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Partie I.- Introduction bibliographique — I.- Réplication de I'ADN ...

Partie I.- Introduction Bibliographique

Nous allons nous intéresser au cours de cette thése a la réplication d'un ADN
endommagé chez la bactérie Escherichia coli.

Afin de mieux comprendre comment un ADN endommagé est répliqué, nous verrons
dans un premier temps le processus de réplication de I'ADN en I'absence de lésions, chez
E.coli. La réplication peut se diviser en trois étapes successives qui sont l'initiation,
I'¢longation et la terminaison. J'ai choisi de ne pas parler des étapes d'initiation et de
terminaison, mais de développer I'étape d'é¢longation qui nous intéresse plus particulierement
puisque c'est cette étape qui va étre perturbée par la présence de 1ésions sur I'ADN. Nous
verrons ensuite comment une lésion présente sur ' ADN est prise en charge par la machinerie
réplicative, notamment comment elle est convertie en mutation. Ce deuxieme volet de
l'introduction sera présenté sous forme d'un article de revue publi¢ dans Oncogene (Pages and

Fuchs, 2002).

I. Réplication de I'ADN chez Escherichia coli

Quelle que soit la nature de 'ADN a répliquer (chromosomique, plasmidique, etc...), la
réplication est divisée en trois étapes successives : l'initiation, 1'élongation et la terminaison.

L'initiation de la réplication est I'é¢tape durant laquelle a lieu l'ouverture de la double
hélice et 1'assemblage du complexe réplicatif sur I'ADN pour former la fourche de réplication.
Cette initiation prend place en un point précis du chromosome (ou du plasmide) : 1'origine de
réplication.

Au cours de l'initiation, 1'hélicase réplicative, DnaB chez E.coli, est chargée sur 1'un des
deux brins (qui deviendra le brin lagging, dont la synthése est réalisée de manicre
discontinue) : I'hélicase DnaB est codée par le géne dnaB et forme un hexamére en forme
d'anneau constitué de six sous-unités identiques possédant chacune un site de liaison a I'ATP.
Elle s'assemble sur un simple-brin et se déplace de 5' vers 3' ouvrant un ADN double-brin a la

vitesse d'environ 35 nucléotides par seconde. Grace a 1'énergie libérée par 1'hydrolyse des
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molécules d'ATP, elle rompt les liaisons hydrogéne entre les bases, séparant ainsi les deux
brins de la double hélice d'ADN pour permettre la réplication. L'hélicase a également pour
fonction de recruter la primase (DnaG) dont le rdle est de synthétiser une amorce d'ARN
créant ainsi une jonction amorce/matrice qui sera prise en charge par une ADN polymérase

pour ['étape d'élongation.

La bactérie Escherichia coli dispose de cing ADN-polymérases actuellement connues :
Poll, Polll, PollIl, PollV et PolV. Ces enzymes comme leur nom l'indiquent ont toutes en
commun la propriété de polymériser ' ADN, c'est a dire de catalyser la formation d'une liaison
phosphodiester entre le phosphate o d'un désoxyribonucléotide tri-phosphate (dANTP) et
l'extrémité 3'-OH d'une amorce d'ADN (ou d'ARN selon le cas) apparié a une matrice d'ADN.
Elles posseédent en outre des caractéristiques différentes liées a leurs fonctions respectives.

L'ADN polymérase III (Pollll), également appelée "polymérase réplicative" ou
réplicase, est responsable de la réplication du chromosome bactérien. Pour faire face a cette
lourde tache, Pollll fait partie d'une structure protéique complexe appelée holoenzyme.

Les autres polymérases, pour la plupart non-essentielles a la viabilit¢ de la cellule,
viennent assister cette réplicase dans la "maintenance" de I'ADN.

Nous allons voir dans un premier temps une description rapide de ces polymérases. Puis
nous nous intéresserons plus particulierement a la structure et au fonctionnement de Pollll au

sein de la fourche de réplication.

1. Les ADN polymérases d'Escherichia coli

1.1. Pol I : I'ADN polymérase I

Ce fut la premi¢re ADN polymérases a avoir été découverte chez E.coli par Kornberg et
collaborateurs en 1956. C'est une protéine de 103kDa codée par le géne polAd, présente a
environ 400 molécules par cellule (Kornberg and Baker, 1992).

Elle est formée d'une seule chaine polypeptidique, constituée de deux domaines portant
des activités enzymatiques distinctes. Le domaine carboxy-terminal de 68kDa, connu sous le
nom de fragment de Klenow posséde 1'activité de polymérisation (5'->3') ainsi qu'une activité
exonucléasique 3'->5'. Cette derniére catalyse le clivage d'une lisaison phosphodiester a

l'extrémité 3' d'une amorce mal appariée, libérant ainsi le dernier nucléotide incorporé. Cette
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fonction également appelée activité de correction de lecture ou proofreading joue un role
important dans la fidélité de la réplication.

Le domaine amino-terminal de 35kDa posséde une activité exonucléasique 5'>3'
capable de dégrader I'ADN en mono- ou oligonucléotides (jusqu'a 10Nt) grace a sa capacité a
déplacer des fragments d'ADN. Poll est ainsi capable de s'introduire sur une molécule
bicaténaire au niveau d'un coupure simple-brin (ou nick), de dégrader la chaine d'ADN dans le
sens 5'23' et de procéder immédiatement a la synthése d'ADN dans la méme direction. Cette
activité appelée Nick-translation est essentielle lors de la réplication, pour la dégradation des
amorces d'ARN qui ont servi a l'initiation des fragments d'Okazaki. Poll assure également
diverses fonctions liées au remplissage des bréches, notamment lors de la réparation par
excision de nucléotides (NER) (Savic et al., 1990).

La processivité de Poll (capacité a polymériser un certain nombre de nucléotides sans se
détacher de son substrat) est relativement faible : Poll est capable d'incorporer entre 10 et 20
nucléotides par événement d'association a la matrice.

Les mutants de délétion du géne polA ne sont pas viables en milieu riche mais sont
capables de croitre en milieu minimum. L’introduction dans une souche Apol4 d’un all¢le
muté de recA ou de recB (geénes impliqués dans la recombinaison) devient létale. Cela
suggere qu’en absence de Pol I, le traitement des fragments d’Okazaki s’effectue de facon
incorrecte ou inefficace, et conduit a I’accumulation de coupures simple brin et de bréches
dans I’ADN. Si elles ne sont pas réparées avant d’entamer un nouveau cycle de réplication,
cela entrainera la destruction de la fourche de réplication et la formation de cassures double
brin. La réparation des cassures et la restauration de la fourche requierent alors un processus
complexe de réparation des cassures double-brin par recombinaison homologue faisant

intervenir entre autre les protéines RecA, B, C, D (Cao and Kogoma, 1995).

1.2. Pol II : ' ADN polymérase 11

Cette protéine de 90kDa, codée par le géne polB/dinA, posséde une activité polymérase
5'>3' et exonucléase 3'>5' (proofreading). La délétion du géne pol/B n'affecte pas la viabilité
cellulaire. La régulation du géne polB est sous controle du systéme SOS ce qui signifie que sa
transcription augmente en réponse aux dommages subits par 'ADN de la bactérie. Ainsi, le
niveau basal de Polll est de 1'ordre de 20 a 50 molécules par cellules et passe a environ 150

lorsque le systéme SOS est activé (Qiu and Goodman, 1997). Bien que n'appartenant pas a la
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famille Y des ADN polymérases translésionnelles (Ohmori et al., 2001), Polll est impliquée
dans la synthése translésionnelle (Napolitano et al., 2000) comme nous le verrons par la suite,

ainsi que dans le phénomeéne de "replication restart" (Rangarajan et al., 1999).

1.3. Pol III : I' ADN polymérase I11

Il s'agit de la polymérase en charge de la réplication du chromosome de la bactérie.

Cette polymérase sera étudiée en détail au paragraphe 2.

1.4. Pol IV : I'ADN polymérase 1V

Cette ADN polymérase codée par le géne SOS dinB a été découverte en 1999 (Wagner
et al., 1999). 1l s'agit d'une protéine de 39,5kDa présente a environ 300 molécules par cellule
dans les conditions physiologiques normales. L'induction du syst¢eme SOS conduit a une
augmentation d'un facteur 4 de la quantité intracellulaire de PollV. Elle appartient a la
nouvelle famille Y des ADN polymérases (Ohmori et al., 2001). Elle est dépourvue d'activité
proofreading, et posséde un mode de réplication distributif ce qui signifie qu'elle n'insére
qu'un seul nucléotide par événement de liaison a 'ADN. En présence de l'anneau de
processivité [ de Pollll, sa processivit¢ augmente passant de 1 a 300 nucléotides par
évenement de liaison a la matrice (Wagner et al., 2000).

La délétion du géne dinB n'est pas létale pour la cellule, et entraine une faible
diminution de la mutagenese spontanée. Des expériences de mutagenese non-ciblée sur le
phage A (A untargeted mutagenesis) on montré l'implication de PollV dans la mutagenese
spontanée (on non-ciblée) (Brotcorne-Lannoye and Maenhaut-Michel, 1986). D'autres
expériences de sur-expression de PollV on montré une forte augmentation de la mutagenése
spontanée, notamment par frameshift-1 (Kim et al., 1997).

PollV est également impliquée (avec PolV) dans la synthése translésionnelle mutagene
et fideéle au niveau de l'adduit majeur que forme le benzo(a)pyréne avec les guanines
(Napolitano et al., 2000), ainsi que dans la mutagenése induite par le 4-NQO (4-nitroquinoline

N-oxyde) (Kim et al., 2001).



Partie I.- Introduction bibliographique — I.- Réplication de I'ADN ...

1.5. Pol V ou UmuD',C : I'ADN polymérase V

Cette polymérase appartenant également a la famille Y a été découverte en 1999
(Reuven et al., 1999; Tang et al., 1999). Elle résulte de I'assemblage de trois protéines : la
protéine UmuC (47kDa) qui porte l'activité polymérase, et deux protéines UmuD (15kDa)
sous leur forme active UmuD' (12kDa), l'activation étant le résultat du clivage par la protéine
RecA* au niveau du filament que forme RecA avec 'ADN simple-brin. Ainsi, la polymérase
V fonctionnelle est 1'assemblage UmuD',C.

Les génes umuD et umuC sont organisés en opéron : I'opéron umuDC est régulé par le
systtme SOS. Alors qu'il n'est pas possible de détecter PolV dans les conditions
physiologiques normales, on en trouve environ 15 molécules par cellule suite a I'induction du
systeme SOS.

La délétion des genes umuDC n'affecte pas la viabilité¢ cellulaire, et réduit
considérablement la mutagenése induite par les agents génotoxiques (Friedberg et al., 1995).
PolV est impliqué dans la synthése translésionnelle fidéle ou mutagéne de nombreuses

lésions.

2. La réplicase bactérienne

La réplication du chromosome bactérien présente de nombreux impératifs. La réplicase
se charge de dupliquer les 4,4.10° paires de bases du chromosome d'E.coli, en un temps
relativement court (30 a 40 minutes) et de maniere trés fidele. Elle doit également faire face a
la polarit¢ de I'ADN : les deux brins complémentaires qu'elle doit répliquer se trouvant
chacun dans une polarité opposé. Or, la polymérisation de I'ADN ne peut se faire que de 5'
vers 3'. L'un des deux brins sera répliqué dans le sens de progression de la fourche : sa
synthése se fera donc de manicre continue (brin leading). L'autre brin dont la polarité est
contraire au sens de progression de la fourche sera synthétisé de maniére discontinue ou
retardée (brin lagging) : 1'hélicase DnaB (située sur le brin lagging) recrute la primase DnaG
qui va synthétiser une amorce d'ARN tous les 1 a 3kb, permettant la réinitiation de la synthese
du brin lagging. Ces fragments ainsi synthétisées de manicre discontinue sont appelées

fragments d'Okazaki.
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Chez E.coli, c'est un assemblage dimérique de la méme sous-unité catalytique (Pollll-
core) qui assure la syntheése coordonnée des deux brins. En effet, des études récentes ont
montré une asymétrie au sein de ce complexe protéique qui permet de créer des fonctions
distinctes pour chacune des deux polymérases qui vont répliquer soit le brin leading, soit le
brin lagging (pour revue, voir McHenry, 2003).

Toutes les réplicases cellulaires procaryotes ou eucaryotes, se présentent sous forme
d'un assemblage protéique complexe comprenant trois éléments essentiels :

(1) la polymérase réplicative (Pollll-core dans le cas d'E.coli)

(i1) un facteur de processivité qui se présente sous la forme d'un anneau protéique (ou
clamp) qui maintient la polymérase au niveau de I'ADN (anneau 3, ou B-clamp).

(ii1) un complexe multiprotéique possédant une activité ATPasique dont le role est de
charger l'anneau autour de I'ADN pour y cibler la polymérase (y-complexe ou complexe
DnaX ou clamp-loader).

Chez E.coli, 10 sous-unités constituent ces trois éléments que nous allons étudier au
cours des paragraphes suivants. Nous nous arréterons en particulier sur 1'étude du complexe
DnaX qui est responsable de I'organisation générale de I'holoenzyme et qui est a 1'origine de

son fonctionnement complexe.

Les différentes sous-unités composant la réplicase :

La réplicase ou Pollll holoenzyme est constituée de 10 sous-unités possédant chacune
des fonctions plus ou moins bien définies. Certaines sont essentielles a la viabilité de la
bactérie, d'autres non. Grace a la génétique, la fonction de certaines sous-unités a été mise en
évidence. La purification biochimique suivie d'expériences de reconstitution in vitro ainsi que
la structure cristallographique de certaines sous-unités ont permis d'élargir 1'étendue de nos
connaissances sur les mécanismes de réplication de ' ADN.

Le Tableau 1 montre les dix sous-unités qui composent I'holoenzyme, ainsi que les
différents sous-assemblages qui ont été obtenus par purification biochimique (Kelman and

O'Donnell, 1995).
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o 5 Masse .
Sous-unité géne Fonction Sous-assemblages
(kDa)
o dnaE 129,9 DNA polymérase p
Proofreading E
€ dnaQ/mutD 27,5 (335 exo.) 1S s |
CQ L= |
0 holE 8,6 Fonction inconnue | & -
' 1 ﬁ :
- dnaX 711 Réle structural . S
ha ’ + nombreux roles ! =5 -
Liaison ATP : | = =
dnaX 47,5 moteur - = E:
d holA 38,7 CI¢ (ouvrant B) é §
s P N
d' holB 36,9 Stator ) 5
B s
X holC 16,6 Liaison 4 SSB | !
holD 15,2 Lien entre y et y
Anneau de
B dnaN 40,6 processivité

Tableau 1 : Sous-unités et sous-assemblages de I'ADN Polymérase III (d'aprés Kelman and O'Donnell, 1995).

2.1. Pol I1I core : I'activité polymérase

Comme son nom l'indique, il s'agit du noyau catalytique de l'enzyme : c'est elle qui
apporte l'activité polymérase 5'-2>3' responsable de 1'élongation de la chaine d'ADN, ainsi que
l'activité exonucléase 3'>5' de correction de lecture (proofreading). Le core est composé de 3
sous-unités : a € 0. Il y a environ 40 copies de Pollll core par cellule (Kelman and O'Donnell,

1995).

2.1.1. La sous-unité o

Cette sous-unité de 130kDa est codée par le géne dnaFE. Elle porte l'activité 5'> 3’

polymérase : elle est capable a elle seule de polymériser de I'ADN a la faible vitesse de 8Nt.s
1

2.1.2. La sous-unité €

Cette sous-unité de 27,5kDa, codée par le géne dnaQ/mutD. Elle porte 'activité 3'>5'

exonucléase responsable de la correction de lecture qui permet d'augmenter la fidélité¢ de
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réplication d'un facteur 40 a 200 (Schaaper, 1993). Cette sous-unité en s'associant avec o
permet d'augmenter a la fois l'activité polymérase d'o. (qui atteint la vitesse de 20Nt.s™), mais
¢galement sa propre activité exonucléasique (d'un facteur 50 a 100) (Kornberg and Baker,
1992). Cette association avec o apporte non seulement l'activité proofreading nécessaire a la
fidélité¢ de la polymérase, mais assure également un role structural essentiel a la stabilité¢ du
core. L'inactivation du geéne dnaQ est létale pour la cellule @ moins qu'une mutation
compensatrice n'apparaisse dans le géne dnaFE codant pour la sous-unité o (Fijalkowska and
Schaaper, 1996). Ceci est expliqué par le fait qu'en absence d'activité proofreading, le nombre
de mutation devient trop important (les auteurs parlent de "catastrophe d'erreurs” liée a la
saturation des mécanismes de réparation des mésappariements Mismatch Repair) de telle
sorte que plus d'un géne essentiel subit une mutation par événement de division cellulaire : ce

seuil n'est pas tolérable pour un organisme haploide.

2.1.3. La sous-unité 0

Il s'agit d'une protéine de 10kDa codée par le geéne hol/E. La délétion de ce géne
n'affecte pas la viabilité de la souche et n'induit aucun phénotype particulier. On ne sait

toujours pas a ce jour quelle est la fonction précise de cette sous-unité...

2.2. L'anneau 3 : le facteur de processivité

La processivité d'une polymérase se définit comme le nombre de nucléotides qu'elle est
capable d'incorporer par événement d'association a la matrice d'ADN. Ainsi, PollIl core que
nous venons de définir a une processivité de 11 nucléotides ce qui signifie que chaque fois
qu'elle s'associe a une matrice d'ADN, elle incorpore une moyenne de 11 nucléotides avant de
s'en détacher.

La sous-unité B est une protéine de 40,6kDa codée par le géne dnaN. Elle se dimérise
pour former un anneau d'un diamétre intérieur de 35A capable d'encercler I'ADN (Figure
1A.). Cette dimérisation se fait entre le domaine C-terminal d'un monomeére et N-terminal de
l'autre monomere. Il apparait que la forme circulaire adoptée par le dimére est imposée par la
force de liaison exercée a l'interface entre les deux monomeres : 1'énergie libre de formation
de l'interface est supérieure a I'énergie libre de courbure des monomeéres. Ceci implique que

lorsque l'interface est rompue, la tension au sein des monomeres se relache, ce qui conduit a
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une ouverture de l'anneau. Ceci a été mis en évidence par des études structurales montrant une

relaxation spontanée de monomeres isolés (Jeruzalmi et al., 2001b).

A. Anneau 3, B. PCNA

Figure 1 : Structure de l'anneau f3; (A.) et de I'anneau PCNA (B.)

Chaque sous-unité3 présente trois sous-domaines semblables, de telle sorte que
I'anneau (3, présente une apparente répétition de six sous-domaines. Cette structure est
conservée chez les eucaryotes : I'anneau PCNA (Figure 1B.) est composé de trois monomeres
présentant chacun deux de ces sous-domaines. La trimérisation de ces monomeres conduit a la
formation d'un anneau a six sous-domaines superposable a {3,.

On trouve environ 300 anneaux 3, par cellule.

L'extrémité C-terminale de la sous-unité a de Pollll-core se lie a 3 : cette liaison a pour
conséquence de "retenir" ou "d'attacher" la polymérase au niveau de I' ADN encerclé par 3,, ce
qui lui permet d'augmenter considérablement a la fois sa vitesse et sa processivité. Ainsi,
PollII core associée a l'anneau B, acquiert une vitesse d'environ 750Nt.s”, et une processivité
supérieure a 100.000 nucléotides par événement de liaison a 'ADN. C'est pour cette raison

que cet anneau est appelé facteur de processivité.

Mais (3, n'a pas d'affinité particuliere pour I'ADN. Une fois chargé sur une molécule
d'ADN, l'anneau peut y circuler librement et se libére lorsqu'il rencontre une extrémité. Sur un
ADN circulaire, I'anneau est en quelque sorte "emprisonné" : sa dissociation spontanée se fait

avec une demi-vie de plus d'une heure a 37°C.
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L'anneau est chargé sur I'ADN par un processus actif faisant intervenir I'hydrolyse
d'ATP par un complexe protéique : le y-complexe également appelé complexe DnaX ou

clamp loader.

2.3. Le y-complexe ou complexe DnaX ou clamp loader

Cet ¢lément est appelé clamp loader car il est responsable du chargement et du
déchargement de l'anneau de processivité () sur 'ADN. Mais en plus de cette fonction, ce
complexe protéique assure l'organisation structurale des éléments de I'holoenzyme, et de ce
fait la coordination des différentes fonctions assurées par cette réplicase. C'est lui qui créé
l'assymétrie au sein de I'holoenzyme permettant aux deux sous unités catalytiques Pollll core
pourtant identiques d'assurer les deux fonctions différentes que sont la réplication du brin

leading et du brin lagging.

2.3.1. Composition du complexe DnaX

Six sous-unités protéiques codées par cinq génes composent ce complexe (Tableau 1).
Le géne dnaX lorsqu'il est transcrit et traduit dans sa totalité conduit a la protéine t (71kDa).
Lors de la traduction de 'ARN messager en protéine, il peut se produire un décalage du cadre
de lecture conduisant a la lecture d'un codon STOP, et a la synthése d'une forme tronquée de t
. il s'agit de la sous-unité y (47,5kDa).

Les autres sous-unités composant ce complexe sont 0, d', x et codées respectivement
par les geénes holA, B, C et D.

Les sous-unités 9, &' et y, ainsi que la partie N-terminale de T commune a T ety
présentent une structure similaire a trois domaines nommés domaines I, II et 111, le domaine
IIT étant le domaine C-terminal. Nous verrons par la suite que ces sous-unités interagissent
entre elles par ce domaine III. Par ailleurs, la partie C-terminale supplémentaire de T permet a
cette sous-unité de contacter la sous-unité o de Pollll core : c'est pourquoi le sous-assemblage
PollII core-t a pu étre isolé¢ biochimiquement (sous-asssemblage Pollll' — Tableau 1). La
méme région N-terminale de T est également capable d'interagir avec I'hélicase DnaB (voir
plu loin, paragraphe 2.5.4. page 26).

La sous-unité y interagit avec la protéine SSB recouvrant I'ADN simple-brin. Du fait de

cette interaction avec SSB, x entre en compétition la primase qui est restée fixée (via une

- 10 -
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interaction avec SSB) a l'extrémité 3'-OH de 1'amorce qu'elle vient de synthétiser. Du fait de
cette interaction compétitive pour SSB, y est capable de déplacer la primase, libérant I'amorce
qui pourra ainsi étre ¢longuée par la polymérase (Yuzhakov et al., 1999).

1 interagit avec et y : elle permet ainsi de maintenir  associée au complexe DnaX. La
présence d'ADN simple-brin recouvert de SSB étant une caractéristique du brin lagging, ces

deux sous-unités ont été associées a la réplication du brin lagging (Kelman et al., 1998).

2.3.2. Modzé¢le d'assemblage du y-complexe et de 1'holoenzyme

Des expériences d'assemblage in vitro des sous-unités purifiées du y-complexe avaient
permis de conclure que les éléments s'associaient selon la steechiométrie DnaX408'yy, ou
DnaX pouvait étre soit la forme compléte de la protéine (t), soit sa forme tronquée ()
(Dallmann and McHenry, 1995; Onrust et al., 1995 ).

Plus récemment, il a ét¢ montré que la steechiométrie d'association des protéines DnaX
(c'est a dire des protéines T et y) dépendait des partenaires en présence (Pritchard et al., 2000).

* Ainsi, T et y en solution forment un tétramére stable de steechiométrie variable (ta,
T3Y1, T2Y2, T1Y3 ou Ya). Ces différents tétrameres sont en équilibre avec la forme monomérique
detety.

* Lorsque ce tétramere DnaXy interagit avec 09', il se réorganise en un trimere sous la
forme DnaX30d'".

* Enfin, lorsqu'un tétramére DnaX, comportant au moins deux sous-unités T interagit
avec Pollll core, il se transforme en un dimére sous la forme Pollll-t-t-PollIl (sous-

assemblage PollIlI")

Mais ces conditions de reconstitution de complexes protéiques in vitro ne nous
renseignent pas sur le mécanisme d'assemblage réel du y-complexe et de I'holoenzyme. Afin
de répondre a cette question, Pritchard & McHenry (Pritchard and McHenry, 2001) ont
observé l'effet des différentes sous-unités composant I'holoenzyme sur la cinétique du co-

assemblage de T et y. Cette étude a conduit au modele présenté Figure 2.

-11-
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Traduction au niveau
du mRNA dnaX Assemblage
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Figure 2 : Modeéle d'assemblage de I'holoenzyme (d'apres Pritchard and McHenry, 2001).

Dans ce modele, la traduction de I'ARN messager dnaX conduit a une forte
concentration locale de y et T, ce qui favorise leur association en tétrameres. Le modéle
propose ensuite que Pollll core qui est capable de se lier a I'extrémité C-terminale de <
(absente de v) se lie aux complexes contenant un nombre supérieur ou égal a deux sous-unité
T, induisant une réorganisation du complexe DnaX en dimeére t,. Un monomere y en équilibre
avec la forme tétramerique DnaXy peut se lier avec le complexe (Pollll),t, nouvellement
formé, mais cette liaison est instable. L'association avec 9, d', y et stabilise cette interaction
T»-y conduisant a une forme stable de Pollll holoenzyme privée de ses deux anneaux 3, (sous-

assemblage PollIl* : (Pollll),T,y0d"yw).

2.3.3. Chargement de l'anneau

Nous venons de voir le mécanisme d'assemblage du y-complexe au sein de
I'holoenzyme. Cette structure compléte telle qu'elle vient d'étre décrite permet d'assurer toutes
les fonctions requises par I'holoenzyme (ces fonctions seront détaillées plus loin).

Si l'on s'intéresse maintenant uniquement a la fonction clamp-loader du y-complexe
(chargement de l'anneau de mani¢re ATP-dépendante), la présence de tous les ¢léments de
'holoenzyme n'est pas indispensable pour assurer cette fonction.

Nous avons vu plus haut qu'alors que DnaX s'associait préférentiellement en tétramere

in vitro, la présence de 8 et §' dans la solution conduisait a la réorganisation de ces sous-unité

_]2-



Partie I.- Introduction bibliographique — I.- Réplication de I'ADN ...

en une forme pentamerique DnaX309' : le complexe DnaX30d' composé de n'importe quelle
combinaison de vy et T est capable de charger I'anneau § sur ' ADN de maniére efficace. Ainsi,
la forme y300' représente la forme la plus simple du y-complexe capable d'assurer le role de
clamp-loader in vitro.

La structure cristallographique de ce y-complexe a été résolue (Jeruzalmi et al., 2001a),
ce qui a permis de prédire un mécanisme pour le chargement de I'anneau par le y-complexe
(Jeruzalmi et al., 2001b). Une étude tres récente utilisant des mutants des différentes sous-

unités a permis de confirmer et d'ajuster le modele proposé (Indiani and O'Donnell, 2003).

