~

UNIVERSITE DE STRASBOURG

o’

THESE présentée pour obtenir le grade de Docteur de I'Université de Strasbourg

Discipline: Sciences de la vie et de la santé, Aspects moléculaire et cellulaire de la biologie

Présentée par Valérie SCHMUTZ

Réplication de ’ADN endommagé chez les eucaryotes : Régulation
et réle de la mono-ubiquitination de PCNA

Travail réalisé au sein de I'équipe "Mécanismes de tolérance des dommages a I'ADN"
Institut de Recherche de I'Ecole de Biotechnologie de Strasbourg
IREBS, FRE 3211

Soutenue publiguement le ler juillet 2010
Directeur de Thése : Agnés CORDONNIER
Rapporteur Externe: Emmanuelle DELAGOUTTE
Rapporteur Externe: Patricia KANNOUCHE
Examinateur Interne: Bruno CHATTON






Ce travail de these a été réalisé au sein de I'équipe "Mécanisme de tolérance des dommages a
I'ADN" de la toute nouvelle IREBS, actuellement FRE3211, mais je l'espere, plus pour
longtemps.

Je tiens tout d'abord a remercier toute I'équipe, Agnes, Régine, Elizabeth, Sandrine,
Nadeége, Marc et Jérdme de m'avoir accueillie parmi vous pendant ces quatre courtes années.
Agnés, Regine, ensemble nous avons affronté le froid, la canicule, les films qui se coincent dans
la développeuse, les gels qui migrent n'importe comment, les anticorps qui marchent quand ¢a les
arrange, les heures en salle de culture, les centrikons nouvelle génération qui ont eu la bonne idée
d'étre commercialisés 3 mois avant la fin de ma these et j'en passe... Mais les efforts paient
toujours et je suis sure qu'un jour prochain PCNA et maintenant Rad18 vous auront livré tous
leurs secrets.

Elizabeth, ma compagne de bureau, ce fut un réel plaisir de t'avoir rencontrée. Merci d'avoir
toujours été préte a me rendre service. Ta gentillesse va me manquer.

Marc, je me souviens de ma premiére réunion. Elle a eu lieu un vendredi et Sandrine m'a fait
découvrir le désormais célebre (ceux qui ne sont pas au courant sont des ignares) mécanisme
RAMER... Il m'a fallu du temps mais je crois que je commence a comprendre.

Sandrine, reine des mini et maxi preps (avec moi les maxi preps ne marchent jamais), ta bonne
humeur et ton énergie me manqueront.

A Jérdme, toujours de bon conseil, qui arrive a dire en une phrase ce que j'essaie péniblement
d'exprimer en dix.

Nadege, la petite nouvelle, j'espere que tu obtiendras une bourse et que tu arriveras a apprivoiser
Rad18.

Je tiens aussi a remercier Mmes Patricia KANNOUCHE, Emmanuelle
DELAGOUTTE et Mr Bruno CHATTON d'avoir accepté de juger mon travail de these.

Aux doctorants du bout du couloir:
Elise, bonne chance pour ta quatricme année de these. Maintenant que j'ai fini de rédiger,
j'envisage de me remettre au sport et pourquoi pas de courir... Une bonne résolution qui, je le
crains, ne durera pas. Mais comme on dit c'est l'intention qui compte.
Christian, 2 nous deux, nous détenons le record du nombre d'heures en salle de culture. Sans
aucun rapport, j'ai suivi ton conseil et j'ai vu "Southland Tales"...... et je n'ai rien compris... Je suis
donc a la recherche d'un film bien corsé a te recommander, histoire que tu te rendes compte a
quel point j'ai souffert !
Thomas, bien que me trouvant bien loin de ta paillasse, je t'ai souvent entendu rouspétet... Tu as
bien raison, ¢a fait du bien!

Aux absents
Anne-Sophie, j'aurais beaucoup aimé que tu restes avec nous mais je suis sure que tu te plais
dans ton nouveau labo et que tu vas révolutionner la science.
Delphine, tu ne seras pas la pour ma soutenance car tu es partie rendre visite a I'Oncle Sam. Je te
souhaite plein de découvertes ébouriffantes.
A Tonie, qui s'est souvent inquiétée de ne pas me voir manger a la cantine. Depuis qu'on se
connait, j'ai pris 4 kilos....

A ma famille
A mes parents qui m'ont toujours soutenue. A mon papa qui n'y croira que le jour J. A ma
maman, premic¢re femme bionique, qui a réussi a tondre la pelouse avec une seule main.



A mes fréres Alain et Fabien qui ont préféré le monde incompréhensible de la finance... Si, si, je
vous assure, la mono-ubiquitination de PCNA, c'est tres simple...

A mes grand-méres qui, pour mon plus grand plaisir, seront la toutes les deux pour ma
soutenance.

Gg, tu ne seras pas la le jour ] mais tu auras droit a un cours gratuit et un exemplaire
dédicacé...Qui sait, un jour , tu pourras vendre ¢a une petite fortune su E-Bay.

A Eric, qui a été d'une patience infinie pendant tous ces mois de rédaction et qui s'inquiétait de
ne pas me voir angoissée. Il est 23H34 et la thése n'est toutjours pas imprimée..... Non je ne
panique pas.... Mais dés demain, nous allons pouvoir de nouveau entendre les oiseaux chanter a 5
heures du matin, faire un tour en moto et préparer nos vacances...

Et pour finir, 2 toux ceux qui vont assister 2 ma soutenance.... Interrogation surprise pendant
le pot.... Ceux qui ont la moyenne auront droit a une tarte flambée.... Ceux qui se sont endormis
auront droit a une séance de rattrapage individuelle...



Résumé:

Le génome des cellules est constamment soumis a des agressions exogénes ou endogénes qui
créent des Iésions sur I'ADN. La synthése translésionnelle (TLS) permet a la cellule de répliquer
I'ADN endommagé grace a l'intervention d'’ADN polymérases spécialisées. En réponse a des agents
génotoxiques, le facteur de processivité PCNA, qui interagit avec les ADN polymérases réplicatives et
translésionnelles, est mono-ubiquitiné par le complexe Rad6/Rad18. Durant ma thése, j'ai cherché a
(1) comprendre les événements moléculaires qui déclenchent la mono-ubiquitination de PCNA et (2) a
comprendre le réle de cette modification dans la TLS.

(1) Un test in vitro de réplication d'ADN endommagé, dans des extraits cellulaires humains, montre
que la mono-ubiquitination de PCNA nécessite une synthése d'ADN de plus de 40 nucléotides et le
blocage au niveau d'une 1ésion. Cela suggére un processus dynamique au cours duquel le complexe de
réplication évolue pour adopter une conformation "mature" nécessaire a l'activation de Rad6/Rad18.
(2) L'étude in vitro du franchissement de 2 lésions différentes (TT-CPD et G-AAF) par I'ADN
polymérase translésionnelle Poln révele l'existence d'une voie de TLS indépendante de la mono-
ubiquitination de PCNA. De plus, la complémentation de cellules déficientes en Poln par des mutants
d'interaction avec PCNA (PIP) et/ou avec l'ubiquitine (UBZ) montre que chacun de ces domaines
contribue a l'activité de Poln pour les deux types de Iésion. Le domaine UBZ jouerait alors un role
supplémentaire, non relié a la liaison a I'ubiquitine de PCNA.

Abstract:

The cell's genome is constantly subjected to exogenous and endogenous attacks, which create
lesions on the DNA. TransLesion Synthesis (TLS) allows the cell to replicate over lesions by the use
of specialized DNA polymerases. In response to genotoxic agents, the processivity factor PCNA,
which interacts with replicative and translesionnal DNA polymerases, is mono-ubiquitinated by the
Rad6/Rad18 complex. During my thesis, I try to understand (1) the molecular events that lead to the
mono-ubiquitination of PCNA and (2) the role of this modification during TLS.

(1) By using an in vitro replication assay of damaged DNA and human cell-free extracts, we show that
the mono-ubiquitination of PCNA requires the synthesis of DNA longer than 40 nucleotides and the
block at the lesion. This suggest a dynamic process during which the replication complex evolves to
adopt a "mature" conformation necessary for the activation of Rad6/Rad18.

(2) The in vitro study of the synthesis in front of two different lesions (TT-CPD and G-AAF) by the
translesionnal DNA polymerase Poln reveals the existence of a TLS pathway independant of the
mono-ubiquitination of PCNA. Furthermore, the complementation of Poln-deficient cells by PCNA
(PIP) and/or ubiquitin (UBZ) interaction mutants shows that each of these domains contribute to the
activity of Poln for both lesions. Thus, the UBZ domain may play an additionnal role that is not
related to the interaction with mono-ubiquitinated PCNA.
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Les mutations de 'ADN engendrent la diversité génétique qui peut étre soit délétere
soit avantageuse pour la survie de la cellule. Du point de vue de 1’évolution, la mutagenése est
le mécanisme par lequel la sélection naturelle agit et elle est la base de 1’adaptation et de la
diversification des espéces. La mutagenése est aussi impliquée dans 1’hypermutation
somatique lors de la génération d’anticorps (Friedberg, 2005) au niveau cellulaire, cependant,
la mutageneése est risquée. Bien que de nombreuses mutations soient silencieuses ou menent a
I’apoptose, certaines causent des aberrations et une prolifération cellulaire incontrolée,
marque premiere des cancers.

Les mutations peuvent subvenir lors d’une synthése impropre d’un ADN [ésé (cassure
double ou simple brin, adduits covalents ou bases manquantes ou altérées). De telles 1ésions
sont le résultat de processus métaboliques de la cellule elle-méme aussi bien que d’agents
exogeénes endommageant I’ADN (radiations ionisantes, radiations UV, agents chimiques
comme le cisplatine...). Dans les cellules eucaryotes, des voies extrémement conservées
connues sous le nom de checkpoint coordonnent de nombreux aspects de la réponse aux
dommages de ’ADN en induisant I’arrét du cycle cellulaire, en activant la réparation de
I’ADN et, dans certains cas, en initiant les voies apoptotiques ( Nyberg et al., 2002; Cimprich
and Cortez, 2008).

Lors de la phase S, le génome est particuliecrement vulnérable et de nombreux types de
lésions peuvent bloquer la progression de la fourche de réplication. De fait, un arrét prolongé
des fourches de réplication peut entrainer leur effondrement, des cassures double brin et
I’instabilité¢ génétique. La stabilisation et la sauvegarde des fourches bloquées et enfin
I’achevement de la réplication sont essentiels pour la survie de la cellule et la préservation du
génome ( Paulsen and Cimprich, 2007; Cimprich and Cortez, 2008).

Les mécanismes de tolérance des dommages ou processus de réparation post-
réplicative permettent a la cellule de répliquer ’ADN malgré le blocage des polymérases
réplicatives (Friedberg, 2005; Andersen et al., 2008). Bien que largement utilisé, le terme de
« réparation post-réplicative » est peu adéquat puisque la 1€sion ne sera réparée que plus tard.
Ce terme englobe deux mécanismes distincts qui different dans leur potentiel a induire des
mutations : la synthése translésionnelle (TLS) et le contournement des Iésions. Durant la
synthése translésionnelle, des ADN polymérases spécialisées répliquent I’ADN endommagé
en introduisant ou non des erreurs. Durant le second mécanisme, au contraire, la 1ésion est
évitée grace a l'utilisation du brin fils du brin complémentaire non endommagé comme
matrice, ce qui permet d’éviter I’insertion de mutations. Parce que ’ADN synthétisé malgré

les 1ésions sera utilis¢é comme modele pour les réplications suivantes, le choix entre ces deux
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procédés est de la plus grande importance. La modification post-traductionnelle de PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen), facteur de processivité des ADN polymérases
réplicatives, joue un role trés important dans la coordination de la réplication de I’ADN et des
processus de tolérance des dommages ( Moldovan et al., 2007; Andersen et al., 2008). En
effet, le type de modification post-traductionnelle de PCNA détermine la voie utilisée.

PCNA est mono-ubiquitiné au niveau de sa lysine K164 par le complexe Rad6/Rad18
en réponses a des dommages de I'ADN (Hoege et al., 2002) et cette modification permettrait
le recrutement des ADN polymérases spécialisées qui remplaceraient alors transitoirement
I'ADN polymérase réplicative. Chez Saccharomyces cerevisiae, la SUMOylation de K164 de
PCNA (Hoege et al., 2002) permet de recruter I'hélicase Srs2 qui empéche la recombinaison
homologue aux fourches de réplication bloquées (Watts, 2006). La perturbation de la
réplication peut aussi induire la poly-ubiquitination de PCNA via la lysine K63 chez les
vertébrés et la levure ( Hoege et al., 2002; Chang et al., 2006; Chiu et al., 2006; Frampton et
al., 2006). La poly-ubiquitination serait a l'origine du contournement des 1ésions.

De nombreuses questions restent cependant sans réponses. Le role exact de la mono-
ubiquitination de PCNA et la régulation de l'accés des différentes ADN polymérases
translésionnelles au niveau de I'ADN endommagé sont sujets a discussion. Nous ne savons
pas non plus comment est choisie la polymérase la plus appropriée pour une lésion donnée.
Enfin, le mystere reste entier quant a la maniére dont la poly-ubiquitination de PCNA est a
l'origine du changement de matrice de I'ADN polymérase réplicative.

Au cours de ma these, je me suis tout particuliecrement intéressée a la régulation de la
mono-ubiquitination de PCNA par le complexe Rad6/Rad18 et au rdle de cette modification
dans la synthéese translésionnelle.

Dans l'introduction, je présenterai brievement les Iésions de I'ADN et les différents
mécanismes de réparation existants ainsi que les mécanismes de surveillance du cycle
cellulaire. La troisiéme partie sera consacrée aux mécanismes de tolérance des dommages de
I'ADN, contrdlés par la voie Rad6/Radl8 et aux modifications post-traductionnelles de
PCNA. Par la suite, je présenterai les différentes ADN polymérases translésionnelles. Je
finirai cette introduction par la présentation des différents modéles proposés pour le

mécanisme de la synthése translésionnelle.
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1. Les réponses cellulaires aux
dommages de I'ADN
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A. Les différents types de lésion de I'ADN et les
mécanismes de réparation

Les dommages de I’ADN constituent un obstacle majeur aux fonctions de la cellule.
Des lésions et des cassures interférent avec la réplication, causant potentiellement des
mutations, ou avec la transcription, affectant I’expression des geénes et la physiologie
cellulaire. Les lésions de ’ADN sont courantes, ainsi 30 000 lésions sont générées
spontanément dans une cellule de mammiféres par jour (Lindahl and Barnes, 2000). La
grande variété des lésions de I’ADN produites par divers agents endommageant a engendré

I’évolution de différents mécanismes de réparation (Figure 1).

Figure 1: Les dommages de 'ADN et les mécanismes de réparation. Nous présentons ici quelques exemples de lésions de
I'ADN causés par différents agents. Ainsi les rayons UV sont a l'origine de la formation de photoproduits comme les dimeres de
pyrimidines de type cyclobutane (CPD) ou les (6-4). 11 est intéressant de noter que chaque type de lésions sera pris en charge par
un mécanisme de réparation spécifique. La réparation par excision de nucléotide permet entre autre de réparer ces photoproduits.
Adapté de (Hoeijmakers, 2001).

Les I¢ésions de I'ADN sont causées par des agents exogénes (radiations ionisantes (IR),
les radiations ultra violettes (UV) et divers agents chimiques) et des réactions chimiques

endogénes (comme I'hydrolyse, 1'oxydation, 1'alkylation de bases).
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1. Les lésions de I'ADN dues a des agents exogenes

L'exposition des cellules aux radiations ionisantes (rayons X, rayons y) peut étre a
l'origine de 1'arrét du cycle cellulaire pour la réparation de 'ADN, de l'induction de mutations,
et de la mort cellulaire. Les événements d'ionisation ne sont pas confinés a I'ADN et a son
environnement immédiat. Les radicaux libres générés par les radiations peuvent aussi altérer
les membranes au niveau des protéines et des lipides (Wallach, 1972). Cependant, ' ADN est
la cible privilégiée dans les cellules soumises a des radiations (Ward, 1981). L'intégrité de
I'ADN est affectée par une variété de lésions induites par les radiations ionisantes de maniere
directe ou indirecte. Les radiations interagissant directement avec 'ADN causent des cassures
simple-brin ou double-brin de I'ADN (van der Schans et al., 1973). Cela représente a peu
pres 30% des dommages sur 'ADN (Chapman et al., 1973). Les 70% restant concernent des
effets indirects dus a l'ionisation de molécules d'eau qui généere des électrons hydratés, des
atomes d'hydrogéne et des radicaux hydroxydés (Chapman et al., 1973). Ces radicaux
endommagent 'ADN en formant notamment des sites abasiques, des cassures simple et
double-brin, des pontages ADN-protéine ou des déaminations des bases (la cytosine en
uracile; 1'adénine en hypoxanthine ou inosine; guanine en xanthine ou oxanine; la 5-
méthylcystéine en thymine (Figure 2) (Dizdaroglu et al., 1991; Teoule et Cadet 1978; Lindahl
1993).
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Figure 2: Déamination de bases et mutagenése. Ies déaminations de la cytosine (C) en uracile (U),de 'adénine (A) en inosine
: : ) s

(@), de la guanine (G) en xanthine (X) ou oxanine (O) peuvent étre a l'origine de mésappariements durant la réplication de I'ADN.
Par exemple, la déamination de la cytosine en wuracile cause la mutaton de la paire C/G en T/A
http:/ /www.clemson.edu/cafls/departments/genbiochem/people/wcao.html.
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Une classe importante de 1ésions de I'ADN concerne les 1ésions dues aux radiations
UV-B, dont le rdle dans la formation de cancer de la peau est critique. Cette corrélation a été
découverte lors d'é¢tudes sur la maladie Xeroderma pigmentosum (XP), dont les patients
atteints présentent une forte probabilité de développer un cancer de la peau dans les zones
exposées au soleil; leurs cellules somatiques, incapables de réparer les dimeéres de
pyrimidines, sont hypersensibles aux UV (Cleaver and Bootsma, 1975). Les dimeéres de
pyrimidines de type cyclobutane, qui peuvent apparaitre aux sites TT, CC, CT ou TC du
méme brin d'ADN, sont les photo-Iésions les plus communes (70 a 80 %)(Clingen et al.,

1995). Les photo-produits 6-4 sont moins fréquents (20 a 30%) (Figure 3).

Figure 3: Rendements de formation des différents photophoduits bipyrimidiques dans des monocytes humains en
culture exposés au rayonnement UV-B. T et C: thymine et cytosine. Adapté de
http://inac.cea.fr/Phocea/Vie_des_labos/Ast/ast_visu.phprid_ast=140.
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De plus, des agents chimiques peuvent causer des adduits sur I'ADN, des bases

oxydées, alkylées ou des pontages inter ou intra-brin. Certains de ces agents sont utilisés

pour lutter contre les cancers (Lindahl et al., 1982; Seeberg et al., 1995) (Tableau 1).

Tableau 1: Exemples d'agents chimiques endommageant I'"ADN.

Classe du produit
chimique

Aflatoxines

Amines aromatiques

Quinones aziridine

Hydrocarbures

chlorés
Métaux et composés

métalliques

Moutardes azotées

Nitrosamines

Hydrocarbures
aromatiques

polycycliques

Exemple

Aflatoxine B1

2.

acétylaminofluoréne

Mitomycine C

Chlorure de vinyle

Cisplatine

Composés du nickel

Cyclophosphamide

N-
Nitrosodimétylamine

Benzo(a)pyrene

20

Origine de
I'exposition
Aliments
contaminés

Environnement

Chimiothérapie

anticancéreuse

Environnement

Chimiothérapie
anticancéreuse

Environnement

Chimiothérapie

anticancéreuse

Aliments
contaminés

Environnement

Lésion génotoxique
probable
Adduits de grande taille
sur 'ADN
Adduits de grande taille
sur I'ADN
Mono-adduits, pontages
inter-brin et cassures
simple-brin de I'ADN
Mono-adduits de ' ADN

Pontages intra et inter-
brin de 'ADN
Mono-adduits et
cassures simble-brin de
I'ADN
Mono-adduits et
pontages inter-brin de
I'ADN
Mono-adduits de I'ADN

Adduits de grande taille
sur 'ADN



2. Les lésions spontanées de I'ADN dues au métabolisme
cellulaire

Le métabolisme oxydatif des cellules crée des espeéces oxydatives oxygénées (ou
ROS) et endommage dix mille bases par cellule et par jour (Fortini et al., 2003). Cette
production normale de ROS est contrecarrée par I’existence d’un systéme de détoxification
complexe (superoxide dismutase, catalase, glutathione peroxidase et peroxyredoxines) (Finkel
and Holbrook, 2000).

Les especes réactives de 1'oxygeéne de la cellule réagissent avec I'ADN et produisent
des cassures simple-brin, des pontages ADN-protéines, des sites abasiques et des lésions
oxydatives. Dans le cas de ces derniéres, on connait environ cinquante adduits (Cadet et al.,
1999), dont la 8-oxoguanosine (8-0x0-G) qui est considérée comme la plus abondante (Kasai,
1997). Si la 8-0x0-G n'est pas réparée avant la réplication de I'ADN, elle peut s'apparier avec
une adénine et donc mener a une transversion G vers T, mutation somatique commune dans
les carcinomes humains (Wood et al., 1992; Grollman and Moriya, 1993). Cet adduit est
considéré comme important dans la carcinogenése humaine et a émergé en tant que
biomarqueur des dommages oxydatifs cellulaires (Dizdaroglu, 1992; Cadet et al., 1999;
Helbock et al., 1999).

Des hydrolyses de la liaison glycosidique peuvent aussi avoir lieu et entrainent la
formation de sites abasiques ou AP (Lindahl, 1993). Les sites abasiques résultent de la
dépurination ou dépyrimidination de nucléotides et il est estimé qu'environ dix mille sites AP
apparaissent dans le génome humain par jour (Lindahl, 1993). La perte de base peut avoir lieu

spontanément ou bien apres une oxydation ou une alkylation de I'ADN.

3. Les obstacles naturels de la réplication

La réplication des chromosomes survient au cours de la phase S du cycle cellulaire et
est initiée a de multiples origines de réplication qui sont activées en début, en milieu ou en fin
de phase S. Chaque fourche de réplication doit répliquer plusieurs dizaines de milliers de
bases avant de rencontrer une fourche convergente. Au cours de cette synthese d'ADN, la
progression des fourches de réplication peut étre compromise par des barriéres qui ralentissent

ou bloquent les fourches. Ces barriéres peuvent étre dues a des structures secondaires de
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I'ADN, a des complexes protéiques fermement ancrés sur I'ADN ou a la collision entre les
machineries de réplication et de transcription. Ces obstacles peuvent mettre en péril l'intégrité
des fourches de réplication et constituent une source potentielle d'instabilité du génome (revue
Mirkin and Mirkin, 2007).

Si I'ADN existe normalement sous la forme d'une double hélice droite (forme B), des
structures alternatives existent: structures cruciformes, en épingle a cheveux, en triple hélice
(ADN H), en G-quartet (G4), en hélice gauche (ADN Z), etc... (Figure 4). De nombreuses
évidences, a la fois in vitro et in vivo, indiquent que la formation de structures secondaires
d’ADN pourrait perturber la réplication. /n vitro, de nombreuses ADN polymérases sont
inhibées par des séquences répétées inversées, (Bedinger et al,. 1989; Sherman and Gefter,
1976, Weaver and DePamphilis, 1982), par des G4 (Woodford et al., 1994; Usdin and
Woodford, 1995; Weitzmann et al., 1997) ou par des séquences répétées en miroir (Baran et
al., 1991; Dayn et al., 1992; Krasilnikov et al., 1997). In vivo, la formation de structures
secondaires au niveau de séquences répétées induit une inhibition de la réplication que ce soit
chez la bactérie, chez la levure ou dans les cellules de mammiféres (Brinton et al., 1991;

Samadashwily et al., 1997; Voineagu et al., 2008; Mirkin and Mirkin, 2007).
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Figure 4: Structutes inhabituelles de I'ADN (a gauche) et les types de répétitions a 1'origine de leur formation (a
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du centre de symétrie de la molécule sur un brin I’ADN sont associées aux bases complémentaires en respectant la structure
Watson-Crick. Ces séquences sont capables d’adopter des structures cruciformes lorsque PADN est sous forme double-brin, ou
en épingle a cheveux lorsque PADN est sous forme simple-brin. Dans les répétitions en miroir, les bases de part et d’autre de
I'axe de symétrie sont identiques. Les séquences miroirs d’homopurine-homopyrimidines sont capables d’adopter des structures
en triple hélice ADN-H. Ce type de séquences capables d’adopter des structures en ADN-H sont abondantes dans le génome
humain puisqu’elles sont retrouvées environ toutes les 50 000 paires de bases. En outre, elles sont majoritairement présentes au
niveau des promoteurs et des exons et peuvent réguler de ce fait expression de certains geénes liés a des maladies. Dans les
répétitions en tandem, les séquences répétées sont continues le long d’un brin ’ADN. Une structure appelée G-quartet ou G-
quadruplex (G4) peut étre facilitée par des répétitions directes riches en G. Les séquences télomériques (TTAGGG)n étant riches
en G peuvent former spontanément une structure en G4 2 vitro mais aussi zn vivo. D’autre part, les séquences répétées présentant
une alternance régulicre entre purines et pyrimidines peuvent adopter une structure en hélice gauche avec un arrangement en
zigzag de la structure centrale de la molécule ’ADN (ADN-Z). Par ailleurs, les séquences susceptibles d’adopter des structures en
ADN-Z sont abondantes dans le génome humain puisqu’elles seraient présentes toutes les 3000 paires de base. En outre, ces
séquences peuvent induire dans les cellules humaines de larges délétions indépendamment de la réplication. Adapté de Mirkin and
Mirkin, 2007.

Les sites fragiles sont des régions du génome difficiles a répliquer et ou se produisent
préférentiellement des cassures. Ces sites fragiles sont classés en deux grands groupes : les
sites fragiles rares (SFR) qui sont présents dans moins de 5 % de la population et les
sites fragiles communs (SFC) qui sont présents chez tous les individus (Kremer et al., 1991;

Sutherland et al., 1998).
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4. Les mécanismes de réparation des lésions de I'ADN

La réparation par excision de nucléotides (NER) est un mécanisme complexe qui
concerne une grande variété de dommages de I'ADN, incluant les 1ésions causées par les UV
et les produits chimiques ou les adduits sur 'ADN formés par les drogues anticancéreuses
(Leibeling et al., 2006). Deux modes existent: le NER global (global genome NER ou GG-
NER) qui surveille le génome en entier et la réparation couplée a la transcription (TCR)
qui se focalise sur les dommages qui bloquent les ARN polymérases (Tornaletti and
Hanawalt, 1999) et répare donc les génes transcrits. La réparation par excision de bases
(BER) cible les dommages dus au métabolisme cellulaire (ROS, méthylation, désamination,
hydrolyse). Les lésions concernant ces deux mécanismes affectent un seul des deux brins
d'ADN.

Les mécanismes de recombinaison homologue (HR) et non homologue (NHEJ) sont
impliqués dans la réparation des cassures double-brin de I'ADN (CDB). La recombinaison
homologue est prédominante en phase S et en G2 quand I'ADN est répliqué, ce qui permet
d'utiliser la seconde copie pour aligner correctement les cassures. La recombinaison non
homologue intervient en phase G1, quand la seconde copie n'est pas disponible (Takata et al.,
1998).

Enfin, certaines protéines de réparation sont capables d'intervenir seules pour réparer
directement certaines lésions, comme la O%-méthylguanine tranférase (Lindahl et al., 1988)
et les photolyases (Sancar, 1994).

De nombreux syndromes humains sont associés a des défauts dans ces mécanismes de

réparation (Tableau 2).
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Tableau 2: Syndromes humains présentant des défauts dans la réparations des 1ésions de I'ADN. Adapté de Hoeijmakers

2001.

Syndrome Mécanisme Type de Prédisposition au
affecté dommages cancer
Xeroderma pigmentosum NER Mutations Cancer de la peau
induit par les UV
Syndrome de Cockayne TCR Mutations Aucun
Trichothiodystrophie NER/TCR Mutations Aucun
BRCA1/BRCA2 HR Aberrations Cancer du sein
chromosomiques
Syndrome des cassures de Réparation des Aberrations Lymphome
Nijmegen CDB chromosomiques
Syndromes de Ligase IV, Réparation des Fidélité de la Immunodéficience et
d’Artémis, de Cernunnos et CDB par le recombinaison leucémies
de SCID (genes KU86/KU70) NHEJ
Syndromes de Werner et HR Aberrations Cancers variés
Bloom chromosomiques
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B. Le signalement des dommages

Les différentes kinases dépendantes des cyclines (Cdk) assurent la progression du
cycle cellulaire en intervenant dans un ordre déterminé: en phase G1 et pour la transition G1-
S, ¢’est a dire pour le déclenchement de la réplication de I’ADN, en phase S pour la poursuite
de la réplication, en phase G2 et pour la transition G2-M, c’est a dire pour le déclenchement
et l'exécution de la mitose.

Les mécanismes de surveillance s’ajoutent a la régulation de la succession des quatre
phases du cycle par les Cdk. Ils permettent de signaler les molécules d’ADN endommaggés
avant, pendant et aprés leur réplication (DDCP = DNA Dammage Checkpoint), les
anomalies de la réplication avant I’entrée en mitose (RCP = Replication Checkpoint) et un
mauvais positionnement des chromosomes sur la plaque métaphasique avant la séparation

des chromatides-sceurs (MPC = mitotic Checkpoint) (Figure 5).

rRCP
G1/s

G2IM

nncr

métaphase -anaphase
MCP

Figure 5: Le cycle cellulaire et les mécanismes capables de surveillance. Ces mécanismes interviennent lorsque des Iésions
(DDCP = DNA Damage Checkpoint ) ou des anomalies de réplication de 'ADN ( RCP = Réplication Checkpoint) sont
détectées, ou pour controler que les chromatides-sceurs se répartissent équitablement dans les deux cellules filles (MCP = Mitotic
Checkpoint). 1ls assurent en quelque sorte le « contréle qualité » du cycle cellulaire. En effet, si seules les Cdk intervenaient,
I'enchainement des phases du cycle pourrait continuer a avoir lieu, méme si PADN était endommagé, ce qui conduirait finalement
a des anomalies génétiques ou chromosomiques graves pour les cellules, par exemple la perte d'un chromosome ou d'un morceau
d'ADN. http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/cyclecellBM/03points.htm

ATM et ATR sont les deux protéines principales qui activent les checkpoints en
réponse aux dommages. Ces deux protéines appartiennent a une famille possédant des
domaines catalytiques ressemblant a ceux trouvés dans la kinase PI3K (phosphaditylinositol
3-kinase) et sont donc appelés des « PIK3-like proteines kinases » (PIKK). Elles
phosphorylent les protéines au niveau de leurs résidus sérine et thréonine, dans des séquences
SQ/TQ (la sérine ou la thréonine est suivie par la glutamine) (Brown et al., 2000). Les
domaines riches en SQ/TQ sont souvent trouvés dans les protéines impliquées dans

I’activation des checkpoints et la réparation de ’ADN (BRCA1, Chkl1). L'activation d'ATM
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et d'ATR est disctincte mais les fonctions de ces deux kinases sont redondantes. ATM est
activée en réponse aux cassures double-brin de I'ADN et est impliquée dans leur réparation,
tandis qu'ATR est activée en réponse aux anomalies de la réplication et est impliquée dans le
ralentissement et la stabilisation des fourches de réplication. Schématiquement, les kinases
ATM et ATR ont deux types d’effets. Tout d’abord, elles phosphorylent et activent les
kinases Chk2 et Chkl qui phosphorylent et inactivent les phosphatases CDC25A et
CDC25C (Mayland et al., 2000). En conséquence, CDK2 et CDKI1 restent inactives, et le
cycle cellulaire est arrété, respectivement, en G1/S et en G2/M (Figure 6). Deuxiémement, la
phosphorylation de p53 par ATM/ATR et Chk2/Chk1 (Efeyan and Serrano, 2007) inhibe son
export du noyau et sa dégradation, entrainant une accumulation de p53. p53 est a 1'origine du
maintien de I'arrét du cycle cellulaire notamment par l'induction de I'expression de p21,
inhibiteur des Cdk et la répression de la transcription de Cdc2 et de la cycline B aboutissant

a une inhibition totale des mécanismes d'entrée en mitose.

Figure 6: Le contréle de 1'état de I'ADN et 1'arrét en G1 ou en G2. Adapté de Meijer, 2003.
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Une mutation inactivant le géne codant pour ATM est a l'origine de la maladie
génétique Ataxie télangiectasie ou syndrome de Louis-Bar, caractérisée par une atteinte du
systtme nerveux (ataxie cérébelleuse), des signes cutanés (télangiectasies), une
immunodéficience et une susceptibilité aux cancers (leucémie et lymphome) (Shiloh, 1997).
ATR est essentielle pour la viabilité des cellules et une mutation hypomorphe du géne codant
pour ATR est responsable du syndrome de Seckel. Les caractéristiques les plus fréquentes de
ce syndrome sont la microcéphalie, le nanisme sévere et une prédisposition aux leucémies

(ODriscoll et al., 2003).

1. Activation d'ATM en réponse aux cassures
double-brin

ATM est une protéine oligomérique de 350 kDa dont l'activité kinase est stimulée in
vivo par les agents qui induisent des cassures double-brin de I'ADN (Banin et al., 1998).
NBSI forme avec Mrell et Rad50 le complexe M/R/N qui s'associe a ATM et permet son
recrutement et son activation au site de lésion (Lee and Paull, 2004).
L'autophosphorylation de ATM sur sa sérine 1981 permet a la protéine de passer d'une
forme multimérique inactive a une forme monomérique active (Bakkenist and Kastan,
2003). Le mécanisme d'autophosphorylation n'est pas tres bien défini mais la phosphatase
PPA2 semble impliquée (Goodarzi et al., 2004). En absence de 1ésions, ATM et PPA2 sont
associées. Les dommages induisent la dissociation de ce complexe, puis I'autophosphorylation
d'ATM. Par ailleurs ATM est acétylée par I'histone acétylase Tip60, ce qui semble réguler son
activité (Sun et al., 2005) (Figure 7).

