THESE / UNIVERSITE DE BREST

sous le sceau de I'Université européenne de Bretagne

pour obtenir le titre de
DOCTEUR DE 'UNIVERSITE DE BREST
Mention : Biochimie - Microbiologie

Ecole Doctorale des Sciences de la Mer

« Les ADN polymérases
B et D de 'Archaea
hyperthermophile
Pyrococcus abyssi :
contribution a I'étude des

relations structure-
fonction »

il

présentée par
Benoit Castrec
Préparée a I'Unité Mixte de recherche (UMR 6197)

Laboratoire de Microbiologie des Environnements Extrémes
Equipe Maintenance génomique chez les Archaea

These soutenue le 6 Novembre 2009
devant le jury composé de :

Vianney Pichereau
Professeur, Université de Bretagne Occidentale / Président

Ulrich Hiibscher
Professeur, Institute of Veterinary Biochemistry and Molecular Biology, University of
Zurich-Irchel / rapporteur

Giuseppe Villani
Directeur de recherche Inserm, Institut de Pharmacologie et de Biologie Structurale-
Toulouse / rapporteur

Daniel Thomas
Directeur de recherche CNRS, Université de Rennesl / Examinateur

Ghislaine Henneke
Chargée de recherche, Ifremer Brest / Examinatrice

Mohamed Jebbar
Professeur, Université de Bretagne Occidentale / Directeur de these

Jean-Paul Raffin
Chargé de recherche CNRS, Ifremer Brest / Invité







Remerciements

Cette these a été réalisée au sein du |_aboratoire de Microbiologic des [ nvironnements [ xtrémes avec le

soutien financier de la Kégion Brctagnc. Ont Participc’ éga|cmcnt a la réalisation de ce Prcjct |’UBO,

MIFREMER etle CNRS.

J’cxPrime ma reconnaissance aux membres clujurg davoir accepté c]cjugcr ce travail : (Jlrich Hiibscher,
Fromccsscur a |’Univcrsitc' de Zijricl-l~lrc|'rc|, GiuscPPc Vi“ani, Directeur de KCCI‘ICI‘CI’IC a |’]nscrm, Vianncg
Fichcrcau, Frofcsscur a I’UBO, Danic| Thomas, directeur de recherche CNKS, Mohammcd Jcbbar,
Fromccsseur a I’UBO et Ghislaine chnckc, cl':argéc de recherche a I’IFREMER

Jc remercie tout d’abord Jcan—FauI Raffin pour son encadrement inconditionnel durant ces 3 années. T u
m’as sans cesse encouragé, fait confiance, donné confiance et laissé grandir tout au |ong de ce doctorat.
Merci aussi pour toutes ces discussions multiPlcs et variées qui ont Pcr‘mis de travailler dans une ambiance

sereine et conviviale. |e passage de témoin est désormais lancé !

Jc tiens A remercier Joél Qucrc”ou, Daniel Prieur et Anne Goclfroy pour leur accueil au sein du

laboratoire et pour Pintérat qu’i|s ont Porté a mon travail.

J’cxprimc mes Plus vifs remerciements a Ghislainc chnc‘cc, merci pour ta rigueur, ton Pchcctionnismc et
pour ton humour ParFois caché mais réel. Ces remerciements vont égalcmcnt a Didier Flament qui m’a initié
notamment a la SFR J’ai apprc’cic’ ton ca|mc, ta rigueur et ton csPrit chambreur. (Cétait un vrai Plaisir de

Pouvoir discuter et de travailler avec vous deux. J’cssaicrai de m’inspircr a bavenir de votre stglc.

Jc remercie égalcmcnt Audrcy | e Goaziou et sa bonne humeur (dépcndantc du temps D). Merci pour ta
générosité et ton aide tcchniciuc. Tuas toujours réussi a rendre |’atmosP|1érc chaleureuse et agréablc au
sein du labo. Merci aussi a Sophic 5c|1mitt pour ta gcnti"cssc et ta « nonchalance contrélée ». Jc n‘oublie

pas E_Io?sc Dclagc pour toutes nos discussions délirantes.

Jc remercie aussi Julicn brhcpotcaux,j’ai tou.!jours été envieux de ton apparente décontraction. T on ame de
voyageur m’insPirc I Ces remerciements vont aussi & mon compagnon de route, Adeline Falud. J’ai
bcaucoup apprc’cic’ ta gcnti“cssc, ton clgnamismc et ton cxPcrtisc scicnthciquc. Jc ne garclcrai que de bons

souvenirs de nos conversations et de nos fous rires en tout genre.

erci encore a ristophe Rouillon pour ton accueil en [~ cosse, pour tes conseils en tout genre et surtou
Merci 5 h'tph ill pourt il pourt ils en tout g, t surtout
pour notre collaboration fructueuse. Merci aussi a Christophc Crézé pour ton apport de compétcnccs et
ta sgmpathic. Finalcmcnt, les structuralistes sont des personnes normales et tout a fait apprécichs!
ussi, Débastien | aurent, merci pour ton coup de pouce en et pour ton dynamisme apporté sur la tin

i, Sébasti t i t d t tond i rté surlafi

de ce doctorat.

Jc noublie pas mes stagiaires, Marine Ridoux et Tl-libaut Herrou, merci pour votre aide et d’avoir servi de

cobagc durant ces quclqucs mois de maniP 1Fn espérant vous avoir donné une bonne image de la recherche.



Un Petit message aux autres stagiaires « réPquuants » : Caroline, E.rwan, | éna, [lorian et Sven. Merci

aussi a Ann-Shu, Melissa et RuPccsh qui ont prouvé que le rire et le sourire étaient universels.