La détermination de la structure des sous-unités y, § et &' a montré que ces protéines
présentaient toutes trois une topologie similaire a trois domaines I, II et III. Elles
interragissent ensembles par leur domaine III (C-terminal), formant si I'on regarde la face C-
terminale (vue "du dessus") une structure circulaire fermée (Figure 3B.). La partie N-
terminale composée des domaines I et II adopte une structure plus désordonnée (Figure 3C.)
et semble "pendiller" sous le pentamére formé par le domaine III comme sous un parapluie
(Figure 3A.). On notera dans cet assemblage que les extrémités N-terminales forment une

sorte de croissant relativement fermé terminé par les sous-unités 0 et 0'.

- 13-



Partie I.- Introduction bibliographique — I.- Réplication de I'ADN ...

A. 8" Y1vy2v3 %

IS
\E‘L ‘ B-interaction
¥ element

Figure 3 : Structure du y-complexe. A: vue de coté. B: Vue du dessus montrant la disposition en collier des
domaines I1I : seuls les domaines III (extrémité C-terminale) sont en couleur. Les domaines I et Il sont en gris.
C: vue du dessous montrant la répartition asymétrique des domaines N-terminaux : seuls les domaines I et 11
(extrémité N-terminale) sont en couleur. Les domaines IIl sont en gris. En jaune : le domaine de 6 qui interagit
avec f3. (Jeruzalmi et al., 2001a).

Ainsi, ces données structurales permettent de schématiser le y-complexe de la maniére

suivante :
Domaine lll

Domainel

Domaine |

8 S

Figure 4 : Représentation schématique de l'organisation des sous-unités y, 0 et 8' au sein du y-complexe (d'aprés
Indiani and O'Donnell, 2003).

_14-
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2.3.3.1. Le role de d dans I'ouverture de I'anneau

Comment cet assemblage pentamérique est-il capable d'ouvrir I'anneau 3 de maniére
ATP-dépendante ?

Il se trouve qu'en solution, la sous-unité O est capable d'ouvrir 'anneau {3, sans l'aide
d'aucun autre des composants du y-complexe. La structure cristallographique (Jeruzalmi et al.,
2001a; Jeruzalmi et al., 2001b) ainsi que l'analyse de mutants de d et de P (Indiani and

O'Donnell, 2003) a permis de mettre en évidence le mécanisme d'ouverture de l'anneau.

Nous avons vu (paragraphe 2.2. ) que I'ouverture de 1'anneau [, dépend simplement de
la rupture des liaisons au niveau de 1'une des l'interfaces 3-f3.

Les données cristallographiques ont montré que le domaine I (extrémité N-terminale) de
0 interagissait avec la région C-terminale de f3, & proximité de 1'interface B-f (Jeruzalmi et al.,
2001b). Deux sites de contact ont été mis en évidence :

« Site 1 : il s'agit d'une poche hydrophobe de 3 ou viennent se loger deux résidus
hydrophobes de & : Leu’ et Phe’*. C'est au niveau de ce site que se localise la plus forte
énergie de liaison entre 0 et f3.

* Site 2 : ce site implique 1'hélice a4 de 0 (en jaune Figure 3) et une boucle reliant
I'hélice a4" et la boucle 2" située a l'interface des deux monomeres f§ (appelons cette boucle
B'P). Jusqu'en 2003, ce deuxiéme site n'était pas considéré comme un site d'interaction
spécifique, mais comme une compétition stérique entre 'hélice ay de & et la p°°P de B

1P gur B a montré

résultant de la liaison au site 1. Mais 1'étude récente de la mutation de la 3
une diminution de I'affinité de 0 pour 3, ce qui a permis de conclure que cette interaction au
niveau du site 2 est bien spécifique (Indiani and O'Donnell, 2003).

Le mod¢le d'ouverture de § qui se dégage de cette étude est représenté Figure 5

& (domaln )

. 2" loop

Figure 5 : Mécanisme d'ouverture de l'anneau f3 par 6 (Indiani and O'Donnell, 2003).

Leu73

Phe74

slte 2
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Dans ce modéle (ou seul le domaine I de d est représenté), & agit comme un "pied de
biche" ou une "clé" : les résidus Leu” et Phe’ permettent & § de "prendre appui" au niveau de
la poche hydrophobe de 8 en s'y liant fortement (site 1). Cet appui permet au résidu o4 de & de
pousser de manicre spécifique grace a l'interaction au niveau du site 2 de . L'énergie
apportée par ces interactions permet de déstabiliser l'interface 3,. La liaison B-f étant rompue,
l'anneau s'ouvre spontanément du fait de 1'énergie de courbure de chaque monomere.

Dans un autre mod¢le suggéré par Jeruzalmi et coll. (Jeruzalmi et al., 2001b), I'anneau
(32 serait en équilibre rapide entre sa forme ouverte et fermée. d en se liant a la forme ouverte

permettrait de la stabiliser et d'empécher la refermeture de 'anneau.

2.3.3.2. Le y-complexe : chargement de § sur I'ADN

Nous venons de voir comment la sous-unité & du y-complexe ouvre I'anneau 3. Mais
ceci ne nous renseigne pas sur la manieére dont 1'anneau est chargé sur 'ADN, ce processus
impliquant l'ouverture de l'anneau certes, mais également le ciblage sur I'ADN et sa
refermeture.

Ces fonctions sont assurées grace a l'association et a l'action concertée des éléments du
v-complexe. Nous venons de détailler I'action de 0 qui en jouant un réle de "pied de biche" ou
de "clé" provoque l'ouverture de I'anneau f3.

La sous-unité &' qui présente une structure a trois domaines analogue a y et 0 est plus
rigide : elle joue de ce fait le role de stator au sein du y-complexe. Il a également été montré
que O' était capable de bloquer l'interaction 3-8 empéchant 'ouverture de p (Turner et al.,
1999).

Les sous-unités y portent un site de liaison de I'ATP ainsi qu'une activité ATPasique :

l'association y3 au sein du y-complexe joue ainsi le réle de moteur.

Ainsi, les 5 sous-unités du y-complexe s'organisent en un stator (d'), un moteur (y3) et
une clé (8) afin d'ouvrir et de charger 1'anneau f sur I'ADN (Figure 6). Nous avons vu
(paragraphe 2.3.3. et Figure 3A.) que le domaine I (N-terminal) de ces sous-unités était
organisé en forme de croissant dont les extrémités sont formées par les domaines I et 0 et de
d'. Dans cette conformation d' est suffisamment proche de 0 pour l'empécher d'interagir avec §

: le complexe est donc incapable d'ouvrir 1'anneau (ni méme de le lier). Apres liaison de

- 16 -
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molécules d'ATP par les sous-unités y, celles-ci subissent un changement de conformation

(Podobnik et al., 2003) qui va ¢loigner 0 de &', permettant ainsi a O de lier et d'ouvrir I'anneau

Moteur

clé

Figure 6 : Mécanisme d'action du y-complexe permennat de lier et d'ouvrir l'anneau 3 de maniere ATP-
dépendante. Le schéma ne représente que les domaines I de chaque sous-unité (Indiani and O'Donnell, 2003).

Nous voila maintenant avec un anneau ouvert qu'il va falloir charger sur I'ADN, au
niveau d'un site d'initiation (c'est-a-dire une jonction amorce/matrice). Le y-complexe lorsqu'il
a fixé I'ATP présente une forte affinité pour ' ADN. De plus, il a été montré récemment (Ason
et al., 2003) que la fixation du y-complexe-ATP au niveau d'une jonction amorce/matrice,
induisait I'hydrolyse des molécules d'ATP. Cette hydrolyse provoque le relargage de I'anneau

B qui, n'étant plus li¢ a 0 peut se refermer, et également une perte d'affinité du y-complexe-

P #
y = ADP
Relargage de I'anneau
©

La liaison n'ayant pas eu lieu au niveau
‘ d'une jonction amorce/matrice, il n'y a
pas hydrolyse d'ATP et par conséquent

pas de relagage de |'anneau.

ADP pour I'ADN. Ceci est illustré Figure 7.

Liaison dynamique au niveau d'un ADN élongable (amorce/matrice)

" )=
Liaison a 'ADN
)

Liaison au niveau d'un ADN non-élongable

—

Liaison a 'ADN

L)

Figure 7 : Le y-complexe utilise un mécanisme de liaison dynamique pour cibler l'anneau 8 au niveau d'un ADN
prét a étre élongué : sa liaison au niveau d'une jonction amorce/matrice entraine I'hydrolyse d'ATP et le
relargage de l'anneau f3 (Ason et al., 2003).
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Ce mécanisme permet de cibler l'anneau P au niveau des sites d'initiation de la
réplication. De plus, la perte d'affinité du y-complexe-ADP pour {3 et pour 'ADN empéche
une compétition entre le y-complexe et la polymérase au niveau du site d'initiation ou 1'anneau

vient d'étre chargg.

En conclusion, le mécanisme de chargement de I'anneau 3 sur I'ADN par le y-complexe

peut étre résumé selon le schéma suivant :

B. I'ouverture de y;permet la

81 ,Yl ,,{2 ,YB 8 liaison de I'ATP a vy, puis 3.
_ o 5
o0 o
A

A.1ATP se lie sur vy, C. La fixation de I'ATP a

4
. O pour effet d'éloigner 6 de
&', permettant a o de lier 3.

F.L'ATP est hydrolysé :le y-
complexe perd son affinité
pour I'ADN et relarge 3 qui
se referme.

D. La liaison & - B ouvre
l'anneau

E. Le y-complexe interagit avec
I'ADN :lorsqu'il rencontre un site
d'initiation, I'ATP est hydrolysé.

Figure 8 : Schéma récapitulatif représentant le mécanisme du chargement de l'anneau 3 sur l'’ADN par le y-
complexe (d'apres Jeruzalmi et al., 2001a).

2.4. L'holoenzyme : une structure asymétrique répliquant le brin

leading et le brin lagging

2.4.1. Asymétrie structurale
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Nous venons d'étudier en détail comment in vitro, le y-complexe chargeait I'anneau 3
sur 'ADN. Ceci se fait de mani¢re ATP-dépendante, et permet a la polymérase Pollll-core de
se fixer a l'anneau B ainsi chargé au niveau d'une structure amorce/matrice et d'entreprendre la
réplication de 'ADN.

Mais qu'en est-il de ce modele lorsque I'on se place in vivo ou la polymérase doit
répliquer un brin leading sans se détacher, et un brin lagging ou un complexe d'initiation doit
étre formé toutes les 1-3kb ?

La réponse a cette question est apportée par la présence de la sous-unité T qui, nous
l'avons vu (paragraphe 2.3.2. page 11) fait partie intégrante du y-complexe lorsque
I'holoenzyme est assemblée in vivo, selon la stoechiométrie (Pollll),t2yd0"y . Le traitement de
I'holoenzyme par des agents de pontage a permis de définir I'arrangement de ces sous-unités
entre elles. Ces études ont montré que y interagissait avec et d', T avec d... Ceci conduisant
a une répartition asymétrique présentée Figure 9.

DnaX
Complex

Pol llI

Figure 9 : Organisation des différentes sous-unités de I'holoenzyme montrant l'asymétrie au sein du complexe
DnaX (McHenry, 2003).

Cette répartition asymétrique récemment mise en évidence permet d'expliquer
I'asymétrie fonctionnelle des deux Pollll-core mise en évidence depuis 1984 (McHenry and
Johanson, 1984). Des ¢études plus récentes ont permis de mieux définir cette asymétrie
fonctionnelle (voir paragraphe suivant) qui permet a une seule holoenzyme de répliquer a la

fois le brin leading et le brin lagging (Glover and McHenry, 2001).

2.4.2. Asymétrie fonctionnelle

L'étude in vitro réalisée en utilisant un y-complexe minimum y308' (paragraphe 2.3.3.2.)

a montré que la formation d'un complexe d'initiation était réalisée en deux étapes : (i) le
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chargement de 'anneau nécessitant la fixation et I'hydrolyse de molécules d'ATP. (ii) la
liaison de PolllI a I'anneau nouvellement chargé aprés que le y-complexe se soit dissocié de 3.

Or, I'holoenzyme assemblée in vivo n'est pas composée de ce y-complexe minimaliste,
mais d'un complexe DnaX comportant deux sous-unités T et liant ainsi Pollll. Le fait que
PollII soit associée au clamp-loader par I'extrémité C-terminale de T permet d'envisager que le
chargement de l'anneau et de la polymérase (c'est-a-dire la formation d'un complexe

d'initiation) se fasse de maniere concertée et non pas en deux étapes successives.

Cette différence entre la réaction "concertée" et la réaction "en deux étapes" est révélée
par I'étude de I'assemblage en présence d'un analogue non hydrolysable de I'ATP : 'ATPyS.

11 a été montré qu'en présence d'ATPyS, un complexe d'initiation était formé a condition
que T soit présent plutoét que y dans le complexe DnaX. Ceci révele 1'avantage pour Pollll
d'étre maintenue a proximité du clamp-loader par T au moment du chargement de 1'anneau
(Dallmann et al., 1995). D'autres études ont montré qu'en présence d'ATPyS, seulement la
moiti¢ des complexes d'initiation était formée par rapport a la quantité formée en présence
d'ATP. De plus, si 1'on ajoutait de I'ATPyS a des complexes d'initiation pré-formés en
présence d'ATP, la moitié d'entre eux se dissociait (McHenry and Johanson, 1984). Toutes ces
études ont conduit a la conclusion que les deux complexes d'initiation étaient formés de
maniere différente au sein de I'holoenzyme, suggérant que 1'une des polymérases avait pour
fonction de répliquer le brin leading, tandis que l'autre s'occupait du brin lagging.

Une étude plus récente a permis de mettre en évidence cette asymétrie fonctionnelle
montrant que I'holoenzyme était un dimere asymétrique composé d'une polymérase leading et
d'une polymérase lagging (Glover and McHenry, 2001). Dans cette étude, les auteurs
montrent que les deux complexes d'initiation qui composent 1'holoenzyme sont assemblés
successivement. Le premier qui se forme, peut le faire sans hydrolyser I'ATP (c'est-a-dire en
présence d'ATPyS). L'assemblage du deuxiéme complexe d'initiation ne peut se faire en
présence d'ATPyS, mais nécessite I'hydrolyse d'ATP, ainsi que la présence de SSB au niveau

de I'ADN ¢élongable (couple amorce/matrice). Ceci est illustré Figure 10.
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Amorce/ 0[3

Matrice
+ ATP
A. Complexe d'initiation
formé en présence d'ATPYS
Sle leadi

(modeéle leading) Amorce/
Matrice

+ SSB

Pol Il

+ ATP
Amorce/ o
Matrice B
+SSB

Figure 10 : Modéle de formation du second complexe d'initiation (modéle lagging) nécessitant la présence de 3,
d'ATP et de SSB au niveau de la jonction amorce/matrice (Glover and McHenry, 2001).

On voit sur ce schéma que suite a la formation d'un premier complexe d'initiation en
présence d'ATPyS (modé¢le leading) (Figure 10A.), I'addition de 3 et d'ATP n'est pas suffisant
pour permettre la liaison et la réplication du second brin (Figure 10B.). La présence de SSB
au niveau de la jonction amorce/matrice permet d'y cibler le clamp-loader grace a l'interaction
%-SSB, mais n'entraine pas la synthése (Figure 10C.). Enfin, la présence combinée de 3,
d'ATP et de SSB permet dans un premier temps la liaison entre le second brin et 'holoenzyme
grace a l'interaction SSB-y, puis l'initiation de la réplication par hydrolyse de I'ATP et
chargement de 3 (Figure 10D.) (Glover and McHenry, 2001).

Cette étude met en évidence deux formes d'assemblage de I'holoenzyme au niveau de

I'ADN. Les deux complexes d'initiation peuvent étre formés successivement : le premier en
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présence d'ATPyS (appelons-le IC-1 pour initiation complex-1), le deuxi¢éme en présence
d'ATP, de f et de SSB (IC-2). Les auteurs ont utilis¢ ce méme modele pour étudier la
dissociation des complexes d'initiation induite par I'ATPyS. Ils ont ainsi montré que 'ATPyS
induit la dissociation du complexe d'initiation IC-2, comme si 1'holoenzyme "se rappelait"
l'ordre dans lequel se sont formés ces complexes d'initiation et n'autorisait la dissociation et
probablement le recyclage que d'un coté. Le "coté" sensible a I'ATPyS pourrait correspondre a
la moitié spécialisée dans la réplication du brin lagging, ce qui est conforté par le fait que
l'initiation de ce coté nécessite la présence de la protéine SSB (retrouvé spécifiquement sur le
brin lagging). Ceci est confirmé dans la méme étude, les auteurs ayant observé par des
expériences de réplication in vitro (de type rolling-circle), une inhibition spécifique de la

réplication du brin lagging par 'ATPyS (Glover and McHenry, 2001).

Ainsi, I'asymétrie au sein de I'holoenzyme permet a la polymérase leading de rester
associ¢e a I'ADN, tandis que la polymérase lagging peut se dissocier pour étre recyclée au

niveau du prochain fragment d'Okazaki.

Malgré les avancées considérables dans la compréhension du mécanisme d'assemblage
différent entre brin leading et brin lagging, il reste encore de nombreuses questions non
résolues. Bien que l'on observe de la réplication sans hydrolyse d'ATP au niveau du brin
leading, les auteurs n'excluent pas que cette hydrolyse puisse avoir lieu dans les conditions
naturelles. L'hydrolyse de I'ATP est par contre nécessaire pour la formation du deuxiéme
complexe d'initiation. Les auteurs suggerent que cette hydrolyse permettre une isomérisation
du complexe DnaX, réorientant l'activité clamp-loader vers la moiti¢ lagging de la
polymérase. Cette activité clamp-loader resterait ainsi orientée vers le brin lagging, permettant
le chargement de [ et la réinitiation a chaque fragment d'Okazaki, et prévenant le

déchargement de la polymérase au niveau du brin leading.

Dans ce modele, qu'est ce qui permet a la polymérase lagging de se dissocier pour tre
recyclée ? A la polymérase leading de ne pas se dissocier ?
Comme nous allons le voir dans le paragraphe suivant, la sous-unité T semble étre la

réponse a toutes ces questions.
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2.5. Les "roles" det

Cette sous-unité résultant de la traduction compléte du géne dnaX est indispensable a la
viabilité de la bactérie E.coli. En plus de son role structural permettant d'apporter 1'asymétrie

au complexe DnaX, T remplit de nombreuses autres fonctions.

2.5.1. Recyclage de 1a polymérase lagging

Nous avons vu que I'holoenzyme dissociait préférentiellement la polymérase du brin
lagging, permettant ainsi son recyclage. Ce recyclage du core (et de §) est indispensable car il
n'y a qu'une quarantaine de complexes Pollll-core par cellule alors que la réplication du
chromosome nécessite entre 2000 et 4000 fragments d'Okazaki.

Une étude récente a montré que la sous-unité t, ou plus exactement la partie C-
terminale propre a t était indispensable au recyclage de la polymérase au niveau du brin
lagging (Leu et al., 2003). Les auteurs montrent que la polymérase lagging reste fermement
liée a l'anneau f jusqu'au dernier nucléotide qu'elle incorpore au niveau du précédent
fragment d'Okazaki rencontré. Dés que ce nucléotide est incorporé, la polymérase se dissocie
de P pour aller s'associer a un autre anneau préalablement chargé par le complexe DnaX au
niveau de I'amorce du fragment d'Okazaki suivant. Les auteurs montrent que la sous-unité t
possede une activité de liaison a 'ADN dans sa région C-terminale, dans la méme région ou
se lie Pollll-core. Ils suggerent donc que par ce site de liaison, T est capable de reconnaitre la
structure de I'ADN et de différencier un ADN dont la réplication est terminée d'un ADN sous
la forme amorce/matrice. L'extrémité C-terminale de Tt fonctionnerait comme une sorte
"d'interrupteur de recyclage" qui fermé empécherait le détachement de la polymérase lagging
de l'anneau, et qui une fois ouvert (lorsque la synthése du fragment d'Okazaki est terminé)
favorisant le décrochage de Pollll-core et son recyclage au niveau du prochain site

d'initiation. Ce modg¢le est représenté Figure 11.
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€

Figure 11 : Mécanisme de recyclage de la polymérase lagging (Leu et al., 2003).

Dans ce modele, T fonctionne comme un interrupteur. Sur la Figure 11A le clamp-
loader charge l'anneau au niveau du prochain site d'initiation tandis que la polymérase
réplique un fragment d'Okazaki. L'extrémité C-terminale de t (notée t¢) contacte ' ADN dans
la méme région que Pollll-core : durant la réplication, T permet a Pollll-core de rester
associée avec (. L'interrupteur est donc en position fermée. Figure 11B : dés que la
polymérase a terminé la réplication du fragment d'Okazaki, tc le détecte (par un processus
non défini dans ce modele) et l'interrupteur passe en position ouverte, entrainant la
dissociation de Pollll-core de (. Figure 11C : Pollll-core se réassocie a l'anneau f3
nouvellement chargé au niveau du prochain site d'initiation.

Ceci n'est pour l'instant qu'un mod¢le, et le mécanisme précis du fonctionnement de t
n'est pas encore ¢lucidé. La structure cristallographique de cette sous-unité ainsi que celle de

Pollll-core pourront permettre d'élaborer un mécanisme plus détaillé.
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2.5.2. La sous-unité T couple les polymérases leading et lagging

Nous venons de voir que T est essentiel a la réplication du brin lagging en permettant le
recyclage de la polymérase. Mais T joue un deuxiéme role important dans la réplication du
brin lagging. En effet, en maintenant les deux polymérases a proximité dans la structure
holoenzyme, T permet le couplage de ces deux polymérases.

Ceci a été mis en évidence par des expériences de dilution de complexe de réplication
(Kim et al., 1996b). Dans ces expériences, les complexes réplicatifs sont formés in vitro en
présence ou en absence de tT. Apres dilution, seuls les complexes formés en présence de T sont
capables de répliquer le brin lagging. Ces résultats soutiennent I'hypothése que T est
nécessaire pour maintenir la polymérase lagging au sein de 1'holoenzyme permettant son
ciblage au niveau de la prochaine amorce synthétisée au niveau de la fourche. En 'absence de
T, la polymérase lagging qui a terminé la synthése d'un fragment d'Okazaki va se détacher de
I'"ADN et sera incapable de retrouver la prochaine amorce si le milieu est trop dilué. T permet
de maintenir cette polymérase au niveau de la fourche, dans une interaction stable avec la

polymérase leading.

2.5.3. La sous-unité T est responsable de la processivité du brin leading

Alors que T favorise la dissociation de la polymérase lagging de 'anneau f§ afin de
permettre son recyclage, cette méme sous-unité est responsable de 'effet inverse sur le brin
leading. Des expériences de réplication in vitro ont montré qu'en I'absence de T, la réplication
du brin leading était moins processive (Kim et al., 1996¢). Cette méme étude a montré qu'en
l'absence de T, la taille des fragments leading était proportionnelle a la concentration de 3 et
inversement proportionnelle a la concentration du y-complexe. Ceci s'explique par le fait
qu'en 'absence de T, le y-complexe est capable d'ouvrir I'anneau § au niveau de la polymérase
leading, conduisant a l'arrét de la réplication.

Les auteurs concluent de cette expérience que T "protége" I'anneau [ au niveau du brin
leading, en prévenant son ouverture par le clamp-loader. Cette action protectrice confére a la

polymérase sa grande processivité.
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2.5.4. La sous-unité T accélére la progression de la fourche de

réplication en contactant 1'hélicase DnaB

Nous avons vu que I'hélicase DnaB chargée sur le brin lagging, se déplace de 5' vers 3'
en séparant les deux brins de I'ADN.

T contacte I'hélicase par son extrémité C-terminale (domaine IV de T) : cette liaison a
pour effet non seulement de coupler I'hélicase a I'holoenzyme permettant de dérouler I'ADN
au fur et a mesure de la réplication, mais il a également ét¢ montré que T stimulait fortement
sa progression, lui permettant d'augmenter sa vitesse d'un facteur supérieur a 10 (Kim et al.,
1996a). Cette stimulation résulterait d'une modification de conformation de DnaB qui
augmenterait son activité catalytique. L'utilisation de protéines T tronquées et l'é¢tude
d'interaction protéiques par le systeme BIAcore a permis de montrer que le contact d'au moins
deux protéines T était nécessaire pour produire I'augmentation d'activité catalytique (Gao and
McHenry, 2001). Ceci a permis de conclure qu'a la fois la polymérase leading et lagging
¢taient couplées a 1'hélicase DnaB par l'intermédiaire des deux domaines C-terminaux (IV et

V) de la protéine T (Figure 12).

Figure 12 : Couplage des polymérases leading et lagging a l'hélicase DnaB par l'intermédiaire de la protéine T
au niveau de la fourche de réplication (Gao and McHenry, 2001)

2.6. Schéma récapitulatif

Nous venons de faire un tour d'horizon de I'état de connaissance actuel sur la réplicase
bactérienne. Ces éléments peuvent étre résumé sous forme d'un schéma rendant compte de la

disposition et de la fonction des constituants de cette machinerie complexe.
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Figure 13 : Schéma récapitulatif des constituants de I'holoenzyme (inspiré de Leu et al., 2003).
Ce schéma rend compte de 'organisation structurale de I'holoenzyme.
La sous-unité T permet la cohésion de la structure de I'holoenzyme en couplant les deux
polymérases, le complexe DnaX et 'hélicase DnaB. t protége l'anneau 3 de la polymérase
leading, conférant la grande processivité du systéme. T en contactant I'hélicase DnaB stimule

son activité, permettant d'augmenter la vitesse de progression de 1'holoenzyme. Le recyclage
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de la polymérase lagging est assuré grace a T qui en contactant I'ADN au niveau de Pollll-
core détecte la terminaison d'un fragment d'Okazaki et autorise alors I'ouverture de 1'anneau f3.

Le complexe DnaX permet de fixer et d'ouvrir un anneau 3 afin de le charger au niveau
d'une amorce/matrice. Le ciblage au niveau du brin lagging est assuré par la  qui contacte
I'"ADN reconvert de SSB. y est reli¢ au complexe DnaX par la sous-unité 1 qui interagit avec

X ety.
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I1. Réplication d'un ADN endommagé

Nous venons de voir que la bactérie posséde une machinerie trés perfectionnée qui lui
permet de répliquer son ADN.

Cependant, le génome de tous les organismes vivants est constamment soumis a des
agressions : celles-ci peuvent €tre exogenes (rayonnements UV, agents chimiques), mais aussi
endogénes (dommages oxydatifs induits par les produits du métabolisme cellulaire). Ces
agressions vont endommager I'"ADN en modifiant son intégrité chimique, ce qui risque de
perturber ses propriétés codantes.