Une fois activée, ATM phosphoryle de nombreuses protéines dont le variant d’histone
H2AX, qui va alors recruter MDC1 (Mediator of DNA damage checkpoint protein 1),
conduisant au recrutement d’autres complexes MRN-ATM et donc a I’amplification du signal
par phosphorylation d’autres protéines H2AX. ATM activée phosphoryle aussi d’autres cibles
dont Chk2 (Matsuoka et al., 2000), qui va elle-méme phosphoryler d’autres substrats, comme
Cdc25A, empéchant ’entrée en mitose tant que les dommages de ’ADN ne sont pas
réparés (Matsuoka et al., 1998; Zhou et al., 2000). La phosphroylation de Chk2 permet aussi
d’arréter les cellules en phase G1 du cycle cellulaire en agissant d’une part au niveau de
p53 (Sherr and Roberts, 1999; Ekholm and Reed, 2000) et d’autre part au niveau de la
protéine Cdc25A (Mailand et al., 2000). En outre, la phosphorylation de Chk2 permet de
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controler la réparation des cassures double-brin de I’ADN, en relocalisant BRCA1 (Breast
cancer 1) (Lee et al., 2000; Zhang et al., 2004; Wang et al., 2006; Zhuang et al., 2006). Enfin,
Chk2 participe aussi a I’activation de la voie d’apoptose lorsque les dommages sont trop

importants (Stevens et al., 2003).

Figure 7: Mod¢le de 1'activation d'ATM. La formation de cassures double-brin de 'ADN meéne au recrutement du complexe
MRN et a la dissociation de la forme dimérique inactive d'ATM en une forme monomérique et phosphorylée. Cette forme
monomérique se lie au complexe MRN au niveau de la cassure et est activée. ATM peut alors phosphoryler H2ZAX qui va se lier a
MDC1, ce qui méne au recrutement d'autres complexes ATM/MRN et a la phosphorylation de H2AX. ATM phosphoryle
d'auttes cibles comme Chk2. La phosphorylation de ces cibles meénent a l'arrét du cycle cellulaire, l'inhibition de l'activation des
origines de réplication en phase S et la réparation des cassures double-brin de I'ADN. Adapté de Cimprich and Cortez, 2008.

2. Activation d'ATR en réponse aux anomalies de la
réplication

ATR a été découvert en raison de son homologie de séquence avec ATM et SpRad3,
d'ou son nom ATR pour ATM and Rad3 related (Cimprich et al., 1996). ATR est une protéine
de 303 kDa qui posséde en C-terminal un domaine kinase et des régions homologues a celles

d'autres membres de la famille PIKK. ATR phosphoryle les mémes cibles qu'ATM et est le
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principal membre de la famille PIKK qui initie la transduction du signal aprés une irradiation
aux UV (Abraham, 2001). Dans les cellules humaines, ATR existe dans un complexe stable
avec son partenaire ATRIP (ATR-interacting protein).

Dans des conditions qui freinent la réplication (Iésions de I'ADN, déplétion des
nucléotides par 1'hydroxy-urée, compétition par l'aphidicoline), le découplage entre l'activité
de 1'hélicase et celle de la polymérase réplicative entraine la formation d'ADN simple-brin
(Sogo et al., 2002; Byun et al., 2005; Nedelcheva et al., 2005) protégée par la protéine de
réplication A (RPA) (Zou and Elledge, 2003). L’activation d’ATR résulte de deux voies
indépendantes qui convergent sur I’ADN simple-brin recouvert de RPA pour former un
complexe actif ATR-ATRIP-TopBP1-9-1-1. L’interaction directe de ATRIP et RPA permet la
liaison d'ATR sur ’ADN (Zou and Elledge, 2003). De facon, indépendante, la protéine
TopBP1 (topoisomerase (DNA) II binding protein 1) lie 'ADN simple-brin soit directement,

soit par l'intermédiaire de RPA ou d'une autre protéine inconnue (Yan and Michael, 2009)

(Figure 8).

Figure 8: Trois mécanismes sont possibles pour le recrutement de TopBP1 au niveau des fourches de réplication
bloquées. A. Liaison directe entre TopBP1 et 'ADN simple-brin, RPA ayant quitté I'"ADN par l'action d'une protéine inconnue
appelée A. B. Recrutement de TopBP1 par RPA. C. Recrutement de TopBP1 par un facteur inconnu X. Adapté de Yan and
Michael, 2009.

TopBP1 recrute alors Pola qui synthétise une amorce, créant ainsi une jonction ADN simple-
brin/ADN double brin. TopBP1 recrute a la fois Rad17-RFC et 9-1-1 et le chargement de ce
dernier a lieu a l'extrémité 5' de I'amorce synthétisée par Pola (Bermudez et al., 2003 ; Ellison
and Stillman, 2003 ; Majka et al., 2006). L’interaction TopBP1/9-1-1 persiste avec le
chargement et ce complexe rejoint ATR-ATRIP (Yan and Michael, 2009) pour activer ATR
(Kumagai et al., 2006) (Figure 9).
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Figure 9: Modéle pour l'activation d'"ATR. A. ATR-ATRIP et TopBP1 sont recrutés indépendamment au niveau de 'ADN
simple-brin protégé par RPA. B. TopBP1 recrute Pola qui synthétise une amorce. C. TopBP1 recrute 9-1-1 et Rad17-RFC a
I'extrémité 5' de I'amorce et 9-1-1 est chargé sur 'ADN par Rad17-RFC. D. L'interaction entre TopBP1 et 9-1-1 persiste. E. Un
complexe contenant ATR, ATRIP, TopBP1 et 911 se forme sur I'ADN simple-brin protégé par RPA et cela permet l'activation
d'ATR. Yan and Michael, 2009.

Les fourches de réplication contiennent des brins en synthése continue et discontinue.
Les brins en synthése discontinue sont synthétisés grace a des cycles continuels de synthese
d'amorces par Pola, qui sont ensuite élongués par Pold (Huang et al 1999; Jin et al., 2001;

Garg et al., 2004; Johansson et al., 2004; Fukui et al., 2004). Si Pola ou Pold venaient

foR)

Qo

s'arréter au niveau d'une 1ésion, alors I'assemblage des protéines du checkpoint aurait lieu
l'extrémité 5' du fragment d'Okazaki suivant. Sur le brin en synthése continue, la synthese
d'amorce par Pola est supposée avoir lieu une fois par réplicon et I'amorce est élongé par Pole
(Garg and Burgers, 2005a; Pursell et al., 2007). Si cette polymérase est stoppée par une
l1ésion, le recrutement de Pola par TopBP1 permettrait le redémarrage de la réplication et
l'assemblage du protéines du checkpoint (Figure 10). Différentes études ont en effet montré
que la réplication pourrait redémarrer en aval de la lésion sur le brin en synthése continue
chez E.coli in vitro (Heller and Marians, 2006). In vivo, il a ét¢ montré que des breches
d'ADN simple-brin se forment apres l'irradiation aux UV de cellules de S. cerevisiae (Lopes

et al., 2006).
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Figure 10: Modéles pour la création des jonctions 5' quand les polymérases réplicatives sont stoppées au niveau d'une
lésion sur le brin en synthese discontinue (A) ou sur le brin en synthese continue (B). Adapté de Yan and Michael, 2009.

ATR activée phosphoryle la protéine Claspine, requise pour une progression normale
des fourches (Katou et al., 2003; Lee et al., 2003; Osborn and Elledge, 2003; Szyjka et al.,
2005; Tourriere et al., 2005; Petermann et al., 2008). La Claspine est en complexe avec Chkl
(Yang et al., 2008) qui est alors activée grace a une phosphorylation par ATR (Alcasabas et
al., 2001).

Chk1l phosphorylée régule l'activation des origines de réplication (Santocanale and
Diffley, 1998; Shirahige et al., 1998; Santocanale et al., 1999; Unsal-Kacmaz et al., 2007), la
stabilisation des fourches de réplication en réponse aux dommages de ' ADN (Lopes et
al., 2001; Tercero and Diffley, 2001) et leur redémarrage (Desany et al., 1998; Szyjka et al.,
2008), I'induction transcriptionnelle de genes impliqués dans la réponse aux dommages
(Allen et al., 1994) et l'inhibition de la mitose tant que la réplication est incompléte (Allen

et al., 1994) (Figure 11).
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Figure 11: ATR phosphoryle de nombreux substrats pour réguler la réplication et les transitions du cycle cellulaire. Le
substrat majeur d'ATR est Chkl. La phosphorylation de cette protéine permet son départ de la chromatine et augmente son
activité kinase. Les cibles de Chk1 régulent les transitions du cycle cellulaire et l'activation des origines de réplication. La plupart
des cibles d'ATR se trouvent dans la fourche de réplication et leur phosphorylation contribue a la stabilisation de la fourche.
Adapté de Cimprich and Cortez, 2008.
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C. La tolérance des dommages

Contrairement a un arrét de la transcription, qui active une voie spécifique de
réparation de 'ADN couplée a la transcription (TCR), aucun mode de réparation de 'ADN n'a
¢été identifié comme étant spécifiquement activé par l'arrét ou le blocage de la réplication de
I'ADN. A la place, les cellules possedent des mécanismes pour tolérer temporairement les
dommages de I'ADN jusqu'a ce que les mécanismes de réparation puissent entrer en jeu.

Deux mécanismes permettent le redémarrage de la réplication chez les eucaryotes: la
réparation post-réplicative et la recombinaison homologue. La réparation post-réplicative
est controlée par la voie Rad6/Rad18. En effet, des analyses génétiques chez S. cerevisiae
ont permis la classification des membres de ce groupe en deux branches (Lawrence, 1994):

- I'une infidéle comprenant les trois ADN polymérases translésionnelles de la levure, Poln,
Revl et Pold (Lawrence and Maher, 2001; Ohmori et al., 2001) impliquées dans la synthése
translésionnelle,

- l'autre fidéle comprenant les protéines Rad5, Ubecl3 et Mms2 impliquées dans le
contournement des dommages.

En réponse aux dommages, PCNA est mono-ubiquitiné au niveau de la lysine K164
par Rad6/Rad18 (Hoege et al., 2002), et poly-ubiquitiné sur le méme résidu par
Ubc13/Mms2 et Rad5 qui forment une chaine d'ubiquitine via le résidu K63 de 1'ubiquitine
(Hoege et al., 2002) (Figure 13). La mono-ubiquitination est requise pour la synthése

translésionnelle, et la poly-ubiquitination pour le contournement des lésions (Figure 12).

Figure 12: La réparation post-réplicative. Le triangle représente la lésion qui bloque la fourche de réplication. La synthese
translésionnelle permet la synthese a travers la lésion et est potentiellement mutagene. Le contournement des lésions implique
l'utilisation du brin fils de la chromatide sceur nouvellement synthétisée comme matrice. Deux mécanismes sont proposés: la
régression de fourche ou le changement de matrice. Adapté de Andersen et al, 2008.
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Chez S. cervevisiae, PCNA peut aussi étre sumoylé en K164 (Figure 13). Ce processus
requiert le complexe Ubc9/Sizl (Hoege et al.,, 2002; Stelter and Ulrich, 2003). La
SUMOylation de PCNA en K164 a lieu de manicre constitutive durant la phase S. Elle
empéche la recombinaison homologue d'avoir licu en recrutant 1’hélicase Srs2, qui détruit le
filament Rad51 sur I'ADN simple-brin (Papouli et al., 2005 ; Pfander et al., 2005). On ignore
s'il y a un changement entre SUMOylation et ubiquitination lorsqu' une fourche de réplication
est bloquée ou si les deux modifications peuvent coexister sur un trimére de PCNA. La
SUMOylation de PCNA n'a pas été détectée chez les mammiféres ou méme chez S.
pombe. La fonction de la SUMOylation de PCNA dans les cellules DT40 de poulet et dans les
extraits d’ceufs de xénope est encore inconnue (Leach and Michael, 2005; Arakawa et al.,
2006; Gohler et al., 2008). Chez 1'homme, les membres de la famille des hélicases RecQ
comme BLM et RecQLS5 présentent des activités anti-recombinase (Wu and Hickson, 2006;
Bugreev et al., 2007; Hu et al., 2007). Un hétérologue de Srs2, RTELI, a récemment été
identifi¢ chez I'homme (Barber et al., 2008). Fbh1, autre hélicase présentant des similarités
avec Srs2, serait I'homologue fonctionnel de Srs2 chez S. pombe et les eucaryotes supérieurs
(Chiolo et al., 2008). Dans les cellules humaines, Fbhl possede a la fois des activités pro et
anti-recombinase, contribuant a la régulation de la production d'’ADN simple-brin et de la

formation des nucléofilaments de Rad51 (Fugger et al., 2009).

Figure 13: Les modifications post-traductionnelles de PCNA. La lysine K164 qui peut étre modifiée est visualisée. En
réponse aux dommages de 'ADN, PCNA est mono-ubiquitiné en K164 par Rad6/Rad18. Ubcl3, Mms2 et Rad5 poly-
ubiquitinent PCNA. En l'absence de dommages et en phase S, PCNA est SUMOylé en K164 par Ubc9 et Sizl. La structure de
PCNA chez S. cerevisiae est dérivée de Krischna et al 1994. Adapté de Hoege et al., 2002.
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1. Les protéines Rad6 et Rad18

Les photoproduits de I'ADN induits par les UV bloquent la machinerie réplicative.
Ainsi, durant la réplication d'un génome endommagé¢ par les UV, des bréches sont formées
dans le brin d'ADN nouvellement synthétisé, en face des 1ésion UV. Chez S. cerevisiae, la
réparation post-réplicative, c'est-a-dire le comblement de ces bréches (analysé¢ par
migration de 'ADN néo-synthétisé en gradient de sucrose alcalin), est sous le contréle du
géne RADG (Prakash, 1981). Les mutants rad6 sont sensibles a des agents endommageant
I'ADN, présentent une perte de la mutagenese induite par les UV, une augmentation de la
fréquence des mutations spontanées et des défauts de croissance séveres (Lawrence and
Christensen, 1976; Montelone et al., 1981; Lawrence and Christensen, 1982; Prakash et al.,
1993). L’inactivation du site actif par la mutation de la cystéine 88 a indiqué que P’activité de
conjugaison de I’ubiquitine est essentielle pour les fonctions biologiques de Rad6 (Sung
et al., 1990). RAD6 est aussi impliqué dans un grand nombre de processus cellulaires chez la
levure (dégradation des protéines, méiose, sporulation, gene silencing) (Cox and Parry, 1968;
Dohmen et al., 1991; Huang et al., 1997).

Chez les mammiferes, il existe 2 homologues de RAD6, HR6A et HR6B (Koken et
al., 1991). Ces protéines ont 70% d'identité¢ de séquence avec RAD6 de levure (Koken et al.,
1991). Les homologues de souris mHR6A and mHR6B sont identiques a 100% aux protéines
humaines hHR6A and hHR6B. Ces homologues sont capables de complémenter un mutant
rad6 de levure en ce qui concerne la réparation et la mutagenese mais pas pour la sporulation
(Koken et al., 1991). Les souris males HR6B” et femelles HR6A”" sont stériles mais ne
présentent pas d'autres problemes (Roest et al., 1996; Baarends et al., 2000 ; Roest et al.,
2004). Les souris HR6A” HR6B” ne sont pas viables (Roest et al., 2004).

Comme les mutants rad6, les mutants rad18 de levure, présentent une sensibilité aux
UV, un défaut de réparation post-réplicative des lésions UV (Prakash, 1981) et un défaut
dans la mutagenése induite par les UV (Cassier-Chauvat and Fabre, 1991 ; Amstrong et al.,
1994). Ils présentent des fréquences élevées de recombinaison spontanée, de conversion
génique et de recombinaison entre des séquences répétées (Schiestl et al., 1990; Liefshitz et

al., 1998).
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Chez les eucaryotes supérieurs, la situation est plus complexe et il existerait une voie
de tolérance des dommages indépendante de Radl8. En effet, les sensibilités a divers
agents endommageant I'ADN diffeérent selon les lignées testées (Tableau 3). Dans les cellules
DT40, Radl8 n'est pas épistatique, en terme de survie a différents produits endommageant
I'"ADN, avec au moins trois composants de la machinerie de TLS: Pol « pour la survie aux UV
(Okada et al., 2002), Rev1 pour la sensibilité aux UV et au cisplatine (Ross et al., 2005) et la
sous-unité Rev3 de Pold en ce qui concerne la survie des cellules aux UV, au MMS et aux

rayons X (Sonoda et al., 2003).

Tableau 3: Sensibilité de différentes lignées cellulaires Rad18-/- a divers agents endommageant I'ADN.
Sensibilité

des lignées UV MMS | Mytomycine | Cisplatine | Rayons Bibliographie

Rad18™ C X
S. oui oui oui Prakash, 1981;
cerevisiae Lawrence and
Christensen,
1982; Fabre et al.,
1989
MEF modérée | modérée modérée modérée non Tateishi et al.,
2003
DT40 modérée | faible oui faible Yamashita et al.,
2002, Sonoda et
al., 2002
HCT116 non oui oui oui Shiomi et al.,
2007

En plus de son role dans la tolérance des dommages, Rad18 est impliquée dans la
réparation des cassures simple-brin (Nakajima et al., 2006; Shiomi et al., 2007) et double-brin
de I'ADN (Yoshimura et al., 2006; Szuts et al., 2006; Saberi et al., 2007; Huang et al., 2009;
Inagaki et al., 2009; Watanabe et al., 2009).

Chez S. cerevisiae, le complexe Rad6/Radl8 catalyse non seulement la mono-
ubiquitination de PCNA mais aussi celle de la sous-unit¢é Radl7 de l'anneau 9-1-1. Ceci

permet l'induction de la transcription de nombreux geénes et l'activation des checkpoints en
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réponse a des dommages de 'ADN dus au MMS (Fu et al., 2008). Rad6/Rad18 pourrait
donc coordonner la réponse cellulaire aux dommages de ' ADN, incluant la tolérance des
dommages via PCNA, l'induction du checkpoint via 9-1-1 et la régulation
transcriptionnelle de genes cibles. Cependant, on ignore si un tel mécanisme pourrait étre a

'ceuvre chez les eucaryotes supérieurs (Figure 14).

Figure 14: Mod¢le présentant la régulation coordonnée de la tolérance des dommages par la mono-ubiquitination de
PCNA et de 9-1-1 par le complexe Rad6/Rad18 chez S. cerevisiae. PCNA mono-ubiquitiné et peut étre 9-1-1 recrutent les
polymérases translésionnelles pour franchir des lésions de I'ADN. PCNA peut étre poly-ubiquitiné par le complexe Rad5-Ubc13-
Mms2 tandis que 9-1-1 mono-ubiquitiné active le checkpoint menant a la phosphorylation de Rad53, ce qui résulte en une
régulation transcriptionnelle et un arrét du cycle cellulaire. Les fleches en pointillés indiquent les mécanismes mal définis du point
de vue moléculaire. Adapté de Fu et al, 2008.

2. Le systeme d'ubiquitination

L'ubiquitination d'une protéine requiert la coordination et l'association de plusieurs
enzymes. Trois classes différentes d'enzymes sont impliquées: une enzyme E1 (ubiquitin-
activating enzyme); une enzyme E2 (ubiquitin-conjugating enzyme) et une ubiquitine ligase
E3.

L'ubiquitine comporte 76 acides aminés et a une masse moléculaire d'environ 8500
Da. Sa structure est trés conservée parmi les différentes especes d'eucaryotes : 1'ubiquitine
humaine et celle de levure partagent 96 % d'identité pour leur séquence protéique. Le génome
humain code pour 8 enzymes El, 40 enzymes E2 différentes et plus de 500 ligases E3
différentes. Les mammiféres posseédent 90 enzymes de dé-ubiquitination (DUB) pour cliver
spécifiquement les chaines de poly-ubiquitines ou enlever I’ubiquitine des protéines cibles. Le

nombre de protéines reconnaissant 1’ubiquitine est difficilement chiffrable. Dans la majorité
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des cas, ces protéines possédent des domaines UBD (ubiquitin-binding domain) (revue:
Hofmann, 2009).

L’ubiquitine est activée lors d’une réaction en deux temps par I’enzyme d’activation
E1, avec ’ATP comme source d’énergie. L ubiquitine est adénylée en C-terminal puis la
cystéine du site actif de E1 attaque cet intermédiaire pour former la forme activée du
complexe ubiquitine-E1. L'ubiquitine est ensuite transférée dans le site actif d'E2. E2
interagit avec E3 qui reconnait la protéine cible. E3 transfére 1'ubiquitine sur la cible. La
conjugaison a lieu grace a la formation d'un pont entre la glycine de l'ubiquitine et le groupe
g-amino de la lysine de la cible. Les protéines mono-ubiquitinées peuvent subir plusieurs
cycles d'ubiquitination pour former des chaines d'ubiquitines ou peuvent étre dé-ubiquitinées
par les DUB (Figure 15).

Rad6 et Ubc13/Mms2 sont des enzymes de type E2, tandis que Rad18, Rad5 et
HLTF et SHPRH (homologues de Rad5 chez I'homme) sont des E3 (Figure 15).

Figure 15: Le systéme d'ubiquitination et les enzymes impliquées dans 1'ubiquitination de PCNA. L'ubiquitination
dépend de trois réactions concertées. El interagit avec l'ubiquitine (liaison dépendante de I'ATP). L'ubiquitine est ensuite
transférée dans le site actif d'E2 (cystéine). E2 interagit avec E3 qui apporte la protéine cible. E3 transfére I'ubiquitine sur la cible.
Les enzymes responsables de la mono- et poly-ubiquitination sont indiqués. Entre parentheses, les homologues humains de Rad5
sont cités. E2: enzyme de conjugaison de l'ubiquitine. E3: ubiquitine ligase. Ub: ubiquitine. DUB: dé-ubiquitinase. Adapté de
Chang and Cimprich, 2009.

3. Les modifications post-traductionnelles de PCNA

a. Généralités sur PCNA

Proliferating Cell Nuclear Antigen ou PCNA appartient a la famille des « DNA

sliding clamps » qui sont structurellement et fonctionnellement conservés au cours de
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I'évolution. IIs forment des complexes en anneau (homodiméres pour les eubactéries,
homotrimeéres pour les eucaryotes et le bactériophage T4, hétérotrimeres pour les archae)
qui encerclent I’ADN et sont capables de « glisser » dans les deux directions. Les monomeres
de PCNA possédent deux domaines similaires reliés par une boucle, appelée

« interdomain connecting loop » (IDCL) (Figure 16).

Figure 16: Structute de PCNA. Chaque monomeére de PCNA est de couleur différente (jaune, bleu, rouge). Le domaine IDCL
et les deux domaines A et B sont indiqués sur l'une des sous-unités. La position du résidu K164 est indiqué sur l'un des
monomeres. Adapté de Freudenthal et al, 2008.

La surface interne de I'anneau est de charge positive et est composée par des hélices a qui
interagissent avec I’ADN. La surface externe de l'anneau est composée de feuillets 3. PCNA
est chargé autour de I’ADN par le complexe RFC au niveau de l'extrémité 3'OH d'une
jonction matrice/amorce (Majka et Burgers, 2004). Le chargement de PCNA est orienté ce qui
permet de discriminer le brin parental et le brin nouvellement synthétisé lors de la réparation
des mésappariements. L’anneau PCNA, qui encercle I’ADN, est un co-facteur essentiel pour
la synthese processive de ’ADN. De plus, cette protéine est une plateforme d'interaction
pour de nombreux facteurs qui agissent pendant la réplication, la réparation, la
régulation du cycle cellulaire et I'assemblage et le remodelage de la chromatine (Tableau
4). Le motif PIP (PCNA-interacting peptide) est présent dans la plupart des protéines qui
interagissent avec PCNA (Tableau 4). Sa séquence est QxxLxxFF.
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Tableau 4: Liste non exhaustive des protéines interagissant avec PCNA. PCNA interagit avec de nombreuses protéines
impliquées dans différents mécanismes cellulaires. Les protéines en gras contiennent un domaine d'interaction avec PCNA appelé

PIP. Adapté de Moldovan et al 2007.

Activités Protéines

ADN polymérases Polo, Polg, Polny, Poly, Polk, Polo, Pol), Polf,
Revl

ADN ligase ADN ligase I

Topoisomérase Topolla

Ubiquitine ligases E3 Rad18, Rad5

Enzyme de conjugaison SUMO E2 Ubc9

Hélicases, ATPases

Srs2, Rrm3, Mgs1, WRN, RECQS5

Enzymes de réparation des | Msh3, Msh6, Mlh1, EXO1
mésappariements

Enzyme impliquée dans NER XPG

Facteur d'assemblage de la chromatine CAF-1

DNA méthyltransférase DNMT1

Facteurs de cohésion des chromatides | Ecol, Chll, Ctf18

soeurs

Kinase CDK2

Régulateurs du cycle cellulaire

p21, p57, cycline D1

Facteurs apoptotiques Gadd45, ING1b, pS3
Clamp loader Rfcl, Rfc3, Rfc4
Flap-endonucléase FEN-1

Enzymes du BER

UNG2, MPG, NTH1, hMYH, APEl, APE2,
XRCC1
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b. La mono-ubiquitination de PCNA

Le signal de la mono-ubiquitination de PCNA

PCNA est ubiquitiné dans les cellules humaines et de levure exposées ou traitées aux
ultra-violet (UV), au méthyl méthanesulfonate (MMS), a la mitomycine C (MMC) et a
I'hydroxyurée (HU) mais pas dans celles traitées a la bléomycine ou la camptothécine
(Hoege et al., 2002 ; Stelter and Ulrich, 2003 ; Shiomi et al., 2007; Niimi et al., 2008; Davies
et al., 2008), a la daunomycine, a I'actinomycine D ou la néocarzinostatine (Soria et al., 2006).
En ce qui concerne les radiations ionisantes, la réponse varie suivant les organismes : ces
traitements induisent clairement la modification de PCNA chez S. cerevisiae et S. pombe
(Frampton et al., 2006; Davies et al., 2008) mais pas dans les cellules de mammiféres
(Kannouche et al., 2004).

Les rayons ultra-violet, le MMS provoquent un arrét de la fourche de réplication, la
dissociation de I'hélicase de la machinerie réplicative et 1'exposition d'ADN simple-brin en
aval de la lésion (Lopes et al., 2006). L'hydroxyurée est a 1'origine d'une inhibition de la
désoxyribonucléotide réductase, ce qui stoppe aussi la progression des fourches mais ne
provoque pas de dommages sur 'ADN. Par contre, les radiations ionisantes, la bléomycine et
la néocarzinostatine génerent des cassures double-brin et la modification de PCNA n'est
nullement détectée dans ces cas. La camptothécine, inhibiteur de topoisomérase, cause un
arrét des fourches de réplication et des cassures de 'ADN en affectant le mouvement du
réplisome en son entier, y compris I'hélicase (Liu et al., 2000). Il n'y a donc pas, dans ce cas,
de découplage entre le mouvement de 1'hélicase et celui de la polymérase et en conséquence
pas d'exposition d'ADN simple-brin. Ce serait donc I'ADN simple-brin généré par le
découplage entre I'activité de 1'hélicase et celle de la polymérase lorsque la fourche de

réplication est bloquée qui servirait de signal pour 1a mono-ubiquitination de PCNA.

Pourtant, la modification de PCNA peut étre observée en dehors de la phase S,
notamment chez S. cerevisiae en G1 en réponse a la formation de pontages inter-brin par
I'azote moutarde (HN,) (Sarkar et al., 2006). Ces pontages seraient réparés par le mécanisme
d'excision de nucléotides (NER) en combinaison avec la TLS (McHugh et al., 2000). Selon ce
modele, les enzymes du mécanisme NER réalisent 1'excision sur I'un des brins, 'autre portant

toujours la Iésion. Lors de la syntheése de I'ADN qui suit l'excision, la polymérase réplicative
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est bloquée, PCNA est mono-ubiquitiné (McHugh et al., 2000; McHugh and Sarkar, 2006;
Sarakar et al., 2006) et une ADN polymérase translésionnelle est recrutée pour franchir la
1ésion (Sarkar et al., 2006) (Figure 17). Un tel modéle expliquerait pourquoi un traitement des

cellules a la mitomycine C induit la modification de PCNA (Niimi et al., 2008).

Figure 17: Modé¢le expliquant les roles de NER, la modification de PCNA et Pol{ dans la réparation des pontages intra-
brin en phase G1 du cycle cellulaire. La premicre étape est effectuée par les enzymes du NER qui réalisent I'excision sur l'un
des brins, l'autre portant toujours la lésion. Le comblement de la breche d'ADN simple-brin est accomplie par la polymérase
réplicative jusqu'a ce qu'elle soit bloquée au niveau de l'oligonucléotide ponté. PCNA (cercle vert) est alors mono-ubiquitiné et la
polymérase translésionnelle PolC est alors recrutée pour franchir la Iésion. Adapté de Sarkar et al, 2006.

Implication de RPA et des protéines du réplisome

In vivo, PADN simple-brin est rapidement recouvert par la protéine de
réplication A (RPA), hétérotrimére qui stabilise ’ADN simple-brin (Iftode et al., 1999 ;
Fanning et al., 2006 ; Zou et al., 2006). L’analyse de la déplétion de cette protéine chez
S.cerevisiae a montré que RPA est requise pour 1’ubiquitination de PCNA (Davies et al.,
2008). Des études précédentes avaient suggéré une réduction modérée de cette modification
dans les cellules humaines traitées avec des siRNA anti RPA2 (Bi et al., 2006), mais une

analyse plus récente a confirmé le besoin de RPA chez les mammiféres (Niimi et al., 2008
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PNAS). Des interactions physiques directes entre Rad18 et deux des sous-unités de RPA,
Rfal et Rfa2, ont été démontrées par double hybride, co-immunoprécipitation et expériences
de pull-down in vitro chez S. cerevisiae (Davies et al., 2008). La conservation de cette
interaction chez les mammiféres a ét¢ confirmée par co-immunoprécipitation (Davies et al
Mol cell, 2008). Ces expériences ont mené a la proposition d’un modele ou le recrutement de
Rad6/Rad18 aux fourches de réplication bloquées grace a une interaction physique avec RPA
permet I’ubiquitination de PCNA (Davies et al., 2008 ; Huttner and Ulrich, 2008) (Figure 18).
RPA liée a ’ADN simple-brin est aussi impliquée dans I'activation du chekpoint

de la réplication (Cobb et al., 2004; Branzei and Foiani, 2005 ) (Figure 18).

Figure 18: Modé¢le expliquant le role de RPA dans la TLS et dans 1'activation du checkpoint de la réplication. Les lésions
de I'ADN en cours de réplication causent une séparation entre I'hélicase et la polymérase réplicative, menant a l'exposition d'ADN
simple-brin. Le complexe ADN simple-brin/RPA est a l'origine du recrutement d'ATR/ATRIP pour l'activation du checkpoint et
du complexe Rad6/Rad18 pour I'ubiquitination de PCNA. PCNA mono-ubiquitiné recrute alors les polymérases translésionnelles
pour le franchissement de la Iésion. Adapté de Ulrich, 2009.

L'activation d'ATR et la mono-ubiquitination de PCNA sont deux mécanismes
indépendants chez S. cerevisiae (Davies et al., 2008), S. pombe (Frampton et al., 2006) et
dans les extraits d'ceufs de Xenopus laevis (Chang et al., 2006). En effet, chez S. cerevisiae
et S. pombe, 1'ubiquitination de PCNA en réponse a un traitement au MMS n'est pas affectée
dans des mutants du checkoint de la réplication (genes tell, mecl; chkl, rad9 ou radl7) et le
checkpoint de la réplication est activé normalement en réponse a un traitement a 1'hydroxy-
urée, au MMS ou aux UV dans des souches déficientes pour la mono-ubiquitination de PCNA
(Frampton et al., 2006; Davies et al., 2008;). Dans les extraits d'ceufs de xénope, 1’inhibition

du chekpoint par la caféine et 1'immunodéplétion d'ATRIP, de Radl n'ont pas d'effet sur la
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mono-ubiquitination de PCNA en réponse a un traitement avec l'aphidicoline ou aux UV
(Chang et al., 2006).

Dans les cellules humaines, une premicre expérience a montré une petite réduction de
I’ubiquitination de PCNA en réponse a I'extinction d’ATR par interférence a ARN dans les
cellules traitées au BPDE (benzo[a]pyrene dihydrodiol epoxide) (Bi et al., 2006). Cependant,
une publication plus récente n’a pas permis de reproduire 1’effet de la déplétion d’ATR (Niimi
et al., 2008). L'activité kinase de Chkl, la cible majeure d'ATR, n'est pas nécessaire pour
I'ubiquitination de PCNA (Yang et al., 2008).

Néanmoins, une publication rapporte que des membres actifs du checkpoint, soit
Chkl, la Claspine, Timeless, Tipine, a I'exception d'ATR, sont nécessaires pour la mono-
ubiquitination (Yang et al., 2008). En effet, Chk1 renforce la mono-ubiquitination de PCNA
en stabilisant la protéine du réplisome Claspine. Sans cette protéine, le recrutement de Rad18
sur la chromatine est sensiblement diminué (méme en l'absence de dommages) (Yang et al.,
2008). De plus, la Claspine, Timeless et Chk1 interagissent avec PCNA (Yang et al., 2008;
Scorah et al., 2008) et pourraient faciliter le recrutement de Rad18 en donnant au réplisome
bloqué une configuration adéquate pour l'activité de Radl8. En effet, Mrcl et Tofl
(homologues de Claspine et Timeless dans la levure) sont nécessaires pour le maintien des
fourches de réplication bloquées (Katou et al., 2003).

Enfin, Tipine, protéine associée a Timeless, se lie a RPA (Gotter et al., 2007; Unsal-Kacmaz
et al., 2007). Le complexe Tipine-RPA-ADNSss pourrait étre important pour le recrutement de
Rad18.

Chkl1, la Claspine, Timeless et Tipine constitueraient donc un module fonctionnel
au niveau de la fourche de réplication. En effet, a travers ses interactions avec RPA lié¢ a
I'"ADN simple-brin et avec PCNA, ce module jouerait un double role, dans 1'ubiquitination

de PCNA et dans le signalement du checkpoint d'ATR (Yang and Zou, 2009) (Figure 19).

45



Figure 19: Représentation schématique des protéines impliquées dans la mono-ubiquitination de PCNA au niveau
d'une fourche de réplication de I'ADN. Chk1, Claspine, Timeless et Tipine constituent un complexe fonctionnel au niveau des
fourches de réplication. A travers leurs interactions avec RPA, 9-1-1 et PCNA, ce complexe serait impliqué a la fois dans
l'activation du checkpoint et dans la mono-ubiquitination de PCNA par Rad6/Rad18. Issu de Yang et Zou, 2009.

