extension
télomérique en limitant I’acces de la télomérase aux télomeres et en inhibant I’interaction entre
TPP1-POT]1 et la télomérase, ce qui permettrait de terminer la réplication des télomeres et limite
ainsi I’¢longation des télomeres (140). De plus, il a déja été démontré que, bien que la mutation
POT1 K90E n’affecte pas directement la liaison de TPP1-POT1 au complexe CST, elle perturbe
I’assemblage du complexe CST compromettant ainsi sa fonction (114). De méme, I’augmentation

du temps d’interaction entre la télomérase et les téloméres suggere une perte de ce mécanisme
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causée par la mutation K90OE et porte a croire que le complexe CST ne pourrait plus intervenir
pour terminer la réplication. Ainsi, de futurs expériences biochimiques et structurales serait a faire
afin de mieux définir la dynamique entre TPP1-POT1 et CST aux télomeres. D’ailleurs, de
récentes études ont révélé qu’il existait une interaction entre hTERT et POT1 au niveau des acides
aminés D224 et N225 (93). De plus, le mutant POT1 D224N a été identifié chez des patients
atteints de mélanome cutané malin (101), mais aucune étude sur I’impact de ce mutant quant au
recrutement de la télomérase au télomére n’a été fait. Ainsi, sachant que c’est une mutation qui se
retrouve a I’interface d’interaction de POT1-TERT nouvellement identifiée, il serait intéressant

d’utiliser notre approche d’imagerie en molécule unique pour caractériser ce mutant.

Conclusion

La biogénese de la télomérase ainsi que son recrutement aux télomeres sont des processus
dynamiques qui sont finement et hautement régulés. Cependant, I’impact de cette régulation sur la
dynamique de la télomérase est encore peu compris malgré les nombreuses ¢tudes effectuées ce
sujet. Ainsi, I'utilisation de méthodes permettant le suivi de particules uniques en microscopie en
temps réel permet de mieux comprendre le dynamisme des mécanismes impliqués.

Dans ce projet, nous avons d’abord mis au point un programme d’analyse de colocalisation,
DCTracker, trés versatile qui nous a permis d’automatiser les analyses initialement faites
manuellement. Le bon fonctionnement de DCTracker a été validé en utilisant des données
précédemment publiées, ce qui a été concluant.

Aussi, nous avons montré que le mutant ponctuel POT1 K90E, retrouvé chez des patients
atteints de leucémie lymphoide chronique et qui présentent une élongation anormale des télomeéres,
impliquait une augmentation du recrutement de la télomérase aux télomeres et de sa durée au
méme titre qu’un mutant ayant une délétion du domaine OB-fold. Les expériences étant faites dans
des conditions de surexpression de hTERT, il serait intéressant d’introduire dans le génome les
mutations et d‘entreprendre les expériences dans des conditions endogenes pour mieux définir leur
impact. Enfin, nous avons aussi adapté la technologie HaloTag pour le suivi de molécules uniques
de TCABI, protéine impliquée dans une étape de la maturation de la télomérase. Les résultats
préliminaires ont montré que 'utilisation du construit est prometteur vu qu’il permet le suivi de

particules uniques, d’autant plus que nous avons pu valider sa localisation dans les CB. Aussi, les
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résultats préliminaires ont montré que des molécules uniques de TCABI1 se retrouvaient dans le
nucléole. Des expériences en condition endogeéne serait aussi intéressantes a effectuer afin de
mieux cibler la biogénese de la télomérase.

Finalement, compte tenu du fait que la télomérase est impliquée dans la plupart des cancers
mais aussi dans plusieurs téloméropathies, les études qui ménent a comprendre la dynamique
d’action du recrutement de la télomérase aux télomeres se voient étre importantes pour améliorer
la compréhension de ces pathologies. De plus, en raison de la nature dynamique et I’importance
de la localisation spatio-temporelle de I’ensemble des facteurs impliqués dans la régulation de
I’activité de la télomérase sur celle-ci, I’étude de la dynamique de ces interactions est essentielle
pour permettre une bonne compréhension du mécanisme par lequel les mutations causant ces
pathologies affectent 1’¢longation des télomeres. Ainsi, les outils développés dans ce projet,
combinés a ceux du laboratoire, permettront d’identifier plus précisément I’impact d’une mutation
sur la localisation et les interactions de la télomérase au cours de sa maturation et de son trafic
ainsi que sur la régulation de Dactivité au niveau des téloméres. A la suite de ce projet, la
construction d’autres lignées cellulaires exprimant des protéines de fusion fluorescentes de
’interactome de la télomérase permettrait d’améliorer la compréhension du mécanisme exact par
lequel un mutant affecte le fonctionnement de ce complexe. De plus, ce systéme pourra permettre
de comprendre le mécanisme d’autres mutants de protéines de 1’interactome de la télomérase
impliquées dans les cancers ou les téloméropathies afin de faciliter le développement de thérapies

ou encore de trouver de nouvelles cibles pour des traitements.
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