La cellule posséde de nombreux systémes qui lui permettent de réparer efficacement ces
lIésions avant que son ADN ne soit répliqué. Cependant, il arrive que certaines lésions
puissent échapper a ces mécanismes de réparation et se retrouvent donc présentes au moment
de la réplication.

La réplicase, nous l'avons vu, posséde une grande vitesse de polymérisation, un grande
processivité ainsi qu'une trés grande fidélité. Elle est en revanche le plus souvent incapable de
répliquer lorsqu'elle rencontre une Iésion.

Il a récemment ét¢ découvert que la cellule a a sa disposition d'autres ADN polymérases
spécialisées qui vont pouvoir assister la polymérase réplicative bloquée au niveau d'une
lésion. Ces ADN-polymérases sont moins fideles que Pollll ce qui leur permet de répliquer a
travers la lésion : ce processus est appelé synthese translésionnelle ou TLS (Trans Lesion
Synthesis). Les bases endommagées ayant bien souvent perdu leurs propriétés codantes, et les
polymérases translésionnelles étant moins fideles, le processus de TLS est donc générateur de

mutations.
La manicre dont les 1ésions sont converties en mutations ainsi que des aspects récents

relatifs a la génétique et a la biochimie de la synthese translésionnelle sont présentés sous

forme d'un article de revue paru dans Oncogene (Pages and Fuchs, 2002).
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Partie II.- Résultats — Introduction

Partie I1.- Résultats

Introduction

Comme nous l'avons vu au cours de l'introduction, I'ADN de la cellule bactérienne est
répliqué grace a une machinerie complexe composée notamment de deux ADN polymérases
couplées par des interactions protéiques. Nous nous sommes donc posé la question de savoir
ce qu'il advenait de cette fourche de réplication lorsque 1'une des deux polymérases qui la
compose se retrouvait bloquée au niveau d'une lésion de I'ADN.

Pour répondre a cette question, nous avons mis au point une technique qui permet de
suivre la cinétique de synthese de chacun des brins d'un plasmide, portant une 1ésion ou non,
au sein d'une bactérie. Le principe de la technique est le suivant : nous disposons au
laboratoire de plasmides portant une lésion unique sur 1'un des brins (brin endommagé ou brin
cible), et sur lesquels nous avons introduit sur l'autre brin (brin marqueur), une courte
hétérologie (boucle de trois nucléotides) permettant ainsi de différencier le produit de la
réplication de chaque brin.

L'origine de réplication de ces plasmides, ori ColEl, a la propriété d'étre
unidirectionnelle ce qui permet d'identifier chacun des deux brins du plasmide comme étant le
brin leading (dont la synthése se fait de maniére continue) ou le brin lagging (dont la synthése
se fait de maniére discontinue). Ces constructions plasmidiques sont transformées dans les
bactéries par électroporation, puis les cellules sont incubées a 37°C pour permettre la
réplication du plasmide. Apres différents temps d'incubation, ' ADN est extrait des cellules et
digéré par des enzymes de restriction spécifiques. Les fragments ainsi obtenus sont séparés
sur un gel de polyacrylamide dénaturant, transférés sur une membrane de nylon et hybridés
avec une sonde radioactive de forte activité, spécifique du brin marqueur.

La Figure 14A représente la région du plasmide analysée par la technique ainsi que la
région sondée. Les enzymes de restrictions utilisées sont BstNI et Nlalll qui coupent de part
et d'autre de la région qui nous intéresse. Par ailleurs, la boucle de 3 nucléotides (qui sert de
marqueur de brin) contient également un site de restriction Nlalll, non-digestible tant que
I'"ADN est sous forme d'hétéroduplexe. Apres réplication du plasmide, ce site de restriction
retrouve une forme homoduplexe et devient donc digestible par Nlalll, ce qui permet de le

différencier a la fois du plasmide non répliqué et de l'autre brin qui se réplique et qui ne
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possede pas ce site de restriction. Les fragments séparés sur gel et révélés par la sonde sont

représentés Figure 14B.
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Figure 14 : A. Région du plasmide analysée. Selon le sens de progression de la fourche de réplication, la lésion
est portée par le brin leading (pCUL+ ; pKBL-) ou par le brin lagging (pCUL- ; pKBL+). En bleu, les site de
restriction utilisée. En rouge, la région sondée. B. Taille des fragments révélés par la sonde aprés digestion et

hybridation de la sonde spécifique.

Ainsi, en fonction de la taille des fragments révélés on peut déterminer la quantité
d'ADN qui est entrée dans les cellules et qui n'a pas été répliquée, et suivre la réplication des

deux brins du plasmide en fonction du temps de résidence du plasmide au sein des bactéries.
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Nous allons désigner cette technique qui permet d'observer de maniére précoce les
intermédiaires de réplication, technique MARI, pour Molecular Analysis of Replication

Intermediates.

Ce chapitre "résultats" est compos¢ de quatre grandes parties. La premiére décrit
plusieurs résultats intermédiaires ou préliminaires que j'ai pu obtenir tout au long de la mise
au point de la technique. Il s'agit notamment de résultats en rapport avec la transformation des
bactéries par un plasmide, et 1'efficacité de ré-extraction de ce plasmide apres cette phase de
transformation.

La deuxi¢me partie, présentée sous forme d'un article, traite de I'étude de la cinétique de
réplication des deux brins d'un ADN plasmidique lorsque I'un des deux brins est endommagé
par une lésion AAF (Acétyl Aminofluoréne).

Les troisiéme et quatrieme parties présentent des résultats non encore publiés : d'une
part, I'analyse de l'activité de proofreading de Pollll au cours de la réponse SOS, d'autre part

la mise en évidence d'événements de contournement des 1ésions.
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I. Mise au point de la technique MARI (Molecular

Analysis of Replication Intermediates)

1. Transformation des bactéries

1.1. Compétence

Au cours des études préliminaires de faisabilité du projet MARI, il était clair que
l'obtention d'une efficacité de transformation optimale des cellules était déterminante. Nous
avons donc opté pour la préparation de cellules compétentes en les cultivant a 18°C, ces
conditions de culture ayant montré une forte augmentation du taux de transformabilité
(Chuang et al., 1995). De méme, il a été observé que le taux de transformation était multipli¢
par 10 si les cellules étaient diluées dans du milieu de culture préchauffé juste aprés le choc
¢lectrique (Eynard et al., 1992). En combinant ces deux "astuces", j'ai pu observer une forte
augmentation de transformabilité avec des cellules de fond génétique JM103 et un plasmide

de type pCU19 comme représenté dans le Tableau 2.

Température de 37°C 18°C 37°C > 18°C
culture
Competence ~1.000 >30.000 >30.000
(clones/pg)

Tableau 2 : efficacité de transformation exprimée en clones par picogramme d'ADN transformé (plasmide de
type pUC19) en fonction de la température de culture des cellules (JM103). Ces résultats ont été obtenus en
transformant 1ng de plasmide dans 40ul de cellules compétentes. La case notée 37°C > 18°C signifie que les
cellules ont été cultivées a 37°C jusqu'a DO"’=0,3 puis a 18°C jusqua DO’=0,4.

En conclusion, il suffit de cultiver les cellules a 18°C juste avant la mise en compétence,
pour observer une augmentation de leur transformabilité d'un facteur supérieur a 30 par
rapport aux conditions "classiques". C'est donc ce protocole qui sera utilisé tout au long des

expériences qui vont suivre.

1.2. Rapport cellules / ADN

Nous venons de voir la manicre d'obtenir des cellules fortement compétentes. Mais le

taux de transformabilité des cellules ne dépend pas uniquement des propriétés physiologiques
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des cellules, mais également de la quantité respective de molécules d'ADN et de cellules
mises en présence dans la cuve a électroporer. Il semblait donc intéressant de corréler
l'efficacité de transformation au rapport cellules/ADN pour se placer dans un rapport optimal
lors des expériences de MARI.

J'ai donc réalisé 1'expérience suivante : a 40ul de cellules compétentes (JM103), j'ai
mélangé des quantités croissantes de plasmide pUC19 (1-10-100-1000ng) que j'ai électroporé.
Les mélanges d'electroporation ont été étalés sur boites LB avant et apres électroporation pour
déterminer le nombre de cellules viables mis en jeu, ainsi que sur boite ampicilline pour
déterminer le nombre de transformant.

Les résultats ont montré que les 40ul de cellules compétentes contenaient 2,27.10°
cellules. Aprés électroporation, seules 1,34.10° cellules étaient encore viable, ce qui
correspond a une mortalité de 40% due au choc électrique, ce qui n'est pas négligeable. La
compétence des cellules en fonction de la quantité d'ADN mise en jeu est représentée sur la

Figure 15.
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Figure 15 : Efficacité de transformation en fonction de la quantité d’ADN mise en jeu pour une quantité donnée
de cellules.

Comme on le voit sur le graphique, l'efficacité de transformation exprimée en
colonies/pg diminue rapidement quand on augmente la quantité de plasmide mis en jeu. Les

Figure 16 et Figure 17 montrent deux autres représentations du méme résultat.
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Figure 16 : Pourcentage des plasmides mis en jeu qui vont donner un clone lors de l'électroporation. Les
chiffres en rouge représentent le rapport du nombre de molécules d'ADN / nombre de cellules.
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Figure 17 : Pourcentage des cellules viables qui sont transformées en fonction de la quantité d’ADN mis en jeu.
Les chiffres en rouge représentent le rapport du nombre de molécules d’ADN / nombre de cellules.

Ces graphiques montrent qu'au maximum (dans les conditions expérimentales mises en

ceuvre), 12% des molécules de plasmide mises en jeu vont s'établir dans les cellules. Ce

maximum est atteint lorsque le nombre de cellule est en exces (d'un facteur 4) par rapport au

nombre de molécules d'ADN. A l'opposé, on atteint un maximum de bactéries viables

transformées de 60% quand la quantité¢ d'ADN est en large excés par rapport aux cellules. Il

nous a donc fallut trouver un compromis entre ces deux extrémes (maximum de cellules

transformées et maximum de plasmide transformant). Les conditions que j'ai jugées optimales

se situent en quelques sortes a l'intersection des deux courbes : je transforme pour chaque

point de cinétique 40ng de plasmide dans 20ul de cellules compétentes, ce qui équivaut a un
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rapport ADN/cellules de 20. Dans ces conditions, environ 3% des plasmides vont s'établir, et
55% des cellules viables vont établir un plasmide.
La quantité de plasmide qui s'établit est donc :

3
40.10"pg x 1;)\}000transf/pg = 6.64107'6

= 664amol

ou €ncore :

40.107¢g
660g.mol™ bp™' x 2665bp

x 3% = 6.82107"° = 682amol

1.3. Co-transformation

Dans ces conditions ou le plasmide est en exces par rapport aux cellules (20 fois), nous
nous sommes demandé¢ si plusieurs plasmides pouvaient s'établir dans une méme bactérie.
Pour répondre a cette question, nous avons utilisé deux plasmides dérivés de pUC19, ayant en
commun la méme origine de réplication ColEl, ainsi que la résistance a l'ampicilline, mais
possédant en plus chacun sa propre résistance a un autre antibiotique (le chloramphénicol
pour le pUC AC-2 ; la kanamycine pour le pUC 4K). Un mélange équimolaire de ces deux
plasmides a été transformé dans une souche JM103 soit dans les condition "classiques"
d'¢lectroporation c'est-a-dire un rapport ADN/cellules de 0,25 soit dans les conditions décrites
plus haut déterminées pour optimiser le protocole MARI, c'est-a-dire un rapport ADN/cellules
de 20. Pour éviter tout biais, les transformants ont été sélectionnés sur ampicilline
uniquement, puis j'ai recherché les co-transformant en repiquant les clones Amp® (résistants
a l'ampicilline) sur chloramphénicol, sur kanamycine et sur un milieu contenant les deux
antibiotiques. Les colonies a la fois Cm® et Kan® ont établis les deux plasmides : leur
comptage me permet donc d'estimer le taux de co-transformation dans les deux conditions de

rapport ADN/cellules. Les résultats obtenus sont reportés dans le Tableau 3.

Rapport ADN/cellules Conditions "classiques Conditions "MARI
0,25 20
Co-transformants <0,2% 5%

Tableau 3 : Evaluation de taux de co-transformation en fonction du rapport ADN/cellules (500 colonies
analysées).

Ces résultats montrent que contrairement aux conditions classiques d'¢lectroporation ou

nous n'avons détecté aucun co-transformants, dans les conditions utilisées dans le protocole
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MARI, 5% des cellules établissent plus d'un plasmide. Ce taux, relativement faible, n'est pas
génant pour notre étude puisqu'elle ne porte pas sur des clones individuels, mais sur une

population de cellules.

1.4. Association plasmide — cellule

Nous avons vu dans le paragraphe précédent que seulement 3% du plasmide mis en jeu
lors de I'¢lectroporation va s'établir dans nos conditions, et au mieux 12% dans des conditions
plus favorables ou les cellules sont en exces. Qu'advient-il des autres molécules d'ADN ? Pour
répondre a cette question, nous avons utilis¢ un plasmide de type pUCI19 marqué
radioactivement de maniére a pouvoir suivre I'ADN plasmidique au cours de 1'¢lectroporation,
mais également au cours de l'extraction qui suit. Ce plasmide marqué a d'ailleurs également
permis de mettre au point un protocole d'extraction comme il sera décrit plus loin au
paragraphe 2. Le marquage du plasmide a été réalisé en hybridant deux plasmides
homologues excepté pour une séquence d'une vingtaine de nucléotides : ces plasmides ont été
dénaturés, puis hybridés 'un a 1'autre, créant une bréche de 20 nucléotides dans le duplex
formé. Cette bréche est ensuite comblée par une polymérase en présence de dNTP radioactif
et refermée par une ADN-ligase.

Les cellules compétentes sont mélangées avec ce plasmide radioactif, transférées dans
une cuve a électroporer. Un lot témoin ne recevra pas de décharge électrique, tandis que le
reste est soumis a la décharge de l'¢lectroporateur. Immédiatement apres, les cellules sont
centrifugées et lavées deux fois a 1'eau par resuspension et centrifugation. Apres ces étapes,
l'activité radioactive des lavages ainsi que des culots cellulaires est quantifiée dans un

compteur a scintillation. Les résultats du comptage sont représentés dans le Tableau 4.

Lot de cellules o
. I Témoin
Répartition . .

non ¢électroporé

de la radioactivité

Cellules électroporées

Dans le culot 1% 20%

Dans les lavages 99% 80%

Tableau 4: Répartition de I'ADN plasmidique apres électroporation.
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Ces résultats montrent que 20% de I'ADN plasmidique reste associé aux cellules apres
¢lectroporation, alors que les autres 80% sont ¢liminés par de simples lavages a 1'eau (un
nombre supérieur a deux lavages ne change pas la répartition). On montre aussi que cette
association est strictement dépendante de la décharge électrique puisqu'en 'absence de celle-
ci, quasiment toutes les molécules d'ADN sont éliminées dans les lavages. Appelons cette
fraction qui reste associée aux cellules "uptake".

Nous venons de voir que 20% de I'ADN est associé aux cellules suite a
1'électroporation. Or, nous avions vu précédemment que seulement 3% des plasmides mis en
jeu s'établissait dans la cellules. Qu'en est-il des 17% restants ? Sont-ils simplement associés a
la paroi bactérienne et pourquoi ne se répliquent-ils pas ? Ou bien ces molécules sont-elles a
l'intérieur de la bactérie mais incapables de s'établir ? Afin d'essayer de répondre a ces
questions, nous avons augmenté la stringence des lavages des culots cellulaires en utilisant
non plus de I'eau, mais une solution de NaCl 0,5M, et les cellules ont également ét¢ incubées
avec de la DNAse afin de voir si une fraction des 17% de plasmide associé aux cellules
pouvait étre digérée, ce qui nous donnerait une indication sur la localisation intra- ou extra-
cellulaire de cet ADN. Les conditions de traitement des cellules sont inspirées d'expériences
similaires réalisées chez Haemophilus influenzae (Goodgal and Mitchell, 1990; Sisco and
Smith, 1979). Pour ces expériences, je n'ai pas utilis¢ de plasmide radioactif comme
précédemment, mais une construction plasmidique pCUL+ NarO/Nar+3 que j'ai extrait apres
transformation et visualisée sur gel par la technique MARI. Le gel obtenu est représenté

Figure 18.
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Figure 18 : Analyse de la quantité d’ADN associé aux cellules. Accessibilité aux lavages et a la DNAse.

On s'intéresse sur ce gel a la bande de 90 nucléotides qui correspond a l'uptake. La
variation d'intensité de cette bande n'est pas flagrante a I'eeil. Par contre, en la quantifiant de
manieére précise et en normalisant par rapport au standard interne (72Nt), on voit que la

quantité d'ADN qui reste associée aux cellules varie en fonction du traitement (Figure 19).
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Figure 19 : Quantification de la quantité d'ADN qui reste associé aux cellules (uptake) en fonction du
traitement. Les chiffres sont donnés en pourcentage d'ADN restant associé aux cellules par rapport a un lavage
classique a l'eau.

En prenant 100% pour la quantité de plasmide restant associés aux cellules aprés deux
lavages a l'eau (colonne H,O), on observe qu'un lavage plus strigeant avec 0,5M NaCl permet
d'éliminer 7% des plasmides (voir différence H,O/NaCl et DNAse/DNAse+NaCl). De méme,
un traitement a la DN Ase des cellules permet d'éliminer 22% de I'ADN qui reste associé (voir
différence HO/DNAse et NaCl/DNAse+NaCl). Au total, environ 30% de I'ADN qui reste
associ¢ aux cellules apres électroporation peut étre ¢liminer par un lavage plus stringent et un
traitement des cellules avec une DNAse : ces résultats suggérent que cette portion d'ADN
n'est pas entrée dans les cellules, mais y est associé¢e d'une maniere inconnue. Il est a noter
¢galement que cette association est strictement dépendante du choc électrique li¢ a
1'¢lectroporation puisqu'en l'absence de celui-ci, tout ' ADN est ¢liminé par de simples lavages
des cellules a l'eau.

Remarque : Je ne retiendrai par la suite que le lavage NaCl, le traitement a la
DNAse étant impossible a mettre en ceuvre pour des temps trés précoces
d'extraction.

Tous ces résultats sont résumés dans la Figure 20 qui montre le devenir de 100

molécules plasmidiques transformées par ¢électroporation.
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Figure 20 : Récapitulatif : devenir de 100 molécules de plasmides au cours de l'électroporation.

Ces résultats concernent des cellules non irradiées. En utilisant des cellules irradiées aux
UV pour l'induction du systeme SOS, la survie a l'irradiation est d'environ 10%. De ce fait,
seul 0,3% des plasmides mis en jeu lors de 1'¢lectroporation vont donner lieu a une colonie.
Pourtant en regardant la quantité de plasmide qui se réplique sur gel MARI, on observe qu'elle
est similaire pour les cellules irradiées ou non (a conditions que l'irradiation ne soit pas trop
forte). Ceci signifie que certaines cellules irradiées sont incapables de donner une colonie du
fait probablement d'un trop grand nombre de Iésion UV sur leur chromosome ; pourtant un

plasmide transformé est capable de se répliquer dans ces cellules pourtant non viables.

2. Extraction de I' ADN des cellules

Apres ces considérations sur la transformation des bactéries, un deuxiéme point critique
¢tait a envisager : celui du protocole d'extraction de I'ADN qui devait se faire immédiatement
ou tres peu de temps apres la transformation du plasmide. Cette extraction devait permettre de
récupérer quantitativement une trés faible quantité de plasmide parmi une grande quantité
d'ADN génomique, et une grande quantité de cellules. De plus, il fallait autant que possible
que les intermédiaires de réplication ne soient pas dégradés au cours de I'extraction.

Comme nous l'avons vu au paragraphe précédent, la quantité de plasmide qui s'établit et

donc qui se réplique est trés faible (seulement 3% de 'ADN mis en jeu). Dans les conditions
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retenues, 40ng de plasmide sont mis en jeu : seuls 1,2ng vont donc se répliquer ce qui
équivaut pour un pUC de 2660bp & environ 700amol (1amol=10""mol). Cette quantité de
plasmide a extraire est tres faible, d'autant plus que la quantité de cellules dans laquelle il est
dilué est tres importante. Comme nous l'avons déja vu au paragraphe Partie II.- I. 1.2. page
45, dans nos conditions, seuls 55% des cellules viables sont transformées, et seuls 60% des
cellules sont viables apres le choc électrique, ce qui signifie que seulement 33% des cellules
vont établir un plasmide. Les 67% restants sont présents au cours de l'extraction, apportant
leur ADN génomique, leurs protéines et tous les autres éléments cellulaires qui vont géner
I'extraction de la tres faible quantité d'ADN plasmidique. De plus, le plasmide que I'on
souhaite récupérer est en cours de réplication, et donc probablement associé a la machinerie

cellulaire de réplication.

Afin de mettre au point un protocole d'extraction qui permette d'obtenir le meilleur
rendement, nous avons utilis¢é un plasmide de type pUC19 marqué radioactivement (déja
utilisé au paragraphe Partie I1.- 1. 1.4. , page 49). L'utilisation de ce plasmide radioactif
permet de suivre sa présence au cours des différentes étapes de chaque protocole testé, et ainsi
de déterminer le protocole le mieux adapté.

J'ai dans un premier temps essay¢ de mettre au point une lyse cellulaire au sarkosyl.
Mais au cours de cette extraction, une grande partie de la radioactivité et donc de I'ADN était
perdue au niveau du culot formé par le précipité des protéines et des polysaccharides de la
membrane avec le sarkosyl. L'extraction au phénol de 'ADN de ce précipité n'a pas permis
d'obtenir un rendement satisfaisant, car a nouveau une grande partie de la radioactivité était
¢liminée dans la phase phénolique. Nous avons finalement abandonné cette méthode pour
tester en paralléle deux autres techniques : une préparation plasmidique classique par lyse
alcaline (type minipréparation d'ADN), et une préparation totale d'ADN par lyse au lysozyme
et précipitation des protéines et des polysaccharides au CTAB (bromure de
cétyltriméthylammonium). Ces deux techniques ont rapidement donné des résultats beaucoup
plus satisfaisants : en effet, quasiment toute la radioactivité qui restait associée au culot
cellulaire apres les lavages se retrouvait dans la préparation finale d'ADN, ce qui signifie que
le rendement d'extraction du plasmide est proche de 100%.

Ces deux protocoles permettent d'extraire tout I'ADN qui est entré ou qui est associé aux
cellules, mais ces premiers tests ne nous renseignent pas sur la qualité de cet ADN : il peut en

effet étre dégradé au cours de I'extraction, ou son degré de pureté ne permet peut-&tre pas de
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le digérer et d'en séparer correctement les fragments sur un gel de polyacrylamide comme
l'exige la technique. J'ai donc mis ces deux protocoles a 1'épreuve en transformant cette fois-ci
un plasmide pCUL-Nar3**/Nar non radiomarqué qui a été extrait immédiatement aprés
I'électroporation par les deux méthodes, puis digéré pour le visualiser sur gel apres transfert et
hybridation selon le protocole MARI décrit plus haut. A la différence du protocole classique,
la partie haute du gel a également été transférée afin d'observer d'éventuels digests partiels.
De méme, j'ai utilisé deux souches différentes pour la transformation, I'une étant la JM103 qui
sera utilisé tout au long des expériences, 'autre étant la souche STL140 portant une copie
chromosomique du geéne /acZ, qui sera donc révélé par la sonde utilisée. Le gel obtenu est

représenté a la Figure 21.
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Figure 21 : Visualisation de l'efficacité de la digestion et de la qualité de la séparation d'un plasmide pCU
trasformé dans les souches JM103 et STL140 en fonction du mode d'extraction de I'ADN. Miniprep : extraction
par lyse alcaline ; gDNA : extraction au CTAB/NaCl

Le plasmide utilisé ne possédant pas de boucle sur le brin opposé a la Iésion, on
n'observe pas de bande a 63Nt représentant la réplication du brin Nar+3. On observe sur ce

gel, que lorsque 'ADN est extrait par la lyse alcaline (miniprep), la digestion par les enzymes
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de restriction BstNI et Nlalll est moins efficace que lorsque l'extraction est faite par le
protocole au CTAB/NaCl (gDNA). La migration des fragments d'ADN dans la partie haute du
gel (fragments > 100Nt) est plus rapide pour l'extraction au CTAB/NaCl que pour la lyse
alcaline. Cette différence de migration est difficilement explicable : peut-étre que les
nombreux petits fragments issus de la digestion de I'ADN génomique ont un effet entraineur
sur ces fragments plus longs, ce qui accélérerait leur migration. Quoi qu'il en soit, dans la
zone qui nous intéresse la migration des ADN issus des deux modes d'extraction est identique.

Cette expérience a permis d'opter pour le protocole d'extraction au CTAB/NaCl. J'ai
réalisé d'autres expériences similaires de contrdle de la qualité de l'extraction en modifiant
certaines étapes du protocole afin de le simplifier tout en gardant un résultat au moins
équivalent : ces expériences ont conduit au protocole final décrit dans la section "matériel et

méthodes".
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I1. Découplage de la réplication des brins leading et

lagging au cours de la synthese translésionnelle in vivo

Au cours de ce paragraphe, nous allons nous intéresser a la cinétique de réplication d'un
plasmide portant une Iésion unique dans un contexte de séquence donné. La lésion qui nous
intéresse plus particulierement est la 1€sion causée par le N-2-acétylaminofluoréne (AAF). Ce
cancérogene chimique est une amide aromatique qui se fixe préférentiellement sur le carbone
8 des guanines (G**F), générant une lésion bloquante. Cette lésion a été beaucoup étudiée au
laboratoire : il a ét¢é montré qu'elle induisait une perturbation locale de la structure de la
double hélice décrite par le modele d'insertion-dénaturation (Fuchs and Daune, 1972). Dans
ce modele, I'encombrement stérique du groupe acétyl de I'AAF provoque la rotation de la
guanine autour de son lien glycosidique, adoptant une conformation syn. Le noyau aromatique
fluoréne vient s'intercaler dans la double-hélice rejetant ainsi la guanine a l'extérieur :

l'appariement C:G**" est rompu (Figure 22).

Figure 22 : Perturbation de la structure de I'ADN par l'adduit AAF. La guanine est en conformation syn :
l'appariement l'appariement C:G*** est rompu

Le fait que la base codante soit rejetée a I'extérieur de I'hélice d'ADN (conformation
syn) explique le fort pouvoir bloquant de cette 1ésion. Il existe cependant un équilibre
dynamique entre les conformations syn et anti : bien que la conformation syn soit

prédominante, la guanine passe de temps en temps en conformation anti permettant ainsi
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l'incorporation d'une cytosine par une ADN polymérase. La forme non-acétylée de cette
lésion, I'aminofluoréne (AF) permet a la guanine endommagée de rester préférentiellement en
conformation anti : cette 1ésion est de ce fait beaucoup moins bloquante comme 1'ont montré
des études faites in vitro (Lindsley and Fuchs, 1994).