Régulation de la mono-ubiquitination de PCNA par USP1

L'ubiquitination de PCNA est régulée par la dé-ubiquitinase USP1, qui est
capable d'enlever 1'ubiquitine de PCNA (Huang et al., 2006). En effet, apreés l'irradiation
aux UV des cellules MRCS5, USP1 n'est plus détecté durant toute la période de
persistance de PCNA ubiquitiné (Huang et al., 2006). Deux mécanismes pourraient &tre
impliqués: une inhibition de la transcription de son ARN messager (Cohn et al., 2007) et une
protéolyse (Huang et al., 2006).

Par contre, aprés un traitement a 1'hydroxyurée (HU), a la mitomycine C (MMC), ou
au MMS, l'ubiquitination de PCNA est toujours visible 24, 48 ou 72 heures respectivement
apres le traitement mais n'est pas accompagnée par une perte de USP1 (Niimi et al., 2008).
USP1 interagit avec la protéine UAF1 qui est requise pour son activité (Cohn et al., 2007). Un
traitement a I'hydroxyurée pourrait entrainer la perte de cette interaction. La protéine ELGI,
qui s’associe aux quatre petites sous-unités de RFC pour former un facteur de chargement de
PCNA (Aroya and Kupiec, 2005), serait impliquée dans la régulation de la mono-

ubiquitination de PCNA. D'une part, son absence est a 'origine de 1'accumulation de PCNA
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mono-ubiquitiné et sa surproduction entraine une diminution de la modification. ELG1
interagit avec le complexe USPI1-UAFI1 et avec PCNA, suggérant un réle d'ELG1 dans
lI'association de USP1-UAF1 a son substrat (Lee et al., 2010).

p21

La protéine p21 (aussi connu sous le nom de CDKN1A ou p21<P™"afl

), membre de la
famille des inhibiteurs des CDK (cyclin-dependent kinase) interagit avec PCNA et inhiberait
ses fonctions (Warbrick, 1998; Bruning and Shamoo, 2004;). In vitro, p21 empéche
l'interaction entre PCNA et RFC (Oku et al., 1998), 'ADN polymérase 6 (Waga et al., 1994;
Produst et al., 1995), FEN1 (Chen et al., 1996) et différents facteurs requis pour NER (Gary et
al., 1997). In vivo, un rdle de p21 dans NER est controversé, certains groupes mettant en
évidence un role inhibiteur dans I'étape de synthése lors du mécanisme de réparation NER
(Cooper et al., 1999; Bendjennat et al., 2003), tandis que dans d'autres études, p21 aurait un
effet positif ou ne serait pas du tout impliquée dans NER (McDonald et al., 1996; Sheikh et
al., 1997; Smith et al., 2000; Perucca et al., 2006; Soria et al., 2008).

p21 serait impliquée dans la régulation de la mono-ubiquitination de PCNA en
réponse a un traitement des cellules aux UV. En effet, p21 est rapidement protéolysée apres
UV (Lee et al., 2006; Soria et al., 2006; Kaur et al., 2007) et une forme sabilisée de la
protéine inhibe la mono-ubiquitination de PCNA (Soria et al 2006). La protéolyse de p21
serait alors requise pour la modification de PCNA apres un traitement aux UV (Soria et al.,
2006; Avkin et al., 2006; Livneh, 2006). Trois études ont montré que l'ubiquitine ligase
CRL4“P™ est impliquée dans la dégradation de p21 aprés un traitement aux UV (Abbas et al.,
2008; Nishitani et al., 2008; Kim et al., 2008). Le recrutement de cette ligase nécessiterait
l'interaction de sa cible avec PCNA dans la chromatine (Arias and Walter, 2006; Havens and
Walter, 2009). Selon le modele proposé par Soria et Gottifredi, 1'arrét de la fourche de
réplication au niveau d'une lésion de I'ADN serait le signal de la dégradation de p21.
CRL4P™ est recrutée et poly-ubiquitine p21 menant a sa protéolyse et permettant alors la

mono-ubiquitination de PCNA (Soria and Gottifredi, 2010) (Figure 20).
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Figure 20: Régulation de la mono-ubiquitination de PCNA par la dégradation de p21. A. Une fourche de réplication est
bloquée au niveau d'un dimeére de thymine. p21 et la polymérase réplicative pouvaient jusqu'alors coexister (Soria et al 2008). B.
Le complexe CRLACI2 est recruté et ubiquitine p21. C. La dégradation de p21 permet la mono-ubiquitination de PCNA. Adapté
de Soria et Gottifredi, 2010.

c. La poly-ubiquitination de PCNA

Ubcl13/Mms2 et RadS sont impliqués dans un mécanisme de tolérance des
dommages fidéle et distinct de la TLS. Chez S. cerevisiae, Ubcl3 est épistatique avec
Mms2 en terme de sensibilité aux UV (Brusky et al., 2000). De plus, chez les mutants rad5A4,
ubcl3A ou mms2A, la mutagenese spontanée et induite par des dommages augmente (Johnson
et al., 1992; Broomfield et al., 1998; Brusky et al., 2000). Chez 'homme, la réduction de
I'expression de MMS2 double la fréquence de la mutagenése induite par les UV (Li et al.,
2002). L'inhibition de la formation de la chaine d'ubiquitine entraine un résultat similaire
(Chiu et al., 2006). La mutagenése augmente aussi de deux a trois fois en l'absence de
SHPRH et HLTF (homologues de Rad5) dans les cellules humaines (Motegi et al., 2008).

SHPRH (SNF2 histone linker PHD RING helicase) a récemment été identifiée en tant
qu'homologue putatif de Rad5 chez les mammiféres (Motegi et al., 2006; Unk et al., 2006).
Comme Rad5, SHPRH interagit physiquement avec Rad6/Rad18 et Ubc13/Mms2 (Motegi et
al., 2006) et est requis pour la poly-ubiquitination de PCNA en K164 avec Radl8 in vivo
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(Motegi et al., 2006) et in vitro (Unk et al., 2006). De plus, la réduction de son expression par
knockdown accroit la sensibilité aux dommages et l'instabilité génomique.

HLTF (helicase-like transcription factor) a aussi été identifiée comme un homologue
de Rad5 (Motegi et al., 2008; Unk et al., 2008). Cette protéine contient un domaine HIRAN
qui fonctionnerait comme senseur des dommages de I'ADN et/ou comme initiateur de la
réparation (Iyer et al., 2006). Rad5 posséde lui aussi un tel domaine, ce qui n'est pas le cas de
SHPRH. HLTF interagit physiquement avec PCNA, Rad6/Radl8 et Ubcl3/Mms2 et est
impliquée dans la poly-ubiquitination de PCNA en K164 comme SHPRH (Motegi et al.,
2008). HLTF et SHPRH interagissent I'un avec l'autre (Motegi et al., 2008).

La régulation entre la mono- et la poly-ubiquitination de PCNA n'est pas claire. Chez
le Xénope, la poly-ubiquitination de PCNA est observée lorsque le taux de dommages de
I'ADN est important (Chang et al., 2006; Motegi et al., 2008). Dans différentes lignées
cellulaires humaines, la poly-ubiquitination de PCNA est détectée aprés un traitement au
cisplatine, MMS, BPDE et UV mais pas aprées un traitement aux rayons X (Brun et al. 2010).
Chez la levure, il a ét¢ montré que Radl8 et RadS interagissent griace aux domaines
impliqués pour leur homodimérisation (Ulrich and Jentsch, 2000). Il a alors été proposé
que l'interaction entre ces deux protéines pourrait coordonner le passage de la mono-

vers la poly-ubiquitination de PCNA (Ulrich and Jentsch, 2000) (Figure 21).

Figure 21: Compétition entre 1'homo- et 1'hétérodimérisation deRad18 et Rad5. Le taux de Rad18 li¢ a I'ADN simple-brin
/RPA pourrait affecter la liaison de Rad5 avec Rad18. Plus il y a d'ADN simple-brin, plus il y a d'interactions possibles entre
Rad18 et RPA et donc moins de possibilités d'homodimérisation pour Rad18. Rad5 a alors plus de chance d'interagir avec Rad18
et donc de promouvoir le contournement des Iésions par rapport a la TLS. Adapté de Ulrich and Jentsch, 2000.

Bien qu'il ait ét¢ montré que HLTF et SHPRH interagissent avec Rad18 (Unk et al., 2006;
Motegi et al., 2006; Unk et al., 2008; Motegi et al., 2008) et que au moins SHPRH peut
interagir avec lui-méme (Motegi et al., 2006), d'autres études sont nécessaires pour savoir si
ce mécanisme pourrait avoir lieu de la méme maniere chez I'homme.

S'il est clair que les protéines dont nous avons parlé sont a l'origine de I'activation d'un
mécanisme fidele de tolérance des dommages, les protéines participant par la suite sont

largement inconnues. Le besoin de Rad52 (Gangavarapu et al., 2007) et la nature fidele de ce
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processus ont suggéré des paralléles avec la recombinaison homologue. Il est proposé que
le brin fils du brin complémentaire soit utilis¢ comme matrice. Deux modeles existent. L'un
implique une régression de la fourche bloquée et la formation d'une structure dite en
"chicken foot" (Postow et al., 2001), une structure a 4 voies dans laquelle 'ADN
endommagé n'est plus utilisé pour la synthése et est remplacé par le brin nouvellement
synthétisé de la chromatide sceur. Quand la synthése a été assez longue pour dépasser le
dommage, on retourne a une structure de fourche normale (Figure 22). Les détails de
formation et de résolution des structures en "chicken foot" chez les procaryotes et les
eucaryotes ne sont pas connus. Bien que les régressions de fourches aient été observées au
microscope ¢€lectronique chez la levure, on ne sait pas si ces structures sont atypiques ou sont
des intermédiaires habituels lors du template switching (Cotta-Ramusino et al., 2005; Lopes et
al., 2006). Cependant, chez la levure, Rad5 posséde une activité hélicase qui pourrait faciliter
la régression de fourche (Blastyak et al., 2007). L'autre mécanisme implique l'invasion par le
brin fils homologue, la synthése et la résolution de la jonction de Holiday formée (Figure

22).

Figure 22: Le contournement des dommages. Les lésions sur 'ADN (triangle jaune) bloque la réplication (ligne en pointillé).
Le mécanisme de contournement des dommages permet le franchissement des lésions en utilisant le brin fils homologue comme
matrice. Deux modéles sont proposés. La régression de fourche implique la formation d'une structure dite en "chicken foot" (a
gauche), tandis que l'autre mécanisme implique l'invasion par le brin fils homologue, la synthese et la résolution de la jonction de
Holiday formée (droite). Adapté de Chang and Cimprich, 2009.
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d. Mono-ubiquitination de PCNA indépendante de Rad18

Dans les DT40, en absence de Radl8, la mono-ubiquitination de PCNA n'est pas
enticrement abolie aprés un traitement au MMS, indiquant qu'une autre enzyme pouvait
ubiquitiner PCNA (Simpson et al., 2006).

Une étude a montré que CRL4? (ligase E3) (membre de la famille cullin-RING qui
poly-ubiquitine Cdtl entrainant sa dégradation) (Arias and Walter, 2006; Higa et al., 2006;
Senga et al., 2006) mono-ubiquitine PCNA en K164 dans certaines lignées cellulaires
humaines en prolifération. La mono-ubiquitination de PCNA par cette enzyme serait
régulée par l'action de la dé-ubiquitinase USP1. L'inactivation de cette enzyme est a I'origine
d'une baisse de I'activité de TLS dans les cellules non endommageées, ce qui indique que cette
enzyme régulerait la TLS associée a des stress accompagnant la réplication de I'ADN. De
plus, en réponse a des dommages de 'ADN dus aux UV ou a I'hydroxyurée, la déplétion de
cette enzyme affecte aussi la mono-ubiquitination de PCNA de certaines lignées cellulaires
humaines a I'exception des cellules HelLa, en retardant 1'apparition de PCNA ubiquitiné de
plusieurs heures.

Une autre étude a montré que la déplétion de I'ubiquitine ligase RNF8 dans les cellules
humaines A549, cellules épithéliales dérivées d'un carcinome humain, supprime la mono-
ubiquitination de PCNA en réponse aux UV ou a un traitement au MNNG. De plus, RNFS8
mono- et poly-ubiquitine PCNA in vitro. Le rdle exact de RNF8 dans la modification de
PCNA pourrait étre redondant avec celui de Rad18. RNF8 pourrait aussi jouer un role en
amont, par exemple dans l'assemblage des protéines au niveau des fourches de réplication
bloquées (Zhang et al., 2008).

Chez S. cerevisiae, 1a lysine 107 de PCNA est aussi une cible de la poly-ubiquitination
par Mms2 (E2) et Ubc4 et Rad5 (E3). Cette modification est essentielle pour la survie des
cellules déficientes pour I'ADN ligase I dont le role est de liguer les fragments d'Okazaki
(Ellenberger and Tomkinson, 2008). L'ubiquitination de PCNA en réponse a une déficience
de ligase I existe également chez I'homme mais la lysine cible est pour le moment inconnue.
L'ubiquitination de PCNA pourrait étre un code qui permet aux cellules de distinguer

les différents types de défauts durant la réplication de I' ADN (Das-Bradoo et al., 2010).
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2. La synthese translésionnelle (TLS)
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La synthese translésionnelle ou TLS est le processus au cours duquel les ADN

polymérases spécialisées synthétisent de 'ADN en face d'une I1ésion (Friedberg et al., 2005).

Selon le modele, lorsque la fourche de réplication est bloquée au niveau d'une Iésion,

PCNA est mono-ubiquitiné en K164 par Rad6/Radl8 (Hoege et al., 2002). Cette
modification permet le recrutement d'ADN polymérases translésionnelles qui remplacent
transitoirement les ADN polymérases réplicatives (Kannouche et al., 2004; Friedberg et al.,
2005; Prakash et al., 2005).
L’insertion d’un nucléotide en face de la I€sion et 1’extension apres la 1ésion peut nécessiter
I’action coordonnée de 2 ou plus polymérases TLS. Chez les eucaryotes, I’extension apres
une lésion pourrait étre effectuée par Pol( principalement et peut étre par Polk (Livneh et al., ;
Prakash et al., 2005; Prakash and Prakash, 2002). Il a été suggéré que des associations
éphémeres de plusieurs polymérases avec la lésion se forment jusqu'a ce que la bonne soit
capable de franchir la lésion (McCulloch and Kunkel, 2008). Suivant ce modele, le tri serait
passif et bas¢ sur l'efficacité¢ des différentes polymérases (McCulloch et al., 2004b;
McCulloch et al., 2004c).

A. Les ADN polymeérases translésionnelles

Les ADN polymérases translésionnelles sont présentes dans les organismes des trois
domaines de la vie. Elles sont pour la plupart membres de la famille Y (Ohmori et al., 2001)
qui comprend Poln, Polv Revl, Polk, et Revl chez les eucaryotes (Figure 23). Enfin, PolC est

un membre de la famille B capable d’effectuer la TLS.
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Figure 23: Représentants eucaryotes de la famille Y des ADN polymérases et 'ADN polymérase §. Adapté de Waters et
al, 2009.

Des ADN polymérases possédant une activité de TLS ont aussi été décrites dans les
familles A et X des ADN polymérases, mais cette activité est souvent faible ou n’est pas
I’activité principale de ces polymérases (Moon et al., 2007). Ces polymérases sont Pol 6 de la
famille A, Polp, PolA et Polp de la famille X (Arana et al., 2008).

1. Généralités

En 1971, Jeffrey Lemontt a isolé des genes impliqués dans le processus de mutagenese
induite par les UV (Lemontt, 1971). Il s'agit des génes REVI (codant pour la polymérase
Revl), REV3 (codant pour la sous-unité catalytique de Pold) et REV7 (codant pour la seconde
sous-unité de Pold). Une recherche analogue chez E. coli a abouti a I’identification de DinB et
umuC (codant pour la sous-unité catalytique d’UmuD’,C, DNA polymérase V). D’autres
genes codant pour des polymérases translésionnelles ont été pour la premiére fois identifiés en
raison de leur homologie avec REVI, umuC ou DinB comme RAD30 et Poli (hRAD30B)
(Revue: Waters et al., 2009).

En 1996, la premiere description biochimique d’une polymérase spécialisée dans la
TLS apparait : Pold capable de franchir un dimére de thymine de type cyclobutane (Nelson et
al., 1996b), rapidement suivie par la démonstration que Revl est capable d’insérer un C en
face d'un site abasique (Nelson et al., 1996a). Avec la caractérisation de D’activité¢ de
polymérase translésionnelle de Pole (Masutani et al., 1999a ; Masutani et al., 1999b), il a été

reconnu que tous ces génes codent en fait pour des ADN polymérases possédant la capacité
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unique de répliquer des molécules d'ADN endommagées (Goodman, 2002 ; Prakash et al.,
2005).

Les structures cristallographiques ont permis d’expliquer les propriétés catalytiques
uniques des membres de la famille Y (Trincao et al., 2001;Silvian et al., 2001; Ling et al.,
2001; Zhou et al., 2001; Ling et al., 2003; Uljon et al., 2004; Nair et al., 2004; Nair et al.,
2005b). Malgré 1’absence d’homologie de séquence primaire avec les ADN polymérases
classiques, les membres de la famille Y présentent la méme structure en « main droite »
(Prakash et al., 2005). Comme pour les ADN polymérases réplicatives, les résidus
catalytiques aspartate et glutamate, qui coordonnent les ions bivalents magnésium stabilisant
le groupe triphosphate du dNTP, sont présents dans la région de la paume (Yang, 2003;
Prakash et al., 2005) (Figure 24). Les domaines doigt et pouce, empoignent ’ADN et ont
respectivement des contacts avec le brin matrice et ’amorce (Yang, 2003; Prakash et al.,
2005) (Figure 24). Les membres de la famille Y ne possédent pas de domaine 3°-5’
exonucléase (Goodman, 2002). Un domaine « petit doigt » ou PAD (polymerase-associated
domain) (Ling et al., 2001; Silvian et al, 2001) ou « poignet » (wrist) (Trincao et al., 2001) est
présent uniquement dans cette famille et s’étend depuis le domaine des doigts pour augmenter
les contacts avec I’ADN (Yang, 2003) (Figure 24). Cette région, qui est la moins conservée au
sein des polymérases, est en contact avec la partie 1ésée de I’ADN (McCulloch et al., 2004a;
McCulloch et al., 2004c) et serait impliquée dans la spécificité des polymérases pour une
lésion donnée (Boudsocq et al., 2004). L'ADN polymérase Polk contient une région
additionnelle appelée "N-clasp" qui contribue a la liaison avec I’ADN (Lone et al., 2007).

Figure 24: Structure des ADN polymérases réplicatives (A) et des ADN polymérases translésionnelles (B). Le site
catalytique est indiqué par une fleche. Adapté de Friedberg, 2005.
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Les propriétés des ADN polymérases translésionnelles leur permettent d’utiliser une
grande variété d’ADN Iésés comme matrices mais elles leur conférent aussi une faible
fidélité de réplication. En comparaison des ADN polymérases réplicatives, qui possédent des
taux d’erreurs d’incorporation de 10° a 10, les ADN polymérases translésionnelles
incorporent 1 mauvais nucléotide toutes les 100 a 10 000 bases (Goodman, 2002;; Prakash et
al., 2005). Les polymérases translésionnelles ont donc potentiellement une activité mutagene
au sein de la cellule (Friedberg et al., 2002) et doivent &tre régulées in vivo. Quand elles sont
surexprimées ou régulées de maniére inappropriée, certaines d'entre elles conférent un
phénotype hypermutateur a la cellule, comme Polk et DinB (Ogi et al., 1999; Lenne-
Samuel et al., 2002; Bergoglio et al., 2002; Bavoux et al.,2005).

Le risque de mutagenese peut étre contrebalancé par le fait que ces protéines
apportent une résistance a différents agents endommageant ’ADN. En général, les
mutations induites par ces protéines sont des substitutions de bases moins dommageables pour
I’intégrité du génome que des translocations et des réarrangements chromosomiques. Les
polymérases translésionnelles participent a la réplication d’ADN difficile a répliquer: ainsi
Revl contribue a la stabilité des répétitions de trinucléotides (Collins et al., 2007) et Poln
jouerait un role dans la recombinaison homologue grice a sa capacité d'étendre des D-loop
(Kawamoto et al., 2005; Mcllwraith et al., 2005; Mcllwraith and West, 2008). Chez les
eucaryotes supérieurs, les polymérases translésionnelles et plus particulierement Poln et Revl
sont impliqués dans I’hypermutation somatique (Zeng et al., 2001; Faili et al., 2004; Zeng et
al., 2004; Delbos et al., 2005; Martomo et al., 2005; Jansen et al., 2006; Martomo et al., 2006;
Delbos et al., 2007; Masuda et al., 2009).

2. Poln

L’ADN polymérase n codé par le géne Polh sur le chromosome 6p21.1 est une
protéine de 713 acides aminés (Yuasa et al., 2000). Des mutations dans le géne de Polh
entrainent la forme variante de la maladie génétique Xeroderma pigmentosum (XP-V),
maladie caractérisée par une extréme sensibilité au soleil et une prédisposition au cancer de la

peau (Cleaver, 1972).
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a. Xeroderma pigmentosum variant

Les patients atteints par la forme variant de la maladie Xeroderma pigmentosum (XP-
V) ont un mécanisme de réparation des nucléotides fonctionnel mais présentent un défaut de
TLS au travers des I€sions induites par les UV (Lehmann et al., 1975; Lehmann et al., 1977).
En effet, la réplication de dommages induits par les UV est inefficace dans des extraits de
cellules XP-V (Cordeiro-Stone et al., 1997; Ensch-Simon et al., 1998; Svoboda et al., 1998),
dans lesquelles 'ADN polymérase translésionnelle 1 est déficiente (Masutani et al 1999a;;
Masutani et al 1999b; Johnson et al 1999). Pole est impliquée dans le franchissement fidele
de deux adénines en face des dimeres de thymine de type CPD, Iésion majoritairement formée
aprés un traitement aux UV (Masutani et al. 2000; Johnson et al., 2000b; Haracska et al.,
2000; Stary et al., 2003). Elle n'est, en revanche, pas capable de répliquer les photo-produits
6-4 (Zhang et al., 2000a). Les cellules XP-V sont également plus sensibles au cisplatine que
les cellules XP-V complémentées par 1’expression d’une protéine Pol &€ fonctionnelle ou que
les cellules normales (de type MRCS) (Albertella et al., 2005). En effet, les pontages intra-
brin induits par le cis-platine ne peuvent étre répliqués par les ADN polymérases réplicatives
et constituent donc des lésions bloquant la réplication de I’ADN (Hoffmann et al., 1995). De
méme, les cellules XP-V sont aussi plus sensibles a des agents tels que le carboplatine ou

I’oxaloplatine qui forment également des pontages intra-brin (Albertella et al., 2005).

Les différents types de mutations de Poln observés chez les patients XPV peuvent
étre classés en trois catégories : une troncation sévere induisant la perte du domaine
catalytique, une troncation moins sévere conduisant a la perte du domaine C-terminal et
enfin des mutations faux sens au niveau des résidus conservés du domaine catalytique

(Broughton et al., 2002; Masutani et al., 1999b).

L'inhibition de la réplication observée dans ces cellules apres une irradiation aux UVC
est caractérisée par une réduction du nombre de fourches actives. Des régions d'ADN simple-
brin s'accumulent et le checkpoint de la réplication est activé a des doses d'UV moins
importantes que dans des cellules normales (Bomgarden et al., 2006; Holway et al., 2006;
Yan and Michael, 2009; Hicks et al 2010; Despras et al., 2010). Ce phénotype explique la
raison pour laquelle ces cellules deviennent particuliérement sensibles aux UV en présence
de caféine (Arlett et al., 1975). En effet, aprés traitement des cellules avec ce composé, la
phosphorylation de Chkl est inhibée et le nombre de fourches bloquées est augmenté.

L'inhibition du checkpoint de la réplication dans les cellules XP-V empécherait l'usage de
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mécanismes alternatifs qui permettraient d'éviter l'effondrement des fourches et la mort
cellulaire (Despras et al., 2010) (Figure 25). 11 a été proposé qu'un des mécanismes de
tolérance des dommages qui a lieu en l'absence de Poln dans ces cellules serait de type
recombinaison homologue (Limoli et al. 2005). L'induction du checkpoint de la réplication

favoriserait ce mécanisme en phosphorylant différents acteurs comme Rad51 ou les hélicases

Werner et Bloom (Pichierri et al., 2003; Davies et al., 2004; Sorensen et al., 2005).

Figure 25: La réplication de I'ADN endommagé par les UVC dans des cellules humaines normales et dans les cellules
XPV. Dans les cellules normales irradiées aux UV, Poln agit au niveau des fourches bloquées pour franchir les Iésions sans
besoin de l'activation du chekpoint de la réplication (en haut). Par contre, dans les cellules XPV, le checkpoint est suractivé
en raison de I'augmentation du nombre de fourches bloquées au niveau d'une lésion de 'ADN et l'activité d'ATR permet la
stabilisation des fourches et I'usage de voies de tolérance des dommages alternatives (en haut). Lorsque le checkpoint est
inhibé par l'action de la caféine, les fourches ne sont pas stabilisées. En absence de Pole, les Iésions ne sont pas franchies,
menant a l'effondrement des fourches et a la mort de la cellule (en bas) . Issu de Despras et al., 2010.

b. Les différents domaines de Poln

Chez les mammiferes, Poln posséde:

- un domaine catalytique (résidus 1 a 350) en N terminal (Kannouche et al., 2001)

- un domaine UBZ (résidus 631 a 659) (ubiquitine-binding zinc finger), en C-terminal,
responsable de I’interaction avec l'ubiquitine et nécessaire pour la relocalisation de Pole dans
les foyers apres UV (Bienko et al., 2005).

- deux domaines de liaison avec Revl (résidus 509-557 et 369-491) (Tissier et al., 2004 ;
Ohashi et al., 2004). Récemment, il a ét¢ montré que quatre phénylalanines sont nécessaires
pour la liaison avec Revl (F483, F484, F531, F532). Les mutations spontanées observées

dans les cellules XP-V ne sont que partiellement supprimées aprés complémentation avec un
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mutant de Pole incapable d'interagir avec Revl, suggérant un role de cette liaison pour la
TLS des lésions endogénes de I'ADN (Akagi et al., 2009). Cette fonction n'est apparemment
pas conservée chez la levure, ou I’on n'observe pas d’interaction entre Revl et Poln in vivo
(Kosarek et al., 2008).

- un domaine PIP2 en C terminal (résidus 702 a 708) (Haracska et al. 2001a) impliqué dans
la liaison avec PCNA.

- un autre motif PIP (PIP1) a ét¢ récemment identifié dans 1’un des deux motifs Revl. Ce
motif est requis pour la survie des cellules humaines irradiées aux UV et pour la stimulation
de l'activité de Pole par PCNA dans les cellules humaines (Acharya et al., 2008).

- un motif NLS (résidus 682 a 698), qui interagit lui aussi avec PCNA, forme avec PIP2 la
région PIR (PCNA-interacting region) située en C terminal (Bienko et al., 2010). Cette
région régule la localisation de Poln dans le noyau et la formation des foyers en l'absence de

dommages (Figure 20).

Figure 26: Les différents domaines de Poln. Adapté de Guo et al., 2009.

c. Accumulation aux foyers de réplication

Poln est localisée de maniére uniforme dans le noyau dans 90% des cellules
transfectées avec un vecteur exprimant Poln fusionnée avec la GFP. Dans les 10% de cellules
restantes, Poln forme de nombreux foyers visibles par immunofluorescence et colocalise
avec PCNA, impliquant que cette protéine se trouve dans les foyers de réplication
(Kannouche et al., 2001).

Le pourcentage de cellules ou se forment des foyers GFP-Poln augmente apres

irradiation des cellules aux UV jusqu'a plus de 60% (Kannouche et al., 2001; Watanabe et al.,
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2004; Kannouche et al., 2004 ; Bienko et al., 2005 ; Plosky et al., 2006). Ce recrutement
nécessite les 120 acides aminés du C-terminal de Poln (qui inclut le domaine UBZ et le
domaine d’interaction avec PCNA) (Kannouche et al., 2001; Bienko et al., 2005; Plosky et al.,
2006) et son interaction avec Rad18 (résidus 556 a 713) (Watanabe et al., 2004).

Poln manifeste une plus grande affinité pour PCNA lorsque celui-ci est mono-
ubiquitiné (Watanabe et al., 2004 ; Kannouche et al., 2004; Bienko et al., 2005; Plosky et al.,
2006). La mutation C638A dans le domaine UBZ de Poln diminue la survie des cellules aux
UV plus fortement que des mutations du domaine PIP (Bienko et al., 2005). Il a alors été
proposé que la liaison de Poln a PCNA mono-ubiquitiné via les domaines UBZ et PIP est
requise pour son acceés aux fourches de réplication bloquées.

Cependant 1'étude de différentes mutations du domaine UBZ de Poln chez S.
cerevisiae (Acharya et al., 2007) et dans les cellules humaines (Acharya et al., 2008) a montré
que la survie des cellules aux UV et la liaison a l'ubiquitine ne sont pas nécessairement
liées. En effet, les mutants C635A et H650A du motif C,H, ne sont pas sensibles aux UV
alors que ces acides aminés sont nécessaires pour la liaison a l'ubiquitine (Acharya et al.,
2008) (Figure 27). De plus, Sabbioneda et al ont montré que 'ubiquitination de PCNA n'est
pas nécessaire pour la relocalisation de Poln aprés UV mais augmente son temps de résidence
aux foyers de réplication bloqués (Sabbioneda et al., 2008). Le domaine UBZ de Poln serait
nécessaire pour sa localisation aux sites de dommages en permettant une liaison avec des
protéines, autres que PCNA, mono-ubiquitinées (Sabbioneda et al., 2008) ou non
(Acharya et al., 2008).

Figure 27: Alignement des séquences des domaines UBZ de Poln de différentes espéces. Le domaine UBZ consiste en
deux feuillets 8 et une hélice a. Les cystéines et histidines qui sont les ligands du zinc (motif CoHz)sont en bleu, les résidus
hydrophobes conservés en jaune, les résidus acides en rouge, l'alanine conservée en mauve et une glutamine hautement conservée
en gris. Les résidus D652, F655, 1.657 et K661 sont impliqués dans la liaison a 'ubiquitine Homo sapiens (Hs): résidus 628—662; Mus
musenlns (Mm): résidus 609—643; Rattus norvegicus (Rn): résidus 605-639; Xenopus laevis (X): résidus 596—630; Drosophila melanogaster
(Om): résidus 798-832; Schizosaccharomyces pombe (Sp): résidus 533-566. pol, polymerase; UBZ, ubiquitin-binding zinc finger.
Adapté de Bomar et al. 2007.

Récemment, une ¢tude a montré que Pol n forme aussi des foyers aux sites de

dommages UV dans des cellules en dehors de la phase S (Soria et al., 2009, Akagi et al.,

2009), indépendamment de PCNA et du mécanisme de réparation par excision de
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nucléotides NER. De manié¢re surprenante, le motif PIP2 de Poln est tout de méme requis
pour la formation des foyers. Les foyers de Poln en G1 pourraient représenter un découplage
temporel entre le recrutement de la protéine et son activité de TLS. Poln pourrait étre
recrutée aux sites de dommages en avance pour étre préte a l'action si la réparation échoue ou
n'a pas lieu avant l'arrivée de la fourche de réplication. Le signal responsable de ce
recrutement n'est pas connu. Ce pourrait par exemple étre la polymérase translésionnelle
Revl qui s'accumule elle-aussi aux sites de dommages en dehors de la phase S (Murakumo et
al., 2006) et qui interagit avec Poln (Tissier et al., 2004 ; Ohashi et al., 2004). Cette étude
pose d'intéressantes questions concernant la signification des foyers nucléaires. Ces foyers
correspondent a une augmentation locale de la concentration de la protéine, ce qui permet une
augmentation des cinétiques de réactions dans lesquelles la protéine est impliquée.
Cependant, 1'absence de foyers n'implique pas forcement la perte d'une fonction. En effet un
mutant du domaine PIP2 de Poln ne forme pas de foyers mais peut néanmoins complémenter

la sensibilité des cellules Poln”™ (Gueranger et al., 2008).
d. Régulation de Poln

Différents mécanismes semblent exister pour réguler 1’acces de Poln aux sites de
réplication bloquée :
- Poln est phosphorylée en réponse aux UV par la protéine kinase C. La mutation des
deux sites putatifs de phosphorylation (PKC) empéche la formation des foyers nucléaires de
Poln apres UV ou d’autres agents endommageant (Chen et al., 2008).
- Dans les cellules humaines, Poln est mono-ubiquitinée et des mutations dans le domaine
UBZ de Poln inactive cette modification (Bienko et al., 2005). Comme Poln mono-
ubiquitinée ne peut se lier a PCNA ubiquitiné, il a été¢ proposé que la mono-ubiquitination
de Poln permet son détachement de PCNA aprés la TLS (Bienko et al., 2005). Chez la
levure, des études génétiques ont montré que la mono-ubiquitination de Poln a lieu
indépendamment des dommages sur I'ADN et ne requiert pas Rad6/Rad18 (Parker et al.,
2007). Tres récemment, Bienko et ses collaborateurs ont montré que le motif NLS est la cible
d'une mono-ubiquitination. Une interaction intramoléculaire entre le domaine UBZ et
I'ubiquitine masquerait le domaine PIR et rendrait impossible l'interaction avec PCNA.
Une chimere Poln-ubiquitine est en effet incapable de restaurer la sensibilité des cellules

XPR30RO. Quand les cellules sont endommagées par les UV, le cisplatine ou le MMS, Poln
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est dé-ubiquitinée par une enzyme inconnue, libérant le domaine PIR et permettant une liaison
entre Poln et PCNA (Figure 28). Le checkpoint de la réplication (ATR, p53) et le mécanisme
de réparation par excision de nucléotides (XPA) ne sont pas impliqués dans la dé-

ubiquitination de Poln en réponse a des dommages (Bienko et al., 2010).