Un grancl merci a Christine Lamy, bien Plus qu’une secrétaire. Merci pour ta compétence, ton clynamismc et

ta bonne humeur quoticlicnnc.

Mes remerciements s’adressent égalcmcnt a bensemble des membres du ]__aboratoirc de Microbiologic des
[ nvironnements [ xtrémes. Merci pour votre gcnti“csse et votre clisPonibilité qui ont fait de ces 3 années a

I’IFKE_ME_R, un beau sé:jour qui restera pour moi imPérissablc.

Merci a |_aurent T offin pour tes conseils avisés et tes imPrcssions en tout genre que ce soit dans le monde
scicnthciquc, les loisirs vététistes ou la confection de mctsjaponais. Merci aussi a Stéphanc l__’l-lariclon,
Fhomme qui arrive a dire borjour a 3o personnes en moins de 9 secondes et 58 centiemes. Merci pour ton

dgnamismc et de m’avoir sauvé la vie avec la souche de XLI-gold !

J’ai une pensée pour Valentin CréPcau, nos discussions métaphgsiquowictnamo-rambocsquc-

dubosquécnncs allices a diverses tcchniqucs de combat vont énormément me manqucr! Tuverras quand tu

enthousiasme et nos discussions en tout genre. Crétait « choutette », en revanche _jc ne sais pas a qui

transmettre le flambeau ]:M !

Je noublie pas Cassandre |_azar. On est arrivé presque en méme temps au LMEE, un peu Pcrclu au
début et on fini presque en méme tcmPs, Pcut-étrc toujours aussi Pcrdu. Tcs éternels mécontentements
vont me manquer. Merci aussi a bcn_jamin chin (un gars du sud), Matthicu Guri (un futur manager
« girouette »), Lucile Durand (une fille de Paris), Marie Koumagnac (une fille du sud), Cgric”c Jan (une
autre fille du sud), Matl‘wildc e Koy (une fille qui voyage bcaucoup). bonnc continuation dans vos vies

rcsPcctives et encore désolé d'étre allé troP souvent ala Piscinc !

Jc tiens a remercier le variable Mode lmagcr Tgphoon 9400. Durant 3 ans, tu as été la Prcmiérc

« personne » qucjc cbtoyais tous les matins, merci pour toutes ces satisfactions et ces déconvenues.

J’cxPrimc mes remerciements a [Pascal T rouvé, du laboratoire de «Génétique moléculaire et génétiquc
c’Piclémiologiquc », pour m’avoir Pcrmis de manipcr sur le biacore. Jc n’oublie pas évidemment, la camarade
Nathalie Benz : merci pour ton chaleureux accueil dans ton labo; grace a toi,_j’ai passé de bons moments

durant les manips de SFK A\ussi, un message spc’cial atoustes co”égucs thésards.

Jc remercie Mr Wroblewski (Rennes 1), pour m’avoir donné Penvie d’étudierles Protéincs. Je remercie aussi

Mr Hubcrl: et Mme Kagucncs—-Nicol (Rennes 1) et l’c’quiPc FIFL (INKA de Nantes) pour m’avoir initié &

la recherche scicntificiuc.

E nfin un granc] merci aux amis, toujours présents, a Virginic, merci pour tout, et aussi a la famille, des Plus
Pctits ala Plus granclc et évidemment a mes parents pour leur soutien inconditionnel durant ces longucs

études et sans qui_jc ne serais pas la.



\/alorisation scienthcique de ce doctorat

Ce travail a fait I'objet de publications et de colloques scientifiques :

Publications

Benoit Castre¢ Christophe Rouillon, Ghislaine Henneke, Didier Flament, Joél Querellou and
Jean-Paul Raffin. Binding to PCNA in Euryarchaeal DNA Replication Requires Two PIP
Motifs for DNA Polymerase D and One PIP Motif for DNA PolymeraseJ&urnal of

Molecular Biology Sous presse

Benoit Castre¢ Ghislaine Henneke, Didier Flament and Jean-Paul Raffin. The glycine-rich
motif of Pyrococcus abyssi DNA polymerase D is critical for protein stabiiwrnal of

Molecular Biology Soumis

Fostc rs

Benoit Castre¢ Christophe Rouillon, Didier Flament, Ghislaine Henneke, Joél Querellou and
Jean-Paul Raffin. «Pyrococcus abys@plicative DNA polymerases: importance of
consensus binding motifs BBabPCNA ». « Molecular Biology of Archaea » 19-21 Ao(t

2008 a I'Université de St-Andrews, Grande-Bretagne.

Benoit Castre¢ Christophe Rouillon, Didier Flament, Ghislaine Henneke, Joél Querellou et
Jean-Paul Raffin. « Interaction entre les ADN polymérases B et D et leur facteur de
processivité, le PCNA, chez I'Archaea hyperthermopligococcus abyssh. Congrés
annuel de la SFBBM, 27-29 Ao(t 2009 a Nancy, France.