Le contexte de séquence dans lequel se situe I'AAF a une forte incidence sur le pouvoir
mutagéne de la lésion. Ainsi, la séquence correspondant au site de restriction Narl (5'-
GGCGCC-3') s'est révélée étre un point chaud de mutagenese lorsque la troisiéme guanine de
cette séquence était modifiée par 'AAF (5'-GGCG™*'CC-3"), entrainant un fort taux de
mutagenese par perte de deux nucléotides et donc décalage du cadre de lecture (frameshift —2)
(Fuchs et al., 1981; Koffel-Schwartz et al., 1984). Cependant, toutes les études cinétiques de
réplication au travers de la 1ésion (ou TLS : Trans Lesion Synthesis) réalisées jusqu'a présent
ont été faites in vitro. Des études génétiques in vivo ont également été réalisées, permettant
d'attribuer un role aux polymérases translésionnelles Polll et PolV, mais l'aspect cinétique ne
pouvait pas étre abordé dans ces études.

Nous avons donc mis au point la technique décrite précédemment qui permet de suivre
in vivo et en fonction du temps, la réplication des deux brins d'un plasmide monomodifié par
une lésion de notre choix. Nous verrons dans un premier temps les résultats obtenus pour la
Iésion AAF portée par un plasmide de type pUC ou nous montrons le découplage de la

synthése des deux brins d'un méme plasmide au cours de la synthése translésionnelle.

Au cours de cette étude, nous nous sommes intéressés a suivre la cinétique de
réplication des brins continu (leading) et discontinu (lagging) d'un plasmide de type pUC
portant ou non une Iésion unique AAF au niveau du site Narl. Les résultats sont présentés
sous forme d'un article qui a été publi¢ dans la revue Science (Pages and Fuchs, 2003).
D'autres résultats qui n'apparaissent pas dans l'article ainsi qu'une discussion plus approfondie

seront exposés par la suite.
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II1. Biochimie et dynamique de la synthése translésionnelle

1. Influence de I'induction du systéme SOS

Tous les résultats de réplication montrés dans cet article ont été obtenus dans des
cellules préalablement irradiées aux UV afin d'induire leur systéeme SOS. Les mémes
expériences ont ¢galement été réalisées dans des bactéries dont le systtme SOS n'était pas
induit. Les résultats sont présentés Figure 23.

pCUL-Nar/Nar+3

Témoin souche JM103uvrAmutS SOS-
pCU Nar
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a2 R E | | |
Nar s 8 §
AC =R T S O P P & 3 0 P v & <« Temps
1 1 Tl 1/25517/22 i) 1 1 172 172 <€— qtéextraite
-
-
-
- o e an = .~.. <~ 90Nt:pCU Nar+3
: 2 “ -o e < 87Nt:TLSO
lagging

i

i

T e ap op a0 G0 & @ & @ <« 72Nt:Helper

63Nt :Nar+3/Nla
Leading

58Nt :L-1

Figure 23 : Cinétique de réplication d'un plasmide non-endommagé (pCUL-NarO/Nar+3) et d'un plasmide
endommagé (pCUL-Nar3***/Nar+3) dans une souche JM103uvrAmutS dont le systéme SOS n'est pas induit
(SOS-). Le contraste de l'image a été augmenté dans la zone encadrée de pointillés afin d'améliorer la visibilité
des bandes de faible intensité.

Dans I'expérience présentée ici, la 1ésion est localisée sur le brin lagging. En l'absence

d'induction du systeme SOS, on ne détecte aucun produit de TLS, ce qui signifie que le brin
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lagging qui porte la 1ésion n'est pas répliqué. Malgré le blocage définitif de la réplication de
ce brin, le brin leading est répliqué de maniere tres efficace, avec la méme cinétique de
réplication que les deux brins du plasmide non endommagé. La méme expérience a été
réalisée avec un plasmide portant la 1ésion AAF sur le brin leading : dans ce cas, alors que la
réplication du brin leading est totalement bloquée dans ces cellules non induites, le brin
lagging n'est pas retardé. Le découplage observé en conditions SOS+ est retrouvé ici en

conditions SOS-. Il n'est donc pas dépendant de I'induction du systéme SOS.

Quels sont le (ou les) facteurs SOS nécessaires a la TLS ?

Nous avons vu (Figure 3 de l'article) que la présence de Polll est indispensable pour
réaliser la synthése translésionnelle mutagene (TLS-2), et que celle de PolV était responsable
de la TLSO (fidele). Bien que ces deux polymérases codées par des génes controlés par le
systeme SOS soient indispensables dans les deux voies de TLS, rien ne prouve que leur
présence soit suffisante. En effet, nous discuterons dans la suite de cette these (paragraphe 3. )
de résultats obtenus avec la technique MARI mettant en évidence une inhibition partielle de la

fonction exonucléase associée a Pollll au cours de I'induction du systéme SOS.

2. Cinétique de la TLS : nature de la lésion et effet du contexte
de séquence

Nous venons de voir que le temps de passage d'une 1ésion AAF ¢était de 50 minutes. J'ai
testé d'autres plasmides portant soit une 1ésion AF (aminofluoréne) soit une Iésion AAF dans
le contexte de séquence 5'-GGG-3', I'adduit étant 1i¢ & guanine en gras de la séquence et
positionné sur le brin lagging. La cinétique de réplication de ces deux plasmides ainsi que
celle du plasmide non modifié correspondant, a été étudiée dans la souche IM103uvrAmutS

SOS+. Les résultats sont présentés Figure 24.
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Figure 24 : Cinétique de réplication d'un plasmide non endommagé (3G 0), portant une lésion AF (3G™) ou
portant une lésion AAF (3 G*F) dans une souche JM103uvrAmutS dont le systeme SOS est induit.

Les plasmides utilisés dans cette expérience présentent ¢galement une boucle de 3
nucléotides en face de la Iésion (3G+3), mais cette boucle n'est pas digestible par une enzyme
de restriction. Il n'est donc pas possible de visualiser la réplication du brin non endommagé
qui porte cette boucle, puisque le produit de réplication de ce brin se trouve confondu avec le
plasmide qui ne s'est pas répliqué (89Nt : 3G+3). On peut néanmoins suivre la réplication du
brin endommagé de ces plasmides (86Nt). On remarquera tout d'abord qu'il n'y a qu'un
produit de TLS de la Iésion AAF (86Nt). En effet, dans ce contexte de séquence, le glissement
ne peut pas avoir lieu comme dans le site Narl : le passage de la 1ésion se fait donc
essentiellement sans décalage du cadre de lecture. La représentation graphique de la

quantification des bandes de TLS (86Nt) est présentée Figure 25.
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Figure 25 : Représentation graphique de la quantification du gel présenté a la Figure 24 représentant la
cinétique de réplication du plasmide pUC3G non endommagé (), portant une lésion AF ou une lésion AAF.

La cinétique de réplication du plasmide ne portant pas de 1ésion est similaire a celle
observée avec les autres plasmides utilisés jusqu'a présent (pCU et pKB110), le temps de

doublement étant d'environ 11 minutes.

2.1. Effet du contexte de séquence

Le retard pris par le brin portant la Iésion AAF est de I'ordre de 80 minutes, ce qui est
nettement supérieur au retard mesuré pour cette méme 1ésion dans le contexte de séquence
Narl. Ce résultat est a prendre avec précaution car I'expérience n'a été réalisée qu'une seule
fois (d'ou I'absence de barres d'erreur).

Ce temps de passage plus long peut toutefois s'expliquer par le fait que le glissement est
moins favorable dans le contexte de séquence 3G. Le glissement —2 favorisé dans le site Narl
conduisait a un fort taux de mutagenese —2. Le temps de passage de 50 minutes déterminé
pour le site Narl a été calculé en additionnant les deux produits de TLS : TLSO produite par
PolV et TLS-2 produite par Polll.

Au niveau du site 3G, un glissement —1 peut se produire, mais avec une fréquence ~20
fois inférieure au glissement —2 observé dans le site Narl. Le seuil de détection de la
technique MARI ne permet pas de mettre en évidence ce produit de TLS-1. Seul le mode de
passage non-glissé permet donc de répliquer a travers la Iésion dans ce contexte de séquence :

ceci peut expliquer que le temps de passage soit plus long.
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D'autre part, on peut trés bien imaginer qu'un contexte de séquence puisse étre plus ou
moins favorable a l'insertion en face de la 1ésion ainsi qu'a I'élongation par les différentes

polymérases.

2.2. Influence de la nature de la Iésion

Le brin portant la 1ésion AF semble étre retardé d'environ 10 minutes par rapport au
méme brin du plasmide non endommagé. La encore, ce résultat est a prendre avec précaution
parce qu'il s'agit du résultat d'une seule expérience. Il est clair en tous cas que le passage de la
Iésion AF est beaucoup plus efficace que celui de 'AAF ce qui est en accord avec les données
obtenues in vitro (Lindsley and Fuchs, 1994) et in vivo (Bichara and Fuchs, 1985 ; Koffel-
Schwartz et al., 1984). Cette grande efficacité a répliquer au travers de la lésion AF peut
s'expliquer en termes structuraux : bien que son encombrement stérique soit proche de celui
de 'AAF, l'absence de groupement acétyl de I'AF permet a la guanine de rester dans sa
conformation habituelle (anti) (Figure 26) contrairement a I'AAF qui induit le passage de la
guanine en conformation syn (Figure 22, page 59). Dans le cas de I'AF, la guanine peut étre
recopiée plus rapidement par la polymérase par insertion d'une cytosine et formation de

l'appariement G:::C "classique".

’ ~
’ H \‘
Nyt
HOTT=R 0—HWN
I 1 5
0 [TNTR N W ! 0~
- H
5 “ N-( "' o
\ >N
A N~} weeeee O 7
0 L1 H ,1
\3- -~ - 0
‘\\‘- “f f
P 3

Figure 26 : Conformation d'un ADN portant une lésion AF : l'adduit ne perturbe pas trop la structure de I'ADN
et n'empéche pas l'appariement C:G**

Vue la trés grande efficacité de réplication a travers la 1ésion AF observée ci-dessus,

nous nous sommes demandé si I'induction du systéme SOS était nécessaire au passage, voire
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méme si l'induction des polymérases translésionnelles ne pouvait pas avoir pour effet
d'augmenter le temps de passage de cette Iésion par la mise en place dans la cellule de
mécanismes de changement de polymérase. J'ai donc réalisé cette méme expérience dans des

cellules non induites pour le systeme SOS. Les résultats sont présentés Figure 27.
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Figure 27 : Cinétique de réplication d'un plasmide non endommagé (3G 0), portant une lésion AF (3G™) ou
portant une lésion AAF (3G**") dans une souche JM103uvrAmutS dont le systéme SOS n'est pas induit.

En l'absence d'induction du systéme SOS, on observe, comme attendu, aucun passage
de la 1ésion AAF, par contre, la cinétique de réplication de I'AF n'est pas modifi¢e (données
non-présentées). Ceci suggere donc que les polymérases SOS ne sont pas nécessaires a la
réplication de cette 1ésion dans ce contexte de séquence. Ces résultats sont en accord avec les
expériences réalisées in vitro ou il était montré que 'ADN polymérase T7 était capable de
répliquer seule au travers de cette 1ésion AF et de maniére relativement efficace, alors qu'elle

était complétement bloquée par la Iésion AAF (Lindsley and Fuchs, 1994). Ces résultats sont
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¢galement en accord avec les expériences in vivo réalisées au laboratoire (Bichara and Fuchs,

1985; Koffel-Schwartz et al., 1984).

Si I'on s'intéresse aux intermédiaires de réplication bloquées au niveau de la 1ésion, ou
plus exactement 1 nucléotide avant la 1ésion (bande 58Nt, Figure 24 et Figure 27), il est trés
surprenant d'observer un blocage presque aussi important pour la Iésion AF que pour I'AAF
alors que l'efficacité de TLS est bien plus importante pour I'AF. Comment expliquer un tel
blocage pour I'AF alors que l'efficacité d'¢longation semble trés bonne ? Une explication
envisageable serait que les constructions utilisées dans cette expérience sont anciennes (une
dizaine d'années). Il se peut alors que l'adduit G**, moins stable que 'AAF s'oxyde en dérivé
"FaPy" (ouverture du cycle imidazole de la guanine) qui est connu pour étre fortement
bloquant. On peut donc envisager qu'une fraction des constructions utilisées ici soit dégradée
sous cette forme et constitue donc un fort blocage a la réplication. La fraction non dégradée
serait répliquée trés efficacement par la polymérase. Si tel est le cas, le temps de passage
estimé a 10 minutes est alors a revoir a la baisse car le décalage de la courbe ne serait dans ce
cas pas di a un retard de réplication (décalage vers la droite), mais a une diminution de la

quantité de plasmide qui se réplique (décalage vers le bas de la courbe).

En conclusion, nous pouvons dire que le temps de passage de la 1ésion AF dans le
contexte de séquence 3G est inférieur ou égal a 10 minutes, ce qui est nettement plus rapide
que le passage de la l1ésion AAF. Il faudrait approfondir cette étude en commengant par
construire de nouveaux plasmides monomodifiés et en prenant soin de définir une boucle
possédant un site de restriction qui permettra de suivre la réplication des deux brins comme

nous l'avons vu précédemment pour I'AAF.

3. Activité proofreading de Pol III au cours de la TLS

Au cours de ce paragraphe, nous allons nous intéresser aux étapes de la TLS (insertion
et ¢longation) au niveau de la 1ésion AAF localisée dans le site Narl. Un mod¢le faisant
intervenir les polymérases translésionnelles Polll et PolV a déja été décrit précédemment
(Becherel and Fuchs, 2001; Napolitano et al., 2000), mais de nouveaux éléments obtenus

grace a la technique MARI ont permis d'apporter certaines modifications a ce modele.
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Je décrirai dans un premier temps le modéle actuel basé sur des expériences de
réplication in vitro, ainsi que sur des expériences de génétique confirmées par la technique
MARI.

J'apporterai ensuite les nouveaux éléments obtenus grace a la technique MARI et a
l'utilisation de souches déficientes pour la fonction exonucléasique de correction de lecture
(ou proofreading) de I'ADN polymérase réplicative Pollll. Ces nouveaux éléments nous ont
permis d'émettre I'hypothése d'une compétition entre 'activité exonucléase de proofreading de
PolllI et l'activité d'élongation de Polll.

Enfin, I'analyse de 1'activité proofreading a l'aide de la technique MARI nous a permis
de proposer un modele ou l'activité exonucléasique de Pollll serait partiellement inhibée lors
de l'induction du systéme SOS favorisant ainsi l'activité d'élongation de Polll au dépend de
l'activité proofreading de Pollll. De fagon plus générale, l'inhibition partielle de l'activité
proofreading de Pollll au cours de la réponse SOS devrait faciliter le franchissement de

nombreuses lésions. Ce point sera discuté dans la partie "Discussion".

3.1. Le modele actuel

Nous avons vu précédemment qu'en l'absence d'induction du systéme SOS dans une
souche sauvage, aucun événement de TLS n'était observé au niveau du site Nar3***. Des
expériences antérieures de génétique avaient montré qu'il existait malgré tout un peu de
passage (TLS-2 surtout) au travers de la 1ésion en condition SOS-, mais en proportion faible
(de l'ordre de 1-2%)(Fuchs et al., 2001). Le niveau basal de frameshift -2 dépend enti¢rement
de Polll présent a son niveau basal (Fuchs et al., 2001).

L'induction du systéeme SOS conduit & une forte augmentation de synthése
translésionnelle a la fois fidele (TLSO) et mutagéne par frameshift-2 (TLS-2) qui atteignent
chacune des taux d'environ 20%. L'utilisation de mutants de polymérase Polll et PolV a
permis d'attribuer un rdle a chacune de ces polymérases dans le franchissement de la Iésion
AAF : Polll est responsable de la synthése mutageéne (TLS-2) tandis que PolV est responsable
de la synthese fidele (TLSO0). Ces résultats ont été obtenus par des analyses génétiques (Fuchs
et al., 2001 ; Napolitano et al., 2000) et confirmés par la technique MARI (Pages and Fuchs,
2003).
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*Niveau d'expression de Polll et PolV :

L'induction du systéme SOS a pour effet d'augmenter la transcription du gene polB
codant pour Polll. Le niveau d'expression de Polll a ét¢ mesuré au laboratoire par Western et
estimé a environ 20 et 110 molécules de Polll par cellule en conditions SOS- et SOS+
respectivement (O. Bécherel). Ces chiffres, bien que sensiblement plus faibles, sont
globalement en accord avec ceux publiés précédemment : le niveau basal de Polll avait été
estimé a ~20-50 molécules par cellules (Qiu and Goodman, 1997) et augmentait d'un facteur 7
apres activation de la réponse SOS.

L'opéron umuDC est lui aussi SOS-inductible. Le niveau basal de la protéine UmuD est
estimé a 180 molécules par cellules, et passe a 2400 en conditions SOS+ (Woodgate and
Ennis, 1991). Alors qu'il n'est pas possible de détecter la protéine UmuC en conditions SOS-,
on estime a 60 le nombre de copies par cellule apres induction du systeéme SOS (S. Sommer).
De plus, l'induction du systéeme SOS permet l'activation de la protéine RecA qui sous sa
forme activée RecA* induit le clivage de la protéine UmuD en UmuD', le complexe UmuD",C
constituant PolV. La protéine UmuC s'associant également avec la forme non clivée d'UmuD,
on peut considérer que l'induction du systeme SOS conduit a la formation d'environ 15
molécules de PolV (UmuD"C) par cellule, alors que cette polymérase est absente en
conditions SOS-.

Ainsi, l'induction du systéme SOS a pour effet d'augmenter le niveau intracellulaire des

deux polymérases PollI et PolV responsables de la TLS au niveau du site Nar™*,

Des expériences de mutagenese menées en paralléle dans une souche sauvage et dans
une souche AumuDC ont montré que l'absence de PolV s'accompagnait d'une diminution de
20 a 30% de la TLS-2 réalisée par Polll, suggérant que PolV contribue partiellement a la
TLS-2 dépendante de Polll (Fuchs et al., 2001).

En plus de ces données obtenues in vivo, des expériences réalisées in vitro ont
confirmées que PolV en présence de RecA et de I'anneau de processivité [ était capable
d'insérer un nucléotide en face de la 1ésion AAF (S.Fuji & R.P.Fuchs, données non publiées),
et que Polll était capable d'¢longer efficacement un intermédiaire glissé —2 (Becherel and
Fuchs, 2001).

Tous ces résultats ont conduit a 1'élaboration du modele présenté Figure 28.
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Figure 28 : Modéle actuel du passage de la lésion Nar3™*" : PollIl ou PolV réalisent I'étape d'insertion en face
de la lésion. Le "lesion-terminus" obtenu peut étre élongé par PolV conduisant a de la TLSO0, ou apreés
isomérisation, par Polll conduisant a de la TLS-2.

Dans ce modele, les polymérases Pollll et PolV sont capables de réaliser 1'étape
d'insertion conduisant a l'intermédiaire LO. Ainsi, lorsque le syst¢tme SOS est induit,
'augmentation de quantité de PolV permet d'augmenter la formation de LO qui pourra étre
pris en charge par PolV ou Polll, ce qui conduira a augmenter la TLS a la fois fidele et
mutageéne. De méme, I'augmentation du niveau d'expression de Polll li¢ a l'induction SOS
permet d'augmenter le niveau de TLS-2. En conditions SOS-, Pollll produit un peu de LO. Le
niveau basal de Polll peut prendre en charge ce L0 dans sa forme glissée pouvant expliquer

les 2% de TLS-2 qui sont observés dans ces conditions.

Par ailleurs, il a ét¢ montré que suite a l'inactivation (partielle ou totale) de la fonction
proofreading de Pollll, la mutagenése —2 n'était plus dépendante de 1'induction du systeme
SOS, mais restait dépendante de Polll. Par contre, 1'inactivation du proofreading ne stimule
pas la voie non-glissée (TLSO) qui continue de dépendre de PolV (Fuchs and Napolitano,
1998).

Au contraire, il a récemment été montré que l'inactivation du proofreading de Pollll
permettait a cette polymérase de répliquer a travers une 1ésion T-T CPD (dimére de Thymine
cis-syn cyclobutane) s'affranchissant ainsi de PolV qui est normalement nécessaire au

franchissement de cette 1ésion (Borden et al., 2002).
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La technique MARI permet d'observer les intermédiaires de réplication bloqués au
niveau de la 1ésion. Dans le cas de la 1ésion AAF, nous avons observé jusqu'a présent une
bande de 58Nt correspondant & un intermédiaire bloqué en L-1, ainsi que des produits de
dégradation de cette bande allant jusqu'a L-5 (nous verrons plus tard que ces produits résultent
de l'activité exonucléase 3'> 5' de la sous-unité €). Par contre, aucun intermédiaire bloqué au
niveau LO n'a été observé. Cette observation suggere que la production de LO soit 1'étape
limitante.

Afin d'essayer de mettre en évidence cet intermédiaire LO et de caractériser ces produits
de dégradation des intermédiaires L-1, j'ai utilisé des souches dans lesquelles la fonction
exonucléasique 3'>5' liée a la sous-unité & de Pollll était soit inactivée (souche mutDJ5), soit

inhibée (souche dna(49).

3.2. Inhibition de l'activité proofreading de Pol 111

3.2.1. La sous-unité € : mutants déficients dans l'activité proofreading

Nous avons vu dans l'introduction que Pollll core était composée de trois sous-unités
dont la sous-unité &€ codée par le géne dnaQ ou mutD. Cette sous-unité posséde une activité
3'>5' exonucléase dont la fonction est de corriger les erreurs d'incorporation (proofreading)
de la polymérase.

¢ joue aussi un role structural important au sein de Pollll core (association o-e-0) de
telle sorte qu'une délétion complete de cette sous-unité est 1étale, sauf en présence d'une
mutation compensatrice sur la sous-unité o (géne dnakF). 1l existe par ailleurs de nombreuses
mutations du geéne dnaQ (ou mutD) qui entrainent une inactivation quasi-totale ou partielle de
l'activité proofreading sans affecter la fonction polymérase de Pollll. Ces mutations sont
compatibles avec la viabilit¢ des cellules. Elles ont par contre pour effet d'augmenter
énormément le niveau de mutagenése spontanée. Ces mutations peuvent étre classées en
alleéles dominants ou récessifs a l'aide d'un test de complémentation : dans ce test, l'all¢le
mutant (porté par le chromosome) est complément¢ a I'aide d'un plasmide a faible nombre de
copies (type mini-F), portant l'allele sauvage dnaQ. Si la mutation est récessive, la
complémentation rétablit un niveau de mutagenése spontanée bas. Si la mutation est
dominante, le taux de mutagenése spontanée reste élévé (Taft-Benz and Schaaper, 1998). Ceci

est illustré Figure 29 pour les mutants mutD35 et dna(Q49.
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Figure 29 : Complémentation des alleles dnaQ (sauvage), mutD5 et dnaQ49. Les barres noires représentent le
taux de mutagenése de l'alléle en question. Les barres grises représentent le taux de mutagenése de l'alléle
complémenté par 'allene dnaQ sauvage porté par un plasmide a faible nombre de copies (type mini-F : 1 ou 2
copies par cellule) (Taft-Benz and Schaaper, 1998).

3.2.1.1. Alléle mutD5

Cet alléle présente une mutation ponctuelle C967>T conduisant a la substitution Thr-
15-Ile (Takano et al., 1986). Cette mutation est dominante (voir Figure 29) et n'altére pas les
interactions avec les autres sous-unités de la polymérase. Elle a pour effet d'inactiver la
fonction exonucléase (Fijalkowska and Schaaper, 1996). On voit Figure 29 que cette mutation
entraine une augmentation de la mutagenése spontanée d'un facteur proche de 100 par rapport
a une souche sauvage. D'autres études de mutagenese spontanée ont montré des fréquences de

mutation de l'ordre de 10* a 10° au-dessus d'une souche sauvage (Kornberg and Baker, 1992).

3.2.1.2. Alléle dnaQ49
Cet alléle présente une mutation ponctuelle A725->C conduisant a la substitution Val-
96-Gly (Takano et al., 1986). Contrairement a l'allele mutDJ5, cette mutation est récessive
(voir Figure 29). La mutation Val-96-Gly a un effet au niveau de la structure de la sous-unité
¢ qui va de ce fait interagir plus faiblement avec les autres ¢léments de Pollll core (a et 0)
(Jonczyk et al., 1998). C'est la perte d'interaction entre a et € qui pourrait rendre compte de la

baisse d'activité proofreading : lorsque la polymérase n'insére pas le bon nucléotide ou
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rencontre un lésion, elle a tendance a se dissocier avant que l'exonucléase n'ait pu agir

(Takano et al., 1986).

3.2.2. Etude de la synthése translésionnelle dans une souche mutD5

Comme nous venons de le voir, la mutation mutD5 a pour effet d'inactiver la fonction
exonucléasique de la sous-unité € de ' ADN polymérase III. La Figure 30 montre la cinétique
de réplication d'un plasmide pCUL-Nar3"*"/Nar+3 qui a été transformé dans trois souches
différentes dont le systeme SOS n'a pas été induit. Il s'agit de la souche sauvage (WT), d'une
souche portant la mutation mutD35, et une souche portant a la fois la mutation mutD35 et la

délétion du geéne polB codant pour Polll.
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Figure 30 : Cinétique de réplication d'un plasmide pCUL-Nar3AAF/Nar+3 dans les souches mutDS5 ,
mutD5ApolB, et sauvage (WT).

Intéressons-nous dans un premier temps aux intermédiaires de réplication bloqués au
niveau de la 1ésion. Dans la souche sauvage, le blocage est observé un nucléotide avant la
lésion (L-1, bande de 58Nt), et I'on observe des intermédiaires de dégradation allant jusqu'a
L-5. En inactivant l'activité exo (souche mutDJ5), ces produits de dégradation (L-2 a L-5)
disparaissent complétement, ce qui nous permet d'attribuer la dégradation des intermédiaires
bloqués observée dans une souche sauvage a l'activité proofreading de PollIl. De plus, dans
cette souche mutD5, on observe également du blocage au niveau du LO : ceci nous permet de
supposer que Pollll a réalisé 1'étape d'insertion, et qu'en l'absence de proofreading, le
nucléotide incorporé en face de la 1ésion n'a pas pu étre excisé. 1l est surprenant de constater

que l'activité exonucléasique de proofreading dans une souche sauvage n'enléve pas
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uniquement le nucléotide mal apparié (en L0O) générant du L-1, mais peut exciser 1, 2, 3, 4, ou
5 nucléotides (voire plus encore).