Figure 28: Effet de 1'ubiquitination de Poln sur son interaction avec PCNA. La mono-ubiquitination de PCNA au niveau
de son domaine PIR (PCNA-interacting domain) résulte en une interaction intramoléculaire entre l'ubiquitine et le domaine UBZ
de Poln, masquant le domaine PIR et empéchant ainsi toute interaction avec PCNA. Lorsque les cellules sont irradiées, la mono-
ubiquitination de PCNA et la dé-ubiquitination de Poln facilite l'interaction entre les deux protéines. Seul le C-terminal de Poln
est présentée. Adapté de Bienko et al., 2010.

- La protéine chaperonne Hsp90 est impliquée dans la formation des foyers de Poln en
réponse aux UV en controlant sa stabilité et sa liaison avec PCNA mono-ubiquitiné. Hsp90
faciliterait le repliement de Pol € en une forme active dans laquelle les régions UBZ et
d'interaction avec PCNA seraient alors fonctionnelles. En effet, Hsp90 s'associe avec Poln et

régule sa concentration et sa localisation (Sekimoto et al., 2010) (Figute 29).

Figure 29: Role de HSP90 dans la régulation de la conformation de Poln. Adapté de Sekimoto et al., 2010.
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- Le recrutement de Poln implique aussi ’interaction avec Revl et Rad18 dans les cellules
de mammiferes (Guo et al., 2003; Tissier et al., 2004 ; Ohashi et al., 2004 ; Watanabe et al.,
2004). Poln existe en complexe avec Rad6/Rad18 et Rev1 aprés une irradiation UV (Yuasa et
al., 2006). Revl pourrait agir comme plate-forme pour le recrutement de Poln (Guo et al.,
2003; Tissier et al., 2004; Edmunds et al., 2008).

- La localisation de Poln est aussi régulée par la protéine p21 en tant que régulateur négatif
de l'interaction entre Poln et PCNA (Soria et al., 2008). La dégradation de p21 apres UV
représente donc une éveénement critique pour le succeés de la TLS (Prives and Gottifredi,
2008) et permet la libération des sites de liaison de PCNA et le recrutement de Pol n (Figure
30).

Figure 30: Régulation de la synthése translésionnelle par la dégradation de p21. A. La fourche de réplication est bloquée au
niveau d'une lésion de type dimere de thymines. Jusqu'alors, p21 et la polymérase réplicative interagissent avec PCNA. B.
CRLA4C2 et recrutée et ubiquitine p21. C. p21 est dégradée ce qui permet la mono-ubiquitination de PCNA et le recrutement de

Poln. Adapté de Soria and Gottifredi, 2010.

- Chez C. elegans, il a été proposé que Poln associée au niveau des sites de dommages de
I'ADN est SUMOylée par la SUMO ligase E3 GEI-17 au niveau de ses lysines 85 et 260, ce
qui la protége temporairement de la poly-ubiquitination par CRL4-Cdt2 et donc de la
dégradation, le temps de remplir sa fonction (Kim and Michael, 2008). Poln dégradée une
fois la TLS accomplie, I'ADN polymérase réplicative pourrait alors reprendre sa place (Figure

31).
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Figure 31: Mode¢le de régulation de Poln par GEI-17 et CRL4Cdt2 lors de la réponse aux dommages de I'ADN. Poln est
SUMOylée par GEI-17, ce qui inhibe sa dégradation par CRL4Cdt2 (CDT2 en jaune) jusqu'a ce que la TLS soit réalisée. Adapté
de Kim and Michael, 2008.

Toutes ces données nous montre que Poln est régulée de manicre tres fine et d'autres

¢tudes sont nécessaires pour mieux comprendre comment cette régulation est coordonnée.

e. Les différents réles de Poln

- Rble dans la TLS

Chez la levure et I’homme, Poln peut répliquer a travers les CPD in vitro (Johnson et
al., 2000b; Washington et al., 2000). L’incorporation de deux A a Iopposé¢ des deux T du
dimere intervient avec la méme efficacité et fidélité qu’en présence de 2 T non endommagés
(Johnson et al., 2000b; Masutani et al., 2000; Yoon et al., 2009).

En revanche, cette ADN polymérase n’est pas capable de répliquer une autre 1ésion
induite par les UV, les photo-produits 6-4. Elle n’incorporerait qu’une guanine en face du
premier T puis se dissocierait de I’ADN et Pol o serait impliquée dans I'étape d'é¢longation
(Zhang et al., 2000a).

Pol € est aussi capable de répliquer d’autres types de lésions tels que les OF-
méthylguanines en insérant un C ou un T (transition G en A) (Vaisman et al., 2000; Basset et

al., 2004; Shachar et al., 2009) ou les 8-oxodésoxyguanosines (8-0xoG) en insérant un C ou
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un A (Haracska et al.,, 2000; Zhang et al., 2000a; Maga et al., 2007; Lee and Pfeifer, 2008;
Kamiya et al., 2010).

Enfin, Poln est infidéle lors du le franchissement du BPDE-dG (benzo(a)pyrene 7,8-
diol 9,10-epoxide deoxyguanosine) in vitro , en préférant insérer G ou A par rapport a T ou a
la base correcte C (Chiapperino et al., 2002). Par conséquent, Pol € est spécialisée dans la
réplication fidéle des dimeéres de thymines, mais son site actif plus ouvert lui permet de

répliquer d’autres lésions de manicre infidele.

- Role dans le franchissement des pontages de I'ADN

Pol n serait aussi impliquée dans le franchissement des pontages de I'ADN. En effet,
les cellules XP-V sont aussi sensibles au cisplatine, carboplatine et oxaloplatine que les
cellules déficientes pour le mécanisme de réparation par excision de nucléotides (Albertella et
al., 2005). De plus, Poln est associée a PCNA au niveau des foyers de réplication apres
traitement des cellules au cisplatine (Albertella et al., 2005). Poln serait donc au moins aussi
importante que les facteurs du NER pour la survie des cellules aprés un traitement au
cisplatine. Plusieurs études ont ainsi montré que Poln, REV1 et Pold sont impliqués dans le
franchissement des pontages intra-brins dus au cisplatine (Wu et al., 2004; Bassett et al.,

2004; Okuda et al., 2005; Chen et al., 2006; Hicks et al., 2010;) (Figure 32).

Figure 32: Mod¢le du franchissement des pontages intra-brin induits par le cisplatine. Le complexe Rad6/Rad18 mono-
ubiquitine PCNA en réponse a l'arrét de la fourche de réplication au niveau de la 1ésion. Poln serait alors recrutée et insererait le
premier nucléotide, tandis que Poll (Rev3 et Rev7), avec l'aide de Revl, serait impliquée dans I'élongation. Adapté de Hicks et al
2010.

Par contre, si Revl et Pold semblent impliqués avec NER dans la réparation des
pontages inter-brins (Sarkar et al., 2006; Shen et al., 2006; Hicks et al., 2010), l'implication de
Poln n'est pas claire. En effet, les cellules déficientes en Pol € ne sont pas sensibles a des
agents tels que la Mitomycine C (MMC) qui induisent des pontages inter-brins (Albertella et
al., 2005; Hicks et al., 2010). Cependant, deux études ont montré que Poln serait néanmoins
requise pour la TLS des pontages inter-brins induits par la MMC (Zheng et al., 2003) et par

le sporaléne. Poln pourrait agir durant les deux mécanismes impliqués dans la réparation de
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ces pontages: la recombinaison homologue et NER (Zheng et al., 2003; Rothfuss and
Grompe, 2004; Mcllwraith et al., 2005; Mogi et al., 2008; Mcllwraith and West, 2008).

- Role dans le MMR
Poln interagit avec PMS2/MLH1 (hétérodimere Mutla), MSH2, MSH3 et MSH6 (Wilson et

al., 2005; Kanao et al., 2009). L'interaction entre Poln et les protéines du MMR augmente
dans la chromatine durant la phase S. Le réle du MMR ¢étant de corriger les erreurs durant la
réplication de 'ADN, la collaboration entre Poln et les protéines du MMR pourrait garantir

une réplication de I'ADN sans erreur (Kanao et al., 2009).

- Role dans I'hypermutation somatique

Etant mutagenes, et possédant une faible processivité sur I'ADN non-endommagé, les
ADN polymérases translésionnelles sont les candidates parfaites pour la génération de
mutations durant I'hypermutation somatique (SHM). Ce mécanisme permet de diversifier
les génes des immunoglobulines (Ig) lors de la différenciation des cellules B (Longo and
Lipsky, 2006). 1l est initi¢ par 1'enzyme AID (Activation-Induced-cytidine Deaminase) qui
transforme les cytosines en uraciles dans les cellules B activées (Muramatsu et al., 2000). Le
complexe MSH2/6 et l'uracil-N-glycosylase (UNG) vont ensuite intervenir au niveau des
uraciles (Rada et al., 2002; Rada et al., 2004). Les mutations introduites sont distribuées de
manicre équivalente entre A/T et G/C, ce qui augmente le spectre de mutations et donc la
diversité des anticorps (Reynaud et al., 2003).

Plusieurs études ont impliquées Pole dans le SHM. En effet, les patients XP-V
présentent une mutagenese réduite au niveau des bases A/T dans les génes Ig (Zeng et al.,
2001; Faili et al., 2004; Zeng et al., 2004). L'inactivation de Pole chez la souris aboutit au
méme phénotype (Delbos et al., 2005; Martomo et al., 2005; Martomo et al., 2006).
Récemment, il a ét¢ montré que Pole serait la principale polymérase impliquée dans la

mutagenese A/T (Faili et al., 2007) (Figure 33).
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Figure 33: L'hypermutation somatique. En présence du complexe Msh2/6, la protéine UNG crée majoritairement des sites
abasiques au niveau des uraciles. Ces lésions de I'ADN vont étre franchies durant la phase S par Revl, Rev3. MSH2-MSHG6

recrutent Poln pour franchir la Iésion en phase G1. Adapté de Delbos et al., 2007.

- Réle dans la recombinaison homologue

Plus récemment Pole a ét¢ impliquée au niveau du mécanisme de recombinaison
homologue pour réparer les cassures de I’ADN. En effet, une étude a mis en évidence une
activité capable d’étendre une D-loop (un intermédiaire de la HR) a partir d’extraits totaux de
cellules HeLa. Cette activité est présente dans toutes les fractions contenant Pol & mais est
absente dans les extraits de cellules XP-V naturellement déficientes en Pole (Mcllwraith et al.,
2005). De plus, il a ét¢ montré que Pol & purifiée pouvait étendre une D-loop, in vitro,
contrairement a d’autres ADN polymérases telles que Pol & et Pol 1. Les foyers de Pol ¢ co-
localisent, de maniére partielle, avec des foyers RADS1 dans les cellules humaines seulement
apres irradiations UV (Kannouche et al., 2001). Mcllwraith et al démontrent que Pol € et
RADS1 interagissent aprés irradiations UV et que la protéine RADS51 stimule D’activité
d’¢longation de Pol € au niveau d’une D-loop in vitro (Mcllwraith et al., 2005). Dans une
¢étude plus récente, le méme groupe a démontré que RADS2, RPA et Pol ¢ étaient nécessaires
pour faciliter la capture de la deuxieme extrémité de la cassure double-brin de 'ADN lors du

mécanisme de HR in vitro (Mcllwraith and West, 2008) (Figure 34).
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Figure 34: Modg¢le de la réparation des cassures double-brin de 'ADN par la recombinaison homologue. Les extrémités
5" de la cassure sont d'abord dégradés. L'invasion d'un des brins sectionné dans le duplex d'ADN homologue (en bleu) génére une
structure en D-loop qui peut étre étendue par Poln (synthése en rouge). La migration de la D-loop permet la capture de la
seconde extrémité, ce qui va permettre la synthése de 'ADN. RAD52, RPA et Poln seraient requis pour réaliser cette capture et
pour la synthése de I'ADN. Adapté de Mcllwraith and West, 2008.

- Role dans la stabilité des sites fragiles

Une étude montre I'implication de Poln dans la stabilité des sites fragiles pendant la
réplication non perturbée. En effet, 1'absence de Pole affecte la progression du cycle
cellulaire et le taux de prolifération des cellules. Celles-ci présentent une augmentation des
cassures spontanées de chromosomes et de I'expression des sites fragiles et une modification

des dynamiques des usines de réplication en phase S (Rey et al., 2009).

3. Poh

L’ADN polymérase 1, homologue de Pol ¢, est une protéine de 80 kDa codée par le
gene POLI localisé en position 18q21.1 (Johnson et al., 1999).

a. Domaines et interactions de Polt

Polt contient:
- un domaine catalytique en N-terminal (Yang et al., 2003),
- un motif PIP pour l'interaction avec PCNA (Haracska et al., 2005). Selon les études, cette

interaction augmente (Vidal et al., 2004) ou pas la processivité de Polt (Haracska et al., 2005).
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- deux domaines de liaison a 1'ubiquitine (UBM) (Bienko et al., 2005). Des mutations dans
ces UBM abolissent le recrutement de Poli aux foyers de réplication bloqués en réponse aux
UV (Bienko et al., 2005; Plosky et al., 2006).

- un domaine d'interaction avec Revl. Poli interagit avec le domaine C terminal de Revl, et
en réponse aux UV, Polt colocalise avec Revl aux foyers de réplication (Tissier et al., 2004;
Ohashi et al., 2004; Guo et al., 2003).

- un domaine de liaison avec Poln (Kannouche et al., 2002). Dans les cellules XP-V
seulement 10 a 20% de foyers Poli induits par les UV sont formés, ce qui indique que le
recrutement de Poli est dépendant de Poln (Kannouche et al., 2002). Un mutant de Polt
dépourvu de son motif PIP garde sa capacité a interagir avec Poln in vivo, ce qui indique que
cette interaction ne nécessite pas PCNA (Vidal et al., 2004).

- Pol 1 ne posséde pas de signal de localisation nucléaire (NLS), mais elle est tout de méme
localisée dans le noyau (Kannouche et al., 2002). Le domaine requis pour cette localisation

nucléaire est compris entre les acides aminés 219 et 451 (Kannouche et al., 2002) (Figure 35).

Figure 35: Les domaines de Polt. Adapté de Guo et al., 2009.

b. Les fonctions de Polt

- Propriétés enzymatiques

Polt incorpore des dGMP en face de la thymine 3 a 10 fois plus souvent que du dAMP
(Tissier et al., 2000; Zhang et al., 2000c; Jonhson et al., 2000a). Poli differe des polymérases
réplicatives (comme des membres de la famille Y) par sa plus grande efficacité a incorporer
des purines que des pyrimidines (Tissier et al., 2000; Zhang et al., 2000c; Jonhson et al.,
2000a). Cette ADN polymérase est particuliere puisque sa structure permet uniquement des
appariements de bases en Hoogsteen (Nair et al., 2004; Nair et al., 2005a; Pence et al., 2009).

De plus, Polt peut insérer des nucléotides en face des photoproduits 6-4 ct les sites
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abasiques, mais elle n'a apparemment pas la capacité d'élonger les produits formés (Tissier et
al., 2000; Johnson et al., 2000a). Cette fonction serait assurée par Pol{ (Johnson et al., 2000a;
Prakash and Prakash, 2002; Ziv et al., 2009; Livneh et al., 2010).

- Role dans la TLS

Les fibroblastes primaires de souris dérivés de la lignée 129/J présentent une mutation
non-sens dans 1'exon 2 de Polt et une sensibilité accrue aux UV comparée a celle des souris
sauvages (Dumstorf et al., 2006). Toutefois les résultats sont controversés en raison d'une
autre étude montrant que les fibroblastes de souris 129/J ne sont pas sensibles aux UV
(Ohkumo et al., 2006). Les cellules murines ou humaines déficientes a la fois en Polh et Poli
sont plus sensibles aux UV que celles déficientes en Polh seulement, ce qui suggere une
fonction pour Poli dans la TLS des dommages UV (Dumstorf et al., 2006; Gueranger et al.,
2008). Polt serait donc impliquée dans le franchissement des 1ésions UV in vivo, surtout en
I'absence de Poln (Gueranger et al., 2008) (Figure 36). En accord avec cette étude, il a été
montré récemment que Pold, Polt et Polk sont impliqués dans le franchissement des CPD dans

les cellules XPV (Ziv et al., 2009).

- Role dans I'hypermutation somatique

En raison de sa tres faible fidélit¢ de réplication, Polt a peut-étre un réle dans
I'hypermutation somatique (Tissier et al., 2000; McDonald et al., 2003). Cependant
l'implication de Poli dans la diversification des geénes Ig est controversée. Dans la lignée
cellulaire du Lymphome de Burkitt ou les deux alleles ont été delétés, les cellules présentent
une réduction significative dans la fréquence de mutations des régions variables des Ig (Faili
et al., 2002). Mais dans les cellules 129/] déficientes pour Poly, la fréquence des mutations
n'est pas altérée (McDonald et al., 2003; Martomo et al., 2006). Poli ne serait donc pas requise

pour I'hypermutation somatique chez la souris (Martomo et al., 2006; Shimizu et al., 2005).

- Role dans le BER

Polt pourrait aussi participer a la réparation des dommages oxydatifs par le
mécanisme BER in vivo, indépendamment de Poln (Petta et al., 2008). En effet, les cellules
humaines dont I'expression de Polt est réduite par interférence a ARN sont sensibles a des
agents oxydatifs, comme le péroxyde d'hydrogéne (H,0;), mais pas a un traitement avec des

agents alkylants comme la néocarzinostatine ou l'exposition a des rayons UV-A ou UV-C
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(Petta et al., 2008). De plus, Polt interagit avec XRCC1 et FEN1, protéines impliquées dans le
mécanisme de BER (Petta et al., 2008) (Figure 30).

Figure 36: Les roles possibles de Polt dans la TLS et la réparation des dommages oxydatifs. Les lésions de type dimere de
thymines (T'T) peuvent étre franchies par Poln (Masutani et al 1999; Johnson et al 2000). La présence de Polt aux fourches de
réplication bloquées dépend de ses interaction avec Poln, PCNA et l'ubiquitine de PCNA (Bienko et al 2005; Kannouche et al
2002; Vidal et al 2004; Plosky et al 20006). Pol serait impliquée dans la TLS des Iésions UV en I'absence de Poln (Gueranger et al
2008; Ziv et al 2009. Polt pourrait aussi participer a la réparation des dommages oxydatifs par le mécanisme BER. La figure
montre quelques interactions de XRCC1 avec d'autres protéines impliquées dans le BER, comme I'ADN ligase III (LIG3),
I'endonucléase APE1 et les glycosylases OGG1 et NTHI. Polt interagit avec XRCC1 (Petta et al 2008. Adapté de Vidal and
Woodgate, 2009.

4. Polk

Polk est le membre eucaryote de la branche DinB de la famille Y (Garlach et al.,
1999). Curieusement cette polymérase est absente chez S. cerevisiae et chez Drosophila
melanogaster (Ohmori et al., 2001). Pol k est une protéine de 99 kDa codée par le géne POLK
situé en position 5q13.1 (Gerlach et al., 1999).

a. Régulation de I'expression

Un domaine répresseur au niveau du promoteur de POLK a été identifi¢ (Lemee et
al., 2007), ainsi qu' une région activatrice. Celui-ci contient des éléments de réponse a SP1
(Stimulating protein 1) et des sites de liaison aux éléments de réponse a 1’AMP-cyclique
(Cyclic AMP responsive elements, CRE) (Lemee et al., 2007). De plus, les génes murins et
humains sont sous le contréle de deux XRE (xenobiotic responsive element). Chez la souris,
le géne est surexprimé en réponse a l'exposition a des composés aromatiques comme les
dioxines ou le benzopyrene B(a)P (Ogi et al., 2001).

L'expression de Polk semble étre sous le contréle de p53. Les radiations UV induisent
la surproduction de 'ARNm dans la peau de souris sous le contrdle de p53 (Velasco-Miguel
et al., 2003). Chez I'homme, la situation est différente: le traitement des cellules humaines aux

radiations ionisantes, aux UV, au BPDE, H,0; ou cisplatine (Velasco-Miguel et al., 2003;
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Burns and El-Deiry, 2003) n'affecte pas le taux de ARNm. Cependant, p5S3 semble impliquée
tout de méme dans la régulation du géne humain. Dans trois lignées cellulaires de cancer du
poumon, la transfection de p53 réprime l'expression de POLx (Wang et al.,, 2004).
L'inactivation de p53 dans les cellules humaines pourrait contribuer a la surexpression
de Polk dans certains cancers humains (Wang et al 2004). La surexpression de Pol k dans
les cellules de souris ou dans les fibroblastes humains MRCS5 augmente la fréquence de
mutations spontanées au niveau du locus HPRT (Ogi et al., 1999; Bergoglio et al., 2002). De
plus, la surexpression stable de Pol k dans les cellules CHO augmente la présence de
cassures double-brin de I'ADN ainsi que les événements de recombinaison homologue ou
non homologue (Bavoux et al., 2005). En outre, les pertes d’hétérozygotie et ’aneuploidie
sont deux phénotypes induits par la surexpression de Pol k (Bavoux et al., 2005). En accord
avec ces résultats, la surexpression de Pol k combinée a I’absence d’une protéine p53
fonctionnelle induit la tumorigenése chez la souris nude (Bavoux et al., 2005). Enfin, un exces
de Polxk induit la formation de segments répliqués plus courts, ce qui implique que la vitesse
de réplication est plus faible (Pillaire et al., 2007). Un excés de Pol k pourrait interférer
avec la réplication normale de P’ADN (soit en interférant avec les ADN polymérases
réplicatives, soit en interagissant avec d'autres facteurs essentiels a la réplication), rendant ce
processus mutagéne et générant des cassures double-brin de I' ADN.

Une étude a cependant montré que, dans les cancers colorectaux, Polk est sous-exprimée
(Lemee et al., 2007). L'impact de cette dérégulation n'est pas connue.

Il est donc important que le niveau d’expression de cette ADN polymérase soit fortement

régulé.

b. Les domaines de Polk et les interactions avec des protéines

La polymérase translésionnelle Polk contient:

- un domaine catalytique localisé dans le domaine N-terminal de la protéine (Gerlach et al.,
1999; Ogi et al., 1999).

- un domaine PIP situé¢ dans la partie C-terminale de Pol k. Pol « interagit avec PCNA qui
stimule son activité mais pas sa processivité (Haracska et al., 2002a). La co-localisation au
niveau de foyers de réplication de PCNA et Pol « dans les cellules confirme I’interaction de
ces deux protéines (Bergoglio et al., 2002).

- deux domaines de liaison a ’ubiquitine (UBZ) dans la partie C-terminale (Bienko et al.,

2005) nécessaires pour l'interaction avec PCNA ubiquitiné (Guo et al., 2008; Bi et al., 2006).
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- la région 560-615 interagit avec Revl (Ohashi et al., 2004; Guo et al., 2003). Les
phénylalanines 567 et 568 sont requises pour cette interaction (Ohashi et al 2009). Un mutant
qui ne peut plus interagir avec Revl ne complémente pas la sensibilité aux UV ou au BPDE
des fibroblastes de souris déficientes en Polk, ce qui indique que cette interaction est
essentielle pour l'activité de Polk in vivo (Ohashi et al., 2009).

- une ¢étude a montré que Polk encercle 'ADN grace a un domaine N-clasp en N terminal

(résidus 21 a 74), qui stabilise la liaison avec I'ADN (Lone et al., 2007) (Figute 37).

Figure 37: Les domaines de Polk. Adapté de Guo et al., 2009.

Chez S. pombe, une interaction de Polk avec Hus1 et Rad1 du complexe Hus1-Rad1-
Rad9 (9-1-1) a été mise en évidence (Kai and Wang, 2003a). Cette interaction suggere
qu’apres dommages de I’ADN, 9-1-1 permettrait le recrutement de Polk au niveau des sites de

dommages.

c. Localisation aux foyers de réplication

Dans des conditions normales, Polk est distribuée en foyers ou colocalise PCNA dans
20% des cellules. La localisation est diffuse dans le noyau des 80% restantes (Bergoglio et
al.? 2002).

Polk est présente dans des foyers dans les cellules traitées avec des UV, le BPDE ou
le cisplatine (Bergoglio et al., 2002 ; Bassett et al., 2004; Ogi et al., 2005; Bi et al., 2005; Guo
et al., 2008). Comme pour Poln et Poly, les domaines UBZ de Polk sont critiques pour
I’accumulation de Polk dans les foyers de réplication quand les cellules souffrent de
dommages (Guo et al., 2008). De plus le domaine PIP et le motif NLS sont requis pour les

foyers nucléaires de Polk aprés dommages (Ogi et al., 2005). La fraction de cellules humaines
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avec des foyers Polk est plus faible que celle des cellules murines aprées UV (Guo et al.,

2008).

d. Les fonctions de Polk

Pol « est incapable de répliquer les lésions induites par le cisplatine (Gerlach et al.,
2001; Ohashi et al., 2000) et les lésions induites par les UV que ce soient des photoproduits
6-4 ou des dimeres de thymines (CPD) (Ohashi et al., 2000; Zhang et al., 2000b). Si Polk ne
peut franchir les CPD (Ohashi et al., 2000), une étude a pourtant montré que dans les cellules
XPV, c'est-a-dire en I'absence de Poln, Polk est impliquée dans le franchissement des CPD
avec Poli et Polo (Ziv et al., 2009).

Des tests de réplication de sites abasiques ont donné des résultats contradictoires.
Dans la premiére étude (Johnson et al., 2000c), Pol k ne réalise aucune TLS alors que dans
trois autres études (Zhang et al, 2000d; Ohashi et al., 2000; Wolfle et al., 2003), Polk insere
un A avec une efficacité 250 fois moins importante que sur un ADN non endommagé.

De plus, Pol k jouerait un réle au niveau des bases oxydées ou des adduits
aromatiques. Pol « réalise de la TLS fidele en face d’une 8-oxo-guanine (Zhang et al,
2000b), d’une éthéno-désoxyadenine (Levine et al., 2001), d’un thymine glycol (Fischhaber
et al., 2002), d’un BPDE-dG (Suzuki et al., 2002; Zhang et al., 2000b), de lésions AF-dG ou
AAF-dG (Gerlach et al, 2001; Suzuki et al, 2002; Zhang et al., 2000b). En accord avec ces
résultats, les cellules déficientes en Pol k sont plus sensibles au benzopyrene (BPDE) et
présentent une mutagénése plus importante que les cellules contrdles (Ogi et al., 2002). De
plus, les cellules déficientes en Pol k sont arrétées en phase S aprés traitement au BPDE et
présentent une augmentation des cassures double-brin de I'ADN (Bi et al., 2005). L’utilisation
de cellules de souris déficientes en Pol k a permis de montrer que Pol k est responsable des
deux tiers de la TLS des adduits BDPE. Cette synthese est fidéle a 70% dans les cellules de
souris et a 90-100% dans les cellules humaines (Avkin et al., 2004).

Polk a un rdle dans I'hypermutation somatique en absence de Poln (Faili et al.,
2005). Elle serait peut étre aussi impliquée dans le mécanisme de réparation par excision
de nucléotides NER. En effet, les cellules murines déficientes pour Polk sont sensibles aux
UV et présentent une réduction importante de la synthese lors du mécanisme de NER. D'autre
part, la protéine mutée dans son domaine catalytique ne peut complémenter ces phénotypes

(Ohashi et al., 2000; Ogi and Lehmann, 2006). Polk n'étant pas capable de répliquer in vitro
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des Iésions induites par les UV, Polk pourrait alors étre impliquée dans le mécanisme

principal de réparation de ces Iésions, NER.

5. La plate-forme Rev1

REV1 n’est pas une ADN polymérase a proprement parler mais une déoxycytidyl-
transférase (d-CMP). Rev1 est capable d’insérer des dCMP en face de guanines et de certaines
1ésions comme des sites abasiques et des résidus guanines portant des adduits (Ohmori et al.,
2001; Lawrence, 2002; Washington et al., 2004). Le gene humain REV] est localisé au niveau
du chromosome 2q11.1-11.2 et présente environ 40% d’homologie de séquence avec le gene
correspondant chez la levure (Lin et al., 1999; Gibbs et al., 2000). Ce géne code pour une
protéine de 128 kDa (Lin et al., 1999).

a. Expression et régulation

La transcription de Revl augmente durant la méiose chez S. cerevisiae (Burns et
al.,, 1994.; Chu et al., 1998). Chez I'homme, Revl est plus fortement exprimée dans le
testicule que dans les autres tissus (Murakumo et al., 2000), ce qui indique que Rev1 pourrait
avoir une fonction durant la méiose.

Chez S. cervevisiae, la quantité de Revl est maximale durant la phase G2 (Waters and Walker,
2006; Sabbioneda et al., 2007). De plus, Revl est phosphorylée en phase S et hyper-
phosphorylée pendant la mitose. L'hyperphosphorylation est aussi visible lorsque les
cellules sont irradiées aux UV ou traitées avec du 4NQO ou de la zéocine. Mecl (homologue
d'ATR) est impliquée directement ou indirectement dans cette modification. La
phosphorylation de Rev1 contribuerait en partie a la mutagenése induite par les UV (Pages et
al., 2009).

Chez les mammiféres, la concentration de la protéine n'est pas affectée par les UV ou la
progression du cycle cellulaire (Akagi et al., 2009).

Chez la souris, Revl est mono-ubiquitinée, mais le mécanisme de 1’ubiquitination, 1’acide
aminé visé dans la protéine et I’intérét fonctionnel de cette modification restent pour le

moment inconnus (Guo et al., 2006b; Mirchandani et al., 2008).
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b. Interactions protéiques

Revl posséde plusieurs modules d’interaction protéine-protéine, tous requis
individuellement pour sa fonction in vivo (Figure 38):
- un domaine BRCT en N-terminal. Le domaine BRCT, initialement caractérisé dans la
proté¢ine BRCAI, a ensuite été identifi¢ dans une grande variété de protéines associées a la
régulation du cycle cellulaire et aux réponses cellulaires aprés dommages sur ’ADN
(Callebaut and Mornon, 1997; GLover et al., 2004). Le domaine BRCT permet l'interaction
de Revl avec PCNA et la sous-unité Rev7 de Pol{ (Masuda et al 2003; D’Souza and
Walker, 2006; Guo et al 2006a). Le domaine BRCT pourrait aussi participer a la localisation
de Revl au niveau de la chromatine en permettant I'association avec des protéines
phosphorylées (Sabbioneda et al., 2007).
Les mutations affectant le domaine BRCT inactivent Revl in vivo, chez la levure
(Lemontt, 1971; Larimer et al., 1989; Gibbs et al., 2000) et chez les eucaryotes supérieurs,
méme si I’ampleur de la perte de fonction dépend des études (Jansen et al., 2005; Ross et al.,
2005; Guo et al., 2006a). Les cellules ES Revl ®# (délétion pour le domaine BRCT)
présentent une fréquence ¢levée de délétions intragéniques spontanées dans le locus Hrpt, un
délai de la progression pendant les phases S et G2 et de nombreuses aberrations des
chromatides apres un traitement aux UV. La mutagenese induite est réduite et les mutations
au niveau des diméres de thymine sont absentes, ce qui est l'exact opposé du phénotype des
cellules XP-V irradiées aux UV. La mutagenese induite par les UV dans les cellules XPV
dépendrait donc de Rev1 (Jansen et al., 2005).
- les 100 acides aminés de l'extrémité C-terminale. Grace a ce domaine, Revl interagit
avec les polymérases translésionnelles Polrn, Pol, Polk et Pol (Murakumo et al., 2001;
Guo et al., 2003; Ohasi et al., 2004; Tissier et al., 2004). L’interaction de Revl avec Rev3
stimule 1’¢élongation par Pold en face d’un mésappariement ou d’une lésion de I’ADN in vitro
(Acharya et al., 2006). Chez la levure ou les mammiferes, la protéine sans son C terminal ne
permet pas la complémentation d’une souche Arev/ aprés dommages de I’ADN (Larimer et
al., 1989; Ross et al., 2005; Acharya et al.; 2006; D’Souza et al., 2008; Kosarek et al., 2008).
Dans les cellules humaines, l'interaction de Poln et de Revl par l'intermédiaire du
domaine d'interaction avec les polymérases serait importante pour éviter les mutations
spontanées, probablement en favorisant la TLS fidele des 1ésions endogénes de I'ADN
tandis que cette interaction ne serait pas nécessaire pour le role de Poln dans la TLS des

dommages induits par les UV (Akagi et al., 2009). Par contre, dans les DT40, ce domaine
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est nécessaire pour le maintien de la progression des fourches lorsque I'ADN est
endommagé, ce qui indique que l'interaction de Revl avec les autres ADN polymérases
translésionnelles est requis pour sa fonction (Edmunds et al; 2008). 1l a alors été proposé que
la TLS au niveau d'une fourche de réplication bloquée requiert Revl en tant que plate-
forme pour le recrutement des ADN polymérases translésionnelles nécessaires pour le
franchissement de la lésion (Edmunds et al; 2008).

- les domaines UBM (ubiquitin binding motifs), grace auxquels Revl lie I’ubiquitine (Guo
et al., 2006b). L’interaction avec I’ubiquitine est nécessaire pour la localisation de Rev1 dans
les foyers induits par les dommages (Guo et al., 2006b) et pour la stimulation de son activité
catalytique par PCNA mono-ubiquitiné (Wood et al., 2007). Dans les cellules exprimant des
mutants des domaines UBM, on observe une augmentation des aberrations chromosomiques,
une baisse de la viabilit¢ et de la mutagenese apreés exposition a différents agents
endommageant ’ADN (Guo et al., 2006b; Wood et al., 2007; D’Souza et al., 2008;), ce qui

implique que le domaine UBM est nécessaire pour la fonction de Rev1 in vivo.

Figure 38: Les domaines de Revl. Adapté de Guo et al., 2009

c. Localisation aux foyers

Dans les cellules humaines non traitées, Revl forme des foyers nucléaires qui
colocalisent avec PCNA. Revl est donc présent de maniére constitutive aux foyers de
réplication (Tissier et al., 2004; Murakumo et al., 2006). Revl, Poln et Rad18/Rad6 forment
un complexe dans les extraits cellulaires HelLa en réponse aux UV (Yuasa et al., 2006).
L’interaction de Revl et Poln dans la chromatine est stimulée par I’arrét de la réplication par
déplétion des nucléotides ou des 1ésions (Yuasa et al., 2006). Une étude a aussi montré que

Revl a besoin d'interagir avec Poln pour former des foyers aprés UV (Akagi et al., 2009). En
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revanche, l'interaction de Revl avec les autres ADN polymérases translésionnelles n'est pas
nécessaire pour leur relocalisation en réponse aux dommages de I'ADN (Kannouche et al.,
2001; Vidal et al., 2004; Ogi et al., 2005).