Sommaire

BN Y 7 1) N 11
L ST E DE.S TABLEAUX +++ettuetutsuesuessuesuessuessessessssessessssssssessssssesnessssssssssssssssessessssssnssssssssessessssesnessssssneeseessiertessteeene 13
G D) o Y €0 |« PP 15
INTRODUCTION BIBLIOGRAF QU e eete ettt e e e e e e e rean e 17
l. LES AR CH A A ..o oot e et e e e e e e e et e e et e — e eeea e eaeea e et e raar s 19

|.1. DECOUVERTE DESARCHAEA .. .tuittiittiit et ettt et e et e et et b s et e e e et e et e e b s et e e b e ea s s b e ea s et s e b s sa e sebeeasstsesbsenannnns 19
|.2. CARACTERISTIQUES DESARCHAEA. ... .ctt ittt ittt et et e et et e e e et e e b e et e e b e e e e et e e e ea st b e ean s et s sansean s st eansstaenanss 20
R T o NI N B ISR N 2o 7 = NPT 21
[.4. L’ ORDRE DESTHERMOCOCCALES ....uutiitittiteeteetaeteeseettseeeesastasesssatasessesssasseesestaneesestaneeseetaasseesssranseeseersnseesens 23
LS. PYROCOCCUS ABYSS . . iittutiieetettiteeeetttteeeteatteeteetaeestetaa e eeseeaaatestesaaseeesassassesbaneesestaneessesbanseeseeraneesesrens 24
|.6. RELATION DES ARCHAEA AVEC LES DEUX AUTRES DOMAINES DU VIVANT.....ccutuntiiiietiteeeeeeiiseeseersnneeseesnneeeees 25
|.7. NOTIONS DE THERMOSTABILITE ..eetuuuietttutueestessaseessssaseesssssneessessasseessstaneesestsnseessessteesestteesestnreeseernneeeeees 26
1.8. APPLICATIONS BIOTECHNOLOGIQUES. ....uuuiiietttneeeiettaeeesestaneesestaneessssaasestestaseesestaneesestaseeseessneesssssseeessesnns 27
[.8.1. Les Divers domaines d’apPliCAtION ............uuu ittt e e e e e e e e e e e e e e e e e eeaaeas 27
[.8.2. PrOCESSUS IS A I'ADN . .....e it e et e e et e e e e e e et e e e e e et e e e e e e et e e e e es it e eeeesaaaaesessssaanaaees 28
[.8.3. AULIES POLENTIAITES. .. .ceeiieieiiii ettt e e s et e e e e s s st e e e e e s et bbaeeeeeanstbeeaeesassbaeeaesennsees 29
I. LA REPLICATION DE L'ADN ..ottt et e e et e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e eeeesaaaeeeeeseaanss 30
[ E =0 5 11T 1T TN 30
1.2, LA PHASE D INITIATION Ltuiitutetuttteetestsssesasstessesssssesasssesasssssssessssssessssssssssssessssessessssesnessssssnseressnsesnees 32
[1.2.1. La reconnaissance de I'origine de répliCation..............ooi ittt r e e e e e e e 32
[1.2.2. Chargement et activité de 'hélicase répliCativVe ... 32
[1.3. LA PHASE D ELONGATION. ... etttttuseesestaneesestaneesessaseessessaseesessasessestasaesessssasessessnssessessssesessssassessestansessessanss 33
[1.3.1. Stabilisation de FADN SIMPIE BN ......ueiiiiiiieiiiie e e e e e aaaaee s 33
11.3.2. Création de 'AamMOrCE ARN ... ...uuiiiiieiei et e e e e et e e s e et e e e ee et e e e s eaaa s eeseeaaa e essessaseesenbaaenes 34
1 0 T =1 [ o To = 11T S 35
[1.3.4. Maturation des fragments A’ OKAZaKI.........cccuuuuiiiiiiiiiiii ettt e e e 35
1.4, LESADN POLYMERASES. ... .ctuiituiitittettettettastteeta st sttt seaas st e st s st s st e sas st e sa s snssn s sa s assesnssnsssnestassansesnessnrenns 37
11.4.1. Distribution au sein des trois domMaiNES U VIVANT ..........uuiiiiiiii et e e e e e e e e e eaaas 37
1 I Y B LN o To 1Y 4 1= T = U = S ERSTPR 39
1 e T I Y B I o To 1Y/ 4 1= = U T USRS 40
[1.5. LERF-C (REPLICATION FACTOR C) ..eiiiii it i s iiiceittetittt et e ettt et e e eaeaeasessasss st aat st e s e e eeeaaaaeaaeaeasesansannsnnssnnennnnnes 42
[1.5.1. Description dans les trois domaiNes AU VIVANT..........cuiiieieeeiiiiiie e e e e e e e e e e s e e aeeeeee e 42
1 T2 Yo 10 V=TT 1= 0 A I OO 43
IR T [0 (=T = Toa 1o g 1= Y/ Yol (ST o O 1S 44
11.5.4. AULres FONCHIONS AU RIF-C.....cooiiiiiiiiie et e e e e e e e e e e e b e e e e e et s e e s eaba e e s eebane s 44
[1.6. LEPCNA (PROLIFERATING CELL NUCLEAR ANTIGEN) ...ttutttttreerrerieseeeaeeesssssssssssssssssssssssesrreseesaeaeaaessnssnnannnnnnns 45
1 70 A o a ox 1o ] =TT 45
IS 1 U (| =TT 47
[1.6.3. DYNAMIQUE U PCNA ...ttt e oo e oo oo oo oo e e et ettt et teeeeeeaaaaaaeaaeesaa e e nnnnebebbsneeeeeeaeeaaas 48
11.6.4. MOtifs d'INtEractionNs AU PCINA ... .. oot e et e et e et e et e e eaa e e st s eeaasssaasestasenanees 49
11.6.5. Domaines d’'iNteractions AVEC 1€ PCINA .. ... oo et e e e et e et e e et e e e e e s et e e eaaas 50

. PRESENTATION DE L'ETUDE ..ot et e et e e et e e e e et e e e e et s e e e e e e e e e enaanas 52
S O I IS Y S IR D S TG 6 S S [ ] S 55