On observe également dans la souche mutDJ5 un fort taux de mutagenése —2 (TLS-2), de
I'ordre de 30% (Fuchs and Napolitano, 1998). En inactivant Polll dans cette méme souche
(mutD5ApolB), ce taux de TLS mutageéne diminue fortement, et la quantité d'intermédiaires
bloqués en LO augmente, ce qui signifie que Polll utilise cet intermédiaire LO en
conformation "glissée" pour le convertir en produit TLS-2 (Bécherel et al., manuscript en
préparation ; Figure 28). Cette observation confirme ce qui était suggéré dans le modéele
actuel décrit au paragraphe précédent : Polll utilise le LO pour réaliser 1'élongation glissée. Ce
qui est trés surprenant par contre, c'est qu'ici nous sommes dans des conditions SOS- : c'est
donc le niveau basal de Polll qui est suffisant pour réaliser cette étape d'élongation (Fuchs and
Napolitano, 1998). Le niveau d'expression de Polll déterminé par Western Blot est identique
dans la souche sauvage et dans la souche mutD5 (E. Bertrand). Dans une souche sauvage en
conditions SOS-, le niveau basal de Polll est incapable de réaliser efficacement la TLS-2
(2%) probablement par manque d'intermédiaire LO. Nous proposons qu'il y ait compétition au

niveau du substrat L0 entre 'activité d'élongation par Polll et I'exonucléase liée a Pollll.

Cette observation nous conduit & envisager une nouvelle hypothése pour le modele
décrit au paragraphe 3.1. : l'augmentation de mutagenese —2 en conditions SOS+ serait due a
une inhibition de l'activité de proofreading de Pollll, ce qui permettrait a Polll de "gagner" la
compétition et de réaliser 1'élongation glissée du LO conduisant a la mutagenése —2. Ceci avait
déja été suggéré par le passé (Woodgate et al., 1987) sans que toutefois les auteurs n'aient pu
apporter la preuve moléculaire de cette inhibition.

Pourtant, méme en conditions SOS+, nous n'avons jamais pu observer d'intermédiaires
L0, ce qui indique que l'inhibition du proofreading, si elle a lieu, n'est que partielle. Est-ce que
ce mode¢le reste valable si l'inhibition de 1'exonucléase n'est que partielle ? Afin de répondre a
cette question, j'ai réalisé le méme type d'expériences dans une souche ou l'activité

proofreading n'est pas inactivée, mais réduite : cette souche porte la mutation dna(Q49.

Remarque : dans la souche mutD5 en ['absence de Polll, on observe encore un
faible taux de mutagenese —2 qui a pu étre réalisée par Pollll. En effet, Pollll a
etée montrée capable de réaliser cette extension mutagene in vitro (S.Fuji &
R.P.Fuchs, données non publiées). Dépourvue ici de son activité proofreading, on
imagine aiséement qu'elle puisse réaliser cette méme extension in vivo.
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3.2.3. Etude de la souche dnaQ49

Nous avons vu que la mutation dnaQ49 réduit l'activité proofreading en déstabilisant la
structure de Polll core (Jonczyk et al., 1998). La Figure 31 montre la cinétique de réplication
d'un plasmide pCUL+Nar3**F/Nar+3 transformé dans les souches dnaQ49 et dnaQ49ApolB

dont le systeme SOS n'est pas induit.
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Figure 31 : Cinétique de réplication des plasmides pCUL- et L+ Nar3**/Nar+3 dans les souches dnaQ49 et
dnaQ49ApolB

Dans la souche dna(Q49, on observe une forte intensité au niveau des intermédiaires
bloqués en L-1. L'activité exonucléase bien que toujours présente (L-2 = L-5) est beaucoup
plus faible que celle observée dans une souche sauvage (Figure 30).

La TLS-2 est également trés importante dans cette souche (~30%) et toujours

dépendante de Polll. Ainsi, malgré que l'inactivation de l'activité proofreading ne soit que
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partielle dans cette souche dna(Q49, le niveau basal de Polll (nous sommes en conditions
SOS-) est suffisant pour "gagner" la compétition contre l'activité exonucléase réduite pour la
prise en charge du LO.

Ceci confirme 1'hypothése émise précédemment (paragraphe précédent et Fuchs and
Napolitano, 1998). L'augmentation de mutagen¢se —2 en conditions SOS+ pourrait étre en
partie due a une inhibition de l'activité de proofreading de Pollll, permettant a Polll de gagner

la compétition et de réaliser 1'élongation glissée du LO conduisant a la mutagenése —2.

J'ai donc essayé¢ de visualiser cette hypothétique inhibition de proofreading induite par

l'activation du systeme SOS.

Remarque : 1l est difficile dans cette expérience de comparer les intermédiaires
bloqués entre les deux souches utilisées (dnaQ49 et dnaQ49ApolB) puisque pour
un temps donné, l'intensité de réplication du brin non endommagé (63Nt) est plus
faible pour le double mutant (dnaQ49ApolB) que pour la souche dnaQ49. La
capacité de réplication du lot de cellules compétentes dnaQ49 est supérieure a
celle du lot dnaQ49ApolB ce qui est confirmé par ailleurs par un taux de
compétence différent pour ces deux souches. De ce fait, l'intensité de blocage sera
elle aussi différente. Cette divergence peut s'expliquer par le fait que les deux lots
de cellules compétentes n'ont pas été préparés en méme temps, ce qui peut
expliquer la différence de compétence d'un lot a l'autre. On peut néanmoins
comparer le niveau de ces intermédiaires bloqués en normalisant leurs intensités
au niveau de réplication des cellules qui est estimé par la bande de 63Nt
représentant la réplication du brin non-endommage.

3.3. Inhibition du proofreading de Pol III au cours de la réponse

SOS ?

*Estimation de l'activité proofreading

Nous avons décidé d'estimer l'activité de la fonction proofreading dans une souche
donnée au cours de la réponse SOS en mesurant l'intensité de la bande L-1 (et LO le cas
échéant), et en normalisant l'intensité de cette bande par rapport a l'activité de réplication de la
souche. Nous avons vu que l'activité proofreading entrainait une dégradation des
intermédiaires bloquées allant au-dela de L-5. Ainsi, on peut considérer que la bande L-1
représente les intermédiaires bloqués qui n'ont pas été dégradés par la fonction exonucléase de
Pollll : en d'autres termes, l'intensité de cette bande serait "inversement proportionnelle” a

l'activité de proofreading.
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Nous venons de voir qu'en inhibant soit totalement (mutDJ5) soit partiellement (dna(Q49)
l'activité proofreading, le niveau basal de Polll reste suffisant pour produire un fort taux de
TLS-2. Ceci qui nous a conduit a analyser I'efficacité de la fonction proofreading au cours de
l'induction du systéme SOS.

Afin de conduire cette analyse, j'ai étudié¢ les intermédiaires de réplication bloqués
(aprés 20 minutes) au niveau du site Nar3**" ainsi que leur dégradation dans une souche
sauvage induite ou non aux UV (50 et 90 J.m™). Cette méme expérience a été réalisée en
parallele dans une souche délétée pour les deux polymérases translésionnelles impliquées ici
(Polll : ApolB et PolV : AumuDC) afin d'éviter une éventuelle prise en charge de L-1 par
PolV ou de LO par Polll ou PolV. Ces résultats sont présentés Figure 32. Dans cette
expérience, les produits de TLS ne sont pas visibles pour la souche sauvage car l'analyse a été

réalisée a un temps court (20min).
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Figure 32 : Visualisation de l'effet de l'induction SOS sur ['activité proofreading : le systeme SOS est induit par
irradiation aux UV (50 ou 90 J.m-2). L'inhibition du proofreading est estimée par le niveau d'intermédiaires de
réplication bloqués en L-1 non dégradeés.

Au cours de cette expérience, les cellules ont été irradiées par de fortes doses UV, ce
qui a conduit a un taux de survie relativement faible : de I'ordre de 2-3% pour la dose de 50J
et 0,1-0,3% pour la dose de 90J. De ce fait, I'activité de réplication de ces lots de cellules a été
fortement affectée comme le montre l'intensité de réplication du brin non endommagé (bande
de 63Nt) si I'on compare la souche non-irradiée aux deux souches irradiées.

Malgré ceci, on peut quantifier le niveau de blocage (Figure 33) en normalisant
l'intensité de la bande L-1 par rapport a 'activité de réplication des cellules estimée grace a la
bande de 63Nt. On observe alors que le blocage est bien supérieur (d'un facteur 3 a 5) pour les

cellules induites que pour les cellules non-induites.
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Figure 33 : Quantification des intermédiaires de réplication L-1 en fonction de l'induction du systeme SOS
(exprimée en dose d'UV). La quantité d'ADN est normalisée par rapport au niveau de réplication du brin non
endommagé (63Nt). WT'=souche sauvage. AA=double mutant ApolBAumuDC.

Pour un méme niveau de réplication , l'intensité des bandes L-1 est supérieure quand le
systeme SOS est induit : les intermédiaires bloqués sont moins dégradés dans ces conditions
ce qui tend a confirmer notre hypothése : l'activité proofreading serait partiellement inhibée

lorsque le systeme SOS est induit.
La méme expérience a été réalisée dans une autre souche (JM103uvrAmutS) induite ou

non aux UV (5I.m™ ; 10% de survie). Dans cette expérience (présentée Figure 34), tous les

points ont été dupliqués (préparation de deux lots de cellules compétentes).
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Figure 34 : Visualisation de l'inhibition du proofreading par l'induction SOS. Le plasmide pCUL-
Nar3***/Nar+3 est transformé dans des cellules JM103uvrAmutS (2 expériences indépendantes exp 1 et exp 2)
induites (+) ou non (-) aux UV (5J.m” ; 10% de survie). L'ADN est extrait aprés 30 minutes.

Dans cette expérience, l'irradiation a 5J.m™ conduit a une survie cellulaire d'environ
10%. De ce fait, les deux lots de cellules SOS- et SOS+ présentent un niveau de réplication
comparable, la réplication du brin non endommagé (63Nt) étant similaire. On peut donc
visuellement comparer directement l'intensité des bandes de blocage (58Nt et inférieures)

entre elles (Figure 35).
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Figure 35 : Quantification des bandes L-1. L'intensité de ces bandes est inversement proportionnelle a l'activité
proofireading

Apres quantification du gel, on observe a nouveau dans ces deux expériences
indépendantes une augmentation d'un facteur 2 a 3 du niveau des intermédiaires bloqués (L-1)

dans les cellules induites aux UV.

Cette observation confirme I'hypotheése émise plus haut : l'activité exonucléasique de

proofreading est inhibée lorsque le systeme SOS est induit.
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IV. Structure et dynamique de la fourche de réplication

1. Jusqu'ou I'hélicase DnaB peut-elle progresser lorsque la
synthese est bloquée sur 1'un des brins ?

La réplication normale des deux brins d'un ADN non-endommagé se fait de manicre
coordonnée. En effet, nous avons observé que la cinétique de réplication des brins leading et
lagging d'un plasmide non-endommag¢ est identique (Figure 1 de l'article et Figure 23), ce qui
est compatible avec un couplage de la synthése des deux brins.

Au contraire, les plasmides monomodifiés utilisés jusqu'ici présentent un découplage
total de la synthése des brins leading et lagging. La distance séparant la lésion de la fin du
plasmide dans ces constructions est d'environ 1kb (plasmide pCU). Le découplage observé
implique que I'hélicase DnaB soit capable de dérouler I'ADN sur cette distance bien que I'une
des polymérases de I'holoenzyme soit bloquée.

Suite a cette premicre série d'expériences, nous avons souhaité voir l'effet de
I'augmentation de la distance entre la 1ésion bloquante et le terminus de réplication sur la
synthése coordonnée des deux brins. En d'autres termes, sur quelle distance I'hélicase DnaB
est-elle capable de progresser avant de s'arréter ?

Ne disposant pas encore a I'heure actuelle d'une technologie permettant de placer une
Iésion unique sur le chromosome bactérien, nous avons essayé de répondre a cette question en
utilisant des plasmides plus longs. Il s'agit de plasmides de la série pKB110 : ces plasmides
portent la méme origine de réplication unidirectionnelle (ColE1) ainsi que la résistance a
'ampicilline. Ils sont plus longs (4,6kb) et présentent une distance entre la Iésion et la fin du
plasmide de 3,3kb. La Figure 36 montre la localisation de la 1ésion par rapport a l'origine de
réplication et la fin du plasmide pour les plasmide pCU et pKB (ces plasmides sont décrit plus

en détail dans la partie matériels et méthodes).
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Figure 36 : Carte simplifiée des plasmides pCU et pKB indiquant la distance entre l'origine de réplication et la
lésion, ainsi qu'entre la lésion et la fin du plasmide.

Les résultats obtenus avec ce type de plasmide portant une lésion sur le brin leading
(pKB110 L-Nar3***/Nar+3) dans une souche IM103uvrdmutS induite pour le systétme SOS

sont présentés dans la Figure 37, ainsi que leur quantification Figure 38.
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Figure 37 : Cinétique de réplication d'un plasmide non-endommagé (pKB110L-Nar0/Nar+3) et d'un plasmide
portant une lésion AAF sur le brin leading (pKB110L-Nar3***/Nar+3) dans une souche JM103uvrAmutS dont
le systeme SOS est induit (SOS+).
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Figure 38 : Représentation graphique (aprés quantification du gel Figure 37) de la cinétique de réplication des
plasmides pKB110 portant ou non une lésion sur le brin leading. moy N0 : cinétique moyenne de réplication des
deux brins du plasmide non-endommagé. N3_lagging : cinétique de réplication du brin non endommagé
(lagging) du plasmide pKB110Nar3***/Nar+3. TLS : cinétique de la synthése translésionnelle.

Les points représentés sur ce graphique sont issus d'une seule expérience d'ou I'absence
de barres d'erreur pour le plasmide endommagé. Pour le plasmide non-endommagé, nous
avons moyenné les valeurs correspondant a la synthése des brins leading et lagging.

L'analyse de ces résultats préliminaires nous permet de tirer les conclusions suivantes
qui devront étre confirmées par des expériences supplémentaires.

Le temps de doublement de ces plasmides est le méme que celui précédemment mesuré
pour les plasmides pCU, c'est-a-dire de 11 minutes. Le décalage de la courbe représentant la
TLS (réplication du brin endommagé) par rapport a la réplication des deux brins du plasmide
non-endommagé est toujours d'environ 50 minutes : le temps de passage de la Iésion AAF n'a
pas changé. Par contre, le décalage entre les deux brins du plasmide endommagé n'est plus
que d'environ 30 minutes. Nous suggérons que le "retard" d'environ 15 minutes que prend le
brin lagging du plasmide endommagé par rapport aux deux brins du plasmide non-
endommagé refléte un "couplage partiel" de la synthése des deux brins du plasmide
endommagé.

Ce retard de 15 minutes du brin lagging pourrait étre la conséquence du blocage de la
réplication du brin leading. Pourtant, le brin lagging n'est pas totalement bloqué puisqu'il
apparait plus tot que le brin leading qui porte la 1ésion. Ceci peut s'expliquer de deux
manieres:

(1) Le découplage entre brin leading et lagging a toujours lieu, mais il s'installe aprés un

certain délai. L'hélicase continue sa progression sur les 3,3kb restant a répliquer, mais elle est
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ralentie ce qui explique le retard de 15 minutes pris par le brin non-endommagé. On peut dans
ce cas parler de "retard au découplage". Cette hypothese parait peu probable. En effet, la
vitesse de progression de 1'hélicase lorsqu'elle n'est pas stimulée par la polymérase est de
35Nt/s (Kim et al., 1996a). En admettant que les 3,3kb restant a répliquer en aval de la lésion
soient répliqués a cette vitesse, le retard pris par le brin lagging sera de 1'ordre de 90s. Or,
nous observons ici un retard de 1'ordre de 15 minutes.

(i1) Dans I'autre hypothése, on peut imaginer que I'hélicase est ralentie par le blocage de
la polymérase leading, et que dans certains cas elle s'arréte complétement entrainant l'arrét de
la réplication du brin lagging et par conséquent un blocage de la fourche. Dans d'autres cas, sa
progression sera suffisante pour atteindre la fin du plasmide, et le produit de réplication
obtenu pourra étre amplifié. On parlera dans ce cas de "découplage partiel" par opposition au
découplage total observé précédemment avec des plasmides plus courts (série pCU). On peut
¢galement parler de "couplage partiel" par opposition au couplage total observé avec le
plasmides ne portant pas de 1ésion.

Cette derniére hypothése faisant intervenir la notion de "découplage partiel" ou de
"couplage partiel" (nous utiliserons indifféremment les deux appellations) parait plus
plausible.

Nous verrons au cours de la discussion que l'analyse de données obtenues par une

approche génétique viendra conforter ce modele de couplage partiel.

2. Mise en évidence d'événements de type 'contournement de

dommages"

Les éveénements de contournement de dommage ou DA (Damage Avoidance)
s'apparentent & des événements de recombinaison car il y a tranfert de matériel génétique d'un
brin a l'autre. La mise en évidence d'un éventuel échange d'information génétique entre brins

requiert la présence de marqueurs de brin au voisinage de la 1ésion.

Les plasmides utilisés jusqu'a présent ne permettaient pas de mettre en évidence ce type
de mécanismes. En effet, le contournement du brin endommagé au niveau de la I1ésion

entraine "l'incorporation" de la boucle de 3 nucléotides qui se trouve en face de la Iésion. De
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ce fait, le produit de DA devient digestible par Nlalll aprés réplication et co-migre avec le
produit de réplication du brin non endommagg.

Nous avons donc décidé de construire une nouvelle série de plasmides semblables aux
précédents de la série pKB110, mais possédant un marqueur supplémentaire sous forme d'une
boucle de 2 nucléotides en 5' de la boucle de 3 nucléotides sur le brin marqueur. 1l s'agit des
plasmides pKB110 L- et L+ Nar3"**"/Nar+3+2 portant respectivement la 1ésion AAF sur le
brin leading et lagging. Ces plasmides ainsi que les produits de TLS et de DA qui en sont

théoriquement issus sont représentés Figure 39.

B A
5 AAF N
3 U 5
boucle Nar+3 boucle +2 (Apal)
B' A'
lRépIication
TLS 5' Ii\AF 3'
5 @AF 3 B A
A o> QAF 3
B' A' ‘ \__/ A
’ S S E B'

Figure 39 : Position des boucles des plasmides pKB110Nar/Nar+3+2. A, A', B et B' représentent les marqueurs
qui seront échangés au cours des mécanismes de DA. Le brin bloqué au niveau de la lésion a deux issues : la
synthese translésionnelle (TLS), ou le contournement de la lésion (DA) prenant ainsi le marqueur B' (boucle

+3). Ce dernier est différenciable du produit de réplication du brin non endommagé qui posséde en plus la
boucle +2 (marqueur A').

Ainsi, alors qu'un produit de TLS portera les marqueurs A et B, un produit de DA
présentera les marqueurs A et B'. Les produits de réplication du brin non-endommagé

présenteront les marqueurs A' et B'.

Ces constructions portant une lésion AAF sur le brin leading (pKB110 L-
Nar3***/Nar+3+2) ou ne portant pas de 1ésion (pKB110 L- Nar0/Nar+3+2) ont été introduites
dans une souche IM103uvr4AmutS dont le systeme SOS a été préalablement induit aux UV. La
cinétique de réplication de ces plasmides a été suivie par la technique MARI : le résultat est
réprésenté Figure 40. Le produit de contournement de dommages attendu (combinaison des

marqueurs A et B') apparait sur le gel au niveau de la bande de 63Nt.
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Figure 40 : Analyse de la TLS et du contournement de dommages : cinétique de réplication d'un plasmide non

endommagé (NarO) ou portant une lésion AAF (Nar3**) dans une souche JM103uvrAmutS dont le systéme

SOS est induit

On observe sur ce gel la bande attendue a 63Nt qui correspond a la combinaison des
marqueurs A et B' sur un méme brin. Pourtant, il est surprenant d'observer également cette
bande pour le plasmide non-endommagé. On peut expliquer 'apparition de cette bande en
'absence de 1ésion par des mécanismes de réparation "parasite" de type mismatch repair qui
agissent sur la bouche +2, et ce malgré l'utilisation d'une souche portant un allele mutS
inactivé. La réparation de la boucle +2 au niveau du brin marqueur conduit a la transformation
du marqueur A' en A : on aura donc sur ce brin la combinaison A-B' sans qu'il y ait eu de
phénomenes de contournement de dommages. On peut supposer que cette méme réparation

s'est produite a un taux similaire sur le plasmide endommagg.
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Cependant, l'intensité de ces bandes (63Nt) est plus importante pour le plasmide portant
I'AAF que pour le plasmide non-endommagé. On peut donc supposer que la différence
représente effectivement les phénoménes de contournement de dommages que nous avons

souhaité mettre en évidence.

Remarque : malgré l'utilisation d'alléles uvrA et mutS mutés, nous venons de voir
que la boucle +2 du marqueur A' est réparée partiellement. D'autres événement
de réparation se sont également produits et sont visibles sur le gel. La Figure 41
montre les especes moléculaires attendues lors des différents évenements de
réplication, de blocage, ou de contournement de lésion dans le cas attendu ou les
boucles ne sont pas réparées, mais également les différentes possibilités de
réparation des boucles et les fragments qui en résultent.
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Figure 41 (page précédente) : Différentes espéces moléculaires attendues selon les événements survenus dans la
cellule (TLS — blocage — Contournement du dommage) lors de la réplication du plasmide pKB110Nar/Nar+3+2
non réparé, ou apres réparation de l'une ou l'autre des boucles

Les différentes bandes obtenues sur le gel (Figure 40) peuvent s'expliquer (en fonction
des prédictions de la Figure 41) de la manicre suivante :

-92Nt : cette bande de forte intensité et constante au cours du temps représente le
plasmide resté associé aux cellules mais qui n'est jamais répliqué (uptake).

-90Nt : cette bande n'est pas attendue pour un plasmide non réparé. Elle est constante au
cours du temps et peut s'expliquer comme étant une fraction du plasmide non répliqué (bande
majeure a 92Nt) dont la boucle de deux nucléotides a été réparée (Figure 41C.). Une grande
partie de ce plasmide réparé —2 ne s'est pas répliquée et apparait sous la forme de cette bande
constante a 90Nt. Une faible fraction va se répliquer et se retrouver de ce fait comme la bande
de 63Nt que I'on voit apparaitre en fonction du temps. Cette bande de 63Nt ne peut pas étre
issu de mécanismes de contournement de dommages pour le plasmide qui ne porte pas de
1ésion.

-89Nt : cette bande non plus n'est pas attendue pour un plasmide non réparé. Son
intensité augmente en fonction du temps, et elle n'apparait que pour le plasmide ne portant pas
de 1ésion. Elle peut s'expliquer par la réplication du brin leading aprés qu'une faible fraction
ait été "réparée" par l'incorporation de la boucle +2 présente sur le brin opposé (Figure 41B.).
On ne voit pas apparaitre cette bande pour le plasmide endommagé car le taux de TLS
nécessaire a I'apparition de la bande est trop faible. On voit par contre le produit de blocage de
ce plasmide réparé qui apparait a 60Nt.

Cette bande peut également étre issue de la réparation de la boucle +3 (Figure 41E.).
Cette réparation n'a pu se produire qu'en l'absence de 1ésion, car il parait difficile de réparer
une boucle en utilisant une séquence endommagée comme matrice. Ceci explique également
qu'on ne voit apparaitre cette bande que pour le plasmide non endommagg.

-87Nt : il s'agit de produit de réplication attendu du plasmide non-endommaggé, ainsi que
du produit de TLSO du plasmide portant la 1ésion (Figure 41A..).

-85Nt : TLS-2 attendue pour le plasmide endommagé (Figure 41A.).

-65Nt : produit de réplication du brin lagging non réparé.
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-63Nt : Nous l'avons vu, cette bande est le résultat des événements de contournement de
dommages (Figure 41A.). Elle peut également étre issue de la réparation de la boucle +2
(Figure 41C.).

Cependant, cette bande peut également refléter la réparation par excision de type NER
et incorporation de la boucle +3 qui se serait produite sur le plasmide non endommage, ou sur
le plasmide portant la Iésion AAF, réparant ainsi cette 1ésion (Figure 41E.). Dans ce cas,
I'augmentation de la bande de 63Nt en présence de la lésion pourrait s'expliquer par une
augmentation de ces phénoménes de réparation induite par la 1ésion, et non plus par des
mécanismes de DA... Néanmoins, ces phénomenes restent trés peu probables dans nos
conditions pour deux raisons : (i) le systéme NER est inactivé dans les souches utilisées par la
mutation uvrA6. (ii) il a été montré que la 1ésion AAF dans une structure ADN hétéroduplexe
était résistante a la réparation par NER (Delagoutte et al., 1996).

-60Nt : cette bande n'apparait que pour le plasmide portant une lésion, et semble
d'intensité constante. Elle peut s'expliquer comme nous l'avons vu précédemment par le
blocage au niveau de la 1ésion (L-1) d'une fraction du plasmide ayant été "réparé" par
incorporation de la boucle +2 (Figure 41B.).

-58Nt : blocage au niveau de la 1ésion (L-1).

La méme expérience a été réalisée dans la méme souche (JM103uvrAmutS) non induite
pour le systeme SOS, en utilisant des plasmides non-endommaggs, portant une 1ésion AAF
sur le brin leading (pKB110 L-) ou sur le brin lagging (pKB110 L+). Les résultats sont

présentés Figure 42.
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Figure 42 : Analyse de la TLS et du contournement de dommages : cinétique de réplication d'un plasmide non
endommagé (NarO) ou portant une lésion AAF (Nar3**F) sur le brin leading ou lagging, dans une souche
JM103uvrAmutS dont le systéme SOS n'est pas induit

Dans ces conditions ou le systétme SOS n'est pas activé, le niveau de réparation des
boucles est identique a celui observé en condition SOS+, quelle que soit 'orientation du
plasmide (leading ou lagging). L'intensité de la bande de 63Nt (réparation —2 et/ou DA) est
toujours supérieure en présence de la Iésion, ce qui laisse supposer que des phénoménes de
contournement de dommages se sont effectivement produits. Il apparait en plus ici une bande
de 87Nt d'intensité constante au cours du temps dont l'origine peut étre la co-réparation des

deux boucles du brin marqueur.
En conclusion de ces deux expériences, nous avons pu observer que malgré 1'utilisation

de souche déficientes pour le NER (Nucleotide Excision Repair : géne uvr4) et pour le MMR

(Mismatch repair : gene mutS), de la réparation partielle des boucles subsiste et vient
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perturber 1'analyse des événements de contournement de dommages pour laquelle étaient
congus ces plasmides. Est ce que cette réparation résiduelle est due au fait que les alleles
utilisés (uvrA6 et mutS srl::Tnl0) autorisent une activité¢ résiduelle de ces genes, ou bien
existe-t-il une autre fonction de réparation dans la cellule ?