Revl pourrait étre fonctionnel dans un contexte non réplicatif (Murakumo et al.,
2006; Akagi et al., 2009). En effet, Revl forme des foyers en dehors de la phase S
(Murakumo et al., 2006) et colocalise avec Poln aux sites de dommages UV en dehors de la

phase S (Akagi et al., 2009).

d. Roles

- Role dans la mutagenéese

Un mutant inactivant l'activit¢ de Revl ne présente pas de diminution des niveaux de
mutagenése induite par un grand nombre d’agents endommageant I’ADN, y compris les
rayons UV (Haracska et al., 2001c; Ross et al., 2005), impliquant que cette protéine est
requise indépendamment de son activité. Ainsi, Revl est requis avec Pold pour la
mutagenése spontanée et induite par des dommages chez la levure (Lawrence, 2002),
I'homme (Gibbs et al., 2000; Clark et al., 2003 ;Mukhopadhyaya et al., 2004) et la souris
(Poltoratsky et al., 2005).

Un modeéle a alors été développé dans lequel Revl recrute et coordonne d’autres facteurs
impliqués dans la tolérance aux dommages aux sites de lésion plutdot que de franchir les

lésions directement (Haracska et al., 2001; Guo et al., 2003; Tissier et al., 2004).

- Activité déoxycytidyl-transférase

REV1 possede une activité¢ déoxycytidyl-transferase (d-CMP) que ce soit chez la levure ou
dans les cellules humaines (Nelson et al., 1996a; Lin et al., 1999). Ainsi, cette protéine
catalyse I’insertion de dCMP en face des sites abasiques, des 8-oxo-guanines, des adduits
benzopyréne sur des guanines, mais n’est pas capable de réaliser de la TLS au niveau des
l1ésions induites par les radiations UV (Nelson et al., 1996a; Haracska et al., 2001¢; Haracska
et al., 2002b; Zhang et al., 2002). Sur une matrice poly(dG), Revl synthétise de ’ADN, in
vitro, en incorporant des C et incorpore environ deux nucléotides par événements de liaison a
I’ADN. Revl1 peut aussi insérer des C en face des autres bases de I’ADN avec des fréquences
comprises entre 10~ et 10™ (Haracska et al., 2002b).

Dans les souris déficientes en Revl, des transversions C—G ont été observées, suggérant que

Revl incorpore, au cours de I’hypermutation somatique, des C en face des uraciles produits
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lors de la déamination des deoxy-cytidines par I’action d’AID (Jansen et al., 2006). Ces
résultats ont aussi été retrouvés dans les cellules de poulet DT40 déficientes en Revl (Ross

and Sale, 2006).

6. Pol(

Pold est un hétérodimére composé de la sous unité catalytique Rev3 et la sous
unité accessoire Rev7 (Nelson et al., 1996b). Contrairement a la majorité des polymérases
TLS qui appartiennent a la famille Y, Pold est un membre de la famille B, qui inclut les ADN
polymérases réplicatives 9, € et o (Morrisson et al., 1989; Lawrence, 2004). Elle ne posséde
pas les motifs caractéristiques d’une activité 3°-5’ exonucléase (Lawrence, 2004).

Rev3 ne contient aucun module connu d’interaction protéine-protéine ou de motif
de régulation. Rev7 contient un domaine HORMA (Hop1/Rev7/Mad2) d'interaction avec la
chromatine (Aravind and Koonin, 1998) (Figure 39).

Figure 39: Structure de Rev3. Adapté de Gan et al 2008.

Chez S. cerevisiae, Rev7 interagit avec 9-1-1 et cette interaction pourrait entrainer le
recrutement de Pold aux sites de dommages de ’ADN (Sabbioneda et al., 2005). De plus,
Rev7 interagit avec Revl (Ohashi et al., 2000; Murakumo et al., 2001; Guo et al., 2003;
Takeuchi et al., 2004; Tissier et al., 2004; Hara et al., 2010).

L’architecture du complexe Pold-Revl est compliquée et plusieurs sous-complexes
existent peut-€tre de manicre régulée. Bien que les 3 protéines interagissent les unes avec les
autres, un hétérotrimere de Revl, Rev3 et Rev7 n’est pas formé quand on purifie les
protéines, la liaison entre Rev1 et Rev7 inhibant I’interaction de Rev1 et Rev3 purifiés in vitro
(Acharya et al., 2006). Il est possible que des modifications post-traductionnelles de Revl
influencent la nature de son interaction avec Pold in vivo.

La sous-unité accessoire Rev7 augmente significativement 1’activité de polymérase de
Rev3 (Nelson et al., 1996b). Bien que ne possédant pas des motifs d’interaction avec
PCNA, PolC présente une activité plus élevée en présence de PCNA (Garg et al., 2005).
Cependant, cette stimulation de 1’activité de Pold n’est pas observée en présence de PCNA

mono-ubiquiting.
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- Role dans la TLS

Une analyse systématique de sept types de dommages de I'ADN trés différents a
impliqué Poll dans la TLS de toutes les lésions sauf des TT-CPD lors de 1'étape
d'élongation (Ziv et al., 2009; Livneh et al., 2010;) (Figure 40). Pour un certain nombre de
lésions de I'ADN, deux polymérases translésionnelles seraient donc requises, l'une pour

l'insertion d'un nucléotide en face de la l1ésion et I'autre pour 1'¢longation.

Figure 40: Les ADN polymérases impliquées dans le franchissement de différentes lésions. Poll est impliqué dans

I'élongation, tandis que Poln, Polt et Polk sont impliqués dans I'étape d'insertion en face de la lésion. * indique la réaction de TLS
g ] > pliq ! ]

prédominante. Livneh et al., 2010.

- Role dans la mutagenéese

Chez S.cerevisiae, la délétion du géne REV3 est la cause d'une augmentation de la
sensibilité aux radiations UV et a certains agents chimiques endommageant ' ADN (Lawrence
et al., 1984; Morrison et al., 1989; Pavlov et al., 2001). La conséquence la plus importante de
I'absence de Rev3, chez la levure, est la réduction de 90% de la fréquence des substitutions
des paires de base et des mutations frameshift induites par les UV. La mutagenese induite par
les rayons y et le méthylméthane sulfonate est aussi diminuée dans les mutants rev3

(Morrisson et al., 1989; Lawrence and Hinkle, 1996; Lawrence, 2002). Chez la levure, Rev3
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est impliquée dans la mutagenése durant la recombinaison. La recombinaison
intrachromosomique entre les séquences répétées inversées et la recombinaison
interchromosomique peuvent étre stimulées en créant des cassures double-brins entre les
répétitions avec la nucléase HO. On peut alors observer des frameshifts et des substitutions de
bases associées a l'événement de recombinaison (Holbeck and Strathern, 1997; Ratteay et al.,
2002). Dans les cellules Rev3-/-, la réparation des cassures double-brins a toujours lieu mais
75 a 80% des mutations associées n'apparaissent pas (Holbeck and Strathern, 1997; Ratteay et
al., 2002; Hirano et al., 2006; Hirano et al., 2008). Tous ces résultats indiquent que la

majorité des événements mutagenes chez la levure implique PolC.

- Role dans la recombinaison

Les cellules de fibroblastes humains exprimant des ARN antisens contre Rev3 ou
Revl ont montré que la recombinaison homologue spontanée ou induite par des dommages y
était moins présente (W u et al., 2004). Une autre lignée cellulaire Rev7 KD est trés sensible
au cisplatine et aux radiations y et la mutagenese y est réduite (Cheung et al., 2006). Une
augmentation des aberrations chromosomiques et une diminution des échanges de
chromatides sceurs ont pu étre observées, en réponse a des dommages. La sensibilité accrue au
cisplatine et la diminution de la recombinaison homologue dans les cellules humaines REV1,
REV3 et REV7 KD sont autant d'indices pour suggérer que ces 3 protéines sont impliquées
dans la recombinaison.
Des résultats plus contrastés ont ét¢ obtenus dans les DT40. La perte d'une seule de ces
protéines provoque une augmentation de la fréquence des échanges de chromatides,
spontanément ou en réponse aux UV ou au 4-nitroquinolone-1-oxyde (Sonoda et al., 2003;
Okada et al., 2005). Une autre étude a montré que 1'absence de Rev3 entraine une diminution
des échanges chromosomiques apres un traitement au 4-nitroquinlone-1-oxyde mais pas apres

un traitement a la mitomycine C ou au cisplatine (Niedzwiedz et al., 2004).

- Autres rdles

La perte de Poll est la cause d’une létalité embryonnaire chez la souris, ce qui
indique que durant la prolifération, les cellules de mammiferes ont besoin d’une fonction de
Pold (Bemark et al., 2000; Esposito et al., 2000; Wittschieben et al., 2000; Van Sloun et al.,
2002).

Pold joue aussi un role dans la réparation des pontages intra et inter-brin dus a la

mitomycine B, au sporaléne et au cisplatine (Shen et al 2009; Hicks et al 2009).
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B. Les modeles de la synthese translésionnelle

L'ensemble des études détaillées ci-dessus a mené a I'élaboration de deux modéles
pour la TLS, I'un au niveau de la fourche ("polymerase switching") (Plosky and
Woodgate 2004; McCulloch et al., 2004; Friedberg et al., 2005; Prakash et al 2005; Lehmann
and Fuchs, 2006; Lehmann et al., 2007; McCulloch and Kunkel, 2008; Andersen et al., 2008;
Lee and Myung, 2008; Chang and Cimprich, 2009; Ulrich, 2009) et l'autre au niveau des
breches d'ADN simple-brin résultant du redémarrage de la fourche de réplication en
aval de la lésion ("gap-filling") (Lehmann, 2006; Lopes et al., 2006; Lehmann and Fuchs,
2006; Waters and Walker, 2006; McCulloch and Kunkel 2008; Edmunds et al 2008; Jansen et
al., 2009a; Jansen et al 2009b).

1. Echange des ADN polymérases a la fourche de
réplication

L'échange de polymérases a lieu au niveau de la fourche de réplication pour permettre
a la réplication de continuer, en franchissant les lésions qui bloquent les ADN polymérases
réplicatives. PCNA, qui interagit a la fois avec les ADN polymérases réplicatives et

translésionnelles joue le role de plateforme.
Le role de la mono-ubiquitination de PCNA dans ce mode¢le est sujet a discussion:

- Stabilisation du complexe polymérases translésionnelles/PCNA

Poln, Polt et Polk interagissent avec PCNA via le motif consensus PIP (PCNA
interacting domain). De plus, toutes les ADN polymérases de la famille Y possedent un ou
plusieurs domaines de liaison a l'ubiquitine. Ainsi, Poln et Polk contiennent un domaine UBZ
(Ubiquitin Binding Zinc Finger), tandis que Polt et REV1 contiennent respectivement un et
deux UBM (Ubiquitin binding motif) (Bienko et al., 2005). Au vu de l'existence de ces deux
domaines UBM/UBZ et PIP, il a été postulé que l'interaction entre UBM/UBZ et 1'ubiquitine
de PCNA stabiliserait le complexe polymérases translésionnelles/PCNA. Ainsi, l'activité de
Poln et Revl est augmentée en présence de PCNA mono-ubiquitiné dans un systéme in vitro
de protéines purifiées de levure (Garg and Burgers, 2005). Une autre ¢tude n'est cependant

pas arrivée a la méme conclusion (Harascka et al., 2006). Il a aussi ét¢ montré que 1'échange
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entre Pold et Poln nécessite 1'arrét de la réplication et la mono-ubiquitination de PCNA dans

un systeme de levure reconstitué (Zhuang et al., 2008).

- Déstabilisation d'autres protéines
La mono-ubiquitination de PCNA inhiberait la réplication normale en déstabilisant
d'autres protéines associées avec PCNA qui devient alors accessible aux polymérases

translésionnelles (Haracska et al., 20006).

- Aucun role

La TLS aux fourches bloquées apres irradiation aux UV nécessite Revl, l'intégrité des
domaines UBM et du domaine d'interaction avec les autres polymérases translésionnelles.
Elle ne requiert pas I'ubiquitination de PCNA qui devient nécessaire pour le comblement des
breches d'ADN simple-brin créées par le redémarrage de la réplication en aval de la lésion

(Edmunds et al., 2008).

Enfin, une fois la 1ésion franchie, un nouvel échange a lieu. La réplication reprend et la
fourche de réplication redémarre (Figure 41). La lésion pourra par la suite étre la cible des

mécanismes de réparation.
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Figure 41: Mod¢le d'échange de polymérase. A. La polymérase réplicative est bloquée au niveau d'une lésion de I'ADN. RPA
et Rad6/Rad18 sont recrutés, en aval de la lésion, au niveau de 'ADN simple-brin. B. Rad6/Rad18 ubiquitine PCNA. C. La
polymérase translésionnelle prend alors la place de la polymérase réplicative. D. Elle inseére un ou quelques nucléotides a 'opposé
de la lésion. E. Un second échange de polymérases permet a la polymérase réplicative de reprendre sa place et la réplication de
I'ADN redémarre. Jansen et al., 2007.
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2. Réaction de TLS au niveau des breches
d'ADN simple-brin

Le mode¢le de "gap-filling" a été propos€ pour rendre compte de la TLS en dehors du
contexte de la fourche de réplication, quand les dommages de ’ADN résident dans des
bréches d'ADN simple-brin.

L'ADN simple-brin résultant du découplage de la polymérase réplicative bloquée et de
I'hélicase ne permet pas simplement le recrutement du complexe Rad6/Rad18 mais aussi de la
kinase ATR qui se lie avec son partenaire ATRIP sur RPA (Byun et al., 2005). Si ces deux
éveénements sont indépendants (Chang et al., 2006; Frampton et al., 2006; Niimi et al., 2008),
ils pourraient cependant étre étroitement mélés.

En effet, d'une part la TLS prévient I'activation du checkpoint. Différentes études
ont montré que I'absence des protéines impliquées dans la TLS comme Radl8, Poln, Revl,
Rev3 ou Rev7 entraine une sur-activation du checkpoint (Bomgardenet al. 2006; Holway et
al., 2006 chez C.elegans; Hicks et al., 2009 dans des HeLa; Despras et al., 2010 dans les
cellules XPV). Enfin, chez la levure, dans des conditions CLUV (chronic low dose ultraviolet
light), des bréches d'’ADN simple brin s'accumulent dans des mutants rad/8 mais pas dans les
cellules normales, ce qui entraine l'activation du checkpoint et un arrét de la progression dans
le cycle cellulaire en G2 (Hishida et al., 2008). On peut observer cette coordination dans les
cellules de mammiféres déficientes a la fois en Revl et en NER. Le traitement de ces cellules
aux UV est la cause d'une activation du checkpoint et d'un arrét irréversible en phase G2 en
raison de l'accumulation de bréches post-réplicatives a I'opposé des photoproduits (Jansen et
al., 2009a).

D'autre part, 'activation du checkpoint favoriserait la TLS. Des ¢tudes chez S.
cerevisiae et S.pombe ont impliqué 9-1-1 dans la régulation de la synthése translésionnelle
mutageéne réalisée par Poll (Paulovitch et al., 1997; Kai and wang, 2003a) et Polk (Kai and
Wang, 2003b). De plus, Rev1 interagit aussi avec 9-1-1 (Sabbioneda et al., 2005). Enfin, chez
S. cerevisiae, la phosphorylation de Revl par ATR contribuerait en partie a la
mutagenése induite par les UV. Lorsque les fonctions des ADN polymérases
translésionnelles sont coordonnées avec la réplication, le franchissement de la 1ésion sera

rapide et efficace et I'arrét de la fourche ne persistera pas assez longtemps pour activer ATR.
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Par contre, si la fourche redémarre en aval de la lésion, ATR sera activé et Revl sera
phosphorylée, peut étre par l'intermédiaire de son interaction avec 9-1-1 (Pages et al., 2009).
Suivant le mod¢le, le recrutement de 9-1-1 a la jonction 5' créé par le redémarrage de
la réplication en aval de la lésion permettrait non seulement le recrutement d'ADN
polymérases translésionnelles (Rev1, PolC et Polk) (Paulovitch et al., 1998; Kai and Wang,
2003a et b; Sabbionedda et al., 2005) mais aussi l'activation d'ATR (Yan and Michael, 2009).
Au niveau d'une bréche d'ADN simple-brin portant une lésion, la TLS et le checkpoint
pourraient donc étre coordonnés. Le checkpoint active la TLS post-réplicative et la TLS
pourrait annuler le signal ATR en comblant la bréche (Figure 42).
Enfin, chez S. cerevisiae, une étude a montré que l'absence de la mono-ubiquitination de
PCNA (due a la mutation K164R) n'affecte pas la progression de la phase S dans des cellules
ou la sous-unité Pol32 de Pold est délétée, induisant des problémes de réplication. De plus,
l'expression de Radl8 et des polymérases translésionnelles Poll et Poln complémente la
sensibilit¢ aux UV et au MMS des cellules déficientes pour ces trois protéines méme si leur
expression est limitée a la phase G2 du cycle cellulaire (Karas and Jentsch, 2010). D'apres
cette étude, la TLS dépendante de la mono-ubiquitination de PCNA n'est pas impliquée dans
le franchissement des 1ésions au cours de la réplication mais lors du comblement des bréches
d'ADN simple-brin générées par le redémarrage des fourches de réplication en aval des

1ésions (Karas and Jentsch, 2010).
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Figure 42: Modé¢le post-réplicatif de la TLS. Le redémarrage de la réplication en aval d'une lésion de 'ADN, qui a causé l'arrét
de la polymérase réplicative et peut étre aussi l'arrét d'une polymérase translésionnelle, crée une jonction 5' qui permet le
recrutement de 9-1-1 par TopBP1. Dans le cas de la réplication d'un brin discontinu, le brin d'Okazaki adjacent pourrait servir. De
maniere simultanée, ATR et ATRIP sont recrutés au niveau de I'ADN simple-brin associé 24 RPA. ATR/ATRIP sera activé par
TopBP1 et 9-1-1. Chez S. cerevisiae, Revl, 9-1-1, RPA et Chkl (qui n'est pas représenté) sont les cibles d'ATR. Le complexe
Revl/Rev3/Rev7, grice a son association avec 9-1-1 et la modification de Revl, poutrait alors se déplacer vers la jonction 3' et
franchir la Iésion (Masuda and Kamiya 2006). ub: ubiquitine. Adapté de Jansen et al 2009b.

3. Retour de I'ADN polymeérase réplicative

Chez le nématode, la dégradation de POLH-1 (orthologue de Poln) permettrait son
départ de la fourche de réplication apres la TLS. Nous ignorons si une telle régulation est
conservée dans les cellules de mammiferes (Kim and Michael, 2008).

Une autre étude a aussi proposé que la protéine WRNPI1, identifiée comme une
protéine qui interagit avec 1'hélicase WRN, dont la déficience est responsable du syndrome
de Werner (Hishida et al., 2001), serait impliquée dans le second échange de polymérases. En
effet, WRNIPI, interagit avec Pold (Tsurimoto et al., 2005) et Rad18 (Yoshimura et al.,
2009). WRNIP1 interfere avec la liaison de Radl8 avec I'ADN: cette protéine reconnait
préférentiellement le complexe ADN-Rad18 via une interaction avec Radl8 et se lie avec
I’ADN, probablement en déplacant Rad18. Les auteurs proposent que WRNIP1 pourrait étre
impliqué dans le deuxiéme échange de polymérase en étant recrutée par Radl8 et
mobilisant par la suite Pold (Yoshimura et al., 2009).

Enfin, dans un systéme avec des protéines purifiées in vitro, le complexe Ub-
PCNA/Pole inhibe la synthése d'ADN par Pold. La dé-ubiquitination de PCNA pourrait alors

étre requise pour le remplacement de Pole par Pold aprés le franchissement d'une lésion
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(Zhuang et al., 2008). Cependant, in vivo, il a été montré que PCNA mono-ubiquitiné persiste
72 heures apres un traitement aux UV ou au MMS (Niimi et al., 2008). Niimi et ses
collaborateurs ont alors proposé que les polymérases translésionnelles quitteraient alors peut
étre simplement I'ADN en raison de leur faible processivité. Le retour de la polymérase

réplicative peut aussi nécessiter le chargement d'une nouvelle molécule de PCNA.
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3. Objectifs de mon travail de these
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L’équipe « Mécanismes de tolérance des dommages a I’ADN», qui m’accueille depuis
quatre ans, s’emploie a comprendre le processus de mutagenése induite par la présence de
1ésions sur ’ADN. L’organisation des échanges entre les différentes ADN polymérases, la
régulation de leur activité ainsi que leur interaction avec le complexe réplicatif constituent les
thématiques principales abordées dans notre équipe.

J’ai étudié au cours de ma thése 'implication de PCNA (Proliferating Cell Nuclear
Antigen), facteur de processivité de I’ADN polymérase réplicative Pold, qui, comme nous
I'avons décrit dans cette introduction, interagit non seulement avec Pold mais aussi avec
I’ensemble des ADN polymérases translésionnelles et pourrait servir de plate-forme sur
laquelle les différentes ADN polymérases viendraient s’échanger. De plus, chez S. cerevisiae
et dans les cellules humaines, PCNA est mono-ubiquitiné par le complexe Rad6/Rad18, en
réponse a des agents qui bloquent la fourche de réplication. Le rdle exact de cette
modification dans le processus de TLS est controversé. Dans ce contexte, mon travail de
thése a consisté, d'une part, a étudier le mécanisme d’activation de Rad6/Rad18, et
d'autre part, a comprendre le réle de la mono-ubiquitination de PCNA dans la TLS.

Pour cette étude, nous utilisons un test de réplication d ADN endommagg in vitro, dans
lequel un ADN simple-brin portant une Iésion unique est incubé en présence d'extraits de
cellules humaines. Cette approche est complémentaire de celles utilisées par les autres équipes
de recherche dans le domaine, qui effectuent des études biochimiques avec des protéines
purifiées, ou bien qui utilisent des modeles cellulaires ou animaux. L’approche que nous
avons choisie ne comporte pas d’« a priori » sur les facteurs mis en jeu, et présente 1’avantage
d’analyser spécifiquement les mécanismes de TLS, indépendamment des autres réponses

cellulaires au stress (telles que la réparation ou la recombinaison).
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Résultats et discussion
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Ce chapitre "Résultats et discussion" est composé de deux grandes parties:

- Régulation de la mono-ubiquitination de PCNA dans laquelle nous avons analysé (1) la
mono-ubiquitination de PCNA et (2) l'activation de Radl8 dans un extrait de cellules
humaines compétent pour la réplication. Une partie des résultats obtenus en (1) a été publiée
sous la forme d'un article dans DNA Repair ("Requirements for PCNA mono-ubiquitination in
human cell-free extracts". Valérie Schmutz, Jérdme Wagner, Régine Janel-Blintz, Robert
Fuchs et Agnés Cordonnier. DNA Repair (2007), volume 6, numéro 12, pages 1626 a 1731).
- Réle de la mono-ubiquitination de PCNA et étude de la contribution des différents
domaines de Poln lors du franchissement de deux lésions de I'ADN dans des extraits
cellulaires humains. Dans cette partie, nous avons étudié I'activité de Poln dans la TLS de
deux lésions différentes afin de vérifier si celle-ci est toujours couplée a la mono-
ubiquitination de PCNA par Rad6/Rad18. Une partie des résultats a fait 'objet d'un article
accepté dans Nucleic Acids Research ("Role of the ubiquitin-binding domain of Pole in
Rad18-independent translesion DNA synthesis in human cell-free extract". Valérie Schmutz,
Régine Janel-Bintz, Jérome Wagner, Denis Biard, Naoko Shiomi, Robert P.P. Fuchs et Agnes
M. Cordonnier).

Dans ce chapitre, nous avons tenu a vous présenter a la fois les données publiées sous
forme résumée et non publiées et a les discuter ensemble de maniére plus approfondie. Les

deux articles sont présents en annexe.
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Premiere partie:
Régulation de la mono-ubiquitination
de PCNA
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1. Introduction

La protéine PCNA (Proliferating cell nuclear antigen), anneau de processivité des
ADN polymérases réplicatives, joue le role de plateforme d'interaction pour de nombreuses
protéines de la réplication de I'ADN, la réparation, la régulation du cycle cellulaire et
I'assemblage de la chromatine. Chez S. cerevisiae, la mono-ubiquitination de PCNA au niveau
de sa lysine K164 par le complexe Rad6/Rad18 a été identifiée comme un pré-requis pour la
TLS et la mutagenése induite par les dommages (Hoege et al., 2002; Stelter and Ulrich, 2003).
Selon différentes ¢études, l'interaction entre PCNA ubiquitiné (Ub-PCNA) et les ADN
polymérases translésionnelles permettrait 1'échange entre les polymérases réplicatives et
translésionnelles durant la synthése translésionnelle (Kannouche et al., 2004; Watanabe et al.,
2004; Bienko et al., 2005; Plosky et al., 2006; Guo et al., 2006).

Selon le modele proposé dans la littérature, le recrutement de Rad6/Rad18 aux
fourches de réplication bloquées se fait griace a une interaction physique entre RPA et
Rad18 au niveau de I'ADN simple-brin généré par le découplage des activités de la
polymérase réplicative et de 1'hélicase (Chang et al., 2006; Davies et al., 2008 ; Huttner et
al., 2008). Des ¢études menées in vitro montrent que la mono-ubiquitination de PCNA de
levure par les protéines Rad6 et Rad18 purifiées ne requiert qu'un ADN simple-brin hybridé a
un oligonucléotide, RPA et RFC (Garg et al., 2005; Haracska et al., 2006). Seules les
molécules de PCNA chargées par RFC sur 'ADN au niveau de la jonction ADN double-
brin/simple-brin sont mono-ubiquitinées.

Dans le but d'élucider le mécanisme d'activation de Rad18 dans un contexte de
synthése d'ADN, nous avons analysé la mono-ubiquitination de PCNA dans un extrait de
cellules humaines compétent pour la réplication. Le substrat utilisé¢ est un ADN simple-
brin circulaire hybridé a une amorce radiomarquée. Dans un deuxiéme temps, nous avons
cherché a savoir si la protéine Radl8 est la cible de phosphorylations en réponse a des

dommages de I'ADN induits par les UV.
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2. Mono-ubiquitination de PCNA dans
les extraits de cellules humaines

A. Résultats

1. La mono-ubiquitination de PCNA dans les
extraits de cellules humaines nécessite l'extension de
I’'amorce

Des extraits de cellules MRCS5 (fibroblastes humains transformés par SV40) sont
incubés a 37°C en présence d'’ADN simple-brin circulaire dans un tampon réactionnel.
L'analyse en Western Blot des protéines apres 20 minutes d'incubation montre que PCNA est
modifié pendant la réaction uniquement en présence d'’ADN hybridé & une amorce et des
dNTP. Cela suggere que la synthése de I'ADN est une étape obligatoire pour induire la
modification (Figure 43).

Figure 43 : La modification de PCNA requiert ’élongation de ’amorce dans les extraits cellulaires. Un extrait MRC5 est
incubé pendant 20 minutes a 37°C en présence de 10fmol I’ADN simple-brin circulaire hybridé ou non a une amorce. Les quatre

dANTP (200puM) sont inclus dans la réaction comme indiqué.

Les résultats obtenus en incubant un ADN simple circulaire avec (1) des extraits
MRCS transfectés avec un plasmide codant pour une his-ubiquitine (Figure 44) et (2) avec
des extraits de cellules HeLA exprimant un mutant dominant-négatif de Rad18 (Rad18-C28F)
ou de cellules HCT116 Rad18 KO (collaboration avec le Docteur Shiomi, Research center for
charged particle therapy, Japon) démontrent que la modification de PCNA observée est bien

une mono-ubiquitination et qu'elle dépend de Rad18.
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Figure 44: La modification de PCNA dans les extraits de cellules humaines est une mono-ubiquitination. Un extrait
cellulaire MRC5 préparé 48H apres transfection transitoire avec un vecteur exprimant His-ubiquitine (pMT107) est incubé 30
minutes a 37°C en présence de 100 fmol du substrat d'ADN. Les protéines de 'extrait cellulaire total (input) ou apres purification
sur billes de nickel (pull-down) sont analysées par Western Blot a 'aide d'un anticorps dirigé contre PCNA.

En accord avec les systtmes de mono-ubiquitination de PCNA in vitro avec des
protéines purifiées (Garg et al., 2005; Haracska et al., 2006; Masuda et al., 2010), seul le
PCNA recruté au niveau de la jonction ADN double-brin/ADN simple-brin est mono-
ubiquitiné comme le montre l'analyse par Western Blot les protéines interagissant avec
I'ADN (Figure 45). On observe également que toutes les molécules de PCNA capturées ne

sont pas mono-ubiquitinées. Des monomeéres mono-ubiquitinés ou non pourraient donc

coexister sur un méme anneau.

Figure 45: PCNA est recruté au niveau de PADN simple-brin hybridé a une amorce et mono-ubiquitiné durant
Pélongation de P’amorce. Pour isoler spécifiquement la protéine PCNA recrutée durant I’élongation de 'amorce, un ADN
simple-brin circulaire est hybridé avec un oligonucléotide portant une biotine en 5’ et immobilisé par la streptavidine recouvrant
des billes magnétiques. Le substrat ’ADN immobilisé par les billes est ensuite incubé en présence d’un extrait cellulaire MRC5 a
37°C en présence des 4 ANTP. Aux temps indiqués, les billes sont séparées du surnageant (grace a un aimant) et lavées trois fois
avec un tampon Hepes (pH 7.9). Les protéines ont été analysées par Western Blot a I'aide d’un anticorps dirigé contre PCNA.

Il est intéressant de noter que des expériences de titration montrent que la quantité
d'Ub-PCNA formé au cours de l'incubation est en large excés par rapport au nombre de
jonction amorce-matrice d'ADN inclus dans la réaction. En effet, 60 fmol de monomeres de
PCNA sont ubiquitinés pour 10 fmol d'ADN (Figure 46). Des cycles successifs de
chargement et d'ubiquitination de PCNA ont donc lieu durant la réaction. Le méme
résultat est obtenu avec un extrait de cellules XP30RO (fibroblastes d'un patient XP-V,

transformé par SV40).
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Figure 46: Plusieurs cycles de chargement et d'ubiquitination de PCNA ont lieu durant 1'élongation de 1'amorce dans
les extraits cellulaires humains. Un extrait de cellules MRC5 ou XP30RO est incubé avec différentes concentrations d'ADN a
37°C en présence des 4 ANTP. 15, 60 et 120 fmol de His-PCNA sont déposés en paralleles pour détecter la quantité de PCNA
mono-ubiquitiné dans les extraits au cours de la réaction.

Tous ces résultats montrent que PCNA est mono-ubiquitiné dans les extraits
cellulaires par Rad18 au cours de I'élongation de 1'amorce. L'ADN simple-brin per se n'est

donc pas un signal suffisant pour activer Rad6/Rad18.

2. La mono-ubiquitination de PCNA est couplée
aux pauses du complexe de réplication

Pour ¢lucider les mécanismes impliqués dans la modification de PCNA, nous avons
analysé en parallele les produits d'extension d'une amorce radiomarquée hybridée a 'ADN
simple-brin en présence d'un extrait cellulaire MRCS5 et les modification de PCNA par
Western Blot (Figure 47). Apreés migration sur gel dénaturant, nous avons ainsi observé des
intermédiaires de réplication qui correspondent a des pauses transitoires de I'ADN polymérase
au niveau de structures secondaires stables de I'ADN (de type épingle a cheveux).
L'apparition de Ub-PCNA est corrélée a la présence de ces pauses, ce qui suggere que
I'arrét d'un complexe de réplication est a I'origine de la modification de PCNA. En effet,
en présence de la protéine SSB (Single-strand DNA binding protein) d'E. coli qui permet

d'éliminer partiellement ces structures secondaires, le taux d'Ub-PCNA est réduit (Figure 47) .
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Figure 47 : La mono-ubiquitination de PCNA est couplée a une pause du complexe de réplication au niveau d’une
structure secondaire de PADN en épingle a cheveux. Un extrait cellulaire MRC5 est incubé en présence d” ADN simple-brin
hybridé a une amorce radiomarquée et en présence de 40 pM de dNTP. Les produits sont analysés par électrophorese en gel
dénaturant (7% urée/8% polyacrylamide) (A) et par Western Blot (B) avec un anticorps anti-PCNA. Les réactions en présence de
SSB ont été faites dans un ratio de 1:5 ADN/SSB (w/w).

Cette observation est en accord avec différentes études proposant que la modification
de PCNA résulterait de I'arrét spontané des fourches de réplication au niveau de sites de pause
naturels. Ainsi, une fraction de PCNA est mono-ubiquitinée durant la phase S dans des
cellules non endommagées de S.pombe (Frampton et al., 2006). La déplétion de la dé-
ubiquitinase USP1 dans les cellules de mammiferes HEK293 ou les cellules de poulet DT40
révele une mono-ubiquitination de PCNA en absence de dommages, ce qui impliquerait que
Rad6/Rad18 pourrait agir de maniére constitutive (Huang et al., 2006; Simpson et al.,
2006).

Pour vérifier que la mono-ubiquitination de PCNA n'est pas induite en l'absence de
sites de pause tels que les structures en épingle a cheveux ou des lésions de I'ADN, de
nouveaux substrats d'ADN ont ¢été élaborés: 'ADN simple-brin est hybridé a une amorce
radio-marquée et a deux oligonucléotides situés de telle maniere que la structure en épingle a
cheveux ne puisse pas se former. En absence de hairpin, nous avons ainsi pu vérifier que la

mono-ubiquitination de PCNA n'est pas induite dans des extraits MRCS5 (Figure 48A).

Par contre, la présence d'une lésion TT-CPD induit la modification de PCNA avec la
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méme efficacité que la lésion G-AAF (N-2 acétylaminofluoréne sur une guanine) (Figure
48B). Ces deux lésions bloquent efficacement la synthése de 'ADN dans les extraits de
cellules XP30RO issues d'un patient atteint de la forme variante de la maladie Xeroderma
pigmentosum en raison de I'absence de la polymérase translésionnelle Poln (Cordonnier et al.