CHAPITRE 1 - INTERACTIONS ENTRE LE PCNA ET LES ADN POLYMERASES BET D ....cccevvvvnne..e. 57
l. [N L0010 o 1 [0 ] T 59
I. F N = 3 1 O I T 61
.  RESULTATS COMPLEMENTAIRES. ... .ottt ittt e e ettt e e e e et e e e e e aba s e e e seaaa e e s seaaaaeeaersnbasaees 82



[11.1. INTERACTION ENTRE LEPCNAET LES SOUSUNITES DE UADN POLYMERASED .......ccoooiiiiiiiiiiiiiieeeeee 82

I11.2. INTERACTION DESADN POLYMERASESD ETB AVEC LESPCNAMUTES EN PRESENCE DU PEPTIDRIPD...... 83
IV.  CONCLUSION ET PERSPECTIVES . ... oottt et e e e e e e e e et e e e e e e eaeeeaas 86
CHAPITRE 2 - ETUDE DU COMPLEXE ADN POLYMERASE/RF-C/PCNA......ciiiiiieieeieee e 89
l. L IO 110 L@ 1 [ ] T 91
Il. [ Y 01 I 2N 15 T 92
I1.1. EFFETS DURF-CSUR L'EXTENSION D AMORCE DESADN POLYMERASESD ET B SAUVAGES ETAPIP............. 92
I1.2. ETUDE DES INTERACTIONS PHYSIQUESEN PRESENCE tADN, ENTRE LEPCNA, LE RF-CET LESADN
POLYMERASESD SAUV AGE ET APIP. .. cuuituiituiitnitttetta it e st e et esaa et et eeaa ettt eaa st taa et tanseta sttt et ss b sansetnssbnseanssraes 95
11.3. EXTENSION D AMORCE DESADN POLYMERASESD SAUVAGE ETAPIP, EN PRESENCE DWPCNAET DURF-C
ST U AN = LU AN = = T 96
I1.4. ETUDE DU CHARGEMENT DUPCNASUR LADN, EN PRESENCE DURF-COU DURF-CAPIP..........ceevvvneeeennnnen. 97
1. [T IS G151 1 ]\ N 99
IV.  CONCLUSION ET PERSPECTIVES. ... oottt ettt et e e e e e e e e e e e st eeeanees 102
CHAPITRE 3 - ETUDE D’'UN MOTIF RICHE EN GLYCINES DE L’ADN POLYMERASE D DE
[ (O O O O O AN = 4 103
l. LN IR 110 L 1 [ 105
1. F N = I L I T 106
1. RESULTATS COMPLEMENTAIRES . .. ..ottt e et e et e s e e e e e sa s s et e e eanaans 127
I11.1. ACTIVITE 3' =5’ EXONUCLEASIQUE DEPABPOL D, PABPOL DMUT1 ETPABPOL DMUT2 ...ccvviiviiiiiiiieeiieennes 127
I11.2. INTERACTIONS FONCTIONNELLES ENTRE LES SOUSNITESDP1ETDP2 :IMPORTANCE POUR LACTIVITE
B o M =5 (0 N[ T I =7 X< T 1 =S 128
IV.  CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES ... oottt et e e et e e e e et e e st e e et e e e e e eeas 129
CHAPITRE 4 - TRAVAUX PRELIMINAIRES EN SPECTROSCOPIE DE FLUORESCENCE................. 131
l. LN IR 110 1@ 1 [ 133
Il. LR S Y U1 I 72 15 TN 134
I1.1. ANISOTROPIE DE FLUORESCENGE ... ccuutiittueettteeetteseaeesateesaaesataeesateeeasessan e ssaeeeeseeeaneseteeraneeranaessnneerenns 134
[1.1.1. PCNA marqué par un groupement flUOIESCENL ..........uuiiiiiiiiiiiieee e e e e e e e e e e e e e e 135
[1.1.2. PCNA MArquUE —L211CIVABC .......ccceeeeiieeiietee ettt e e e e e e e e e e s e e s e s sttt e e e e e aaaaeaeaeaseesasasnnsnssenrranaeeeeeees 135
[1.1.3. Liaison du PCNA a I’ADN L34 hybridé a differentes amorCes...........cccceevevuiiiieeieiiiiieeeeeeiiee e 136
[1.1.4. Liaison du PCNA a I'ADN, & différentes teMpPEratures ..........ccueveeiieiiiieee i eeiieee e siieee e e 137
[1.1.5. Liaison a I'ADN du compleXe PCNA/RFC .......ouiiiiiiiiiiee ettt e e et e e e e e e ntbae e e e e e 138
[1.1.6. Liaison a 'ADN des ADN polymérases D mutées au niveau du motif PYF boX..........cccoccvvivveiiiiinnnnn. 138
1.2, UTILISATION DU PEPTIDEPIPB ... ottt e e et et e et e et e s s st e et e st s st e sbeasnannans 139
11.3. UTILISATION D’ UNE SONDE DE POLARITE LENILE RED ..cuutiiiiiiiii ettt e e e e e e et e e et eeeaeeeaan 142
1. CONCLUSION ET PERSPECTIVES. ... oottt e e e e et e e e e e et eeeaaas 143
CONCLUSION GENE RALE -+« ++ et tetuetussnssnsanssnssnssnsensensessensessesseseesesssesssssnssssnssnsensensensenttreaetetetaetetsstntnnenssnensnerns 145
Y AN S R RS ) IR, N i () 50 ) s 147
l. TECHNIQUES DE CULTURE CELLULAIRE ET DE BIOLOGIE MOLECULAIRE...................... 149
|.1. CULTURE D' ESCHERICHIA COLL...iuuuiituiiit et et e e e e e te e e e e e e e e et e e e et e e e s e e et e e saa s e esan e e et seeansesannseetneeennnees 149
2 O 149
|.3. EXTRACTION DE L'ADN PLASMIDIQUE . ....uiiutuiietteteteeeeteeeaaeeseteesateesaaeessaesseseeeasessaneessseerenessaneessnaeerenaeees 149
1.4. VISUALISATION DE L'ADN PLASMIDIQUE.......uuiiiuttiieteeeitteeeat e eeeteesata e e et essaaeesateesanesstneesatasesansesenneessnaeesanees 149
|.5. COUPURE DE 'ADN PAR DES ENZYMES DE RESTRICTION......0uuiittueittteetieeetniersaneessneeernessnnsessneeeesnseesnneesens 150
|.6. CLONAGE DANS UN VECTEUR DEXPRESSION .....uuiituueitteeetneetsteeeanesssneseseesasessanesasseraseeessessaeeranseesaneesses 150
NI Y = Tod (U o W= o {11 (o PP PPUPTRPPT PR 150
1.6.2. Préparation des inserts et des PlasSmMIdES .........ccoiiiiiiieeiiiiiiiee e s s e e e e st e e e e s ssrreeeaeeaans 150
1.6.3. Ligature du vecteur linéarisé et des INSEIS QIgEIES ........ciiuuriiiieiiiiiiieee et e e e e rree e e s annareeeee s 151
|.7. TRANSFORMATION DANS DES CELLULES COMPETENTES. .. .ttuittuiitiitettetteitseteetasstessessestaesasstseressniesn 151