L'utilisation de nouvelles souches ou l'activité de réparation de boucle et d'excision de
nucléotides seront totalement inactivées sera nécessaire pour clarifier cette étude. On peut
malgré tout supposer que des mécanismes de contournement de dommages se sont produits
dans les plasmides portant une 1ésion AAF. Nous discuterons I'existence de ces événements

sur la base d'expériences de génétique au cours de la discussion.
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Partie II1.- Discussion / Conclusions

I. Analyse de la TLS in vivo par I'approche clonale :

complémentarité avec I'approche moléculaire

1. Principe de I'analyse clonale

Les plasmides de la série pCU (utilisés au paragraphe Partie IL.- II. ) ont été¢ mis au point
et utilisés antérieurement dans des études génétiques de mutagenése induite (Broschard et al.,
1999; Koffel-Schwartz et al., 1996 ). Ils permettent I'étude de la TLS par analyse des colonies
issues de la transformation par ces vecteurs. L'analyse de la TLS mutagene est faite de la
fagon suivante : le site de restriction Narl qui porte la 1ésion AAF, est localisé au début de la
séquence codante du geéne lacZ' de facon a décaler le cadre de lecture de deux nucléotides par
rapport a la séquence sauvage du gene /acZ’, inactivant ainsi l'expression de ce géne. Les
bactéries transformées par ce plasmide poussent sur ampicilline puisque le plasmide apporte
la résistance a cet antibiotique, et forment des colonies "blanches" sur milieu indicateur
puisque le géne lacZ' est hors phase.

Si au cours de la réplication du plasmide dans la cellule, une mutation par délétion de
deux nucléotides se produit, le géne lacZ' sera exprimé et la colonie présentera une couleur
bleue sur milieu indicateur X-gal.

Le rapport des colonies bleues sur le nombre total des colonies permet d'obtenir le taux

de mutagenese qui correspond a des événements de TLS mutagéne.

2. Découplage total de la synthése des deux brins observé avec
les plasmides "courts"

Au cours de la partie "Résultats", nous avons observé grace a la technique MARI la
réplication d'un plasmide pCU portant une lésion AAF dans des cellules dont le systéme SOS
était induit. Nous avons pu mettre en évidence par cette étude des événements de TLS-2
(bande de 85Nt). L'intensité de cette bande de 85Nt représente environ 3% de la bande de

63Nt qui correspond au produit de réplication du brin non-endommagé.
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Appelons les plasmides issus des événements de TLS-2 "plasmides bleus", et les autres
"plasmides blancs", ces deux appellations correspondant au phénotype 1i¢ a chacun de ces
plasmides.

Le fait que les plasmides bleus ne représentent que 3% des plasmides blancs refléte la
durée moyenne qu'il a fallu pour faire la TLS (50 minutes). Pendant ces 50 minutes, alors que
le brin endommagé était bloqué, le découplage de la synthése des deux brins a permis au brin
non-endommagé de se répliquer et de s'amplifier avec un temps de doublement de 11 minutes.
L'installation du déséquilibre de synthése entre les deux brins 1ié¢ au découplage est illustrée

Figure 43.
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Figure 43 : Illustration du déséquilibre entre "plasmide bleu" et "plasmide blanc" au cours de la synthése
translésionnelle. Ce déséquilibre est dii aux 50 minutes qui sont nécessaires a la réplication du brin endommagé.
Les plasmides bleus représentent environ 3% des plasmides blancs ("clone moyen”).

Cette illustration issue des expériences MARI donne une représentation des événements
moléculaires qui se sont produit sur l'ensemble des cellules transformées. Elle représente donc

ce qui s'est produit au niveau de la moyenne des clones, ou au niveau "d'un clone moyen".
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Cette approche moléculaire ne donne pas accés aux événements qui se sont produits au
niveau de clones individuels. Ainsi, certains clones auront pu réaliser la TLS en un temps
supérieur ou inférieur a 50 minutes, conduisant a un déséquilibre plus ou moins important
entre plasmides bleus et plasmides blancs au sein d'une méme cellule (Figure 44).

Temps de passage plus long Temps de passage plus court
O O O 0000
O 0000
0000000000000000

0,00,0000000000000 0,00.0000000000000

Figure 44 : Variation du déséquilibre entre plasmides bleus et plasmides blancs selon le temps nécessaire au
passage de la lésion d'un clone a un autre.

L'analyse génétique permet d'appréhender les mémes phénoménes par une approche
clonale par opposition a I'approche moléculaire (analyse de moyenne) que permet la
technique MARI.

L'analyse clonale (analyse de distribution) est faite selon le schéma suivant (Figure 45) :
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Transformation secondaire
(plasmides extraits des colonies bleus)

Transformation primaire
(plasmides monomodifiés)

Figure 45 : Analyse génétique de la TLS : a l'issue d'une transformation primaire, les plasmides monomodifiés,
s'ils sont répliqués de maniére mutagene vont donner lieu a des colonies bleues. L'extraction des plasmides de
ces colonies bleues et leur re-transformation (transformation secondaire) permet de déterminer le nombre de
plasmides bleus et de plasmides blancs présents au départ dans une colonie "primaire" bleue : la distribution
des colonies secondaires blanches et bleues reflete le temps nécessaire a la TLS.

Les plasmides monomodifiés sont électroporés dans des cellules dont le systéeme SOS
est induit. Cette transformation primaire nous permet apres étalement sur milieu indicateur et
comptage des clones bleus, de déterminer le nombre de cellules ayant établi un plasmide de
manic¢re mutagéne. Ce taux de mutagenese ainsi observé est d'environ 20% dans nos
conditions.

Il est important de noter ici que le phénotype bleu conféré par les plasmides ayant fait
de la TLS-2 est dominant. En effet, quelque soit le nombre de plasmides n'ayant pas subit
d'événements mutagénes ("plasmides blancs") contenus dans la cellule, il suffit dun seul
plasmide ayant fait de la TLS-2 ("plasmide bleu") pour que la cellule présente le phénotype
bleu.

Il semblait donc intéressant de déterminer le rapport entre plasmides bleus et plasmides
blancs au sein des colonies bleus issus de la transformation primaire. Cette analyse a été
réalisée sur quelques centaines de colonies bleues afin d'établir un histogramme de

distribution (N. Koffel). L'histogramme obtenu est représenté Figure 46.
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OpCuU L- (lagging)
EpCU L+ (leading)

Répartition des clones analysés (%0)

Pourcentage de bleus 100

Figure 46 : Répartition des plasmides "blancs" et "bleus" au sein des clones bleus issus de la transformation
primaire pour les plasmide pCU_L+Nar3***/Nar+3 (Iésion sur le leading) et pCU_L-Nar3***/Nar+3 (Iésion sur
le lagging) — environ 100 colonies analysées. (N. Koffel)

Il ressort de cette analyse que dans la majorité des cas, les clones qui ont établit un
plasmide de maniére mutagéne (clones bleus) contiennent 10% de plasmides bleus et 90% de
plasmides blancs. Ce déséquilibre entre le nombre de plasmides bleus et le nombre de
plasmides blancs au sein d'un méme clone traduit le délai qu'il a fallu pour faire la TLS dans
ce clone (voir Figure 43).

Ainsi, cette étude génétique a montré que 20% des clones établissaient un plasmide de
maniére mutagene, et que ces clones bleus comportaient en moyenne 10% de plasmides bleus
ce qui nous permet de retrouver (20% x 10% = 2%) approximativement les 3% de plasmides
bleus obtenus par l'approche moléculaire (MARI).

L'approche clonale (étude génétique) et I'approche moléculaire (technique MARI) sont

globalement en accord tout en apportant des informations complémentaires.

3. Couplage partiel de la synthése des deux brins observé avec
des plasmides "longs"

La réplication des deux brins d'un plasmide ne portant pas de 1ésion se fait de maniere
couplée. L'analyse moléculaire de la réplication d'un plasmide non-endommagé a montré une
cinétique identique pour la synthése des deux brins traduisant ce couplage (voir paragraphe

Partie II.- II. ). Une analyse clonale a été réalisée en utilisant un plasmide hétéroduplexe
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présentant sur un des brins le géne /acZ fonctionnel (phénotype bleu), et sur l'autre brin un
gene lacZ non fonctionnel (phénotype blanc). L'histogramme de répartition issu de cette
analyse (réalisée dans une souche déficiente pour la réparation de mésappariements) a montré
que toutes les colonies contenaient environ 50% de plasmides bleus et 50% de plasmides
blancs (R. Janel) : le couplage entre la syntheése des deux brins est total dans un plasmide non-
endommagé.

L'utilisation de plasmides pCU (plasmides "courts") portant une 1ésion a montré un
découplage total de la synthése des deux brins.

L'utilisation des plasmides de la série pKB110 ou la distance entre la lésion et la fin du
plasmide est allongée par rapport au plasmides pCU nous a conduit a émettre I'hypothese d'un
couplage partiel de la synthése des deux brins lorsque le brin leading rencontre une 1ésion. Le
modele proposé stipule que 1'hélicase est ralentie par le blocage de la polymérase "leading".
Dans certains cas elle s'arréte complétement entrainant un blocage de la réplication du brin
lagging et par conséquent un blocage de la fourche. Dans d'autres cas, sa progression sera
suffisante pour atteindre la fin du plasmide, et le produit de réplication obtenu pourra étre
amplifié.

Afin de vérifier cette hypothése, 1'analyse clonale de la TLS a été réalisée avec ces
plasmides. A l'issue de la transformation primaire, le taux de mutagenése —2 est identique a
celui obtenu avec les plasmides pCU, c'est-a-dire d'environ 20%. Par contre, I'analyse de la
répartition des plasmides bleus au sein des colonies bleues primaires est trés différente de
celle obtenue pour les plasmides pCU (N. Koffel). La Figure 47 montre 1'histogramme de

répartition pour les plasmides pCU et pKB portant tous deux la 1ésion sur le brin leading.
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Figure 47 : Répartition des plasmides "blancs" et "bleus" au sein des clones bleus issus de la transformation
primaire pour les plasmide pCU_L+Nar3***/Nar+3 (Iésion sur le leading) et pKB110_L-Nar3***/Nar+3 (Iésion
sur le leading) — environ 100 colonies analysées. (N. Koffel)
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Alors que pour les plasmides courts (pCU), la majorité des clones bleus ne contenait en
moyenne que 10% de plasmides bleus, la répartition des plasmides bleus est beaucoup plus
large pour des plasmides plus longs (pKB110). Nous avons vu que le déséquilibre entre
plasmides bleus et plasmides blanc au sein d'un méme clone reflétait le temps nécessaire a la
réplication du brin endommag¢ alors que le brin non-endommagé se répliquait normalement.
Le fait que ce déséquilibre soit moins important ici suggere que la réplication des deux brins
du plasmide s'est faite dans un temps plus rapproché.

La distribution dispersée des clones analysés est en accord avec l'hypothése de
"couplage partiel" émise plus haut : dans certains clones, le découplage s'est produit de
manicre précoce entrainant un fort déséquilibre en faveur des plasmides blancs. Dans d'autres
clones, la fourche s'est arrétée entrainant une répartition plus équilibrée des plasmides bleus et
blancs au sein de la colonie. Il est par contre assez surprenant d'observer dans certaines
colonies un déséquilibre en faveur des plasmides bleus. On peut imaginer que le redémarrage
de la fourche bloquée dans ces clones s'est fait avec un retard du brin lagging et par

conséquent un déficit en plasmides blancs.

En conclusion, on observe un découplage de la synthése des deux brins dans ces
plasmides plus longs, mais ce découplage n'est plus que partiel. Pour certaines molécules, un
blocage au niveau de la réplication du brin leading semble géner la progression de I'hélicase
jusqu'a la stopper. Pour d'autres molécules, la progression de I'hélicase reste possible sur les
3,3kb restant a répliquer dans ces plasmides : le découplage est donc partiel.

Nous discuterons plus loin (paragraphe II. ) I'incidence de ce découplage partiel sur la

structure de la fourche de réplication.

4. Mise en évidence d'événements de type '"contournement de
dommages" par l'approche génétique

Au paragraphe 'Partie II.- IV. 2. ', nous avons utilis¢ des plasmides portant quatre
marqueurs de brins (A-B-A'-B') afin de mettre en évidence des événements de types

"contournement de dommages". Bien que des phénoménes de réparation soient venus
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perturber cette analyse, nous pouvons soupconner 1'existence de ce type d'événements sur la
base de l'apparition d'une bande spécifique de 63Nt.

Ces mémes plasmides ont été utilisés dans des expériences de type "approche clonale"
(N. Koffel) : la distribution des marqueurs de brins (A, A', B et B') a été déterminée par
I'hybridation de sondes oligonucléotidiques spécifiques de ces marqueurs sur les colonies
primaires issues de la transformation des plasmides monomodifiés. La présence des
marqueurs A, A' et B' au sein d'une méme colonie représente la signature d'événements de
contournements de dommages. L'analyse par transformation secondaire des plasmides
contenus dans ces colonies a permis de montrer la présence de deux plasmide distincts portant
les couples de marqueurs A-B' et A'-B' respectivement. Le plasmide portant le couple de
marqueur A-B' est issu d'événements de contournement de dommages, alors que le plasmide
portant le couple A'-B' est issu de la réplication du brin non-endommagé. Ceci confirme qu'un
échange de matériel génétique a eu lieu entre brin endommagé et brin non-endommagé. Ces
expériences ont permis d'estimer que ces événements de contournement de dommages
s'étaient produits dans environ 10% des colonies dans les conditions ou le systéme SOS n'est

pas induit.

L'approche clonale a permis de détecter les événements de contournement de dommages
de mani¢re non ambigué malgré les événements parasites de réparation partielle des boucles.
La résolution des problémes liés a la réparation partielle des boucles permettra de poursuivre
cette étude par la technique MARI, ce qui permettra d'étudier la cinétique de cette voie de
tolérance des I¢ésions. Par ailleurs, il sera intéressant d'étudier la génétique de ces mécanismes

afin de préciser les génes impliqués dans cette voie.
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I1. Effets d'une lésion bloquante sur la '""géométrie" de la

fourche de réplication

1. Effet d'un blocage sur le brin leading

L'utilisation des plasmides de la série pCU (plasmides "courts") portant une lésion sur le
brin leading nous a conduit a la conclusion suivante : alors que la polymérase leading reste
bloquée au niveau de la 1ésion, la polymérase lagging poursuit la réplication, impliquant la
progression de I'hélicase DnaB qui sépare les deux brins de I'ADN non encore répliqué. La
polymérase leading étant toujours immobilisée au niveau de la 1ésion, il va se former une
région d'ADN simple brin au niveau du brin leading déroulé par I'hélicase. La structure de la

fourche de réplication peut donc étre représentée comme dans la Figure 48.
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A.
Lésion bloquante
Hélicase

¢ Oka sous-unités T
y-complexe

B.

< R
Oka1

Figure 48 : A.- Modele de structure de la fourche de réplication : les deux polymérases leading et lagging sont
couplées par les deux sous-unités T du y-complexe. B.- Lorsque la polymérase leading rencontre une lésion
bloquante (triangle rouge) , la synthése de ce brin s'arréte. La synthése de l'autre brin (lagging) se poursuit, ce
qui implique la progression de I'hélicase qui déroule I'ADN. Ceci va générer une portion d'ADN simple-brin au
niveau du leading bloqué par la lésion.

Dans ce modéle, la fourche de réplication n'est pas bloquée puisqu'elle continue de
progresser jusqu'a la fin du plasmide (1kb) malgré le blocage du brin leading.
L'utilisation de plasmides plus longs (série pKB110) a montré qu'au-dela de cette

distance de 1kb, la réplication du brin lagging commencgait a étre affectée par le blocage du
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leading, ce qui pouvait in fine entrainer un blocage de la fourche. Dans cette situation, le
découplage n'est plus que partiel : certaines molécules sont découplées, ce qui permet de
terminer la réplication du brin lagging malgré le blocage du brin leading ; d'autres restent
couplées, le blocage au niveau du leading aura pour conséquence de bloquer le brin lagging.
Ces données nous permettent de penser qu'en augmentant encore la longueur de nos
plasmides, nous parviendrons a mettre en évidence un blocage complet de la fourche de
réplication. Il parait évident que la présence d'une lésion sur le chromosome conduira
inévitablement au blocage de la fourche. Cependant, nous savons maintenant que ce blocage
n'est pas immédiat puisque la réplication du brin non endommagé peut se poursuivre sur une
distance allant jusqu'a 3kb, générant ainsi une structure de fourche compatible avec la

production de fourche régressée (voir paragraphe III. 2. page 124).

Une étude récente menée par Maki et collaborateurs décrit la réplication in vitro d'un
plasmide portant un site abasique unique (Higuchi et al., 2003). Dans cette étude, le systeme
de réplication d'E.coli a été reconstitué a partir de 18 protéines purifiées. Les auteurs
observent la structure des intermédiaires de réplication du plasmide grace a des gels d'agarose
natifs en deux dimensions (gel 2D) ainsi que la réplication des brins leading et lagging sur un
gel de séquence (la réplication ayant été réalisée en présence de dNTP radioactifs). Dans cette
¢tude, la distance entre la Iésion et la fin du plasmide est de 1,7kb.

Cette étude montre (en accord avec nos résultats) un blocage partiel de la fourche de
réplication lorsque la 1ésion est portée par le brin leading. Ce blocage n'est pas un blocage net
de la réplication des deux brins au niveau de la Iésion puisque les auteurs montrent que le brin
lagging est capable de "prendre de l'avance" sur le brin leading bloqué, impliquant la
progression de I'hélicase DnaB. Ils observent en outre un ralentissement de la progression de
la polymérase lagging caractérisé par la production de fragments d'Okazaki plus courts. Selon
eux, la réplication du brin lagging peut se poursuivre sur plus de 1000 bases pour finalement
ralentir et s'arréter.

L'effet d'une 1ésion bloquante sur le brin leading peut étre représenté de la manicre

suivante (Figure 49) :
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Réplication du brin
leading

Leading

lagging

Réplication du brin
lagging

Figure 49 : Réplication d'un plasmide portant une lésion bloquante sur son brin leading : le brin lagging est
capable de poursuivre sa synthése sur une certaine distance pour finalement ralentir et s'arréter (d'apres
Higuchi et al., 2003).

L'ensemble de ces données permet de conclure que suite a un blocage au niveau du brin
leading, la polymérase lagging est capable de prendre de I'avance en répliquant une distance
de quelque 1kb. Au-dela de cette distance, la progression de I'hélicase devient plus difficile :

la réplication du brin lagging devient donc plus aléatoire.

2. Effet d'un blocage sur le brin lagging

L'utilisation de plasmides pCU (plasmides courts) portant une 1ésion sur le brin lagging
a conduit a la méme observation que lorsque la Iésion était située sur le brin leading : un
découplage total de la synthése des deux brins. Le fait qu'une lésion bloquante sur le brin
lagging n'empéche pas la progression de la fourche n'est pas trop surprenant a priori. En effet,
on peut facilement imaginer que lorsque la polymérase lagging rencontre une Iésion et se
retrouve bloquée, il se produit le méme processus que lorsque cette polymérase rencontre
I'extrémité 5' du fragment d'Okazaki précédent, et par conséquent ré-initie le prochain
fragment d'Okazaki en laissant une breéche au niveau de la 1ésion. Cette bréche sera comblée
plus tard par synthése translésionnelle. Dans ce modele, la structure de la fourche peut étre

représentée de la maniére suivante (Figure 50) :
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A.
Hélicase
< Oka1 sous-unités t
Lésion bloquante
y-complexe
B.
¢ Oka1

Figure 50 : Modéle de structure de la fourche de réplication rencontrant une lésion sur le brin lagging. A. La
synthése du fragment d'Okazaki (Oka2) s'arréte au niveau de la lésion. B. La synthése du fragment d'Okazaki
Oka? est abandonnée et la polymérase lagging reprend la réplication au niveau du fragment d'Okazaki suivant
(Oka3), laissant une bréche d’ADN simple-brin.

Dans 'é¢tude réalisée in vitro par Maki et collaborateurs (Higuchi et al., 2003), les
auteurs n'observent pas de structure de fourche bloquée par I'analyse en gels 2D lorsque la
Iésion est portée par le brin lagging. De plus, en utilisant des sondes radiomarquées

spécifiques de différentes régions du brin lagging, les auteurs ont pu mettre en évidence la
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breche laissée en aval de la lésion, ainsi que la réinitiation au niveau des fragments d'Okazaki
suivants.
Compte tenu de ces résultats, on peut représenter la réplication d'un plasmide portant

une lésion sur le brin lagging de la fagcon suivante (Figure 51) :

Réplication du brin
leading

ORI
Leading

lagging

Réplication du brin
lagging

7

Figure 51 : Réplication d'un plasmide portant une lésion bloquante sur son brin lagging : la polymérase lagging
bloquée au niveau de la lésion laisse une bréche et ré-initie la réplication au niveau du prochain fragment
d'Okazaki (d'aprés Higuchi et al., 2003).

bréche laissée au
niveau de la lésion

Nos plasmides de la série pKB110 (plasmides plus longs) portant une Iésion sur le brin
lagging (L+) n'ont pas été testés par la technique MARI. Selon le modele présenté ci-dessus,
nous ne devrions pas observer de ralentissement de la synthése du brin leading.

Pourtant, 1'é¢tude de ces plasmides portant une Iésion sur le brin lagging par l'approche
clonale (N. Koffel) a montré une distribution des plasmides bleus au sein des clones bleus,
semblable a celle obtenue lorsque la lésion était sur le brin leading, ce qui traduit un

découplage partiel Figure 52.
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Figure 52 : Répartition des plasmides bleus au sein des clones bleus issus de la transformation primaire pour les
plasmides pKB110_L- (Iésion sur le leading) et L+ (Iésion sur le lagging) Nar3***/Nar+3 (N. Koffel).

Lorsque I'adduit est sur le brin lagging, la distribution des plasmides bleus au sein des
colonies bleues est également dispersée, ce qui refléte un couplage partiel de la synthése des
deux brins. Cependant, contrairement aux plasmides portant une lésion sur le leading, on
trouve une majorité de colonies ou les plasmides bleus sont minoritaires, ce qui signifie que le
découplage a eu lieu dans ces clones.

Ceci signifie que lorsque la Iésion est située sur le brin lagging, le découplage entre les
deux brins se fait plus facilement ou plus fréquemment que lorsque la 1ésion est sur le brin
leading. On observe malgré tout avec ces constructions, un certain nombre de molécules ou la

synthese des deux brins semble étre couplée.

On peut expliquer ce couplage partiel li¢ a une lésion sur le brin lagging de deux
manieres :

(1) Le blocage du brin lagging au niveau d'une 1ésion ne serait pas "percu" comme si la
polymérase venait de compléter un fragment d'Okazaki et par conséquent n'autoriserait pas
son recyclage au niveau du prochain fragment d'Okazaki. Nous avons vu au cours de
l'introduction que la sous-unité T du complexe DnaX fonctionnait comme un interrupteur
capable de détecter la structure de 'ADN au sein de la polymérase, autorisant ou non son
recyclage. On peut imaginer que "l'interrupteur t" ne soit pas capable de s'ouvrir lorsqu'il

rencontre une 1ésion, interdisant ainsi le recyclage de la polymérase lagging.

-115 -



Partie 111.- Discussion — I1.- Effets d'une lésion bloquante sur la géométrie de la fourche

Dans ce mode¢le, la polymérase lagging serait donc bloquée au niveau de la lésion de la
méme manicre que I'était la polymérase leading, entrainant un blocage partiel de la synthese
du brin leading dans ces plasmides plus longs.

(i1) Dans l'autre mod¢le, la polymérase lagging qui rencontre une lésion laisse une
breche et entreprend la réplication du fragment d'Okazaki suivant. Cette bréche constituée
d'ADN simple-brin sera recouverte par SSB. On peut imaginer qu'a chaque recyclage de la
polymérase en fin de syntheése de fragment d'Okazaki, la bréche simple brin laissée au niveau
de la 1ésion puisse servir de site d'initiation pour la polymérase lagging. L'initiation répétée au
niveau de la lésion bloquante pourra entrainer un ralentissement de la fourche et par
conséquent un retard du brin leading. Ceci n'a pas été observé avec les plasmides pCU car un
seul événement de recyclage de la polymérase lagging permet de terminer la réplication de

ces plasmides plus courts.

Aucun de ces deux modeles n'est compatible avec les données de Maki et collaborateurs
qui observent la synthése de nouveaux fragments d'Okazaki en aval de la 1ésion, et qui

n'observent pas de structure de fourche bloquée ou ralentie dans leurs expériences.

Ces incompatibilités peuvent trouver une explication dans la différence de taille des
plasmides utilisés. En effet, dans nos plasmides de type pKB110, il reste 3,3kb a répliquer
apres la Iésion contre 1,7kb dans les conditions de Maki et collaborateurs. On peut imaginer
que dans nos plasmides, le nombre de ré-initiations de la polymérase lagging sera plus
important, augmentant le nombre de "fausses initiations" au niveau de la lésion et par
conséquent le retard de la fourche. Ce phénomene s'il a lieu sera encore plus important pour

une 1ésion localisée sur le chromosome.

3. Conclusion

Nous avons pu montrer que la présence d'une 1ésion sur le brin leading entrainait un
blocage de la fourche de réplication aprés un découplage temporaire de la réplication des deux
brins, permettant au brin lagging de prendre de 1'avance sur le brin leading.

L'approche clonale laisse supposer qu'une lésion localisée sur le brin lagging aura
¢galement pour effet de bloquer la fourche de réplication, bien que ces données ne soient pas

en accord avec les résultats obtenus in vitro par Maki et collaborateurs. La poursuite de
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l'analyse de la réplication des plasmides pKB110 par la technique MARI pourra peut-étre
éclaircir ce point.

L'analyse des intermédiaires de réplication obtenus in vivo avec ces plasmide pKB110
par des gels 2D est en cours de mise au point. Cette approche permettra de montrer de
mani¢re non ambigué si une lésion sur le brin lagging conduit ou non au blocage de la

fourche.

Le découplage temporaire qui permet a un brin de prendre de 1'avance sur le brin bloqué
suivi du blocage définitif de la fourche de réplication sont des phénomeénes essentiels pour la
mise en place de structures de "fourches régressées". Nous allons voir par la suite que la
régression de fourche est un mécanisme important permettant d'assurer la continuité du brin

endommagé.
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II1. Reprise de la synthese : modeles et hypotheses

Grace au découplage mis en évidence dans ces études, la synthése du brin non-
endommagé a pu se poursuivre, au moins sur une certaine distance. Cependant sur l'autre brin,
la réplication s'est arrétée au niveau de la lésion, engendrant une structure de fourche
inhabituelle avec des régions d'ADN simple-brin. Il faudra "réparer" cette fourche en assurant
notamment la continuité du brin fils dont la réplication est temporairement bloquée.