1999).
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Figure 48: Les lésions CPD et AAF bloquent la réplication et induisent la mono-ubiquitination de PCNA. Pour délimiter
une portion d'ADN sans site de pause, nous avons hybridé 'ADN simple-brin a deux oligonucléotides K5 et K6 (substrat 2) qui
empéchent la formation de la premiere hairpin. Les deux oligonucélotides portent une biotine en 3', ce qui empéche leur
élongation. Ce méme substrat peut aussi porter une lésion unique CPD ou AAF, en amont de K5 et K6. Les substrats d'ADN
sont incubés 10 minutes a 37°C avec les extraits cellulaires MRC5 ou XP30RO, en présence de streptavidine. La réaction a été
analysée a la fois par Western Blot avec a des anticorps dirigés contre PCNA et Pold (A et B) et par électrophorese en gel
dénaturant (C). A. La mono-ubiquitination de PCNA est inefficace en absence du substrat (0), sans amorce (1) ou en présence de
K5 et K6 (2). B. Une lésion CPD ou AAF stimule la modification de PCNA dans les deux extraits. C. Analyse de I'élongation de
l'amorce, en gel d'acrylamide 6%, 7M d'urée. Avec K5 et K6, trois produits d'élongation sont visualisés: I'élongation s'arréte en 5'
de K5 ( produit A), une ligation entre A et K5 a lieu (produit B) et B se ligue avec K6 (produit C). Sans K5/KG6, l'atrét au niveau
de la hairpin peut étre visualisé (H). Enfin, les lésions CPD et AAF causent un arrét de la synthése d'ADN un nucléotide avant la
lésion (L-1).

107



3. Le taux de mono-ubiquitination de PCNA
augmente avec la taille des fragments d'ADN synthétisés par
un complexe de réplication processif

Nous avons aussi étudi¢ l'effet de I'aphidicoline, inhibiteur des ADN polymérases

eucaryotes, sur la modification de PCNA (Figure 49).

Figure 49 : Effet de Paphidicoline sur la mono-ubiquitination de PCNA. L’extrait cellulaire MRC5 est incubé en présence de
4pg/ml d’aphidicoline avec 10 fmol I’ADN simple-brin hybridée a une amorce radiomarquée. Une analyse des produits
d’élongation de I'amorce est faite par électrophorese en gel dénaturant (7% urée/ 8% polyacrylamide) (A). La modification de
PCNA est révélée grace a un anticorps anti PCNA par Western Blot (B).
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La drogue ajoutée dans le tampon de réplication en méme temps que I'extrait cellulaire inhibe
la synthése de I'ADN des le démarrage de la réaction d'élongation. En présence d'aphidicoline,
la synthése d'ADN se fait de manicre distributive avec de nombreux arréts, visualisés sur gel
par la présence de nombreuses bandes. Dans ces conditions, la mono-ubiquitination de PCNA
est réduite de maniére dramatique. L'augmentation de la concentration de dNTP supprime
partiellement 1'effet inhibiteur de l'aphidicoline sur la modification de PCNA (données non
présentées). La drogue n'a donc pas d'effet direct sur la modification de PCNA mais plutot a
travers l'altération du complexe de réplication. Ces données suggerent que la mono-
ubiquitination de PCNA dans les extraits cellulaires nécessite 1'arrét d'un complexe de
réplication actif et processif.

Pour déterminer de quelle manicre la synthése de ' ADN pourrait influencer I'efficacité
de la réaction, nous avons utilisé différentes combinaisons de INTP permettant la synthése de

fragments d'ADN de taille définie (Figure 50).

Figure 50 : Le taux de modification de PCNA dépend de la longueur des brins ’ADN synthétisés. Un extrait cellulaire
MRC5 est incubé en présence d’'un ADN simple-brin hybridé 4 une amorce pendant 20 minutes 2 37°C, en absence ou en
présence des combinaisons de ANTP indiquées.
Ainsi, en présence de la combinaison GA qui permet la synthése d'un fragment d'ADN de
vingt nucléotides, la quantit¢ de Ub-PCNA produite est plus faible qu'en présence de la
combinaison GAC qui permet une synthése de trente-six nucléotides ou des quatre
nucléotides GACT qui entraine la synthese d'un fragment de taille supérieure a 150
nucléotides. L'efficacité de modification de PCNA est donc corrélée avec la longueur de
des fragments d'ADN synthétisés, indiquant qu'un complexe de réplication mature
pourrait étre requis pour induire la mono-ubiquitination de PCNA au niveau d'un site
de pause.

Nous avons voulu vérifier ce résultat a 1'aide d'un substrat d'ADN qui porte une Iésion
AAF. Cette lésion bloque la synthése d'ADN catalysée par un extrait de cellules XP30RO
(cellules XP-V dépourvues de Poleg). L'ADN simple-brin mono-modifi¢ est hybridé a
différentes amorces situées a 7, 20, 38 ou 68 nucléotides de I’adduit (Figure 51). La mono-
ubiquitination de PCNA est plus efficace lorsque 1’amorce est la plus éloignée de I'adduit

AAF, c'est-a-dire a 68 nucléotides.
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Figure 51: La mono-ubiquitination de PCNA requiert la syntheése d’un fragment d’ADN d’au moins quarante
nucléotides. Un extrait cellulaire XP30RO est incubé en présence de 10 fmol d’'un ADN simple-brin pUC3G0 ou pUC3G1

2

(portant une lésion unique G-AAF) 10 minutes a 37°C. Lefficacité de la mono-ubiquitination de PCNA ( Western Blot a gauche)
et de Pélongation (gel dénaturant 2 droite) en absence ou en présence de la Iésion est analysé en testant quatre amorces différentes,
localisées a 7, 20, 38 et 68 nucléotides de la lésion AAF.

Il est important de noter que la mono-ubiquitination de PCNA est moins efficace avec
un ADN mono-modifié¢ qu'avec un ADN non modifié, ce qui peut sembler paradoxal par
rapport a la situation in vivo ou la mono-ubiquitination de PCNA n'est observée qu'apres
traitement des cellules avec un agent endommageant 'ADN. En absence de 1ésions, plusieurs
sites de pauses dus a différentes hairpins sont visibles sur gel. Au vu de nos résultats, nous
pouvons émettre I'hypothése que chaque site de pause induit la modification de PCNA,
menant a la visualisation par Western Blot de forts taux d'Ub-PCNA. En présence d'un seul
site de pause, au niveau de la guanine modifiée, il n'y a qu'un seul obstacle pour la synthese
d'ADN et un seul signal pour la mono-ubiquitination. L'accumulation d'Ub-PCNA résulte
sans doute de multiples cycles d'ubiquitination lors du chargement de PCNA a chaque site de

hairpin.
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B. Conclusion

Les résultats présentés ci-dessus indiquent que la mono-ubiquitination de PCNA a
lieu quand la synthese de I'ADN est bloquée au niveau de sites de pause, mais seulement
lorsque la syntheése a permis la polymérisation de fragments d'ADN d'une certaine
longueur. Au vu de l'influence de la longueur des fragments d'ADN synthétisées au cours de
nos essais, une conformation mature du complexe de réplication pourrait étre nécessaire pour
la mono-ubiquitination de PCNA apres l'arrét du complexe en raison de l'absence d'un
nucléotide (combinaison GAC), de la présence d'une 1ésion (G-AAF ou TT-CPD) ou d'une
structure secondaire de I'ADN.

Le besoin d’une synthése d’ADN dans notre systéme pourrait simplement refléter la
nécessité d’un complexe de réplication actif dans lequel PCNA chargé par RFC sur 'ADN est
stable. Masuda et al ont montré en effet que, dans un systéme in vitro avec des protéines
purifiées (RFC, PCNA, RPA, E1, Rad6, Rad18, ubiquitine et Pold), la mono-ubiquitination de
PCNA chargé sur I'ADN simple-brin est plus efficace en présence de Pold ou de RFC. Les
auteurs ont également observé le chargement successif de 4 a 5 trimeéres de PCNA par
molécule d'ADN au cours de la synthese d'ADN, ce qui expliquerait l'effet stimulateur de
celle-ci sur la mono-ubiquitination de PCNA. Le substrat utilisé¢ dans cette étude est un ADN
simple brin circulaire (M13) et le role éventuel de structures secondaires présentes sur la
matrice d'ADN sur le chargement multiple de PCNA n'a pas été analysé. De plus, les facteurs
qui pourraient étre impliqués dans 'activation de Rad6/Rad18 lors du blocage de la synthese
d'ADN sont absents (Masuda et al., 2010). En effet, une publication rapporte que des
membres actifs du checkpoint de la réplication seraient impliqués dans la mono-
ubiquitination de PCNA (Yang et al., 2008; Yang and Zou, 2009). Ainsi, Chkl,
indépendamment de sa fonction kinase, renforcerait la mono-ubiquitination de PCNA en
réponse aux UV ou a l'hydroxy-urée en stabilisant la protéine du réplisome Claspine, sans
laquelle la présence de Rad18 sur la chromatine est diminuée (Yang et al., 2008). La claspine
a été originellement décrite comme protéine essentielle de la phosphorylation et de 1'activation
de Chkl par ATR en réponse a un stress de réplication dans des extraits d'ceufs de Xénope
(Kumagai and Dunphy, 2000). Cependant, différentes études chez S. cerevisiae et dans les
cellules humaines ont montré que cette protéine, indépendamment de son role dans le
checkpoint, est requise pour la progression normale des fourches de réplication (Katou et al.,
2003; Szyjka et al., 2005; Tourriere et al., 2005; Petermann et al., 2008; Scorah and

McGowan, 2009). Chez la levure, son homologue Mrcl interagit physiquement avec la sous-

111



unité catalytique de 'ADN polymérase € et avec le complexe MCM (Lou et al., 2008 Cell).
Mrcl maintiendrait alors la stabilité des fourches de réplication en couplant les activités de la
polymérase et de 1'hélicase (Katou et al., 2003; Lou et al., 2008). Le mécanisme par lequel la
claspine régulerait la mono-ubiquitination de PCNA est peu clair. D'une part, la déplétion de
la Claspine réduit le taux de Rad18 dans la chromatine. D'autre part, la déplétion de Timeless,
une protéine interagissant avec la claspine, résulte aussi en une baisse de l'ubiquitination de
PCNA. Enfin, Chkl, Claspine et Timeless interagissent avec PCNA dans les cellules
humaines (Yang et al., 2008; Scorah et al., 2008). De plus, Tipine, protéine associée a
Timeless, interagit avec RPA (Gotter et al., 2007; Unsal-Kacmaz et al., 2007). Toutes ces
protéines pourraient constituer un module fonctionnel au niveau de la fourche de réplication
et, a travers leurs interactions avec RPA et avec PCNA, joueraient un role dans la mono-
ubiquitination indépendamment de leur implication dans le checkpoint de la réplication (Yang
et al., 2008; Yang and Zou, 2009) (Figure 52). Il est a noter que chez S. cerevisiae, la
déplétion de Mrcl n'abolit pas la modification de PCNA (Davies and Ullrich, données non
publiées, dans Ulrich, 2009).

Figure 52: Représentation schématique des protéines impliquées dans la mono-ubiquitination de PCNA au niveau
d'une fourche de réplication de I'ADN. Chkl1, Claspine, Timeless et Tipine constituent un complexe fonctionnel au niveau des
fourches de réplication. A travers leurs interactions avec RPA, 9-1-1 et PCNA, ce complexe serait impliqué a la fois dans
l'activation du checkpoint et dans la mono-ubiquitination de PCNA par Rad6/Rad18. Adapté de Yang et Zou, 2009.
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C. Perspectives

L'essai de synthése translésionnelle in vitro dans des extraits de cellules humaines
peut étre utile pour analyser les composants du réplisome lors de son assemblage, du
blocage aux sites de pauses et 1'activation de Rad6/Rad18.

Dans cette optique, I'ADN simple-brin est hybridé un oligonucléotide amorce couplée
a une biotine. Le substrat immobilisé sur des billes magnétiques couvertes de streptavidine est
incubé avec l'extrait cellulaire choisi. Au cours d'une cinétique de réplication, les protéines
interagissant avec le substrat sont capturées sur les billes. Aprés des lavages successifs, les
protéines sont séparées au cours d'une é€lectrophorése en deux dimensions (Figure 53). Les
protéines capturées sont identifiées par spectrométrie de masse ou par Western Blot avec des
anticorps spécifiques. Ainsi, nous pourrons détecter a partir d'extraits cellulaires exprimant
HA-Rad18 d’éventuelles modifications de Rad18 (par Western-blot avec des anticorps dirigés
contre 1’étiquette HA), de Rad6 ou des différentes sous-unités de RPA, qui accompagneraient
le déclenchement de la mono-ubiquitination de PCNA. Nous envisageons ¢également
d’analyser les autres constituants du réplisome qui contribuent a la stabilit¢ du complexe tels

que Chkl1, Claspine et Tipin.

Figure 53: Représentation schématique de 1'essai a refaire en ajoutant élution des protéines.

Nous avons montré que la mono-ubiquitination de PCNA nécessite un complexe de
réplication mature et l'arrét de la polymérase a des sites de modification de I'ADN. Nous
proposons que le complexe de réplication pourrait €tre modifié lors du blocage et que ce
changement représenterait le signal moléculaire qui induirait la cascade d'événements menant
finalement a la modification de PCNA par Radl8. Nous désirons donc identifier les
composants d'un complexe de réplication mature et détecter les modifications des
composants de ce réplisome lorsqu'il rencontre une lésion.

Différentes conditions expérimentales sont envisagées pour identifier les protéines
impliquées dans (1) I'assemblage du réplisome, (2) la processivité du réplisome et (3) le

blocage du réplisome (Figure 54) . Pour simplifier l'analyse et éliminer les signaux dus aux
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conséquences de l'activation de Radl8, nous pourrons utiliser des lignées cellulaires
déficientes pour Radl8, notamment des HCT116 Rad18*° (collaboration avec Shiomi,
Research center for charged particle therapy, Japon) et MRC5 Rad18*P (collaboration Denis
Biard).

Figure 54: Substrats d'ADN. Les différents substrats d'ADN utilisés dans le projet sont visualisés. I'”ADN simple-brin est
hybtidé 4 une amorce et des oligonucléotides portant une biotine en 3' qui délimitent la zone de synthése de 'ADN: 1. synthése de
plus de 40 nucléotides sans dommages; 2. synthése de moins de 40 nucléotides, sans dommage; 3. synthése de plus de 40
nucléotides en présence d'une hairpin unique.

(1) Nous avons montré qu'une synthése d'ADN d'un minimum de quarante nucléotides est
requise pour que le complexe de réplication soit compétent pour l'activation de Rad18. Cela
reflete peut-étre l'assemblage dynamique des sous-unités du complexe de réplication de
I'ADN, dont la composition pourrait évoluer entre I'étape initiale et les étapes plus tardives de
I'¢longation. Pour identifier les composants d'un complexe de réplication mature, nous
pourrons comparer les cartes protéomiques obtenues lors d'une synthese d'ADN de
moins de quarante nucléotides et de plus de quarante nucléotides (Figure 54, substrats 1 et
2), en l'absence de hairpin. En comparant la composition des complexes de réplication
impliqués, nous pourrons aussi révéler les facteurs essentiels pour l'activation de Rad18.

(2) En présence d'aphidicoline, malgré de fréquents arréts de l'élongation d'une amorce
hybridée a un ADN simple-brin dans des extraits de cellules normales, la mono-ubiquitination
de PCNA n'est pas observée. Pour identifier les composants d'un complexe de réplication
processif compétent pour l'activation de Radl8, nous pourrons comparer les cartes
protéomiques obtenues pendant la réaction d'élongation en utilisant un substrat d'ADN
simple-brin non modifié en présence ou en absence d'aphidicoline (Figure 54, substrats 1
et 2).

(3) Enfin, nous pourrons établir la carte protéomique d'une réaction d'élongation en
présence d'une hairpin (Figure 54, substrat 3), la synthese étant assez longue pour permettre
la modification de PCNA en réponse a l'arrét du complexe de réplication au niveau de cette

structure.
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La compilation et l'analyse de ces différentes cartes protéomiques nous
permettront d'identifier les facteurs impliqués dans I'activation de Rad18. Il pourrait,
cependant, étre difficile de comparer la position d'une protéine sur des gels différents.
L'utilisation de la technique d’¢électrophorése 2D-DIGE (2-Dimensionnal Differential in-Gel
Electrophoresis), technique fiable de protéomique comparative sur gel, est envisagée.

Lors d'une premiére expérience, un extrait MRCS a été incubé en présence du substrat
d'ADN couplé aux billes magnétiques ou en présence des billes seules. Apres la migration
des protéines capturées par €lectrophorése en deux dimensions, les gels ont été colorés au
nitrate d'argent (Figure 55). Cette coloration permet de détecter des spots contenant au
minimum environ 0,1 ng de protéines. Elle présente néanmoins certains inconvénients: la
steechiométrie de la coloration n'est pas totalement linéaire et certaines protéines sont peu ou
pas colorées par cette méthode. Nous avons dénombré 85 spots dont 25 représentant des
protéines interagissant avec les billes de maniére aspécifique. 56 spots correspondent donc a

des protéines interagissant avec I'ADN au cours de l'incubation (Figure 55).

Figure 55: Coloration au nitrate d'argent des protéines capturées et identification par spectrométrie de masse. Un extrait
MRC5 (3 mg) a été incubé 20 min a 37°C en absence (a gauche) ou en présence d'un ADN simple-brin (5 pg) hybridé a une
amorce portant une biotine en 5' et hybridé avec 625 pg de billes de streptavidine (a droite). Les protéines capturées sont
précipitées au TCA et la quantité dosée par Bradford: sans ADN, 1.5 pg; avec ADN, 6 ug. Les protéines resuspendues dans le
tampon IEF sont déposées sur une bandelette de gradient de pH3 a 10 (de gauche a droite) pour la premiére dimension. Apres
migration dans la deuxiéme dimension, les gels sont colorés au nitrate d'argent. 25 et 85 spots sont alors apparus. PCNA et sa

forme mono-ubiquitinée, la sous-unité p50 de Pold, différentes formes de RPA70, RFC5, les protéines Ku70 et Ku80, MSH2 et

I'hélicase RECQL1 ont été identifiés par spectrométrie de masse. Les protéines indiquées avec P sont phosphorylées.
L'analyse par spectrométrie de masse de ces 56 spots a permis 1'identification de:

- PCNA et de sa forme mono-ubiquitinée,

- la sous-unité pS0 de Pold. Cette sous-unité est une plate-forme pour I'assemblage de Polo en
interagissant avec les trois autres sous-unités p125, p66 et pl2 et interagit avec des protéines

régulant le métabolisme de I'ADN comme PCNA (Lu et al., 2002), p21 (Li et al., 2006),
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PDIP1 (polymerase delta-interacting protein 1) (He et al., 2001) et I'hélicase WRN (Szekely et
al., 2000),

- RPA70, l'une des trois sous-unités de RPA. RPA (protein replication A) est une protéine se
liant a I'ADN simple-brin avec une grande affinité, interagissant avec de multiples protéines
requises pour le métabolisme de I'ADN (revues: Wold, 1997; Iftode et al., 1999;). RPA est
composée de trois sous-unités de 70, 32 et 14 kDa (RPA70, RPA32 et RPA14
respectivement). RPA70 est composée de quatre domaines dont DBD F (DNA-binding
domain F) qui est impliqué dans l'interaction avec les protéines (DBD F pour DNA-binding
domain F) (Wold et al., 1997), et DBD A et B qui constituent les deux principaux domaines
impliqués dans la liaison avec I'ADN simple-brin (Arunkumar et al., 2003; Wyka et al.,
2003).

- Ku70 et Ku80 sont impliquées dans le mécanisme de recombinaison non homologue
(NHEJ), la maintenance des télomeres, la régulation de la transcription de certains geénes (par
exemple, régulation du géne HSP (heat shock proteins)) (revue: Gullo et al., 2006).

- RFCS [l'une des sous-unités de RFC (replication factor C) qui charge PCNA sur 'ADN.
Cette sous-unité interagit avec PCNA (Cai et al., 1997; Mossi et al., 1997; Ohta et al., 2002).

- la protéine MSH2 est un composant du mécanisme de réparation des mésappariements. Un
defaut dans le géne MSH2 est a l'origine du cancer HNPCCI1 (hereditary non-polyposis
colorectal cancer type 1) (Leach et al., 1993). La présence de structures en épingle a cheveux
dans le substrat et donc de mésappariements explique sa capture. Il est a noter que cette
protéine interagit avec Pole (test ELISA; pull-down; co-immunoprécipitation a partir
d'extraits de cellules HeLa). Le complexe MSH2/ MSH6 stimule l'activité de Pole in vitro
(Wilson et al., 2005). MSH2 interagit aussi avec PCNA (Gu et al., 1998).

- I'hélicase RecQ1 (DNA helicase Q1-like), membre de la famille des hélicases RecQ. Chez
I'homme, on trouve 5 membres de cette famille: BLM, muté dans le syndrome de Bloom
(Ellis et al., 1995); WRN, muté dans le syndrome de Werner (WS; Yu et al., 1996); RecQ4,
muté dans les syndromes de Rothmund-Thomson (Kitao et al., 1999), de RAPADILINO
(Siitonen et al., 2003) et de Baller-Gerold (Van Maldergem et al., 2006) syndromes; RecQ1 et
RecQS5. Les roles de RecQ1 sont peu connus: elle pourrait étre impliquée dans le mécanisme
de réparation des mésappariements et de recombinaison. En effet, elle interagit avec
I'exonucléase 1 (in vivo et in vitro) et stimule son activité d'excision in vitro. Elle interagit
aussi avec MLH1, MSH2 et MSH6. Le complexe MSH2/6 stimule son activité d'hélicase
(Doherty et al., 2005; Surtees et al., 2004). Enfin, la déplétion de cette protéine entraine une

réduction de la prolifération des cellules HeLa, une sensibilité aux radiations ionisantes ou a
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la camptothécine et une augmentation des échanges de chromatides sceurs que les cellules
soient traitées ou non a la camptothécine (Sharma et al., 2007).
Il est a noter que la coloration des gels au ProQ-diamond, qui colore spécifiquement les
protéines phosphorylées, a montré que certaines protéines sont phosphorylées, comme RPA70
(Nuss et al., 2005), RecQ1 en réponse a une irradiation ionisante (Sharma and Brosh, 2007),
et K70 et Ku80 par DNA-PK (Chan et al., 1999).

Cette expérience préliminaire nous a permis de capturer et d'identifier des protéines du
réplisome. Ce premier résultat est encourageant et valide notre approche expérimentale. La
réalisation de ce projet pourra contribuer a préciser le signal moléculaire qui conduit a

l'activation de Rad6/Rad18 et a la mono-ubiquitination de PCNA.
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3. L'activation de Rad18

Dans un deuxi¢éme temps, nous nous sommes intéressés a la protéine Radl8 et a sa

dynamique en réponse aux agents qui bloquent la réplication.

A. Données bibliographiques sur Rad18

1. Les domaines de Rad18

Rad18, protéine de 495 acides aminés, posséde plusieurs domaines nécessaires pour
son activité et ses interactions avec d'autres protéines (Figure 56):

- Un domaine RING (Really Interesting New Gene) est situé en N terminal et est commun a

toutes les E3 pour l'interaction avec les enzymes E2. Dans le cas de Rad18 chez la souris, il
a ¢été montré que Rad6 interagit avec le domaine RING de Rad18 et que la mutation C28F
dans cette région entraine une augmentation de la sensibilité a divers agents endommageant
I’ADN (Tateishi et al., 2000).

- Un domaine de liaison a Rad51 est situé dans le domaine RING. Les résidus C28, C5 et

C46, nécessaires pour l'activité de ligase, ne sont pas requis pour cette interaction, indiquant
que l'activité¢ enzymatique de Rad18 n'est pas requise (Huang et al., 2009). Cette interaction
est requise pour la fonction de Rad51 dans la recombinaison homologue (Huang et al., 2009).

- Un domaine de liaison 2 RPA est aussi situé en N-terminal (acides aminés 1 a 192 chez S.

cerevisiae) (Davies et al., 2008). Chez S. cerevisae, Rad18 interagit avec Rfal (acides aminés
167 a 452) et Rfa2 (acides aminés 182 a 421). Chez I'homme, Rad18 interagit aussi avec RPA
(Davies et al., 2008).

- Une seconde région en C-terminal est aussi impliquée dans la liaison avec Radé (Bailly

et al.,, 1997 ; Ulrich and Jentsch, 2000). La délétion du peptide 340-395 entraine la perte de

I’interaction avec Radé6 in vitro, bien que la localisation aux dommages ne soit pas affectée
(Watanabe et al., 2004), ce qui indique que l'interaction avec Rad6 n'est pas nécessaire pour la
localisation de Rad18 aux dommages de I'ADN.

- 1l a tout d'abord été proposé que le Doigt de zinc C,H, (résidus 201-225 chez I’homme) était
nécessaire pour la liaison a I'ADN (Jones et al., 1988; Bailly et al., 1994). Une étude récente a
cependant montré que ce domaine ne reconnait pas I'ADN in vitro mais se lie a 1'ubiquitine
(Notenboom et al., 2007) et a des chaines d ubiquitine de types K63 et K48 in vitro (Huang et

al., 2009). De plus, une séquence qui contient ce domaine, entre les résidus 83 et 248, est
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requis pour la dimérisation (é¢tudes de double hybride chez la levure et chez les mammiferes)
(Ulrich and Jentsch, 2000 ; Tateishi et al., 2000 ; Miyase et al., 2005). Rad6 et Radl8
formeraient un dimére d'hétérodimeres in vitro (Notenbomm et al., 2007). Enfin, ce
domaine est nécessaire et suffisant pour la localisation de Rad18 aux sites de cassures double-
brin (interaction avec l'ubiquitine de protéines poly-ubiquitinées; interaction avec 53BP1) et
la délétion de ce domaine n'a pas d'impact sur la survie des cellules aux UV (Huang et al.,
2009; Watanabe et al., 2009).

- Le Domaine SAP (résidus 243-282 chez I’homme) (pour SAF-A/B, Acinus and Pias)

(Aravind and Koonin, 2000) est nécessaire pour la localisation aux foyers contenant Poln
(Nakajima et al., 2006; Tsuji et al., 2008), pour la liaison a I'ADN (Notenbomm et al 2007;
Tsuji et al 2008) et pour I'activité de Rad18 car elle permet l'interaction avec PCNA in vitro
et in vivo (Tsuji et al., 2008).

- Les acides aminés 401 a 445 forment un domaine de liaison a Poln (Watanabe et al., 2004).

- Enfin, les acides aminés 13 a 366 sont nécessaires pour la liaison a PCNA détectée par gel
filtration (Notenboom et al., 2007). Aucune immuno-précipitation de Rad18 et PCNA n'est
détectée dans les extraits cellulaires, ce qui semble indiquer que l'interaction entre les deux

protéines est transitoire in vivo (Watanabe et al., 2004).
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Figure 56: Représentation schématique de Rad18, de ses domaines d'interaction. Rad18 est une protéine de 495 acides
aminés, qui forme avec Rad6 un hétérodimere. In vitro, les deux protéines sont sous forme de dimeére d'hétérodimeres comme
présenté ici (Notenbomm et al., 2007). Le doigt de zinc permet la liaison avec I'ubiquitine (Ub en vert) (Huang et al., 2009;
Notenboom et al., 2007) et est important pour la dimérisation (Ulrich and Jentsch, 2000 ; Tateishi et al., 2000 ; Miyase et al., 2005)
et la localisation de Rad18 aux sites de cassures double-brin de I'ADN. Le domaine SAP permet la liaison a I'ADN (Notenboom
et al.? 2007) (en bleu) et est nécessaire pour l'activité de Rad18 (Tsuji et al.? 2008) et la localisation de Poln aux dommages de
I'ADN (Nakajima et al., 2006). Rad6 (en rouge) interagit avec le domaine RING (Tateishi et al., 2000) et le domaine de liaison
entre les résidus 340 et 395 (Rad6 Binding Domain)(Ulrich and Jentsch, 2000 ; Bailly et al., 1997). Les résidus 401 a 445
concernent la liaison avec Poln (en violet) (Watanabe et al., 2004). En grisé, les acides aminés 13 a 366 sont nécessaire pour la
liaison avec PCNA (Notenboom et al 2007; Watanabe et al., 2004). Quatre lysines peuvent étre ubiquitinées chez Rad18 de souris
et sont indiquées par des fleches accompagnées d'une molécule d'ubiquitine. Issu de Notenboom et al., 2007.

2. Lesroles de Rad18

L'é¢tude du réle des différents domaines de Radl8 en réponse a des dommages de
I'ADN a montré que Radl8 est impliquée dans deux voies distinctes, la réparation des
cassures double-brin de I'ADN par la recombinaison homologue (Szuts et al., 2006; Huang

et al., 2009) et non homologue (Watanabe et al., 2009) et la syntheése translésionnelle.
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En réponse a des radiations ionisantes ou a un traitement a la camptothécine qui
provoquent des cassures double-brin de 'ADN, Rad18 localise aux sites de cassures grace a
son domaine Zinc Finger.

En G1, Radl8 localise aux sites de cassures (foyers IRIFs ou IR-induced nuclear foci, ou co-
localisent BRCA1, MRE11/NBS1/RADS50 et 53BP1)(Paull et al., 2000; Schultz et al., 2000)
grace a son association avec la protéine S3BP1 (p53-binding protein 1) par l'intermédiaire
de son doigt de zinc. 53BP1 est une protéine impliquée dans la réponse cellulaire aux cassures
double-brin de 'ADN (revue: Adams and Carpenter, 2006). De plus, Rad18 jouerait un réle
dans le maintien de 53BP1 dans les foyers IRIFs grace a son activité d'ubiquitine ligase,
permettant ainsi a la recombinaison non-homologue d'avoir lieu (Watanabe et al., 2009)
(Figure 57).

En phase S et en phase G2, la localisation de Radl8 requiert l'activité du complexe
UBC13/RNF8 (E2 et E3) qui génére des chaines de poly-ubiquitine nécessaires pour le
recrutement de protéines liant 1'ubiquitine aux sites de dommages de 'ADN (Kim et al., 2007;
Sobhian et al., 2007; Wang et al., 2007; Petrini, 2007). Le domaine Zinc Finger pouvant se
lier a l'ubiquitine in vitro, Huang et ses collaborateurs ont alors proposé que Radl8 serait
recrutée par des protéines poly-ubiquitinées par UBC13/RNF8. La nature de ces protéines est
inconnue. Suite a son recrutement, Radl8 serait impliquée dans le contrdle de la
recombinaison homologue en interagissant directement avec RadS1 grice a son domaine
RING, indépendamment de son activité¢ de ligase. En effet, un mutant RAD51C-D1 qui ne
peut plus interagir avec Rad18 ne peut complémenter la sensibilité aux radiations ionisantes
ou a un traitement a la camptothécine de cellules déficientes pour Rad51 (Huang et al., 2009)
(Figure 57).

En réponse aux UV, la mono-ubiquitination de PCNA nécessite d'autres domaines de
Rad18: en particulier le domaine d'interaction a PCNA, le domaine SAP pour la liaison a

I'ADN et a PCNA et le domaine RING et son activité d'ubiquitine ligase (Figure 57).
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Figure 57: Mod¢le expliquant la fonction de Rad18 dans la réparation des cassures double-brin de I'ADN et dans la
synthése translésionnelle. En phase G1, Rad18 est recrutée aux foyers IRIFs contenant BRCA1, MRE11/NBS1/RAD50 et
53BP1 grace a son domaine Zinc Finger qui interagit avec 53BP1. Son activité d'ubiquitine ligase est requise pour le maintien de
53BP1 au niveau de la cassure, ce qui permet la réparation de la cassure par le NHE]. En dehors de la phase G1, Rad18 pourrait
interagir avec l'ubiquitine de protéine(s) inconnue(s) (indiquées X) poly-ubiquitinée(s) par le complexe RNF8/UBC13. Le
domaine RING est nécessaire pour l'interaction avec Rad51, menant la réparation des cassures par la recombinaison homologue.
En réponse aux UV, Rad18 colocalise avec PCNA et mono-ubiquitine cette protéine grace a son domaine RING. Le domaine
SAP est nécessaire pour la localisation de Rad18 aux dommages. Adapté de Huang et al., 2009 et Adams and Carpenter, 2006 .

3. Les modifications post-traductionnelles de Rad18

Radl8 est mono et poly--ubiquitinée par auto-ubiquitination (Miyase et al., 2005)
(Figure 58).

Figure 58: Mod¢le d'auto-mono-ubiquitination de Rad18. Deux molécules de Rad18 interagissent par l'intermédiaire de leur
doigt de zinc (zinc) et se mono-ubiquitinent 'une l'autre. Miyase et al., 2005.

Une étude a montré que quatre lysines (K161, K261, K309 et K318) de Radl8 de souris
peuvent étre mono-ubiquitinées in vitro en présence de Rad6 (Notenboom et al., 2007; Figure
56). Rad18 ubiquitinée est préférentiellement détectée dans le cytoplasme et la forme non

ubiquitinée dans le noyau (Myase et al., 2005).
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Rad18 est également phosphorylée au niveau des sérines 99 et 471 dans des extraits
de noyaux de cellules HeL.a non synchronisées (Beausoleil et al., 2004). La phosphorylation
de la sérine 99 n'est pas stimulée par le facteur de croissance EGF (Olsen et al., 2006). Lors
de 1'é¢tude des protéines des fuseaux mitotiques de cellules HeLa, il a ét€ montré que ces deux
sérines et les sérines 103 et 409 sont phosphorylées. (Nousiainen et al., 2006). Enfin, la
sérine 403 est phosphorylée par ATM en réponse a un traitement aux radiations

ionisantes (Matsuoka et al., 2007).

4. La localisation de Rad18 durant le cycle cellulaire
en absence de dommages induits

En absence de dommages sur I'ADN, la localisation de Rad18 dans le noyau change en
fonction de la phase du cycle cellulaire dans les HeLa (Inagaki et al 2009).

En phase G1, Radl8 est distribuée de maniére homogéne dans le noyau a
I'exception de un ou deux larges foyers dans 84% des cellules (Inagaki et al.? 2009). Une
autre étude montre cependant que dans les GM 1604, Rad18 ne forme de foyers que dans 5%
des cellules (Watson et al., 2008).

Au cours de la phase S, de nombreux foyers de taille non homogéne se forment
dans les HeLa et les GM637 (Inagaki et al., 2009; Watanabe et al., 2004) mais pas dans les
GM1604 ou I'on n'observe pas de foyers. De plus, cette localisation est indépendante de celle
de PCNA. Ainsi, en phase S, seuls 20 % des foyers de Radl8 co-localisent avec PCNA
(Watanabe et al., 2004; Inagaki et al., 2009).