A I O | [0 LT o [Ty = o 111 7= 1o 151

[.7.2. CellUIES A @XPIESSION ...ttt et e e e e e e et e e et et e et e e e et e e aaaaeeeeaaesassan s s aasesebeseaaaeeeeaaeaeaaeeaeseesann 151
[.8. IMUTAGENESES DIRIGEES. ...eeetitttttteeetiuttteteeesattteeeeesaastteeeaeesastbeeeeaesabbaeeeeeesastbeeeeeesanbbaeeeeesssbbeeeeessanbbneeeeesannen 151
S IO S 1 = 1 (<o T =TS0 L= o[ 1 = o = S SPP 151
(RS T ©e T g To [1 1 0] o 30 [N = 1 o PP PRTR 155
[.9. SEQUENGAGE DE LADN ....uiiiiiiiiiitieie e e ittt sttt e e s ekttt e e e ettt e e e a4 an bttt et e e e s ettt e e e e e e nbbb e e e e e s annbeseeaessnnnbeeeeean 156
Il. TECHNIQUES DE BIOCHIMIE .....cciiiiiiiiiiiie ettt e e s et e e e s st e e e e s snnsbaeeeeeesnssbeeaeeeennsenes 157
I1.1. TECHNIQUES DE PRODUCTION DES PROTEINES RECOMBINANTES . .....ituittiittiiiiietneeitieeneerneisneesnessneeanesineeanns 157
[1.1.1. Expression des protéines par un systeme de traduction in Vitro (RTS).......ccccvvveeiiiiiiireeeeniiiiee e 157
[1.1.2. Expression des protéines recombinantes en grand VOIUME. ...........ccouiiuiiieeiiiiiiiee e e siiiee e e e eieeee e e 157
[1.1.3. Expression des protéines recombinantes en petit VOIUME ...........coieiiiiiiiiee i 158
[1.2. PURIFICATION DES PROTEINES RECOMBINANTES ....cetetttttttttesiauttteeteesatusseteessanssseesessasssseeeesansnsseeeessnnssseeees 158
[1.2.1. Purification de protéines exprimées Par RTS ........oioiiiiiiiiiiiiece e e e s s e e e e e e e e e e e e e e e e 158
[1.2.2. Purification des ADN POIYMEIASES .......ccccuuuiiiiiiiieiiie it et e e e e e e e e s e s e s s s e eereaeaaaaaeeaeessesaanannsenseenenees 160
[1.3. DOSAGE DES PROTEINES ...ccettuttttteeetiuttteteaesattaeeaeesaastsseeaessasttseeeaesaastseeeeessantsseeaessanssaeeeeessnssseeeeessanssneeeessanses 166
[I.4. SEPARATION ET VISUALISATION DES PROTEINES PAR ELECTROPHORESE SUR GEL DE POLYACRYLAMIDE. 167
[1.4. 1. GEIS SDS-PAGE ... ..ottt e e ettt e e e e s sttt e e e s s bbbt e e e e e s an bt e e e e e e s abraeeeaeaan 167
11.4.1.1. Préparation des EChaNTIllONS. ..........uiiiiiiiiiiiiii e e e e e s e e e e e e e e st b a e e e aee e s s e sabtberaeeeeeaanesaeees 167
L 2 Y/ T | = 1o o TP URRTRRN 167
1 B T 3 o T L1 £ PP PP 167
L N = =T o = L= Lo o [= S =T =T a1 1] (o0 RS 167
LI Y/ To | = 1o o TSP RTR 167
11.4.3. Coloration/décoloration des gels d’€leCtrOPNOIESE ........uuuiiiiiiiiiiiiee e 167
[1.5. TECHNIQUE DEWESTERNBLOT .. uitttitie sttt e s sttt e e sttt e e s sttt e e e s sttt e e e s ettt e e e e e annbb e e e e e e entbeeeeeeennnnneas 168
[1.6. PEPTIDES SYNTHETIQUES. ... .tttttttetiutttteteessauttsteaessanssseeaeesasssteeeessansstseeaesaansseeeeesaannsbseeeessansbbeeeeseannsbeeaeesannsens 168
[1.7. SUBSTRATS NUCLEIQUES ... .utttttteesiutttteteessanttteeaessanssteeeaesaasssseeaeesansstseeeesasstseeeesaanssbeeeeeeannsbbeeeeseannbbeeeeesnnnsees 169
L o (=TT o = Lo o PP PRPR 169
[1.7.2. Préparation d’'une matrice d’ADN @IMOICEE ........cccciiiiiiieee et e e e ettt a e e e etee e e e e s stbae e e e e s sabaeeaeeeaseees 170
11.8. TECHNIQUES DE SYNTHESE BADN ...ttt et e et et e e et e e e st e eb e aa s et e s s sn e snessnsesnsas 171
11.8.1. Test d’activité des ADN polymérases par incorporatiorP BT TP .........c..ccccoeererevieiieseeeeeeenns 171