Deux mécanismes permettent de secourir cette fourche : la synthése translésionnelle et

les mécanismes de contournement de dommages par utilisation de la chromatide sceur.

1. La synthese translésionnelle

Que la Iésion bloquante soit localisée sur le brin leading ou lagging, la TLS qui
implique le recrutement de polymérases spécialisées, représente un mécanisme qui permet
d'assurer la continuité¢ des brins fils. Ce mécanisme est inévitablement générateur de

mutations.

1.1. Temps de passage : recrutement des polymérases
translésionnelles et nature de la lésion

Nous avons pu estimer le temps de passage de la 1ésion AAF a 50 minutes. Plusieurs
facteurs peuvent s'additionner pour expliquer ce temps relativement long :

(1) On peut imaginer que cette pause refléte en partie le temps nécessaire au recrutement
des polymérases translésionnelles Polll et PolV responsables du passage de cette 1ésion.

Il a ét¢ montré récemment que toutes les polymérases translésionnelles d'E.coli
interagissaient avec I'anneau de processivité 3 et qu'in vivo, les activités de TLS associées a
Polll et PolV (mais aussi PollV) étaient dépendantes de cette interaction entre les
polymérases et 1'anneau f§ (Becherel et al., 2002; Lenne-Samuel et al., 2002 ). Ceci nous a
conduit & proposer un modele ou les polymérases translésionnelles seraient soit en
permanence liées a l'anneau f3, soit recrutées de manicre séquentielle au niveau de (3. Dans les
deux cas, il est plus probable que les polymérases ne soient pas recrutées "intelligemment" en
fonction de la nature de la Iésion a franchir. Nous envisageons le scénario suivant : la

polymérase réplicative Pollll bloquée au niveau de la 1ésion se décroche de la matrice,
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laissant ainsi la place libre a une autre polymérase qui va venir "tenter sa chance" d'insérer un
nucléotide en face de la lésion. Si cette étape s'avere inefficace pour la 1ésion considérée, la
polymérase spécialisée ainsi recrutée va a son tour se détacher, laissant la place a une autre
polymérase, et ainsi de suite, le passage de la 1ésion se faisant ainsi selon le modele "essai et

erreur".

(i1)) Comme nous l'avons vu, le temps d'incorporation en face de la 1ésion et d'élongation
de cet intermédiaire, dépend également de la nature de la 1ésion ainsi que du contexte de
séquence ou se trouve cette 1ésion. Il est fort probable que pour une polymérase donné le
temps de franchissement sera différent en fonction de la 1ésion a franchir. Ainsi, alors qu'il
faut 50 minutes pour franchir la 1ésion AAF, nous avons vu que le franchissement de la Iésion
aminofluoréne (AF) était de I'ordre de 10 minutes. Le franchissement de la lésion AF ne
nécessite pas l'induction des polymérases translésionnelles. Il est fort probable par conséquent
que le franchissement de cette 1ésion ne nécessite pas le recrutement des polymérases

accessoires, ce qui peut expliquer le temps de passage plus court.

1.2. Inhibition de I'activité proofreading de Pol I1I au cours de la
réponse SOS

L'analyse moléculaire de plasmides portant un adduit unique nous a permis de
"visualiser" l'activité proofreading in vivo au niveau d'une 1ésion bloquante (paragraphe 'Partie
IL- 111 3.").

Le premier résultat surprenant est que nous avons pu observer une "échelle" de
dégradation des intermédiaires de réplication bloqués allant de L-1 a L-5. Ceci signifie que
l'exonucléase de proofreading n'excise pas simplement le nucléotide mal appari¢ au niveau de
la 1ésion, mais en enléve 2, 3, 4 ou plus. On peut en principe, imaginer deux modeles pour
expliquer ces nombreux intermédiaires : un mod¢le distributif ou l'exonucléase excise un seul
nucléotide, laissant a chaque fois a la polymérase 1'opportunité de ré-insérer un autre
nucléotide a la place ; ou un modele processif ou une fois que le brin fils se trouve localisé
dans la sous-unité exonucléasique, celle-ci enléve 1, 2, 3 ou plusieurs nucléotides d'un coup.

Ces deux modeles sont présentés Figure 53.
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A. Passage de la sous-unité polymérase (a) a la sous-unité exonucléase de proofreading ()

o

B. Modeéle distributif ou processif pour I'excision de nucléotides par la sous-unité €

L-4 L-3 L-2 L-1 LO

Pol 111

¥
» *cacacaccécee—°
—  ~GTCTGTGGC

Pol 111

3 53
> *cagacaccdcee — — > *_CcAGACACCACGE —
— ~GTCTGT <«€&— _—GTCTGTG <€

Pol 111 Pol 111

53
» *-cacacaccdcee—°

3
3¥CAGACACCC§JC>GG == —
+—GTCTGTGG <€

~GTCTG <€

€

Figure 53 : A. L'ADN en cours de synthése peut se trouver un niveau de la sous-unité o (polymérisation) ou €
(proofreading). B. Modéle distributif ou processif pour l'excision de nucléotides par la sous-unité epsilon

Le mode¢le distributif ne peut pas rendre compte de 1'échelle observée. En effet, si
l'exonucléase n'enléve qu'un seul nucléotide a la fois et remet 1'amorce a disposition de la
polymérase (modele distributif), la polymérase va rapidement élonger cet intermédiaire L-2
en L-1 avant que l'exo ne puisse produire du L-3 car l'insertion a partir des intermédiaires
précédant le L-1 (L-2, L-3, etc...) ne pose pas de probléme a la polymérase puisque la 1ésion
n'est pas présente a ce niveau. On ne devrait donc observer que du blocage en L-1 dans ce
modele.

Si par contre I'exonucléase enléve 1, 2, 3 ou plusieurs nucléotides dun coup sans
remettre I'amorce a disposition de la polymérase, on pourra observer ces intermédiaires, ce
qui est le cas.

Ce modele est conforté par des expériences réalisées in vitro qui consistent a mesurer
l'activité proofreading par le suivi du relargage de INMP (désoxynucléotides monophosphates
issus de l'activité exonucléase) dans le milieu réactionnel (Maki et al., 1991). Les auteurs ont
montré dans cette étude que la polymérase sauvage produisait environ 5% de dNMP par
rapport aux dNTP incorporés. Ceci revient a dire en considérant le modéle distributif que la
polymérase passe en mode exonucléase tous les 20 nucléotides incorporés pour exciser un
nucléotide, malgré 1'absence de mésappariement terminal, la fidélité de la sous-unité o étant
de l'ordre de 107. Il parait plus plausible que la polymérase passe en mode exonucléase moins
fréquemment, mais qu'elle enléve alors un nombre supérieur a 1 nucléotide (selon le modele

processif). Dans cette méme étude, les auteurs montre qu'en utilisant l'allele mutD35, la
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polymérase ne produit plus que 0,1% de dANMP (Maki et al., 1991), la mesure de la quantité
de dNMP produit refléte donc bien l'activité de proofreading.

1.2.1. Modé¢le de TLS faisant intervenir l'inhibition de 'activité

proofreading de Pol I1I / exemple du site Narl

Il ressort de cette étude que l'activité exonucléasique de proofreading serait
partiellement inhibée par l'induction du systéme SOS. Cette observation permet d'affiner le

modele présenté Figure 54.

*SOS-
L-1
p? Pol 111

3 5'
—CCGCGG — —
— GG q‘

*SOS+
L-1 LO
. PX/ . Pol 111 OU . PX/ . : . P‘Q '
-CCGCGE— —o—p = ceéecee — @ - CCGCGG —°
— GG «€*--- —GGC —GGCGCC
s TLS O
Isomérisation Fidale

T g ‘%GG—S' el G cc foag—"
T e w
—G-GC s—G-GCC
TLS -2
Mutagéne
(frameshift -2)

AAF

LO glissé

Figure 54 : Nouveau modele de TLS au niveau du site Nar3

Dans ce modg¢le, en conditions SOS- I'activité de correction de lecture est maximale : de
ce fait, peu de LO est produit et par conséquent, Polll pourtant présente aura peu de substrat a
¢longuer. Il en résulte un faible niveau de TLS-2 (2%). De plus, PolV est absente dans ces
conditions SOS-, elle ne peut donc pas assurer la TLS fidele (TLSO0).

Lorsque le systéme SOS est induit, 1'activité exonucléasique d'e serait partiellement
inhibée (¢*) comme nous venons de le montrer. De ce fait, Polll disposera d'une quantité plus

important de LO qu'elle pourra élonguer apres glissement conduisant a la TLS-2. De plus,

-122 -



Partie III.- Discussion — I11.- Reprise de la synthése : modeéles et hypothéses

dans ces conditions SOS+ PolV est présente : elle est capable de réaliser I'extension non
mutagene du L0, conduisant a la TLSO.

Ce mod¢le présenté ici dans le cas du passage de la 1ésion AAF pourra s'appliquer d'une
manicre plus générale au passage d'autres 1ésions. En effet, l'inhibition du proofreading de
PollIl mise en évidence ici pourra faciliter le passage de nombreuses lésions en permettant a

PolllI de réaliser I'étape d'insertion et/ou d'élongation.

1.2.2. Perspectives

L'étude de l'activité proofreading in vivo a conduit a mettre en évidence une inhibition
de cette activité lorsque le systéme SOS de la bactérie est activé.

Cette inhibition du proofreading a été observée apres irradiation aux UV. Or l'irradiation
aux UV a pour conséquence certes d'activer le systeme SOS, mais également d'autres
systemes. L'inactivation partielle du proofreading observé dans nos expériences n'est donc
peut-&tre pas due a l'activation du systeme SOS, mais a un autre systeéme de régulation
dépendant des UV. Afin d'examiner cette éventualité, il faudra réaliser les expériences
complémentaires suivantes :

On pourra réaliser le méme type d'expérience dans une souche dont l'induction du
systéme SOS a été rendue impossible par une inactivation génétique : on pourra utiliser une
souche de type /exA(ind-) ou la protéine LexA n'est plus clivable et donc joue son rdle de
répresseur de maniére permanante, ou des souches ou le géne recA a été inactivé soit par une
mutation "ambre" insérant un codon STOP au début du gene (rec499), ou bien totalement
délété (ArecA306). Si l'irradiation aux UV de ce type de souches n'entraine plus d'inhibition
du proofreading, nous pourrons alors conclure a une régulation SOS de ce phénomeéne.

Il sera possible aussi d'utiliser une souche ou au contraire des précédentes le systéme
SOS est constitutivement induit. Dans une souche de type LexA(Def) dont la fonction
inhibitrice de la protéine LexA est déficiente, le systeme SOS étant constitutivement induit,
on devrait observer une inhibition de l'activité proofreading, indépendante de 1'irradiation aux
UV.

Si la régulation SOS est prouvée, ou si au contraire ces expériences conduisent a un
modele de régulation du proofreading par les UV, il sera intéressant dans les deux cas
d'¢lucider le mécanisme qui permet d'inhiber partiellement ou transitoirement l'activité de

I'exonucléase de Pollll.
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Par ailleurs, afin d'appuyer le modele présenté Figure 54, il serait intéressant de
controler si la seule inhibition du proofreading en condition SOS+ est suffisante pour
augmenter la mutagenése —2 sans qu'il soit nécessaire d'augmenter le niveau de Polll. On
pourra par exemple se placer dans un double mutant Apo/B AumuDC qui exprime Polll a
partir d'un promoteur modulable de type arabinose. Dans cette situation, PolV n'est pas la
pour produire l'intermédiaire LO. De plus, on peut contréler de facon précise le niveau de
Polll, de maniére a exprimer cette protéine a son niveau basal, indépendamment de I'induction
du systeme SOS. On mesurera alors dans cette souche le niveau de TLS-2 en fonction de
l'induction du systéme SOS. Si selon notre attente, la mutagenese augmente de maniére SOS-
dépendante, on pourra alors l'attribuer a I'inhibition de l'activité proofreading et confirmer

ainsi notre modéle

2. Contournement des dommages : régression de fourche

Comme nous l'avons vu, lorsque la 1ésion est située sur le brin leading, bien que
'hélicase continue a avancer sur une certaine distance (>1kb), la progression de la fourche va
finir par étre interrompue. En ce qui concerne le brin lagging, il n'est pas clair pour l'instant si
son blocage va, in fine, également induire un blocage de la fourche. Si la fourche se bloque,
on peut alors imaginer une dissociation partielle de la machinerie réplicative et la formation
d'une "fourche régressée". Ce type de structure (représenté Figure 55) a été décrit depuis 1976

(Higgins et al., 1976 ; Seigneur et al., 1998).
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Régression
de la fourche

5' 5

rrrrrrr

3 7

Figure 55 : Modele de régression de fourche permettant d'assurer la continuité du brin fille de deux maniéres :
(a) en offrant une deuxieme chance au systéme NER de réparer la lésion qui se retrouve a nouveau dans une
structure double-brin ; (b) en utilisant le brin lagging nouvellement synthétisé comme matrice a condition que
celui-ci ait pris de l'avance sur le brin leading.

Cette structure régressée de la fourche représente un intermédiaire de réplication qui

permet d'assurer la continuité du brin fils de deux maniéres différentes (Figure 55a et b).

a) Réparation de la Iésion
La régression de la fourche de réplication permet de ré-associer les brins parentaux,
reconstituant ainsi un substrat pour la réparation des 1ésions par excision de nucléotides (NER
: Nucleotide Excision Repair) ou par excision de bases (BER : Base Excision Repair) le cas
¢chéant. Dans une étude récente, il a été montré par des gels 2D, que ces structures de
fourches régressées apparaissaient in vivo suite a l'induction de 1ésions UV sur un plasmide

(Courcelle et al., 2003). Les résultats de ces expériences sont présentés Figure 56.
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Temps apreés irradiation (min)
0 15 30 45 60 90

GAAAD

recA

Faaad il

Incorporation de [*H] dans I'ADN

0 15 30 45 60 75 90
Temps aprés l'irradiation (min]

Figure 56 : A. Schéma représentant la migration du plasmide étudié en cours de réplication. B. Analyse de la
structure des intermédiaires de réplication obtenus aprés irradiation des cellules aux UV dans une souche
sauvage (WT), AuvrA ou ArecA. Le graphique a gauche montre l'incorporation de thymidine tritié dans I'ADN
reflétant le niveau de réplication des cellules (Courcelle et al., 2003).

La Figure 56A. est un schéma explicatif du profil de migration en deux dimensions du
plasmide étudié. Le plasmide est digéré en un site unique puis séparé sur un gel d'agarose : la
premicre dimension sépare les espéces moléculaires en fonction de leur taille, la deuxieme
dimension en fonction de leur taille et de leur forme. Ainsi, l'arc principal représente les
intermédiaires de réplication en forme de "Y" : il s'agit des plasmides en cours de réplication
(ces plasmides ayant une origine de réplication uni-directionnelle). La région supérieure en
forme de cone représente des structures en "X" caractéristique des phénomenes de régression
de fourche induits pas les UV dans cette expérience.

La Figure 56B. montre 1'analyse dans différentes souches des structures plasmidique au
cours du temps suite a une irradiation des cellules aux UV, ainsi que le niveau de réplication
de I'ADN des cellules. Ainsi, dans une souche sauvage (WT), on observe l'apparition de
structures de fourches réversées (cone) rapidement apres 1'irradiation aux UV. Ces structures

disparaissent en méme temps que la reprise de la réplication. En I'absence du géne uvr4 (géne
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appartenant au systtme NER), ces structures persistent et la réplication ne reprend pas. En
'absence du geéne recA, ces structures n'apparaissent pas et la réplication ne reprend pas non

plus.

Les auteurs proposent le modele suivant pour expliquer I'ensemble de leurs données :
suite au blocage de la réplication au niveau des lésions UV, la fourche prend une structure
régressée pour permettre & UvrA et aux autres acteurs du NER de réparer les 1ésions afin que
la réplication puisse redémarrer. Dans leur modele, RecA joue un rdle essentiel en stabilisant

ces structures régressées, prévenant ainsi leur dégradation.

Ces expériences peuvent s'interpréter sur la base d'un couplage fonctionnel entre RecA
et UvrA : RecA stabilise la fourche régressée pour permettre au systéme de réparation par
excision (UvrA) de réparer les Iésions. Ce couplage avait déja été suggéré en 1969 suite a des
¢tudes génétiques utilisant des mutants de ces deux geénes (Howard-Flanders et al., 1969) dont

les résultats sont présentés Figure 57.
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Figure 57 : Action combinée de RecA et d'UvrA. Le graphique représente le nombre de lésions UV par génome
conduisant a la létalité pour la souche sauvage (WT), le mutant recA, le mutant uvrA, et le double mutant
recAuvrA. (D'aprés Howard-Flanders et al., 1969)

Sur ce graphique, alors qu'une souche sauvage peut tolérer jusqu'a 3700 Iésions UV, les
mutants uvrA et recA n'en supportent respectivement que 60 et 22. Ceci signifie qu'en
'absence d'UvrA, RecA est capable seule de prendre en charge 60 1ésions, et qu'en I'absence

de RecA, UvrA est capable de réparer 22 Iésions. Ces deux chiffres sont trés faibles sachant
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que l'action combinée des deux voies permet de débarrasser le chromosome de 3700 1ésions.
Par ailleurs, en l'absence de RecA et d'UvrA, la cellule n'a plus aucun moyen de se
débarrasser des lésions UV de telle sorte qu'une seule 1ésion devient [étale.

Ces résultats illustrent bien la synergie entre les voies RecA et d'UvrA démontrée plus

haut.

b) "Template switch"

La régression de fourche permet également, lorsque la lésion est située sur le brin
leading, de contourner la 1ésion en utilisant le brin lagging nouvellement synthétisé comme
matrice (Figure 55b) : ce modéle de changement de matrice ou template switch (Higgins et
al., 1976) n'est possible qu'a la condition ou le brin lagging peut prendre de l'avance sur le

brin leading, ce que nous avons démontré précédemment.

Ces deux mécanismes (réparation et template switch) permettent d'assurer la continuité
du brin fils de maniére fidele, par opposition a la synthése translésionnelle qui elle est
potentiellement mutagéne. Alors que les voies de TLS sont actuellement étudiées tres
activement, notamment a la suite de la découverte en 1999 des polymérases de la famille Y,
les mécanismes de contournement des Iésions restent pour 1'essentiel a ¢lucider en termes de
génétique et de biochimie. La facon dont ces différentes stratégies de tolérance des 1ésions
sont régulées entres elles au sein d'une cellule est un sujet de trés grand intérét en termes de
santé humaine. En effet, si I'on pouvait orienter ces stratégies de tolérance vers l'utilisation
préférentielle des voies fideles de contournement, on diminuerait la mutagenése lie a
l'utilisation des voies de TLS, et par conséquent le risque d'induction de maladies comme le

cancer.
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Partie IV.- Matériel et Méthodes

1. Souches utilisées

Le Tableau 5 donne une liste des souches utilisées, ainsi que le nom des alléles
modifiés. Les souches portant plusieurs mutations n'y sont pas décrites : elles ont été obtenues

en combinant les alléles décrits dans ce tableau.

Nom de la souche Géne modifié Re.s 1§ta.n ce Référence / Origine
antibiotique

IM103 Stratagene (Yanisch-
Perron et al., 1985)

IM103 uvrdAmutS uvrA6 lambB::Tn5 Chloramphénicol (Toman et al., 1985)

mutS srl::Tnl0 Tétracycline
IM103 ApolB ApolB::Q Spectinomycine
IM103 AumuDC A(umuDC)595::cat Chloramphénicol
IM103 mutD5 mutD5 zaf13::Tnl0 | Tétracycline
IM103 dnaQ49 dnaQ49 zae502::Tn10 | Tétracycline (Fuchs and

Napolitano, 1998)

Tableau 5 : Description des souches et des alléles mutés

2. Mise en compétence / induction du systéme SOS

L'induction du systéeme SOS des bactéries se fait au moment de leur mise en
compétence, de telle sorte qu'a I'étape de transformation du plasmide monomodifi¢ dans les
cellules, celui-ci puisse étre immédiatement pris en charge par les acteurs du systéme SOS qui

sont déja présents dans les bactéries du fait de cette induction préalable.

-250ml de LB sont ensemencés avec au 1/100°™ avec une préculture et mis en culture a
37°C jusqu'a DO™"’=0,4

-Les cellules sont collectées par centrifugation (15min 4000rpm), et le culot est repris
dans 210ml de MgSO4 10mM (solution transparente aux UV permettant l'irradiation des
cellules)

-La suspension cellulaire est divisé en 3 aliquots de 70ml, le premier n'étant pas irradié,

les deux autres étant irradiés a deux doses UV différentes grace a une lampe UV dont la
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longueur d'onde est de 254nm. L'irradiation se fait dans une grande boite de Pétri sous
agitation.

-Apres irradiation, une fraction des cellules irradiées ou non est étalée sur milieu LB-
Agar afin de déterminer le taux de survie li¢ a l'irradiation. On considére qu'une survie
comprise entre 10 et 20% traduit une induction satisfaisante du systeme SOS.

-Les suspensions cellulaires sont ensuite diluées dans un volume égale de LBx2 et
remises en culture pour permettre l'expression des genes SOS. Classiquement, cette
expression se fait pendant 20 a 30 minutes a 37°C. Pour les expériences MARI, cette
expression est réalisée a 18°C pour augmenter l'efficacité de transformation des cellules
(Chuang et al., 1995). Le temps d'expression est de ce fait adapté a la vitesse de croissance
des cellules plus lente a cette température, et se fera donc pendant 90 minutes.

-La mise en compétence pour 1'électroporation est réalisée par une série de lavages des
cellules a l'eau d'abord (dans 1 volume puis 1/2 volume), puis avec une solution de glycérol a
10% (1/50 Volume). Les cellules sont enfin resuspendues dans 1/500°™ du volume de départ

de glycérol 10% et aliquotées dans des tubes pré-refroidis sur carboglace et stockées a —80°C.

3. Protocole de la technique MARI

Le principe de la technique a déja été décrit dans la partie "Résultats".

Ce paragraphe décrit le protocole expérimental détaillé ainsi que des ¢éléments de mise
au point et des remarques diverses concernant la technique MARI. La mise au point de ce
protocole a été inspirée d'anciennes expériences dites de "genomic sequencing" (Church and

Gilbert, 1984).

3.1. Transformation des cellules

Pour n points de cinétique :

-20n pl de cellules compétentes sont mélangées a 40n ng de plasmide monomodifié et
transférés dans une cuvette a électroporation.

-Immédiatement aprés la décharge électrique (2,5kV — 2002 — 25uFD) j'ajoute n ml de
SOC (bacto Tryptone 2%, Yeast extract 0,5%, NaCl 10mM, KCI 2,5mM, MgCl, 10mM,
MgSO4 10mM Glucose 10mM) préchauffé a 37°C. Le fait de diluer les cellules dans un

milieu de culture préchauffé augmente le taux de transformation (Eynard et al., 1992).
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-Pour le point de cinétique t=0 900ul sont prélevés immédiatement et mis sur glace. Le
reste de la suspension cellulaire est mis en culture a 37°C sous agitation.

-A chaque temps t, 900ul de suspension cellulaires sont prélevés pour l'anaylse.

Remarque : Pour les points de cinétique >45 minutes, je n'utilise que 10n ul de
cellules, 20n ng de plasmide et 0,5n ml de SOC, ceci afin de ne pas saturer les
bandes sur le gel.

3.2. Extraction de I'ADN

Comme décrit précédemment (Partie II.- I. 2. page 53), apres avoir testé plusieurs
protocoles d'extraction, j'ai opté pour un protocole d'extraction d'ADN total utilisant le CTAB.
Le bromure de cétyltriméthylammonium (CTAB) est un détergent cationique qui a la
propriété, dans les solutions de forte force ionique (nous utiliserons ici le NaCl), de former un
complexe avec les protéines et les polysaccharides, sans précipiter les acides nucléiques. Ce
compos¢ est de ce fait particulierement utile pour la purification d'ADN dans les organismes

qui produisent de grosses quantités de polysaccharides, ce qui est le cas d'E.coli.

Remarque : Comme de nombreux détergents, le CTAB posséde des propriétés
antiseptiques et est utilise comme antiseptique local en pharmacie sous le nom de
Savlon® et Cétavion®.

-Les 900ul de cellules prélevées sont lavés deux fois par centrifugation (Imin
14.000rpm 0°C) et resuspension dans 1ml de NaCl 0,5M.

-Le culot est repris dans 572ul de TE.

-Sont ajoutés 3ul de protéinase K (20mg/ml), 15ul de SDS 20% et 10ul de standard
interne (pCU Helper non digéré a 0,1ng/pl) : le tout est incubé 1h a 37°C

-100ul de NaCl 5M sont ensuite ajoutés pour augmenter la force ionique de la solution
ce qui permettra au CTAB de complexer protéines et polysaccharides sans précipiter I'ADN

-80ul de CTAB/NaCl (10% CTAB, 0,7M NaCl) sont ajoutés avant incubation 10
minutes a 65°C

-Le complexe CTAB-protéines-polysaccharides est ¢éliminé par une extraction aux
solvants organiques, tandis que I'ADN (génomique + plasmidique) reste dans la phase

aqueuse. Cette extraction est réalisée dans une premier temps avec 700ul de Sevag

-131 -



Partie IV.- Matériel et Méthodes

(Chloroforme/Alcool isoamylique 24:1), puis 700ul de phénol (Phénol/chroroforme/alcool
isoamylique 25:24:1), suivi encore de deux extractions au Sevag.

-L'ADN est ensuite précipité avec 700ul d'isopropanol.

-L'ARN est dégradé¢ par l'action d'une RNAse, puis 'ADN est digéré dans un premier
temps avec l'enzyme de restriction Nlalll, puis aprés précipitation pour permettre un
changement de tampon, par I'enzyme de restriction BstNI. Cette derni¢re digestion est réalisée
dans un volume final de 20ul de telle sorte que la préparation puisse étre chargée directement

sur gel d'acrylamide sans concentration préalable de I'échantillon.

3.3. Séparation sur gel de polyacrylamide

Les fragments obtenus par la digestion Nlalll-BstNI sont séparés sur un gel de
polyacrylamide 8% en conditions dénaturantes (urée 8,3M). 8 des 20ul de la réaction de
digestion sont mélangés a Sul de formamide (contenant du bleu de bromophénol et du xyléne
cyanol), incubés Smin a 95°C avant d'étre déposés sur le gel. La migration s'effectue pendant
environ 2h a4 80W (jusqu'a ce que le xyléne cyanol ait atteint 27-28cm des poches).