En G2, ces foyers sont toujours présents et en fin de G2, Rad18 est localisée dans le
nucléole (Inagaki et al., 2009).

Enfin, Rad18 co-localise avec des protéines associées a la réparation des cassures
double-brin de I'ADN, soit avec Rad51 et RPA, soit avec Ku86 en phase G1; avec Rad51 et
YH2AX en phase S (Inagaki et al., 2009). Ces données indiquent que Rad18 est présente aux
sites de cassures double-brin de 'ADN reconnus soit par les protéines du NHEJ (Ku) soit par

celles de la recombinaison homologue (RPA et Rad51).

123



5. Relocalisation de Rad18 apres dommages

En réponse a des traitements induisant des lésions de I'ADN, Rad18 relocalise
aux sites de dommages. Les données bibliographiques concernant cette relocalisation au
cours du cycle cellulaire sont contradictoires, les uns ne la visualisant que lors de la phase S et
les autres dans toutes les phases. Des modifications post-traductionnelles de Rad18 (ou d'un

de ses partenaires) pourraient étre a I'origine de 1'accumulation de Rad18.

- Relocalisation en fonction de la phase du cycle cellulaire

Des ¢tudes montrent qu'apres irradiation UV, Radl8 forme de nombreux foyers de
taille homogeéne en phase S uniquement et colocalise alors avec PCNA (Watanabe et al.,
2004; Masuyama et al., 2005; Watson et al., 2008; Watanabe et al., 2009). Ces données nous
indiquent que la formation des foyers en réponse a des dommages UV est strictement
dépendante de la réplication de I'ADN.

Cependant, deux études montrent que les foyers Rad18 s'accumulent aux sites de
dommages indépendamment de la réplication de I'ADN (Nakajima et al., 2006; Anagaki et
al., 2009). Quand les cellules sont irradiées aux UV-C, Rad18 s'accumule au niveau des CPD
en phase S (100% des cellules) mais aussi en G1/S (47% des cellules) et en G2 (55% des
cellules) (Nakajima et al., 2006). De plus, PCNA et Rad18 co-localisent quelle que soit la
phase du cycle cellulaire apres irradiation aux UV-C induisant uniquement des lésions de
I'ADN (Inagaki et al., 2009).

En accord avec ces données, une étude a montré que PCNA peut étre mono-ubiquitiné
en G1 ou en G2 en réponse a un traitement aux UV (Soria et al., 2006). Le recrutement de
PCNA aux dommages UV est indépendant de la phase du cycle cellulaire et requiert
NER (Essers et al., 2005); en revanche, Rad18 s'accumule aux sites de dommages induits
par les UV dans des mutants de XPA et de XPC, donc indépendamment du mécanisme

NER (Nakajima et al., 2006).

- Modifications post-traductionnelles éventuelles de Rad18

Une étude a montré que I’accumulation de Rad18 aux fourches de réplication
bloquées par un traitement au MMS des cellules de Hamster impliquerait la
phosphorylation de la protéine (ou d'une autre interagissant avec elle) par une kinase
pouvant étre inhibée par la wortmannine ou la staurosporine mais pas par la roscovitine

(Nikiforov et al., 2004). La staurosporine inhibe différentes kinases, comme la kinase C, les
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kinases Cdk et Chkl (Zhao et al., 2002). La wortmannine inhibe notamment ATR, ATM et
DNA-PK (Ward and Chen, 2001; Wang et al., 2001) et la roscovitine inhibe les kinases Cdk.
Dans cette étude, les auteurs proposent que les kinases du checkpoint de la réplication
pourraient étre impliquées (Nikiforov et al., 2004).

Etant donné 1'effet de la wortmannine sur la relocalisation de Rad18 aprés dommages
dans les cellules en culture, nous avons testé 1'effet de la mutation de chacun des trois sites
SQ/TQ de Rad18 sur sa localisation nucléaire et sur son activité en réponse a des
dommages UV. Nous avons aussi cherché a savoir si des inhibiteurs de Kinases

inhiberaient également la mono-ubiquitination de PCNA in vitro.

B. Effets de mutations de Rad18 sur sa localisation et
son activité in vivo

Nous avons analysé 1'effet de trois mutations dans Rad18 sur sa localisation et son
activité d'ubiquitine ligase en réponse aux dommages de I' ADN induits par les UV.

Radl8 possede trois sites SQ/TQ, T58/Q59, S368/Q369 et S403/Q404, qui
pourraient €tre reconnus par les sérine-thréonine kinases. Il est intéressant de noter que la
sérine 403 est phosphorylée par ATM en réponse a une irradiation ionisante (Matsuoka et al.,
2007). La thréonine T58 est située dans le domaine RING finger, impliqué dans l'activité
d'ubiquitine ligase de Rad18 et dans la liaison avec Rad6. La sérine S368 est située dans le

domaine de liaison a Rad6 et la sérine S403 dans le domaine de liaison a Poln (Figure 59).

Figure 59: Position des trois mutations testées. La thréonine 58 se trouve dans le RING finger, la sérine 368 est située dans le
domaine d'interaction avec Rad6 et la sérine 403 est localisée dans le domaine de liaison avec Poln. Adapté de Notenboom et al.,
2007.

Le plasmide pcDNA HA-Rad18 a tout d'abord ét¢ modifié par l'introduction de trois
mutations silencieuses dans 'ADN codant pour Rad18 pour permettre son expression dans la
lignée MRC5-Rad18*" (dans laquelle Rad18 est stablement éteinte par interférence a ARN).
Ce plasmide, nommé pcDNA HA-Rad18%*, a été¢ la cible d'une mutagenese dirigée sur les
nucléotides codant pour les résidus T58, S368 et S403 (voir matériel et méthode

supplémentaires).
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1. Localisation de Rad18 dans la lignée MRC5 en

absence ou en présence de dommages induits par les UV

Nous avons analysé la localisation de Rad18 dans une lignée de cellules MRCS5 non
synchronisées. Par FACs, nous avons déterminé que 58, 22 et 20 % des cellules sont en phase
GI1, S et G2 respectivement.

Dans cette population cellulaire, en absence de dommages induits par les UV, Rad18
est localisée dans le noyau sous deux formes: 1'une diffuse et I'autre sous forme de foyers de
taille non homogene. La visualisation de l'une ou l'autre forme dépend de la méthode de
fixation employée. Dans les cellules fixées au formaldéhyde, Rad18 est en majorité diffuse
dans le noyau et quelques foyers sont visibles. Avec le méthanol/acétone (v/v), les foyers sont
trés visibles.

Lorsqu'on irradie les cellules aux UV, Rad18 se disperse et forme de nombreux foyers
de taille homogene dans I'heure qui suit l'irradiation. Cette localisation est toujours visible 4
heures apres le traitement des cellules (Figure 60). Nous avons aussi analysé la localisation de
HA-Radl18 dans la lignée MRC5 HA-Radl8 a l'aide d'un anticorps HA. Nous observons le
méme profil. Pour mieux visualiser Rad18, nous avons par la suite toujours fixé les cellules

au méthanol/acétone.

Figure 60: Localisation de Rad18 dans les cellules MRC5 non synchronisées, non irradiées ou irradiées aux UV (15
J/m?). Ia fixation des cellules a lieu 4 heures apres lirradiation. Deux fixations ont été testées: formaldéhyde 4% ou
méthanol/acétone (v/v). Rad18 est visualisée grace a un anticorps dirigé contre Rad18.

La localisation de Rad18 dans le noyau en fonction des phases du cycle cellulaire et en
réponse a des dommages sur I'ADN induits par des radiations UV est controversée (voir
données bibliographiques sur Radl8). Dans la lignée MRC5 en réponse aux UV, la

relocalisation de Rad18 ne dépend pas de la phase du cycle cellulaire. I1 serait intéressant
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de visualiser la localisation de PCNA en réponse aux UV et de voir si les deux protéines

colocalisent.

2. Localisation intracellulaire des trois mutants de
Rad18

Nous avons analysé la localisation des mutants de Rad18 dans le noyau in vivo par
immunofluorescence en utilisant un anticorps dirigé contre 1'épitope HA.

Aucune des trois mutations n'a d'impact sur la localisation de Radl8 aprés
irradiation, impliquant que la relocalisation de Rad18 aprés UV ne dépend pas des trois

résidus mutés (Figure 61).

Figure 61: Localisation nucléaire des différents mutants de Rad18 en réponse aux UV. HA-Rad18 est visualisée grace a un
anticorps dirigé contre HA.
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3. Effets des trois mutations de Rad18 sur la mono-
ubiquitination de PCNA en réponse aux UV

L'effet des mutations de Radl8 sur son activité¢ est test¢ par l'analyse de la mono-
ubiquitination de PCNA dans les cellules apres irradiation aux UV. Les plasmides exprimant
les différentes versions de Radl8 sont transfectés transitoirement dans la lignée MRCS5
Rad18*P. Les plasmides pcDNA HA-Radl8 et pcDNA HA-Rad18* servent de contrdles
négatif et positif. L'utilisation de l'anticorps dirigé contre HA permet de vérifier que la
transfection des plasmides a bien eu lieu car nous visualisons dans chaque cas (a part dans le
contrdle négatif MRCS5 Rad18KD transfecté avec le plasmide pcDNA HA-Rad18) les deux
bandes de 75 et de 85 kDa attendues pour Rad18.

Seule la mutation TS8A semble avoir un effet négatif sur I'activité de Rad18,
contrairement aux mutations S368A et S403A (Figure 62 A). Il est intéressant de noter que
ce mutant est toujours capable de s'auto-ubiquitiner puisque nous visualisons par Western
Blot les deux formes de Rad18, bien que la thréonine T58 soit située dans le domaine RING
Finger de Rad18, impliqué dans l'activité d'ubiquitine ligase. Pour vérifier le phénotype de ce
mutant, nous avons exprimé de maniére stable HA-Rad18*T58A dans les cellules MRCS5-
Rad18*P. De maniére surprenante, la mutation T58A n'a pas d'impact sur la mono-

ubiquitination de PCNA en réponse aux UV dans les clones stables (Figure 62 B).

Figure 62: Effets des mutations S368A, T58A et S403A sur la mono-ubiquitination de PCNA aptres irradiation des
cellules aux UV (30]/m?). A. 48 heures apres transfection avec les plasmides indiqués, les cellules sont irradiées aux UV (30
J/m?). La mono-ubiquitination de PCNA est analysée par Western Blot 6 heures apres l'irradiation. B. Des cellules exprimant
stablement HA-Rad18, HA-Rad18* et HA-Rad18*T58A sont irradiées ou non aux UV. La mono-ubiquitination de PCNA et HA-
Rad18 sont visualisés par Western Blot grace a des anticorps dirigés contre PCNA et HA. Il est a noter qu'une erreur de dépot est
certainement a l'origine de I'absence de HA dans la lignée MRC5 HA-Rad18 non irradiée.
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C. Effet d'inhibiteurs de kinases sur la mono-
ubiquitination de PCNA in vitro

Nous avons test¢ l'effet de différents inhibiteurs de kinases PIK3 sur la mono-
ubiquitination de PCNA in vitro, lors de 1'¢longation de I'amorce d'un ADN simple-brin
incubé avec un extrait MRCS5. Nous avons testé la wortmannine, la caféine et deux inhibiteurs
spécifiques d'ATM (Ku55933) et de DNA-PK (Ku57788) (Tableau 5). Nous n'avons pas testé
d'inhibiteurs spécifiques d'ATR, plusieurs études ayant montré que cette protéine n'est pas
impliquée dans la mono-ubiquitination de PCNA (Frampton et al., 2006; Chang et al., 2006;
Davies et al., 2008 ; Niimi et al., 2008).

Tableau 5: Les inhibiteurs testés et leurs cibles.

Inhibiteurs testés | Cibles IC50 in vitro Bibliographie
Wortmannine Les kinases PI3K 250 nm mTOR Brunn et al., 1997;
et PIKK 150 nM ATM Sarkaria et al., 1998
1.8 uM ATR (10 uM de YATP);
16 nm DNA-PK
Caféine Inhibiteurs des 0.2 mM ATM Sarkaria et al., 1999
points de controles | 1.1 mM ATR (10 uM de YATP)
du cycle cellulaire | 10 nm DNA-PK
5mM Chkl
Ku57788 DNA-PK 14 nM Leahy et al., 2004
(50 uM d'ATP)
Ku55933 ATM 13 nM Hickson et al., 2004
(0.5 a 100 uM
d'ATP)

Chaque extrait est incubé 30 min a 4°C avec l'inhibiteur, puis en présence de I'ADN et
des dANTPS 20 minutes a 37°C. L'analyse par Western Blot des extraits cellulaires apres
lI'incubation montre que la wortmannine et l'inhibiteur de DNA-PK ont un effet négatif
sur la mono-ubiquitination de PCNA alors que la caféine et I'inhibiteur d'ATM n'ont aucun

effet sur cette modification (Figure 63 A).
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Nous avons effectué¢ le méme test en présence dune gamme de concentration
d'inhibiteurs spécifiques de DNA-PK et d'ATM. L'effet des inhibiteurs sur la mono-
ubiquitination de PCNA et sur la phosphorylation de RPA32 est analysé par Western Blot. En
paralléle, I'analyse en gel dénaturant des produits de 1'élongation permet de controler l'impact
des inhibiteurs sur la réplication de 'ADN. L'inhibition d'ATM n'a aucun impact sur la
phosphorylation de RPA32, la mono-ubiquitination de PCNA et 1'¢longation de I'amorce
(Figure 63 B et C). Par contre, I'inhibition de DNA-PK diminue la phosphorylation de
RPA32 et 1a mono-ubiquitination de PCNA a partir de 1uM (Figure 63 B). En présence de
cet inhibiteur, on observe un produit d'élongation supplémentaire qui correspond a un arrét
de la polymérase réplicative juste avant la premiére hairpin, un arrét supplémentaire entre
la deuxi¢me et la troisiéme hairpin et une diminution de I'efficacité de la synthése d'ADN
(Figure 63 C). Ces arréts ne sont pas des signaux induisant la mono-ubiquitination de PCNA
puisque la quantité de PCNA modifié¢ n'augmente pas. De plus, la diminution de l'efficacité de
la réplication n'est pas reliée a un effet de compétition entre I'ATP et les inhibiteurs puisque

nous n'observons aucun changement en présence de l'inhibiteur d'ATM (Figure 63 B et C).
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Figure 63: Effet de différents inhibiteurs de kinases sur la mono-ubiquitination de PCNA in vitro. A. L'extrait MRC5 est
incubé 30 minutes a 4°C en présence des concentrations indiquées de chaque inhibiteur (h pour inhibiteur, W pour Wortmannine
et Kfé pour caféine). Chaque extrait est ensuite incubé 20 minutes a 37°C en présence de 10 fmole d'un ADN simple-brin
circulaire hybridé a une amorce et les 4 ANTPS en absence d'ATP. Par Western Blot, nous avons visualisé Pold (controle de
dépot) et PCNA grace a des anticorps spécifiques. B et C. L'extrait MRC5 est incubé en présence de quantité croissante de
hDNA-PKcs ou hATM 30 minutes a 4°C. Chaque extrait est ensuite incubé 10 minutes en présence de I' ADN hybridé a une
amorce radiomarquée, de 4uM d'ATP et de 40uM de dNTPs. Les échantillons ont été divisés en deux. L'un a permis une analyse
par Western Blot de 'effet des inhibiteurs sur la phosphorylation de RPA32 et sur la mono-ubiquitination de PCNA. L'autre a
permis l'analyse des produits de réplication par électrophorése en gel de polyacrylamide en présence d'urée.

L'effet de l'inhibiteur de DNA-PK sur la mono-ubiquitination de PCNA dans ce
systeme serait donc indirect en inhibant la synthése d'ADN et le blocage a la premiére hairpin

qui induisent la mono-ubiquitination de PCNA.

DNA-PK, membre de la famille des PIKK, est composé de trois sous-unités: la sous-
unité catalytique DNA-PKcs et le dimere Ku70/Ku80 qui lie 'ADN et recrute la sous-unité
catalytique au site de la Iésion (Lee and Kim, 2002). DNA-PK est activée par les cassures
double-brin de 'ADN. Un des aspects marquants de l'activit¢ de DNA-PK est la grande
diversité de ses cibles. Elle peut ainsi phosphoryler certains de ses partenaires de la voie de
réparation des cassures double-brin par recombinaison non-homologue tels Artemis ou
XRCC4, stimulant en conséquence le traitement et la ligation des extrémités de la cassure (Ma
et al., 2002; Yu et al., 2003). DNA-PK présente aussi la faculté de s'autophosphoryler au
cours du processus du NHEJ, ce qui permet de controler 'accessibilité du site de coupure pour
les autres facteurs de réparation: dans la version non phosphorylée de DNA-PKcs, les

extrémités de la coupure ne sont pas accessibles, tandis que son auto-phosphorylation
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entraine un changement conformationnel et ouvre I'acces au site de dommage (Ding et al.,
2003; Cui et al., 2005). DNA-PKcs peut aussi phosphoryler différents facteurs de la
signalisation et de la réponse cellulaire aux dommages de I'ADN comme la protéine de
réplication A (RPA), pouvant ainsi participer a la signalisation des dommages de 'ADN

(Brush et al., 1994) ou encore I'histone H2AX (Park et al., 2003).

Dans un systéme in vitro de protéines purifiées, DNA-PK est activée par des structures
secondaires d'un ADN simple-brin circulaire de type M13. La phosphorylation de substrats
(comme p53 et RPA32) est en compétition avec une autophosphorylation rapide de DNA-PK
qui inactive son activité kinase. De plus, l'interaction de ses substrats (y compris une autre
molécule de DNA-PK) avec 1'ADN est requis pour la phosphorylation (Soubeyrand et al.,
2001). Dans l'extrait cellulaire, DNA-PK pourrait alors reconnaitre les structures
secondaires du substrat de type épingle a cheveux (Hammarsten and Chu, 1999) et
phosphoryler RPA32. Cette hypothése est confortée par le fait que nous avons capturé les
protéines Ku70 et Ku80 sur I'ADN en cours d'élongation (Figure 55). Le blocage en amont
de la premiére hairpin lors de I'élongation pourrait étre du a la présence de DNA-PK

sur I'ADN qui n'a pas pu se désactiver en raison de la présence de l'inhibiteur.

Pour tester l'implication de DNA-PK dans la mono-ubiquitination de PCNA in vivo,
Patrick Calsou nous a fourni deux lignées cellulaires humaines issues d'un glioblastome
(tumeur du cerveau), 1'une déficiente pour DNA-PKcs (Fus9) et l'autre complémentée avec
DNA-PKcs (Fusl) (Virsik-Kopp et al., 2004). La modification de PCNA apres UV est
inefficace dans les deux types cellulaires, ce qui ne nous permet pas de savoir si I'absence de

DNA-PK a un impact sur la modification de PCNA.
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D. Conclusion et perspectives

Toutes les données présentées ci-dessus indiquent que les sites SQ/TQ que nous avons
étudiés ne sont pas des sites impliqués dans l'activité de Rad18 en réponse a des dommages
UV.

Les éveénements moléculaires qui déclenchent la mono-ubiquitination de PCNA par le
complexe Rad6/Rad18 sont peu connus. La caractérisation au niveau moléculaire des
complexes protéiques associés a Radl8 et I'étude de la dynamique de ces complexes en
réponse aux agents qui bloquent la réplication sont donc essentielles. Plusieurs approches
sont envisagées, que ce soit in vifro ou in vivo pour savoir si l'activation du complexe
Rad6/Rad18 s'accompagne d'une modification post-traductionnelle de Rad18 (ou de 1'une de
ses protéines partenaires) et/ou si elle implique un recrutement du complexe au site de la
Iésion par le biais d'une interaction avec une autre protéine.

Activation de Rad18 in vitro:

Grace a P’analyse en gel a 2 dimensions des protéines « capturées » a partir
d’extraits cellulaires contenant HA-Rad18 (cf pages 105 a 109), nous pourrons détecter
d’éventuelles modifications de Rad18, de Rad6 ou des différentes sous-unités de RPA,
qui accompagneraient le déclenchement de la mono-ubiquitination de PCNA. Ces

modifications pourront étre détectées par immunoblot et par spectrométrie de masse.

Activation de Rad18 in vivo:

En réponse aux UV, Radl8 est relocalisée au sein du noyau. Afin de savoir si cette
relocalisation correspond effectivement a une modification post-traductionnelle de la
protéine ou de 1'un de ses partenaires, nous pouvons analyser la migration des protéines

en gel a 2 dimensions.

L'impact du traitement des cellules a des agents bloquant la progression des fourches
de réplication, comme une irradiation UV, I'hydroxy-urée ou encore l'aphidicoline, pourra

notamment étre analysée au cours d'une cinétique.

Des extraits correspondant a des fractions cellulaires différents (extrait
cytoplasmique ou nucléaire, protéines associées a la chromatine...) pourront étre réalisés afin
de corréler éventuellement une modification post traductionnelle 2 une appartenance

spécifique a un compartiment cellulaire particulier.
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Parallelement a cette étude, nous pourrons aussi réaliser des expériences
d’immunoprécipitation d’HA-Rad18 par I’intermédiaire d’un anticorps anti-HA de fagon a
comparer les complexes protéiques obtenus en absence ou en présence d’agents bloquant la
réplication. Nous pourrons ainsi déterminer si le blocage de la réplication est corrélé avec un
renforcement des interactions déja connues entre Rad18/Rad6 et entre Rad18/RPA (analyse
par immunoblot) ou si de nouvelles interactions apparaissent (analyse par spectrométrie de

masse).

Ces différentes expériences, en parallele de 1'étude de la composition du complexe de
réplication (voir précédemment) contribueront a préciser le signal moléculaire qui conduit
a l’activation de Rad6/Radl8 et a la mono-ubiquitination de PCNA, premicre étape
essentielle de la régulation de la synthése translésionnelle. Cette approche ouvrira ainsi de

nouvelles voies d'exploration dans ce domaine.
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Deuxieme partie:

Etude de la contribution des domaines
PIP et UBZ de Poln lors du
franchissement des lésions TT-CPD et
G-AAF dans des extraits de cellules
humaines
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1. Introduction

Le mécanisme par lequel les ADN polymérases translésionnelles accédent aux 1ésions
et prennent la place des ADN polymérases réplicatives pour incorporer un nucléotide en face
de la base endommagée fait 1'objet d'intenses recherches. De nombreuses études ont pointé du
doigt I'importance des anneaux de processivit¢ des ADN polymérases réplicatives (B-clamp
chez les procaryotes et PCNA chez les eucaryotes) pour la réplication de 'ADN endommagg.
Dans les cellules humaines, Poln, Polv et Polk interagissent avec PCNA via un domaine
PIP (PCNA-interacting peptide) (Haracska et al., 2001a; Haracska et al., 2001d; Haracska et
al., 2002a). L'inactivation de ce motif chez Poln sensibilise les cellules de levure aux
irradiations UV (Haracska et al 2001b), tandis que de telles mutations ne conférent qu'une
sensibilité modérée aux UV dans les cellules humaines (Bienko et al., 2005; Gueranger et
al., 2008; Bienko et al., 2010), suggérant un mécanisme de recrutement alternatif pour
cette polymérase chez I'"homme.

Le traitement des cellules humaines et de levure a des agents qui affectent la
réplication de I'ADN entraine le mono-ubiquitination de PCNA au niveau de son résidu K164
par le complexe Rad6/Rad18 (Hoege et al., 2002). Des études génétiques chez S.cerevisiae,
ont mis en évidence une relation épistatique entre la mutation K164R de PCNA (forme non
ubiquitinable de PCNA) et la délétion des polymérases translésionnelles Poln et Pold, ce qui
démontre que la TLS dans cet organisme est largement dépendante de la mono-
ubiquitination de PCNA (Stelter and Ulrich., 2003). Les ADN polymérases membres de la
famille Y interagissent préférentiellement avec cette forme modifiée de PCNA (Kannouche
and Lehmann, 2004; Watanabe et al., 2004; Bienko et al., 2005; Parker et al., 2007; Plosky et
al., 2006; Wood et al., 2007) grace a des domaines de liaison a 1'ubiquitine appelés UBZ
(chez Poln et Polk) ou UBM (chez Polt et Revl) (Bienko et al., 2005; Guo et al., 2006;
Plosky et al.? 2006; Guo et al., 2008). De plus, il a été observé que la mutation C638A dans le
domaine UBZ de Poln affecte plus la survie des cellules aux UV que des mutations du
domaine PIP (Bienko et al., 2005). Il a alors été proposé que la liaison des ADN
polymérases translésionnelles a 1'ubiquitine de PCNA via le domaine UBZ est requise
pour leur accés aux fourches de réplication bloquées.

Des résultats récents ont cependant modéré I'importance de la modification de PCNA.
En effet, des analyses de différentes mutations du domaine UBZ de Poln conduites par

Acharya et al (Acharya et al., 2007; Acharya et al., 2008) ont suggéré que la survie des
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cellules aux UV et la liaison a 1'ubiquitine ne sont pas nécessairement liés. En effet, les
mutants D652A, H654A et F655A sont tres sensibles aux UV alors que les mutants C635A et
H650A ne le sont pas. Or tous ces acides aminés sont nécessaires pour la liaison a l'ubiquitine.
De plus, Sabbioneda et al. ont montré que l'ubiquitination de PCNA n'est pas nécessaire pour
la relocalisation de Poln dans les foyers de réplication aprés UV mais elle augmente le temps
de résidence de la protéine dans ces foyers (Sabbioneda et al., 2008). Le domaine UBZ,
nécessaire pour la fonction de Pole dans la TLS, permettrait 'interaction avec des protéines
autres que PCNA (Sabbioneda et al 2009).

En plus de son rdle dans l'acces des polymérases translésionnelles au site de 1ésion, la
mono-ubiquitination de PCNA favorise l'activit¢ de Poln ou Revl de levure lors du
franchissement d'un site abasique in vitro (Garg et al., 2005). Cependant, une telle activation
de Ub-PCNA n'a pas été confirmée dans une autre étude (Haracska et al., 2006). Enfin, la
TLS dans les cellules de vertébrés est seulement partiellement dépendante de I'activité
de Rad18. Dans les cellules de souris Rad18°, la mutagenése due aux UV est seulement
réduite d'un facteur deux (Tateishi et al., 2003). De plus, un défaut d'ubiquitination dans les
DT40 n'est pas épistatique des mutants Polk et Revl en ce qui concerne la sensibilité aux UV
(Okada et al., 2002; Edmunds et al., 2008), ce qui indique qu'au moins ces deux polymérases
peuvent étre recrutés indépendamment de Rad18.

La régulation de la TLS par la mono-ubiquitination de PCNA reste, au vu de la
littérature, trés discutée. Pour ¢lucider ces mécanismes, nous avons utilisé un test de TLS in
vitro dans des extraits cellulaires compétents pour la mono-ubiquitination de PCNA (voir

partie 1) et la TLS.
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2. Résultats et discussion

A. Poln et PCNA sont impliqués dans le
franchissement du G-AAF et du TT-CPD dans les extraits de
cellules humaines

Un ADN simple-brin hybridé a une amorce radiomarquée et portant une Iésion unique
(TT-CPD ou guanine portant un adduit AAF) est incubé en présence d'extraits de cellules
humaines. Dans les extraits cellulaires, Poln est impliquée dans le franchissement du G-AAF
(Cordonnier et al 1999 Mol cell biol; Figure 51) et de la lésion TT-CPD (Figure 67A). En
effet, la TLS en face de ces 1ésions dans les extraits de cellules XP30RO ou Poln est absente
est inefficace comparée a celle observée dans les extraits de cellules MRCS5 (lignées de
fibroblastes issues d'un individu normal) (Figure 51 et Figure 67A) . Nous avons vérifié que
l'ajout de la protéine Poln purifiée complémente le défaut de franchissement du G-AAF des
extraits issus de la lignée XP30RO (la ligne 2 par rapport a la ligne 1,Figure 64B). Par contre,
la complémentation est abolie par la mutation du motif SIDE du site catalytique de Poln
(Figure 64B ligne 3). La synthese translésionnelle observée dans les extraits de cellules
normales est donc en grande partie dépendante de Pol m, I'ADN polymérase
translésionnelle déficiente dans les cellules XPV. Poln catalyse l'incorporation du nucléotide
en face de la Iésion et de quelques nucléotides apres la lésion puis est remplacée par la
polymérase réplicative. Cet essai permet donc de mimer les €tapes successives permettant
l'acceés des polymérases a 1I'ADN endommagé et de tester l'influence de la mono-
ubiquitination de PCNA sur la TLS.

Nous avons aussi voulu vérifier que PCNA est lui-aussi impliqué dans le
franchissement de ces deux lésions. La déplétion de PCNA par la protéine de fusion His-p21
dans un extrait de cellules MRCS a été réalisée (Figure 64C) (Waga et al., 1994). L'analyse
des produits d'élongation par électrophoreése en gel dénaturant montre qu'en l'absence de
PCNA, la syntheése d'ADN s'arréte au niveau de la lésion G-AAF ou TT-CPD (Figure 64C
colonne 2). La complémentation par la protéine de fusion HA-PCNA permet de retrouver une
efficacité de TLS proche de celle de I'extrait de départ, ce qui indique que PCNA est impliqué
dans le franchissement des deux 1ésions testées (Figure 64C). Dans les extraits cellulaires,
I'échange de polymérases lors de la TLS est donc un processus coordonné qui nécessite

I'anneau de processivité PCNA.
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Figure 64: Poln et PCNA sont impliqués dans le franchissement du G-AAF et du TT-CPD dans les extraits de cellules
humaines. A. Substrat d"ADN utilisé. L'ADN simple-brin est hybridé a une amorce radiomarquée et porte une lésion TT-CPD
ou G-AAF. B. Les produits de synthese de I'ADN obtenus aprés 20 minutes d'incubation avec 30 pg des extraits et 'ADN
simple-brin pUC3G1-AAF ont été analysés par électrophorese sur gel dénaturant. C. L'extrait cellulaire MRC5 (100 pg) est
mélang¢ a la protéine de fusion His-p21 liée a des billes magnétiques (Quiagen) dans un volume final de 20 ul dans un tampon (50
mM HEPES-KOH (pH 7.9), 50 mM NaCl) pendant 1H30 a 4°C. Le surnageant déplété en PCNA est utilisé directement pour la
réaction. A gauche: analyse par Western Blot avec un anticorps dirigé contre PCNA de l'extrait non déplété (1), de l'extrait
déplété avec p21 (2). Du HA-PCNA recombinant a été ajouté a l'extrait déplété en 3. A droite: Les produits de 1'élongation
obtenus aprés 20 minutes d'incubation avec 10 pg d'extraits et les ADN simple-brin mono-modifiés indiqués sont analysés par
électrophorese sur gel dénaturant. Les produits -1 et TLS correspondent a une élongation de l'amorce stoppée un nucléotide
avant la Iésion et a une élongation jusqu'au site de restriction EwRI respectivement.

B. Le franchissement des TT-CPD, contrairement a
celui du G-AAF, est indépendant de Rad18 dans les extraits
cellulaires

Pour savoir si l'activit¢ de Poln dans les extraits cellulaires est dépendante de
'ubiquitination de PCNA, nous avons compar¢ l'efficacité de synthése a travers une lésion
TT-CPD ou G-AAF de deux extraits: I'un issu de cellules HCT116 (cellules issus d'un
carcinome du colon), l'autre issu de cellules HCT116 Rad18"C. Cette lignée cellulaire est
plus sensible que les HCT116 a des agents endommageant 'ADN, tels que le cisplatine ou le
MMS (methyl methanasulfonate) (Shiomi et al., 2007). En ce qui concerne les UV, la
différence de sensibilité entre les deux lignées est détectable uniquement a fortes doses

d'irradiation (Figure 65A).
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Figure 65: A. Courbes de survie aux UV des cellules HCT116 et HCT116-Rad18¥0, 2500 cellules sont ensemencée dans des

-

boites de 10 cm de diamétre et irradiées aux doses UV indiquées. Apres 7 jours de culture, les cellules sont fixées avec 4% de
paraformaldéhyde et colorées au cristal violet. Les clones contenant plus de 50 cellules ont été comptées. B. Mono-
ubiquitination de PCNA in vitro. Les extraits cellulaires (30 pg) sont incubés a 37°C en présence des quatre ANTP et de 'ADN
simple-brin (10 fmol) hybridé a une amorce pendant 0 ou 20 minutes, comme indiqué. Les protéines sont analysées par Western
Blot avec un anticorps dirigé contre PCNA.

Nous avons ¢galement étendu notre analyse en testant 1'efficacité de TLS d'une lignée
de fibroblastes humains MRC5 dans laquelle Rad18 est stablement éteinte par interférence a
ARN. Ces cellules MRC5-Rad18™" présentent une plus grande sensibilité aux UV que les
lignées MRCS5 ou MRCS5 exprimant un shRNA non relié¢ (Figure 66A). Dans cette lignée,
PCNA n'est plus ubiquitiné en réponse a l'irradiation des cellules aux UV-C. Cependant, si
'on ne voit pas de modification de PCNA in vivo, celle-ci est néanmoins visible in vitro au

, . . KD - . . .

cours de I'élongation d'amorce dans les extraits MRC5-Rad18™", impliquant que I'extinction
de Rad18 n'est pas a 100% (Figure 66B) contrairement a l'absence totale de Ub-PCNA dans

les extraits de HCT116-Rad18%° incubés de la méme maniére (Figure 65B).
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Figure 66: Caractérisation des cellules MRC5-Rad18¥P. A. Courbes de survie aux UV des cellules MRC5, MRC5-CT
(exprimant des shRNA non relié) et MRC5-Rad15KP. 2500 cellules sont ensemencée dans des boites de 10 cm de diametre et
irradiées aux doses UV indiquées. Apres 7 jours de culture, les cellules sont fixées avec 4% de paraformaldéhyde et colorées au
cristal violet. Les clones contenant plus de 50 cellules ont été comptées. B. Mono-ubiquitination de PCNA 7z vitro. 30 pg d'extraits

.

sont incubés pendant 20 minutes a 37°C en présence des quatre dNTP et de 0 ou 20 fmol de I'ADN simple-brin hybridé a une
amorce, comme indiqué. Les protéines sont analysés par Western Blot avec un anticorps dirigé contre PCNA.