[1.8.2. REACtiONS d’'€XIENSION Q'AIMOICE .....iiieiiiiiiiiie e e e ittt e e e e sttt e e e e s sttt e e e e e s st e e e e e s sstbeeaeeessntbeeeeeesannbaeeaeeennsees 172
[1.8.3. REACHION 355" @XONUCIEASIUE ......evveiieeiiiiiiiiee e ittt e e s ettt et e e s ettt e e e e s sstaa e e e e s assbaeaeessnsssaeeeeesanssseeeeess 173
[1.9. CAPTURES DE PARTENAIRES PARULL-DOWN SUR BILLES MAGNETIQUES........cuutviieeeiiiriieeeessnnneeeeessnnnneeess 173
[1.10. ETUDE D' INTERACTION PROTEINEPROTEINE PAR RESONANCE PLASMONIQUE DE SURFACBPR).............. 174
0 0 250 O =T o o1 OO 174
[1.10.2. EXPEIIENCES FTEAIISEES ... .. ieeetiiiiiiiieiie ettt et e e e e e e e e e et e s s e e et e e e e e et eaeaaaaaeeeaessasaassastesbesaeeeneeeeaaaaaaeaaennns 176
[1.11. EMSA (ELECTROPHORESISVIOBILITY =SHIFT ASSAY) ... .uutttetieeiaitieieeesaitieeeeesssnntteeeesssnnstseeeesssssneeeesssnssseees 176
[1.12. ETUDE DU CHARGEMENT DUPCNA SUR UNADN (CROSSLINKING ) ..eeeiiitiiieeeeiiiiieeeeessiiieeeesssiiieaeeeeseees 176
[1.13. MESURES DE LA THERMOSTABILITE DEFADN POLYMERASES.......uitttieiiiiiiiiiiiiitiiia e e e e e e e aeeeeeeeersbannaa e eeeeas 177
[1.14. ETUDES EN FLUORESCENCE ....ccttttttuuuuaaaaaaatatettastattanas e aaaaaaaateeassssssaaaaa s aaaaeaaaaeatesssstassanaaasaaaaaaaeeeessssenns 177
0 o AN g PV YA T ] =Tk 1 = = P PPUUPUPURPPR 177
[1.14.2. Anisotropie d’émission de fIUOTESCENCE .........ccuviiiie ettt e a e e e ennees 178
L0 S I = oo 1= S SRS EPURR PP 178
11.14.2.2. Expériences réaliSEs 10rs de COE BLUAE.........c.uuiiiiiie et s e e e s e e e e s e st e e e e e e e e s sentbraeeaaaeeas 179
11.114.2.3. TraitemMENt AES UOMNEES. ......oiiiiiiiieiitie ettt ettt e e e bt e e e ahbe e e e e b b et e e aabb et e e anbb e e e e anbeeeesnbbeeeeabbeeeens 179
[1.14.3. Utilisation d’'une sonde de polarité: 16 Nile RE.........coieiiiiiiiiieiiiiit e 179
[1.14.4. Obtention d'un PCNA marqué par un flUOTOPNOIE. .........coiiiiiiiie et 180
[1.14.5. Utilisation de la fluorescence intrinseque du peptide PIPB ..........cccooiiiiie i 180
11.15. NUMEROS DACCESSION AUX SEQUENCES .. ..uuituittiitittettiettesstiesteststsesnessntesnessntssneesessntesessseseesnersnnes 181
REFERENCE.S BIBLIOGRAPHIQUIE.S c eveteeteeteeeete et eteetete et e et te et ea et s e teeae e e ae e s e aae e eneneeae e 183
B N N i T 199
[ Y, 202
N 5 1 -V PR 202



10



Abréviations

ADN : Acide désoxyribonucléique
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ATP : Adénosine triphosphate

ATPyS: analogue non hydrolysable de 'ATP
BLAST : Basic local alignment search tool

Da : Dalton

DMSO : diméthyl sulfoxide

dNTP : Desoxyribonucleotide triphosphate
DP1 : Petite sous-unité de I’ADN polymérase D
DP2 : Grande sous-unité de ’ADN polymérase D
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mer : Nucléotide
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Nterl : Peptide synthétique correspondant a
I'extrémité N-terminale (1-15) de I'ADN
polymérase D

Nter2 : Peptide synthétique correspondant a
I'extrémité N-terminale (15-29) de 'ADN

polymérase D
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Pol DNcut: ADN polymérase D dépourvue de son
extrémité N-terminale (motif PIP)