La partie basse du gel est alors transférée sur une membrane de nylon (Hybond N+) en
utilisant un électro-blotter semi-sec (BioRad — TranBlot® Semi Dry) dans du tampon TBE
0,5x (Ih — 1A — 20V). Apres transfert, la membrane est incubée sur du papier filtre imbibé de
NaOH 0,4M, rincée dans du SSC x2, et chauffée a 80°C dans un four pendant 1h, dans le but
de fixer 'ADN.

J'ai réalisé la mise au point de ce protocole de transfert et de fixation en utilisant des
produits de séquencage radioactif que j'ai séparés sur un gel d'acrylamide 8% et transféré sur
membrane de nylon selon le protocole décrit plus haut. Ainsi, j'ai chargé les réactions de
séquence en double sur le gel, une partie étant destinée a étre transférée sur membrane et fixée
selon différents protocoles, l'autre partie étant séchée sert de témoin. Les résultats sont

présentés a la Figure 58.
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A. Efficacité de transfert

B. Perte aux lavages
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Figure 58 : Mise au point du protocole de transfert et de fixation de 'ADN sur membrane. Deux réactions de
séquengage sont chargées en double sur un gel PAGE. Une partie est séchée et sert ainsi de témoin. L'autre
partie est divisée en 3 pour étre transférée sur 3 membranes de nylon ou I'’ADN sera fixé de différentes manieres
: par incubation au four, par crosslink aux UV, par la soude. La partie A. montre l'efficacité du transfert de
I'ADN. La partie B. montre la perte d’ADN apreés lavage des membranes.

La quantification des bandes de la Figure 58 A montre que le transfert d'ADN depuis le
gel vers la membrane est total : I'intensité des bandes transférées est identique a l'intensité des
bandes sur le gel temoin. La partie du gel ayant été transférée a été séchée et exposée : aucune
trace de radioactivité n'y a été détectée (résultats non présentés). L'ADN a ensuite été fixé sur
la membrane selon différents protocoles : par fixation a la soude (NaOH 0,4M), par crosslink
des acides nucléiques aux UV et enfin par incubation au four a 80°C. Les 3 membranes ont
ensuite été incubées dans la solution d'hybridation (sans sonde radioactive) a 68°C et lavées
selon le protocole d'hybridation. L'exposition de ces membranes ainsi lavées et la
comparaison de l'intensité des bandes a la portion du gel séché (Figure 58B) montre que la
perte d'ADN est relativement importante, de I'ordre de 70 a 80%.

Cette perte d'ADN au cours de l'hybridation n'est pas génante d'un point de vue
quantitatif puisque la gamme standard utilisée pour quantifier les différentes bandes est

¢galement transférée et subit donc la méme perte. Ce défaut de fixation est par contre génant
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du point de vue du seuil de détection : celui-ci pourrait étre augmenter d'un facteur 4 ou 5 s'il
était possible de fixer 100% de I'ADN transformé.

J'ai finalement retenu la combinaison fixation alcaline et incubation au four pour le
protocole MARI (sans avoir testé si cette combinaison augmentait 1'efficacité de fixation). Il
serait intéressant de poursuivre les investigations pour optimiser le protocole de fixation de

I'ADN 4 la membrane.

3.4. Marquage de la sonde

Afin d'augmenter la sensibilité et la spécificité de I'hybridation, nous avons opté pour
l'utilisation d'une sonde radioactive de forte activité et relativement longue (58Nt) couvrant la
totalité de la région entre 1'extrémité générée par la coupure BstNI et la 1ésion. Cette sonde est
obtenue par I'¢longation in vitro d'un oligonucléotide de 10 mers (Primer 58) hybridé a un
oligonucléotide de 58 mers (Matrice 58) en présence d'a-[**P]dCTP pur (3000Ci/mmol) et
des trois autres dNTP non radioactifs. La Figure 59 montre la séquence de ces deux
oligonucléotides ainsi que leur positionnement par rapport a la séquence sondée du fragment
NlallI-BstNI.

Nlalll AAF BstNI

5' 3
GCTATGACCATGATTACGAATTCAGTCatcac cggcg‘]c cacaGACTAAGCTTGGCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACC(%GG CGTT

CGATACTGETACTAATGCTTAAGTCAGtagtggecy ggtgt CTGATTCGAACCGTGACCGGCAGCAARATGTTGCAGCACTGACCCTTTTGGGACCGCAR
3 7 5
T

) \ 3
Primer58 5 ccacaGACTA———

Matricess 3 9IEILCTGATTCEGAACCETGACCEGCAGCAARATGTTGCAGCACTGACCCTTTTEEEA
5

Figure 59 : Séquence des deux oligonucléotides Primer58 et Matrice58 utilisés pour le marquage de la sonde.
Les deux oligonucléotides sont positionnés par rapport a la région Nlalll-BstNI des plasmides étudiés.

Environ 1pmol de Matrice58 et 8pmol de Primer58 (préalablement purifiés sur gel) sont
mélangés dans du tampon d'hybridation (20mM Tris HCI pH8 / 50mM NaCl) en présence de
MgCl2 (5mM), incubé 10 minutes a 65°C, puis refroidi lentement jusqu'a 20°C. Une fois cette
hybridation réalisée dans un volume final de 5ul, sont ajoutés 0,2ul de BSA (10mg/ml), 2ul
du mélange des trois ANTP (dATP-dTTP-dGTP 0,5mM), 0,7ul de DTT (100mM), 1,5ul de
tampon klenow (x10), 0,6pl de Klenow polymérase exo- (5U/ul) et 10ul d'a-[**P]dCTP
(3000Ci/mmol — 10Ci/ml ; ce qui équivaut a 1,6uM final). L'élongation est réalisée pendant
40 minutes a 25°C. L'exceés de ANTP est éliminé par purification sur colonne MicroSpin™ G-

25 (Pharmacia Biotech).
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Utilisée telle quelle, j'ai pu observé que la sonde révélait non seulement le brin attendu,
mais également avec une intensité moins importante le brin complémentaire qui ne devait pas
étre réveélé. Ceci est dii a deux possibilités d'hybridation non attendues de I'oligonucléotide
Matrice58 sur lui-méme, pouvant donner lieu a une ¢longation (Figure 60). Ceci conduit donc
au marquage radioactif de cet oligonucléotide (formation d'un 67mer et d'un 92mer) qui va

pouvoir s'hybrider au brin complémentaire, ce qui va perturber l'analyse.
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92Nt +34Nt = 92Nt 3 5
. ( <« GGTGTCTGATTCGAACCGTGACCGGCAGCAAAATGTTGCAGCACTGACCCTTTTGGGA

5 VDDD.L.LllDDDVDLDVDEJVDD.L.LD.LWWDDVDDDDDVB.LSDDWSD.L.LVDLDLDLDS}
+34Nt = 92Nt

+9Nt = 67Nt

3 5
< 67Nt <€—— GETGTCTGATTCGAACCGTGACCGCCAGCARAATGTTGCAGGACTGAGCCTTTTGGGA
5_VBDD.L.L.L.LDDDVDLDVDDVDD.L.LB.LWWDDVDDDDDVDLDDDWBD.L.LVD\LD‘LSLD%WWM
Nt =
58Nt

3 5
GGTGTCTGATTCGAACCGTGACCGGCAGCAAAATGTTGCAGCACTGACCCTTTTGGGA
,CCACAGACTA ————>

LR R

Figure 60 : Marquage de la sonde : I'hybridation du primer sur la matrice conduit a l'élongation du produit
radiomarqué attendu de 58Nt. L'hybridation inattendue de l'oligonucléotide Matrice58 sur lui-méme conduit a
la formation d'un 67mer et d'un 92mer et par conséquent au marquage radioactif de cet oligonucléotide.

Il peut paraitre surprenant vue les prédictions de stabilité des duplex formés, que
l'intensité du produit de 92Nt soit supérieure a celle du produit de 67Nt. En fait, cette
différence d'intensité ne refléte pas uniquement la quantité relative des deux especes, mais
aussi leur activité spécifique. Or, 1'élongation du 67mer n'incorpore que 3 nucléotides
radioactifs (dCTP), tandis que le 92mer en incorpore 9. L'activité de ce dernier est donc 3 fois

supérieure a celle du 67mer ce qui explique la différence d'intensité.
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Pour cette raison, aprés marquage de la sonde selon le protocole indiqué plus haut, la
sonde est purifiée sur gel de manicre a éliminer les produits d'élongation non spécifiques. La
Figure 61 montre deux images d'une méme membrane hybridée une premicre fois avec la
sonde non-purifiée sur gel, puis apreés déshybridation réhybridée avec la sonde purifiée sur gel
d'acrylamide. On voit sur cette figure une nette diminution de la bande de 82Nt, ainsi que
celle de 58Nt, aprés purification de la sonde, ces deux bandes provenant du brin
complémentaire au brin sondé révélé par la sonde contaminante. Cependant, les bandes
parasites sont toujours visibles apres purification de la sonde car celle-ci présente toujours des

traces de contaminants dues a des phénomenes d'entrainement lors de la purification sur gel.

Hybridation de la sonde Hybridation de la sonde
non-purifiée purifiée
e o BB ®
- - - & < Narbrinopposé (82Nt) ——

<«—— Standard (72Nt) — "

r ‘ " .« Nar+3 /Nilalll (63Nt) —— .
- - b 117 Blocage L-1 (58Nt) 4[; -
Nar+3 / Nlalll - brin opposé (58Nt)

Figure 61 : hybridation d'une méme membrane avec la sonde non-purifiée (@ gauche) ou apreés purification de la
sonde sur gel d'acrylamide (a droite).

3.5. Hybridation de la sonde

Apres fixation de 'ADN sur la membrane, celle-ci est rincée dans du SSC x6, puis pré-
hybridée 15 minutes a 68°C dans 20ml de solution APH (Aqueous Prehybridization —
Hybridization buffer : SSC x5 ; Denhart x5 ; SDS 1% ; ADN de sperme de saumon dénaturé
0,1mg/ml). Aprés ces 15 minutes, la solution APH est éliminée et remplacée par 20 ml de
solution APH préchauffée a 68°C auxquels a été ajoutée la sonde radioactive. La membrane

est ainsi hybridée durant la nuit sous agitation a 68°C, puis lavée 2 fois 5 minutes a
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température ambiante dans la solution Wasch1 (SSC x2 — SDS 0,1%), 2 fois 5 minutes dans la
solution Wasch2 (SSC 0,2x — SDS 0,1%), rincée dans du SSCx2, emballée dans un film

plastique (type saran) et mise a exposer sur un écran phosphore Kodak.

3.6. Analyse des résultats

L'écran phosphore est scanné par un Personal Molecular Imager® FX de BioRad, et les
données sont analysées a l'aide du logiciel de quantification Quantity-One® (BioRad). Le
bruit de fond est soustrait selon le mode "local background" qui permet de soustraire un bruit
de fond propre a chaque région de la membrane ou est effectuée la quantification. Les trois
bandes de la gamme standard permettent d'effectuer une régression linéaire : l'équation de
régression obtenue permet d'attribuer une quantité d'ADN a chaque bande. Toutes les bandes
de chaque colonne (correspondant a une extraction) sont corrigées en fonction de l'intensité
du standard interne ajouté au moment de I'extraction (bande de 72Nt). Un facteur multiplicatif
est appliqué aux points ou l'extraction n'a été effectuée que sur la moitié ou le quart des
cellules (ceci afin de ne pas saturer les bandes sur la membrane).

Les données ainsi collectées sont ensuite reportées sur un graphique en fonction du
temps ou s'est faite l'extraction, comme montré dans la partie Résultats. L'échelle des
ordonnées est de type logarithmique puisque les courbes suivent une équation exponentielle

de type :

Q — Qo.ek.t

ou Q représente la quantité d'ADN au temps ¢, Oy la quantité d'ADN au temps /=0 et k la
constante qui définit la pente de la droite (en coordonnées semi-log)

Ainsi le temps de doublement (z,) se définit comme suit :

In2

d=—

Soient A et B deux courbes de cinétique d'équation respectives :

Q — QA.ekA't
Q — QB.ekB.t

On obtient le retard de B par rapport a A de la maniére suivante :
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ln%

tretard = QB

ks

Nous prendrons comme exemple la cinétique de réplication du plasmide

pCUL+Nar3***/Nar+3 (Pagés and Fuchs, 2003), dont les trois premiers points de cinétique

sont reportés a la Figure 62.

1000 - y = 24,915e*°%1*
R®=0,9
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Figure 62 : Cinétique de réplication du plasmide pCUL+Nar3***/Nar+3, et équation des courbes de tendance.

Les équations correspondant aux courbes de quantification sont calculées par le logiciel

Excel. R? représente le coefficient de détermination.
On a donc pour la réplication du brin non endommagg :
Qa=24,915 et ka=0,0612
Le temps de doublement est donc de #; = In2/k = 11,3 minutes
Et pour la TLS :
Qp=1,341 et kg=0,0558
Le temps de doublement est donc de #; = In2/k = 12,4 minutes
Le retard est de :
In Qa In 24,91
Os 1,34

tretard = = =52 min
ks 0,056
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4. Construction des plasmides

Les plasmides contenant une lésion unique AAF et une boucle en face de cette 1ésion
sont construits comme décrit précédemment (Broschard et al., 1999) et selon le schéma
représenté Figure 63. Deux plasmides qui ne différent qu'au niveau d'une séquence de 18
nucléotides, sont linéarisés par deux enzymes de restriction différentes (A), dénaturés puis
renaturés pour former un hétéroduplexe contenant une bréche de 18 nucléotides partiellement
complémentaire a 1'oligonucléotide Nar de 15 mer contenant une 1ésion AAF unique (B). La
ligation de cet oligonucléotide permet d'obtenir un vecteur circulaire fermé qui peut étre isolé

par centrifugation en gradient de chlorure de césium (C).
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5' 3 5' 3'
A Linel GTAdGAC GTCATCACCGGC, CCACAGAC
3 CAGCTGg: 3 CAGTAGTGGCCG, GGTGTCTG 4
T
AC
pCUL- helper
Scal
Digestion par Hincll Digestion par Scal

N '

Mélange en proportion équimolaire / Dénaturation / Renaturation

|

B geule eac®
» CAGTAGTGGCCG GGTGTCTG 4
TT

AC
+
Homoduplexes linéaires et
Hétéroduplexe direct (25%) hétéroduplexe "inverse"
(75%)
* 1;\AF Oligonucléotide Nar
l/— gatcaccggcgcecaca,, radiomarqué
portant ou non la
—A— lésion AAF

Hybridation de I'oligonucléotide et ligation

c |

AAF

SGgTCatcaccggcgcecacaGac®
3 CAGTAGTGGCCG GGTGTCTG 5
TT
AC

A

pCUL- Nar3"/Nar+3

Plasmide contenant une lésion unique

Figure 63 : Principe de construction des plasmides pCUNar/Nar+3 (Gasser and Fuchs, 2003)

Les plasmides pKB110 Nar/Nar+3 et pKB110 Nar/Nar+3+2 sont construits selon le

méme principe, en utilisant le méme oligonucléotide Nar3"AF,

50pg de plasmide pCU Nar+3 ou pKB110 Nar+3 ou encore pKB110 Nar+3+2 sont
digérées par Scal, et 50pg du plasmide Helper correspondant sont digérés par Hincll. Apres
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controle des digestions, et précipitation, 25ug de chaque plasmide sont mélangés dans un
volume final de 5Sml de Tampon GM x1 (10mM TrisHCI pH7, 10mM NaCl, ImM EDTA),
incubé 3'30 a 99°C en agitant pour bien dénaturer les plasmides, puis refroidis rapidement sur
glace (5 minutes). 40ul de NaCl 5M sont ajoutés au mélange avant incubation 1h30 a 55°C.
On laisse ensuite le mélange redescendre lentement a température ambiante pour permettre
I'hybridation et donc la formation des Gap-duplexes.

L'oligonucléotide Nar0 ou Nar3"A*

(obtenu par modification chimique puis purification
sur colonne HPLC) est marqué par une kinase au *°P et purifié sur gel d'acrylamide. Le
rendement de purification est estimé par quantification de 1'oligonucléotide au compteur a
scintillation.

L'oligonucléotide ainsi obtenu est mélangé aux 5ml de Gap-duplex précédemment
obtenu (rapport oligonucléotide/gap-duplex > 1) et sont ajoutés 0,5ml de Tampon de ligation
x10 (100mM TrisHCI pH7,5 ; 100mM MgCl, ; 100mM DTT). Ce mélange est incubé 2
minutes a 65°C, puis 30 minutes a 20°C pour permettre I'hybridation de 1'oligonucléotide dans
la bréche. On ajoute 50ul d'ATP 0,1M et le mélangé est équilibré pendant 10 minutes a 16°C.
La T4 DNA ligase (400U) est alors ajoutée : le temps de ligation ne dure que 3 minutes pour
limiter au minimum la ligation des plasmides parentaux sur eux-méme. Les plasmides
circulaires ainsi obtenus sont purifiés par une ultra-centrifugation dans un gradient de chlorure
de cesium en présence de bromure d'éthidium (BET). La quantification des plasmides se fait
dans un premier temps par un comptage de radioactivité en scintillation (I'oligonucléotide
incorporé étant radioactif), puis cette estimation est ajustée par quantification sur gel
d'agarose en présence de BET. Toutes les étapes de ce protocole sont contrdlées sur gel

d'agarose.

5. Plasmides utilisés

Au cours de la partie résultats, j'ai utilisé dans un premier temps les plasmides pCU L-
et L+ Nar/Nar+3 (construits par Véronique Gasser). J'ai ensuite utilisé des plasmides
semblables, mais dont la distance séparant la 1ésion de la fin du plasmide était rallongée afin
d'essayer d'observer un blocage de la réplication dun brin non endommagé : il s'agit des
plasmides pKB110 L- et L+ Nar/Nar+3 (construits par Nicole Koffel). Enfin, j'ai réalisé¢ la
construction des plasmides pKB110 L- et L+ Nar/Nar+3/4+2 possédant une hétérologie de

séquence supplémentaire (boucle +2) dans le but d'étudier les phénomenes de contournement
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de dommages. Les cartes de ces plasmides indiquant I'orientation de I'origine de réplication et
du géne lacZ’, ainsi que la distance séparant la Iésion de I'origine sont représentées a la Figure

64.

pCU L+ Nar3**F/Nar+3 { [ [ pCuUL-Nar3*F/Nar+3
Leading : Lagging

+3

pKB110 L- Nar3**/Nar+3 pKB110 L+ Nar3*F/Nar+3
Leading Lagging

pKB110 L+ Nar3*F/Nar+3+2
Lagging

pKB110 L- Nar3*"F/Nar+3+2
Leading

1229 by 1293 bp

Figure 64 : Cartes des différents plasmides utilisés. La fleche verte représente l'origine de réplication ColEl. La
fleche rouge représente le géne lacZ' ou se site la lésion AAF ainsi que les boucles +3 et +2.
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La Figure 65 représente la séquence de la région BstNI-Nlalll analysée pour chacun de
ces plasmides.
progression de la fourche progression de la fourche

pCU_L-/pKB110_L+ [@ ?} pCU_L+/pKB110_L-
lagging leading

- Nialll . BsiNI

GCTATGACCATG%TTACGAATTCAGTCatCaccggc%cCacaGACTAAGCTTGGCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCdiGGCGTT

CGATACTGGTACTAATGCTTAAGTCAGtagtggccy ggtgt CTGATTCGAACCGTGACCGGCAGCAAAATGTTGCAGCACTGACCCTTTTGGGACCGCAA
3! T

e
Nar+3

5 Nlalll AAF BstNI .

GCTATGACCATG TTACGAATTCAGTCatcaccggcg‘jccacaGACTAAGCTTGGCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACC TGGCGTT
CGATACTGETACTAATGCTTAAGTCAGtagtggecy ggtgt CTGATTCGAACCGTGACCGGCAGCARAATGTTGCAGCACTGACCCTTTTGGCA(CCGCAR
3 T
AC +2 (Apal)
Nar+3

Figure 65 : Séquence de la région analysée des plasmides pCU et pKB110.
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Partie V.- ANNEXES

I. Annexe I : recX, a new SOS gene that is co-transcribed

with the recA gene in Escherichia coli

Avant de me consacrer au projet qui vient d'étre décrit, je me suis attaché a 1'étude du
gene recX potentiellement impliqué dans la mutagenese chez Escherichia coli.

Le point de départ de cette étude a été 1'observation suivante : dans deux mutants de
recA différents, nous avons observé une différence de la fréquence de mutagenese induite au
niveau du site de restriction Narl (un point chaud de mutagenése).

Dans la souche rec499 ou le sixieme codon du géne rec4 est muté en un codon STOP,
la mutagenése est augmentée d'un facteur 4 par rapport a une souche sauvage pour l'all¢le
recA. Dans la souche ArecA306, ou la déletion déborde le cadre du geéne recA, le facteur
d'augmentation de la mutagenése par rapport a la souche sauvage est cette fois-ci de 8. Nous
nous sommes donc intéressés aux genes voisins de rec4 qui pouvaient avoir été modifiés dans
cette souche ArecA306, et non dans la souche rec499, ce qui expliquerait la différence de
phénotype entre les deux souches. Nous avons choisi d’étudier le géne recX (également
appelé oraA), situé 68 nucléotides en aval de recA chez Escherichia coli. Ce géne a déja été
¢tudié chez de nombreux organismes comme Pseudomonas aeruginosa (Sano, 1993),
Mycobacterium tuberculosis (Papavinasasundaram et al., 1998), Streptomyces lividans
(Vierling et al., 2000), etc..., mais aucune de ces études n'a permis d'attribuer une fonction
précise au gene recX.

J'ai d'abord réalisé 1'étude transcriptionnelle de recX par les techniques de Northern et
d'extension d'amorce, ce qui a permis de montrer que recX est un géne SOS, dont l'expression
est donc dépendante des protéines LexA et RecA. Une étude plus poussée de la transcription
de recX, a l'aide de fusions transcriptionnelles entre la région en amont de recX et le géne
reporter lacZ, a montré que la région minimum nécessaire a la transcription du geéne recX
incluait le géne recA en entier, ainsi que son promoteur et son opérateur. recX est donc co-
transcrit avec recA dans un opéron SOS-inductible : la transcription de recX se fait au travers
du site de terminaison de la transcription de rec4 dans une proportion de 5 a 10% du transcrit

recA.
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Je me suis ensuite attaché a rechercher une fonction a la protéine RecX : j'ai dans un
premier temps inactivé le géne au niveau chromosomique en insérant la cassette kanamycine
dans la séquence codante du gene de maniere a l'interrompre. La recherche d'un phénotype
simple chez ces mutants n'a pas permis de voir de modification de la sensibilité aux UV, ni
une incidence sur l'expression de rec4A comme cela avait été suggéré par certains auteurs.

Cette étude du gene recX a fait I'objet d'une publication présentée ici (Pages et al., 2003).
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I1. Annexe 2 : Supporting Online Material

Supporting Online Material

Material and methods :

Plasmid constructions. Single adducted plasmids are constructed by ligation of an
oligonucleotide containing a single G-AAG adduct (5’-ATCACCGGCG**"CCACA-) into a
‘gapped-dupplex’ plasmid constructed in vitro as described in details elsewhere (S7).
Covalently closed circular constructions are isolated by centrifugation on CsCl/Ethydium
bromide gradients. All plasmids are pUC derivatives (~2700 nt long) containing a single G-
AAF adduct located at ~1600 nt from the unidirectional ColE1 origin of replication. The

constructions contain a local sequence heterology shown in figure 1.

Strains and in vivo manipulations. All strains used in this study are derived from the wild
type JM103 strain. The previously described null alleles of polB (S2) and umuDC (S3) were
introduced into strain JM103 by P1 transduction. In order to prevent excision repair of the
lesion and mismatch correction of the sequence heterology we introduced uvrA6-lamB::Tn5
and mutS-srl::'Tn10 alleles respectively. Highly electroporation competent cells were obtained
by culturing bacteria at 18°C until OD*=0,5. Cells were harvested by centrifugation,
resuspended into MgSO, and UV-irradiated with a 254nm wavelength lamp at a UV dose
leading to about 10% survival (S7). Cells were then diluted in LBx2 and cultivated under
aeration at 18°C for expression of the SOS response. After 90 min of expression, competent

cells were obtained by the classical procedure (S17).

Replication product analysis. Following electroporation of 20 ul of competent cells with 40

ng of plasmid construction per time point (ratio plasmid / cell: 15:1), cells were grown in
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complete medium at 37°C. At selected time points, aliquots of the cell suspension were
centrifuged and washed twice with NaCl 0,5M to eliminate excess plasmid molecules that did
not enter the cells. After addition of 1ng of an internal standard circular plasmid, total DNA
was extracted from the cells using a classical genomic DNA preparation protocol. Total DNA
(~10pug) was digested successively by restriction enzymes Nlalll and BstNI in a final volume
of 20ul. Samples (8ul) were analysed by 8% PAGE at 80W for 2 hours. The gel was then

transferred to a Hybond N+ nylon membrane using a semi-dry electro-blotter.

A high specific activity radio-labelled probe was obtained by elongation with KF polymerase
(from Biolabs®) of a 10 mers oligonucleotide primer hybridized to a 58-mer template
identical to the MARKER strand sequence in the presence of 1.6uM of a-32P-dCTP (3000
Ci/mmole) and a mixture of dATP, dTTP and dGTP (50uM each). Full length probe was
purified by PAGE. The nylon membrane was hybridized with this probe at 68°C in APH
(Aqueous Hybridization-Prehybridization buffer) for 16 h and washed two times with SSC x2
/ SDS 0.1% and two times with SSC x0.2 / SDS 0.1% at room temperature. Data were
analysed with Personal Molecular Imager® FX from Bio-Rad after exposition to Kodak

phosphor screen. Quantification was performed with Quantity-One® software from Bio-Rad.
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Supplemental references :

S1. T. H. Broschard, N. Koffel-Schwartz, R. P. P. Fuchs, J. Mol. Biol. 288, 191 (1999).
S2. M. Escarcellar et al., J. Bacteriol. 176, 6221 (1994).

S3. R. Woodgate, Mut. Res. 281, 221 (1992).
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Figure S1 : Strategy for the analysis of plasmid replication products
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Figure S1 : Strategy for the analysis of plasmid replication products.

Plasmids contain a unidirectional origin of replication derived from ColEl and a
single G-AAF adduct (see material and methods) (S1). The single adduct is located
within a short sequence heterology. Following introduction within bacteria, total
DNA is extracted and plasmid replication products are analysed by Southern with
a probe complementary to the MARKER strand. The key feature that allows both
MARKER and LESION strands replication products to be distinguished from non-
replicated parental MARKER strand stems from the presence of a +3 nucleotides
bulge in the MARKER strand that introduces a new Nlalll restriction sequence.
This sequence is resistant to Nlalll digestion when present in the heteroduplex
construct and becomes sensitive only following resolution of the heteroduplex by
replication. In the example shown here, fork direction proceeds from the right side,
the G-AAF lesion being thus located in the leading strand
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