L'analyse de l'efficacité de franchissement des lésions G-AAF et TT-CPD dans les
extraits de cellules HCT116, MRC5 et XP30RO montre que Poln est responsable du
franchissement des deux lésions testées. De plus, Rad18 n'est pas nécessaire pour le
franchissement des TT-CPD mais est requise pour celui du G-AAF. En effet, les extraits
issus des deux lignées déficientes pour Rad18 (HCT116-Rad18° et MRC5-Rad18*P) sont
capables d'effectuer la TLS d'une Iésion CPD avec la méme efficacité que les extraits de
lignées sauvages. Par contre, dans l'extrait HCT116 Rad18°, la TLS du G-AAF est
inexistante. Dans l'extrait MRC5-Rad18*P, l'efficacité de TLS a diminué de 50% par rapport
a celle mesurée dans I'extrait contrdle, indiquant que la mono-ubiquitination de PCNA
résiduelle visible par Western Blot est sans doute responsable de l'activité restante de TLS

dans cette lignée MRC5-Radl kP (Figure 67 A et B).
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Figure 67: Analyse de la dépendance de Rad18 dans le franchissement des lésions G-AAF et TT-CPD dans les cellules
HCT116-Rad18¥0 et MRC5-Rad18XD. Analyse de la TLS catalysée par les extraits issus des cellules HCT116, HCT116-Rad18K0
et XP30RO (A.), MRC5-CT et MRC5-Rad18KD a différentes concentrations (B.). Les produits de la synthese d'ADN obtenus
apres 20 minutes d'incubation avec les ADN simple-brin pUC118 (non modifié¢), pUC-CPD (CPD) et pUC3G1-AAF (AAF) sont
analysés par électrophorese sur gel dénaturant. Les produits L-1 et TLS correspondent a une élongation de I'amorce stoppée un
nucléotide avant la lésion et a une élongation jusqu'au site de restriction E¢wRI respectivement.

Nos résultats montrent que le franchissement de la 1ésion TT-CPD est indépendant
de Rad18, ce qui indique qu'il pourrait donc étre indépendant de Ub-PCNA. Cependant,
nous ne pouvons ¢liminer la possibilit¢ d'une mono-ubiquitination de PCNA mineure,
indétectable et indépendante de Rad18. En effet, plusieurs études ont montré que dans
différentes lignées cellulaires, l'absence de Radl8 n'empéche pas totalement la mono-
ubiquitination de PCNA (Simpson et al., 2006; Huang et al., 2006; Zhang et al., 2008; Brun et
al., 2008; Terai et al., 2010). C'est pourquoi nous avons aussi tenté¢ d'obtenir des cellules
exprimant de maniere stable la forme non ubiquitinable de PCNA, PCNA-K164R. Pour cela,
nous avons essay¢ d'éteindre le PCNA endogene de la lignée MRCS5 exprimant stablement
6His-PCNA-K164R (Niimi et al., 2008) grace a un shRNA ciblant spécifiquement I'"ARN
messager endogene. Le PCNA endogene est partiellement éteint dans la lignée MRCS5 6His-

PCNA-K164R mais nous n'observons aucune diminution de la quantit¢ de PCNA dans la
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lignée MRCS5 6His-PCNA WT (Figure 68A). De plus, le PCNA résiduel est mono-ubiquitiné
lors de 1'¢longation d'amorce (Figure 68B). Les expériences d'élongation d'amorce en présence
d'une lésion TT-CPD ou G-AAF montrent qu'il n'y a pas de différence d'efficacité de
franchissement des Iésions entre I'extrait contrdle et l'extrait de cellules exprimant PCNA-
K164R, indiquant que le PCNA endogéne est encore en trop grande quantité (Figure 68C).
L'efficacité de déplétion de PCNA observée dans la figure Figure 64 nous permet d'envisager
la complémentation d'un extrait MRC5-Rad18KD déplété pour PCNA par du PCNA fusionné
a l'ubiquitine ou du PCNA K164R. Nous pourrons alors vérifier que le franchissement des
1ésions TT-CPD et G-AAF est bien indépendant (complémentation avec PCNA K164R) ou
dépendant (complémentation avec Ub-PCNA) de la mono-ubiquitination de PCNA.

Une étude récente montre que Poln est capable d'accéder aux complexes de réplication et de
franchir les CPD en présence du mutant K164R non ubiquitinable de PCNA durant la
réplication d'un ADN double-brin contenant l'origine de réplication de SV-40 dans des
extraits de cellules HelLa (Nikolaishvili-Feinberg et al., 2008). Ceci est en faveur de
I'hypothese que le franchissement des TT-CPD est indépendant de Ub-PCNA dans notre

systeme, contrairement a celui du G-AAF.
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Figure 68: Analyse par immunoblot de Pefficacité du knock down de PCNA endogéne dans les MRC5 6-His-PCNA
WT et K164R et analyse des produits de I’élongation de I'amorce hybridé au pUC portant une lésion AAF ou CPD . A.
De 1 a 10 pg de chaque extrait sont analysés par Western Blot avec un anticorps dirigé contre PCNA B. Les différents extraits
sont incubés en présence ou en absence d’un substrat ’ADN simple-brin pUc118 hybridé a4 une amorce 20 minutes a 37°C, en
présence de ANTP. PCNA, 6-His-PCNA, PCNA mono-ubiquitiné , 6-His-PCNA et 6-His-PCNA mono-ubiquitiné sont détectés
grace a un anticorps dirigé contre PCNA. C. L'élongation de I'amorce radioactive dans les extraits MRC5 et MRC5 6-His-PCNA
K164R en présence de dANTP et de pUC118, pUC3G1-AAF ou pUC-CPD est analysée pat électrophotese en gel dénaturant.
L’¢longation de PADN stoppe un nucléotide avant la Iésion (L.-1). Le fragment TLS correspond a une ¢longation jusqu’au site de
restriction EcoRI (TLS).

Comment expliquer cette différence dans l'activité de TLS de Poln vis a vis des deux
Iésions testées, G-AAF et TT-CPD?
Le dimere de thymine de type cyclobutane est la 1ésion de I'ADN majoritairement formée
lorsque les cellules sont irradiées aux UV-C et concerne deux thymines adjacentes du méme
brin d'ADN (Figure 69A). La déformation induite sur la double hélice a peu d'impact sur
l'activité¢ de Pole. Deux études ont montré que Poln purifiée chez la levure et chez 1'homme
peut répliquer un dimére de CPD avec la méme cinétique et la méme fidélité qu'un dimere T-
T non-endommagé (Johnson et al., 2000b; Washington et al., 2000).
Le Nj-acétylamnifluoréne réagit avec la guanine en C8 en induisant deux types de Iésions, G-
AF et G-AAF (Figure 69B). La formation du G-AAF méne a un changement de conformation

de I'ADN (Fuchs and Daune, 1974; Fuchs et al., 1976). La guanine subit une rotation autour
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de son lien glycosylique, provoquée par l'encombrement stérique du groupement acétyl de
I'AAF. Dans cette configuration, appelée syn, le fluoréne vient s'intercaler dans la double
hélice (O'Handley et al., 1993). La guanine est alors rejetée a l'extérieur de 1'hélice et
l'appariement guanine:cytosine est rompue (Figure 69B). La cinétique de franchissement d'un
adduit AAF par Poln purifiée a partir de cellules humaines est beaucoup plus lente que celle

d'une lésion CPD (Masutani et al., 2000).

Figure 69: Perturbation de la structure de I'ADN par la formation d'un dimére de pyrimidine ou par 1'adduit AAF et
structure d'un dimére de pyrimidine de type cyclobutane (CPD) (A) et du G-AAF (B). A. Les ultraviolets stimulent la
formation d'un cyclobutane entre deux thymines (en jaune) adjacentes du méme brin d'ADN. B. Le N-2 acétylaminofluoréne
forme avec la guanine le N-(deoxyguanosine-8-yl)-2-acétylaminoflorene (G-AAF), ce qui induit une perturbation locale de ' ADN
par le rejet de la guanine en dehors de la double hélice d'ADN. Le N-2 acétylaminofluoréne réagit avec le carbone 8 de la guanine,
menant a la formation de deux types de 1ésions, I'une sans groupement acétyl (G-AF) et I'autre portant un groupement acétyl (G-
AAF). Wikipedia.fr et issu de la thése de Jean-Baptiste Duvauchelle.

Il a ét¢ montré que la mono-ubiquitination de PCNA stimule 1'activité de Poln in vitro
pour le franchissement d'un site abasique (Garg et al., 2005). Dans le cas d'une 1ésion AAF, la
modification de PCNA pourrait avoir le méme effet, tandis que Poln n'aurait pas besoin d'une
1ésion forte avec PCNA par l'intermédiaire de I'ubiquitine pour franchir efficacement les CPD.
L'Ub-PCNA pourrait aussi recruter des co-facteurs additionnels qui faciliteraient le
franchissement de I'AAF par Poln. Rad18 en elle-méme pourrait étre requise pour la TLS de
cette 1ésion. En effet Watanabe et al ont montré que l'interaction de Rad18 avec Poln est

importante pour la fonction de la polymérase in vivo (Watanabe et al., 2004).
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C. Contributions des domaines PIP et UBZ de Poln
pour son activité in vivo

Dans un deuxieme temps, la lignée cellulaire XP30RO, déficiente pour Poln a été
utilisée pour générer différents clones exprimant de maniére stable Poln dans sa version
sauvage ou portant différentes mutations: un mutant délété de son domaine de liaison 8 PCNA
PIP2 (APIP); un mutant ou le résidu D652 est muté en alanine et ne peut plus interagir avec

l'ubiquitine (DA)(Bienko et al 2005); enfin un double-mutant DA-APIP (Figure 70).

Figure 70: Les mutations Dgs2A et APIP dans Poly. La mutation DG652A est située dans le domaine UBZ. Dans le mutant

APIP, la protéine est délétée de ses 9 derniers acides aminés, dont 5 appartiennent au motif PIP2. Adapté de Guo et al 2009.
Nous avons examing, a l'aide de ces différentes lignées, la contribution de chaque
domaine pour complémenter la sensibilité aux UV des XP30RO.
Nous avons analysé la sensibilité aux UV de 3 clones APIP exprimant 5 a 20 fois plus
Poln que la lignée controle MRCS. Le clone APIPS5, malgré une expression cinq fois
supérieure au niveau physiologique, échoue clairement & complémenter efficacement la
sensibilité des cellules XP30RO (Figure 71), ce qui montre la nécessité d'un domaine

d'interaction avec PCNA intact.
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Figure 71: Courbes de survie aux UV des cellules XP30RO exprimant Poln dans sa version sauvage (WT) ou délétée
pour le domaine PIP (APIP). Les numéros indiquent le niveau de surexpression de la protéine par rapport a la lignée controle
MRC5.

Cependant, nous observons que le niveau d'expression a clairement un effet positif sur
la restauration de la sensibilité¢ aux UV. Le deuxiéme PIP récemment découvert (Acharya et
al., 2008) pourrait se substituer dans une certaine mesure au premier, avec une efficacité
moindre. Encore plus récemment, il a ét¢ mis en évidence que le motif NLS de Poln
contribue a l'interaction avec PCNA autant que le motif PIP (Bienko et al., 2010). Les deux
domaines PIP et le motif NLS sont chacun nécessaires pour que Poln soit parfaitement
active (Figure 70; Figure 71).

Le domaine UBZ pourrait aussi remplacer le domaine PIP dans son interaction
avec PCNA grace a la liaison avec l'ubiquitine de Ub-PCNA. Cependant, de récentes études
ont montré que le motif PIP contribue de maniére plus significative a l'interaction entre Poln
et PCNA que le domaine UBZ (Bomar et al., 2007; Hishiki et al., 2009). Enfin, l'interaction
avec d'autres protéines comme Revl ou Radl8 pourrait aussi étre a l'origine d'une
compensation de 1'absence du domaine PIP (Watanabe et al., 2004; Yuasa et al., 2006).

Nous avons de la méme manicre analysé la sensibilité aux UV de trois clones DA,
exprimant de 1 a 10 fois plus Poln que les cellules MRCS5. Avec une expression équivalente
au niveau physiologique, le mutant DA ne peut que partiellement complémenter la
sensibilit¢ aux UV des XP30RO (Figure 72). De maniére surprenante, contrairement aux
mutants APIP, la surproduction de Poln DA a trés peu d'impact sur la complémentation
de la sensibilité aux UV. Enfin, le double-mutant DA-APIP est plus sensible aux UV que les
deux simple-mutants, et ce, malgré une expression vingt fois supérieure au niveau
physiologique. Ceci indique que le résidu D652 est nécessaire pour une fonction qui ne
peut étre compensée par PIP, ou un autre domaine de Poln, puisque la surexpression du
mutant DA n'a pas d'impact sur la survie.
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Figure 72: Courbes de survie aux UV des cellules XP30RO exprimant Poln dans sa version sauvage (WT), portant une

mutation du résidu D652 en alanine ou délétée et mutée (DA-APIP) . Les numéros indiquent le niveau de surexpression de
la protéine par rapport a la lignée controle MRC5.

D. Les deux domaines PIP et UBZ contribuent au
franchissement des lésions TT-CPD et G-AAF in vitro

Pour analyser la contribution des deux domaines PIP et UBZ de Poln dans la TLS,
nous avons préparé des extraits cellulaires issus des différents clones cités précédemment et
nous avons analysé l'efficacité de TLS in vitro de chacun de ces clones.

Quelle que soit la 1ésion, les deux mutations ont un impact sur 1'efficacité de TLS
in vitro (Figure 73). Nos données sont donc parfaitement en accord avec le modele selon
lequel les deux régions contribuent a la fonction de Poln (Bienko et al., 2005; Acharya et al.,
2007; Parker et al., 2007; Acharya et al., 2008). Le fait que la TLS dans les extraits soit
dépendante du motif PIP de Poln confirme que PCNA est impliqué dans la réaction (au
moins en partie en ce qui concerne le franchissement des TT-CPD) (Figure 73).

Les deux domaines sont impliqués dans le franchissement des TT-CPD dans les
extraits APIP5 et DAL, l'efficacité de TLS chutant d'environ 50% (Figure 73). Nous avons
montré que Rad18 et par conséquent la mono-ubiquitination de PCNA ne sont pas nécessaires
dans la cas d'une Iésion CPD. Pour le franchissement de cette 1ésion, le domaine UBZ de Poln
pourrait se lier a l'ubiquitine d'une protéine, qui serait ubiquitinée par une ligase autre que
Rad18. Une autre possibilité serait que la mutation D652A entraine aussi la perte d'une
fonction inconnue, distincte de celle de lier 1'ubiquitine. Acharya et al., en étudiant
différents mutants du domaine UBZ de Polr, montrent que la perte de la capacité de lier

I'ubiquitine n'a pas d'effet sur la sensibilité aux UV ou sur la mutagenése (Acharya et al.,

2007; Acharya et al. 2008).
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Le domaine PIP et le résidu D652A sont chacun essentiels pour le franchissement
du G-AAF (Figure 73). Pour cette lésion, les liaisons avec PCNA grace a PIP et avec
I'ubiquitine grace a UBZ sont absolument essentielles pour que Poln soit active. Ce résultat
est en accord avec la dépendance en Rad18 observée précédemment pour le franchissement de

cette 1ésion.

Figure 73: Contribution relative des domaines PIP et UBZ de Poln pour le franchissement des lésions TT-CPD et G-
AAF in vitro. A. Les produits de I'élongation de l'amorce radio-marquée obtenu aprés 20 minutes d'incubation avec 30 pg
d'extraits et les ADN simple-brin pUC118, pUC-CPD et pUCG1-AAF sont analysés par électrophorese en gel dénaturant. B. La
quantité de protéine Poln dans les différents extraits cellulaires est analysée par Western Blot a l'aide d'un anticorps dirigé contre
Poln.
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3. Conclusion et perspectives

En dépit de nombreuses avancées dans la connaissance du processus de synthése
translésionnelle, le mécanisme par lequel les polymérases translésionnelles accédent a la
machinerie réplicative bloquée par une lésion reste incertain. De nombreuses données
indiquent que des modifications post-réplicatives de Poln (phosphorylation, mono-
ubiquitination) (Bienko et al., 2005; Chen et al., 2008; Bienko et al., 2010) ainsi que des
interactions avec différentes protéines (PCNA, Revl, Rad18) (Tissier et al., 2004 ; Ohashi
et al.,, 2004; Guo et al.,, 2003; Watanabe et al., 2004) sont impliquées dans son
recrutement. De plus, Poln ne contribue pas seulement a combler les breches d'ADN simple-
brin lorsque la réplication a redémarré en aval d'une lésion ("gap-filling"), mais est aussi
requise pour le maintien d'une progression normale de la réplication aprés que 'ADN ait été
endommagé. Ainsi, dans les cellules déficientes en Poln, non seulement des produits de
réplication de taille réduite s'accumulent aprés une irradiation aux UV mais I'élongation de
ces intermédiaires est trés retardée (Lehmann et al., 1975; Edmunds et al., 2008).

Au vu de nos résultats, nous proposons que, suivant la nature de la lésion, différents
mécanismes controlent I'activité de Poln. Certaines lésions ne nécessitant pas la mono-
ubiquitination de PCNA par Radl18, comme les TT-CPD, pourraient étre efficacement
franchies au cours de la synthése processive de I'ADN, sans découplage entre l'activité de
I'hélicase et de la polymérase réplicative. Nos données montrent clairement qu'en l'absence de
Rad18, Poln franchit aisément les TT-CPD en interagissant avec PCNA (Figure 74 voie A).

Si cette TLS échoue, le découplage a alors lieu, menant a la formation d'ADN simple-
brin recouvert de RPA et a la mono-ubiquitination de PCNA par le complexe
Rad6/Rad18. Rad18 et Ub-PCNA pourraient alors faciliter 1'activité de Poln, comme
nous l'avons montré dans le cas d'une 1ésion G-AAF (Figure 74 voie B). Nous avons observé
que les TT-CPD induisent la mono-ubiquitination de PCNA dans notre systéme, car les
lésions sont localisées sur I'ADN simple-brin et donc peuvent stimuler la modification de

PCNA par Rad6/Rad18.
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Figure 74: Modg¢les de synthese translésionnelle. A. TLS au niveau d'une fourche de réplication bloquée en coordination avec
la synthese de PADN, sans découplage des polymérases réplicatives. B. TLS au niveau d'une breche d'ADN simple-brin.

Une étude a récemment montré que dans S. cerevisiae, I'expression de RAD18, RAD30
(Pole) et REV3 dans des cellules déficientes en chacune de ces trois protéines restaure la
survie aux UV méme lorsqu'elle est limitée a la phase G2 du cycle cellulaire. Ces données
indiquent que la synthése translésionnelle agit en dehors de la fourche de réplication, au
niveau des breches d'’ADN simple-brin (Karras and Jentsch, 2010). Cette étude ne montre
cependant pas que la TLS ne pourrait pas avoir lieu en phase S au niveau d'une fourche de
réplication.

Nous avons établi que, dans des extraits cellulaires, le franchissement des lésions G-

AAF et TT-CPD nécessite le domaine UBZ de Poln. Ce domaine pourrait jouer un double
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role lors du processus de TLS. D'une part, il serait nécessaire pour la liaison avec Ub-
PCNA durant la réaction de gap-filling. D'autre part, le résidu D652 pourrait participer a
une autre fonction, comme l'interaction avec une autre protéine nécessaire pour la
coordination de l'activité Poln a la fourche de réplication. En accord avec cette hypothése,
Edmunds et al ont montré que, dans les cellules DT40, la mono-ubiquitination de PCNA n'est
pas nécessaire pour maintenir la progression de la fourche de réplication d'un ADN
endommagé mais est requise de maniére post-réplicative. De plus, ils montrent également que
le domaine UBM de Revl1 est requis pour son activité a la fourche de réplication en 1'absence
de Ub-PCNA (Edmunds et al., 2008), confirmant que ce domaine pourrait jouer un rdle autre
que l'interaction avec Ub-PCNA. De plus amples études sont nécessaires, d'une part pour
identifier ce deuxiéme réle et d'autre part pour vérifier si un tel mécanisme pourrait

s'appliquer aux polymérases de la famille Y en général.

Les données présentées nous permettent de valider le test de TLS in vitro que nous
utilisons. En effet, la TLS dans les extraits cellulaires est dépendante non seulement de PCNA
et de l'activité¢ de Pol n mai aussi de ses domaines PIP et UBZ. Ceci indique que, dans ce
systeme, la TLS est un processus coordonné. Nous pouvons donc envisager d'utiliser ce test
pour réaliser la carte protéomique d'une réaction de TLS complete a 1'aide d'un ADN
simple-brin portant une lésion G-AAF ou TT-CPD en capturant les protéines impliquées
(cf perspectives de la premiere partie). Nous pourrons étudier le recrutement et le relargage
des protéines impliquées ainsi que leurs modifications post-traductionnelles potentielles.

Ces études nous permettront de mieux définir les mécanismes moléculaires menant a

I'échange de polymérases durant la synthese translésionnelle et a sa régulation.
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La synthése translésionnelle est un mécanisme complexe qui implique notamment la
mono-ubiquitination de PCNA par le complexe Rad6/Rad18 (Hoege et al., 2002; Stelter and
Ulrich, 2003; Kannouche et al., 2004). Cependant, le signal qui induit cette modification et la
fonction précise de celle-ci restent incertains. La mono-ubiquitination de PCNA pourrait
représenter le signal de recrutement des ADN polymérases translésionnelles (Bienko et al.,
2005; Guo et al., 2006. Plosky et al., 2006) et/ou favoriser le départ de certains facteurs
protéiques inhibant la TLS (Acharya et al., ). De plus, suivant la nature de la Iésion, la TLS
pourrait nécessiter l'action de plusieurs polymérases translésionnelles et l'intervention de
I'anneau 9-1-1 (Kai and Wang, 2003a; Sabbioneda et al., 2005; Jansen et al., 2007) et de Revl
(Hirano et al., 2006; Murakumo et al., 2001;Guo et al., 2003, Ohashi et al., 2004; Tissier et
al., 2004; D'Souza and Walker, 2006) en tant que plate-formes.

Dans ce contexte, le test de TLS in vitro, mis au point au laboratoire, présente
I'avantage de mettre en ceuvre des mécanismes simplifiés par rapport a ceux activés in vivo
aprés traitement des cellules par des agents qui bloquent les ADN polymérases réplicatives
(induction des points de contrdle du cycle cellulaire, de la transcription de génes de la
réparation ou de l'apoptose...).

Le fait que la TLS dans les extraits cellulaires nécessite 'intégrité des domaines PIP et
UBZ de Poln et la mono-ubiquitination de PCNA par Rad6/Rad18 nous permet d'envisager
son utilisation pour décrypter le mécanisme moléculaire conduisant a la mono-ubiquitination
de PCNA et les différentes étapes de la TLS. La combinaison de 1'essai avec la capture des
protéines spécifiquement impliquées dans le processus de TLS nous permettra de réaliser la
carte protéomique de la TLS dans les cellules humaines. Différentes étapes de la réaction
pourront étre analysées, comme l'assemblage du réplisome, son blocage au niveau d'une
l1ésion et I'activation du complexe Rad6/Rad18 et finalement le franchissement de la 1ésion.
Nous pourrons identifier les protéines impliquées dans ces différentes étapes et analyser les
éventuelles modifications post-traductionnelles.

Ce test présente aussi l'originalité de permettre 1'étude du franchissement d'une
lésion donnée, grace a I'utilisation de plasmides mono-modifiés:

(1) L'analyse des complexes protéiques impliqués dans le franchissement d'une lésion TT-
CPD nous permettra d'éclairer le réle du domaine UBZ dans ce cas particulier. Nous allons
tout d'abord vérifier que le franchissement de cette 1€sion est bien indépendant de la mono-
ubiquitination de PCNA en complémentant un extrait MRC5 Rad18"P déplété pour PCNA
avec du PCNA K164R. Si tel est le cas, le role du domaine UBZ pour le franchissement du

TT-CPD est distinct de l'interaction avec Ub-PCNA. Ce domaine pourrait alors permettre
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l'interaction de Poln avec une autre protéine du réplisome. En effet, des expériences de
double-hybride conduites au laboratoire ont montré que Poln interagit avec la sous-unité p50
de Pold (données non publiées). Des études vont étre effectuées pour déterminer si le domaine
UBZ est impliqué. L'importance de cette liaison dans la TLS pourra aussi étre étudiée.

(2) Le franchissement de la lésion G-AAF nécessitant Rad18, la complémentation d'un extrait
MRC5-Rad18"P déplété pour PCNA avec du PCNA fusionné & l'ubiquitine nous permettra de
vérifier que la mono-ubiquitination de PCNA est bien nécessaire (Collaboration en cours avec
L. Haracska, Institute of Genetics, Biological Research Center, Hungarian Academy of
Science, Hongrie). Si c'est bien le cas, nous envisageons d'étudier le réle de cette protéine
et de sa modification au moment de I'échange des polymérases au niveau de la lésion. En
effet, nous ignorons si la méme molécule de PCNA est impliquée durant tout le processus. Il
est possible que l'arrét de la polymérase réplicative entraine le chargement et la mono-
ubiquitination d'un nouveau PCNA. Une fois la lésion franchie, la dé-ubiquitination de PCNA
ou le chargement d'une autre molécule de PCNA (non ubiquitiné) pourrait étre nécessaire
pour le retour de la polymérase réplicative. En effet, une étude a montré a 'aide de protéines
de levures purifiées (Pold, Pole, PCNA, PCNA fusionné a l'ubiquitine en K164 et RFC) que
I'échange entre Pold et Pole nécessitait l'arrét de la polymérase réplicative (provoqué par
l'absence d'un déoxynucléotide) et la mono-ubiquitination de PCNA. Dans ce systéme, le
retour de Pold est inhibé en présence de PCNA mono-ubiquitiné (Zhuang et al., 2008). Des
extraits pourraient étre déplétés en PCNA puis complémentés par des versions étiquetés et/ou
mutées de PCNA (PCNA K164R, PCNA fusionné a de l'ubiquitine, portant des épitopes ou
radioactif) au cours d'une cinétique. La capture des protéines nous permettra de voir quelle
version de PCNA est préférentiellement capturée au cours de la réaction.

(3) Nous pouvons aussi envisager 1’é¢tude du franchissement d’autres lésions plus complexes
comme les photo-produits T(6-4)T, qui pourrait nécessiter l'intervention d'autres protéines en
complément de Poln. Une étude in vitro montre que Poln n'incorporerait qu'une guanine en
face du premier T puis se dissocie de I'ADN (Zhang et al., 2000a). Selon les mod¢les
proposés dans la littérature, Pold serait impliquée dans I'étape d'élongation (Zhang et al.,
2000a; Shashar et al., 2009). L'¢tude du franchissement d'une telle 1€sion pourrait nous
permettre de déterminer les protéines qui assurent I'é¢tape d'é¢longation et leur modification

post-traductionnelles éventuelles.
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La réalisation de ces différents projets contribuera a la détermination de la cascade
d'événements qui régulent la TLS et conduisent a I'accomplissement de ce mécanisme dans
les cellules humaines. Cette approche ouvrira ainsi de nouvelles voies d'exploration dans ce

domaine.
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A. Electrophorese bi-dimensionnelle

1.Préparation des échantillons

Un extrait de cellules MRC5 (3 mg) est incubé 20 min a 37°C en absence ou en

présence d'un ADN simple-brin (5 pg) hybridé a une amorce portant une biotine en 5'. Le

substrat est immobilisé sur des billes magnétiques (625 pg) recouvertes de streptavidine.

Apres l'incubation, les billes sont lavées deux fois dans le tampon. Les protéines capturées

sont €éluées puis sont précipitées au TCA (10% final). Le culot est lavé avec de I’acétone

froid et resuspendu dans 125 pl de tampon IEF (urée 7M; thiourée 2M; CHAPS 4%; Tris pH8

20mM; DTT 20mM; ampholyte 0.2%; bleu de bromophénol 0.004%). Le tampon IEF est
stocké a -20°C et le DTT, l'ampholyte et le bromophénol sont rajoutés extemporanément. La

quantité de protéines resuspendues est dosée par la méthode de Bradford (Tableau 6).

Tableau 6: Dosage Bradford

0 4pug |8pg | 12 yg | 16 ug | 20 ug Echantillon

BSA (2mg/ml) 2ul [ 4pl 6ul | 8ul | 10ul X

HCL (0.IN) 2ul |[2pl |2ul (2wl (2p 2p |2p

Tampon IEF (qsp 20ul) | 18 pl | 16 pl | 14 pl | 12 pl | 10l | 8 pl | 18- X pl

Bradford 1x Iml |I1ml | 1ml |[1ml [1ml | 1ml

2. Premieéere dimension

a. Réhydratation

L'échantillon est dépos¢ dans un puits du plateau de focalisation. Une bandelette dans
laquelle est établie un gradient de pH de 3 a 10 est déposée dans le puits, le gel vers le bas, en
¢vitant de piéger des bulles d’air, puis est recouverte par 1 ml dhuile pour éviter

I’évaporation. La réhydratation a lieu toute la nuit a S0V.
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b. Focalisation isoélectrique

Les ¢lectrodes et la strip sont séparées par un morceau de papier (Whatman). La
machine (systéme protean 3) est programmeée suivant le protocole du

Tableau 7.

Tableau 7: Protocole de focalisation

Voltage a atteindre | Montée Durée Température
Etape 1 | 250 V lente 15 minutes 20°C
Etape 2 | 4000 V progressive | 2 heures 20°C
Etape 3 | 4000 V rapide Volt par heure | 20°C
Etape 4 | 500 V rapide 5 heures 20°C

c. Equilibration des strips pour la deuxieme dimension:

La bandelette est équilibrée dans la solution de réduction (urée 6 M, SDS 2 %, Tris
HCI 0.375 M pH 8.8, glycérol 20 %, DTT 130 mM) deux fois 15 minutes sous agitation
douce, puis dans la solution d'alkylation (urée 6 M, SDS 2 %, tris HCI 0.375 M pH 8&.8,
glycérol 20 %, iodoacétamide 135 nM) deux fois 20 minutes sous agitation douce. Cette
¢tape permet de charger les protéines négativement pour qu'elles migrent en fonction de leur
masse (SDS) et de réduire (DDT) et maintenir a 1'état réduit (iodoacétamide) les ponts

disulfures intra- ou inter-protéiques.

d. Deuxiéme dimension

Un gel de polyacrylamide de 12% est préparé. L'agarose low-melting a 0.5 % est coulé

au dessus du gel pour permettre le dépot de la bandelette. Un carré de papier Whatman est

imbib¢ avec 5 Pl de marqueur de taille (BioRad) et déposé du coté de I'anode. Le voltage

appliqué est de 85V pendant 1H30, puis 100V pendant 10 minutes et enfin 120V pendant 30

minutes.

e. Coloration
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Le gel est coloré au ProQ Diamond, au bleu colloidal et enfin au nitrate d'argent

suivant le protocole du

Tableau 8.

Tableau 8: Protocole de coloration

Quantité Temps

Fixation 45% méthanol 50 ml 30 minutes a

1% acide acétique overnight
Ringage H,0 MilliQ 50 ml 3 fois 10 minutes
Coloration Pro Q Diamond 50 ml 2 heures a l'obscurité
Acquisition d'image | Ettan DIGE IMAGER
Décoloration Acétonitrile 20% 50 ml 2 fois 10 minutes

Sodium acétate SOmM

pH4
Ringage H,0 MilliQ 50 ml 3 fois 10 minutes
Coloration Meéthanol 34% 50 ml Over night

Sulfate  d'ammonium

17%

Acide acétique 0.5%

Bleu G250 0.1%
Ringage H,0 MilliQ (50 °C) 50 ml 4 a5 fois 10 minutes
Acquisition d'image | Ettan DIGE IMAGER
Lavage H,0 MilliQ 50 ml 3 fois 10 minutes
Sensibilisation DTT 0.005 g/L 50 ml 20 minutes
Coloration Nitrate d'argent 0.1% | 50 ml 20 minutes
Lavage H,0 MilliQ 50 ml 3 fois 10 minutes
Révélation 30g de bicarbonate de | 50 ml

soude et 600 p1 de

formaldéhyde, H,0 gsp

1L
Arrét Acide acétique 10% 25 ml 10 minutes
Lavage H,0 MilliQ 50 ml 3 fois 10 minutes
Acquisition dimage | Ettan DIGE IMAGER
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Le gel peut étre conservé a 4°C dans du sulfate d'ammonium 20%. Le découpage des spots
d'intérét est effectué par le Spot Picker et l'analyse se fait par spectrométrie de masse
(collaboration Philippe Hamman, plateforme protéomique de I’Institut de Biologie

moléculaire et cellulaire, Strasbourg).

B. Mutagenese dirigée

Les mutations silencieuses dans la séquence codante pour Radl8 dans le plasmide
pcDNA HA-Radl8 ont été générées par mutagenese dirigée a l'aide des oligonucléotides
suivants:

- S’ AATAAAAGGAATAGGAATTAAGGATCC3'

- 5’ACGAGGCTCAATCTCAGCACTTTC3".

Ces mutations (en rouge) ont permis l'expression de ce plasmide, renommé pcDNA HA-
Rad18* dans la lignée MRC5-Rad18*" malgré la présence du shRNA dirigé contre Rad18.

Les mutations T58A, S368A et S403A dans la séquence codante pour Rad18 dans le
plasmide pcDNA HA-Rad18* ont ét¢ générés par mutagenese dirigée a l'aide des
oligonucléotides suivants:

- T58A: séquences des oligonucléotides: 5'GCTAAAACTCAGTGTCCAACTTGC3'
5'GCTCAGAAATTTTCTTATACAGAG3'

-S368A: séquences des oligonucléotides: S5'GGCATGGCACAAAAAACAGTAACA3Z,
5'GGCAATTTTCTTGTATCCTTTTCT3'

-S403A: séquence des oligonucléotides: S'CTTGACTCCCCAGAGGAATTGGAA3Z'
5'CTTTGATTGAGCAAAGTGGTTTGT3'

Les oligonucléotides ont été¢ concus de telle sorte que des sites de restriction uniques ou peu
fréquents soient créés (site Afel, site Nael et site HindIII respectivement). Il nous a été alors
possible de vérifier par digestion enzymatique le profil des ADN plasmidiques des différents

clones. La séquence de I' ADN plasmidique a aussi été vérifiée par séquengage.
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