Orc : Origin recognition complex

OriC : Origine de réplication chromosomale
PAGE : Polyacrylamide gel electrophoresis
Pab : Pyrococcus abyssi

pb : Paires de bases

PDB : Protein data bank

PCNA : Proliferating cell nuclear antigen

PCR : Polymerase chain reaction

Pfu : Pyrococcus furiosus

Pho : Pyrococcus horikoshii

PIP : PCNA interacting protein

PIPB : Peptide synthétique correspondant a
I'extrémité C-terminale de I'ADN polymerase B
PIPD : Peptide synthétique correspondant a
I'extrémité C-terminale de I’ADN polymerase D
Pol : ADN polymérase
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PYF : Motif riche en glycine de la grande sous-
unité de I'ADN polymérase D

RF-C : Replication factor C

RPA : Replication protein A

rpm : Tour par minute

RTS : Rapid translation system

SDS-PAGE : Sodium dodecyl sulfate —
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SPR : Résonance plasmonique de surface
SSB: Single strand binding protein

TCA : Trichloro acetic acid

TBE : Tris/Borate/EDTA

TBS : Tris buffered saline

TBST : TBS additionné de Tween 20

TEMD : Peptide synthétique correspondant a la
séquence 83-203 de I'’ADN polymerase D
Apip : Motif PIP tronqué d’'une protéine
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|. Les Archaea

[.1. Découverte des Archaea

En 1977, l'exploration des fonds marins a permis la découverte des cheminées
hydrothermales en eau profonde ou regnent des conditions extrémes de température et de
pression. Depuis, de nouvelles voies de recherche ont été lancées, grace notamment a I'existence

de bactéries autotrophes autour des fumeurs noirs qui font irruption au niveau des dorsales

océaniques (Figure 1).

Figure 1 : Photo d’'un fumeur noir prise au niveau du
site hydrothermal Logatchez, dans [Iatlantique
(Université de Breme, 2004).

Des lors, les connaissances sur I'origine et la limite de la vie ont sans cesse été remises en
question et débattues. En effet, la découverte d’Archaea hyperthermophiles anaérobies,
appartenant aux Thermococcales (Marteinsson et al., 1995), a repoussé les limites de la vie,
méme si encore de nos jours de nombreuses questions subsistent concernant la détermination de
'ancétre commun. Plusieurs travaux démontreraient que, lI'ancétre commun, LUCA (last
universal common ancestor), était un organisme hyperthermophile autotrophe utilisant le CO
comme source de carbone (Stetter, 1996). Ce sont des analyses phylogénétiques, basées sur |
séquence de I’ADNr 16S, qui ont permis d’offrir de nouvelles perspectives pour déterminer la
taxonomie biologique et I'origine des espéeces (Woese & Fox, 1977). Ainsi, en 1990, Carl Woese
propose de diviser le vivant en trois domaines : Bacteria, Eucarya et Archaea (Archaebacteria)
(Figure 2). L'adaptation des organismes se reflete également dans le métabolisme. De ce fait, il a
été démontré que les Archaea étaient proches des pathogénes bactériens obligatoires, formant
ainsi un groupe de procaryotes adaptés aux environnements extrémes, a la base de l'arbre
(Aguilar et al., 2004).
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Figure 2 : Arbre phylogénétique non enraciné, déterminé a partir de I'analyse comparative du géne ADNr 16S.
D’aprés Schwartzman & Lineweaver, 2004.

|.2. Caractéristiqgues des Archaea

Les Archaea ont un métabolisme et une structure cellulaire similaire a ceux des bactéries.
Elles sont, d’ailleurs considérées comme des procaryotes, étant donné qu’elles sont dépourvues
de noyaux. De plus, les Archaea possedent une diversité phénotypique comparable a celle des
bactéries mais sont uniques du point de vue moléculaire (Foeeak, 2002). Méme si les
connaissances actuelles sont incompletes du fait du nombre important de cellules non-
cultivables, les Archaea se distinguent des bactéries sur de nombreux points, notamment au
niveau de leur membrane et I'absence d’espace périplasmique. Les hyperthermophiles sont

définis comme étant des microorganismes vivant a des températures optimales de croissance
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pouvant aller au-dela de 80°C et supplantent les eucaryotes, dont la limite est située a environ
60°C (Figure 3). Les thermophiles ont une température de croissance comprise entre 50 et 80 °C.
Par ailleurs, seules les Archaea sont capables de vivre a des températures allant jusqu'a 95°C,
voire 113°C (Hubeet al., 2000).

: iﬁdlphurldepandeni amhaeﬁi
—.] Methane-producing archasa _

i = - Figure 3: Répartition de la vie en

1 - oot o chotonyrinS fonction de la température. D’apres
a1 m [ Agae | i:, Rothschild & Mancinelli, 2001.

| -

——— Fish_ lj:ungil ﬁ@lgadm | Protozoa | Eaclerg IArchaaa I

Les Archaea extrémophiles vivent notamment dans les sources chaudes d’origine
volcanique et des cheminées hydrothermales, dans le fond des océans. Généralement, il s’agit
d’environnements anaérobies trés acides ou tres basiques. Des études suggerent une réelle
distribution des microorganismes au niveau des cheminées hydrothermales du fait de I'existence
de gradients de température, de pH et de la disponibilité de substrats (Harmsen et al., 1997). Les
océans restent un écosysteme privilégié ou lI'on retrouve, dans certaines zones, des biomasses
importantes, comme par exemple en antarctique (Mwtray., 1998). De ce fait, les organismes
procaryotes sont souvent considérés en tant que picoplanctons. Il est alors largement concevable
que les Archaea puissent se retrouver en association avec des eucaryotes, comme par exemple
Cenarchaeum symbosiytocalisée dans le tractus digestif de certaines éponges (Webater
2004).

|.3. Phyla des Archaea

Les Archaea ont tout d’abord été subdivisées en deux regnes; Crenarchaeota et
Euryarchaeota (Woes al., 1990) (Figure 4).
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Figure 4 : Arbre phylogénétique représentant les différents groupes des Archaea pour lesquelles les séquences des
génomes sont disponibles. D’aprés Gribaldo & Brochier-Armanet, 2006.

Grace aux nouvelles explorations des environnements extrémes, le panel des Archaea
s’élargit et est, aujourd’hui, subdivisé en quatre phyla.

Au sein du phylum CrenarchaeofBurggraf et al., 1997), on retrouve de nombreux
hyperthermophiles qui proviennent en majorité des habitats chauds, neutres, ou légerement
acides. lls colonisent notamment les sources hydrothermales. En revanche, des Crenarchaeota
psychrophiles colonisent les eaux froides et les glaces de mer.

Les Euryarchaeota représentent un phylum regroupant des Archaea diverses du point de
vue physiologique. On trouve notamment les méthanogenes, qui sont des anaérobies strictes, et
des halophiles extrémes qui sont des aérobies strictes. Ce phylum comprend les genres
hyperthermophilesThermococcuset Pyrococcus qui sont physiologiqguement semblables. La
différence majeure entre ces deux genres concerne la température optimale de croissance, i.e. 70-
95°C et 70-106°C respectivement.

Le phylum Nanoarchaeota comprend une seule espéece cOranegrchaeum equitans

qui est un petit procaryote parasite. Il pourrait vivre en symbiose @venarchaeota
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Ignicoccus Cet organisme est membre d’'une nouvelle branche distincte des principaux phyla
(Huberet al., 2002), qui a divergé de la branche des Euryarchaeota (\Watdrs2003). Son
génome de 0,49 Mpb est le plus petit génome cellulaire connu. En revanche, il posséde toujours
les génes codant pour des protéines impliquées dans les processus moléculaires centraux, comme
la réplication.

Les Korarchaeota ont été découverts pour la premiére fois au niveau des sources chaudes
du parc national de Yellowstone (Baresal., 1996). Néanmoins, il n'y a aucune culture pure
d’organismes appartenant a ce phylum. Des analyses phylogénétiques du géne codant pour
'ARN 16S positionnent les Korarchaeota dans une lignée lointaine ayant une affinité avec les
Crenarchaeota (Elkinst al., 2008). Cependant, des études récentes privilégient plutét la création
d’'un nouveau phylum, appelé Taumarchaeaota, dont I'organisme représentagihasthaeum

symbiosum (Brochier-Armanet et,&£2008).

|.4. L'ordre des Thermococcales

L'ordre des Thermococcalesappartient au phylum des Euryarchaeota. Les
Thermococcales comportent 3 genres, Thermocp&yuscoccuset PaleococcusCe sont des
hyperthermophiles qui ont été isolées de sources hydrothermales océaniques profondes et
cotieres, de sources thermales continentales, et au niveau des eaux de gisements pétroliers.

Le genrePyrococcugegroupe quatre especeB.:.woese(Zillig et al, 1987) P. furiosus
(Fiala & Stetter, 1986), P. abyg$trausoet al, 1993)et P. horikoshii(Gonzalezet al, 1998).

Trois génomes ont été entierement séquendeés horikoshii (Kawarabayasiet al., 1998),

P. furiosus(DiRuggieroet al, 2000) etP. abyss{Cohen et al., 2003). Ces especes font d’eux de
bons modéles d’étude en raison de la potentialité biotechnologique de leurs protéines et pour la
compréhension des mécanismes de réplication.

Les séquences génomiques des trois especByrdeoccusont également été utilisées
pour l'analyse de I'évolution des génomes et la détermination de l'origine de réplication
(Myllykallio et al., 2000, Zivanovicet al., 2002). Aussi, la comparaison de trois espéces de
Pyrococcusau niveau protéomique a permis de mettre en valeur un fort taux de délétions et
d’insertions de genes qui permet de vérifier une diversification fonctionnelle entre espéces
(Lecompteet al., 2001). Il existe donc bien un polymorphisme entre les trois especes de
Pyrococcuslié aux différentes contraintes environnementales. La grande majorité des protéines
de Pyrococcussont de type bactérien alors que celles engagées dans la réplication sont de type

eucaryote. De plus, les mécanismes d’évolution génomique chez les Archaea sont similaires a
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ceux identifiés chez les bactéries. En effet, les Archaea hyperthermophiles répliquent leur ADN a
grande vitesse, de facon bidirectionnelle, et en utilisant une seule origine de réplication, comme
chez les bactéries (Lopest al., 1999, Myllykallioet al, 2000). Par ailleurs, les especes de
Pyrococcussont résistantes aux hautes doses d’irradiation (Gerard et al., 2001), démontrant leur
forte capacité a réparer les dommages de I'’ADN.

Quelques différences subsistent dans les mécanismes de réplication de 'ADN entre les
phyla des Archaea. En effet, chez les Crenarchaeota, il existe deux ou trois PCNA (Proliferating
cell nuclear antigen) homologues (De Felatel., 1999, Kawarabayast al., 1999) et deux ou
trois ADN polymérases de la famille B (Edgelt al., 1997, Cann et al., 1999b). Chez les
Euryarchaeota, on dénombre seulement un PCNA (Cann et al., 1999a), une ADN polymérase de

la famille B (Cann et al., 1998) et une autre de la famille D (Gueguen et al., 2001)

|.5. Pyrococcus abyssi

P. abyssia été isolée dans le bassin nord-fidjien a 2000 m de profondeur (Charbatnnier
al., 1992). C'est une coque de 0,8 a 2 um, tres mobile grace a ses flagelles. Elle est Gram
négative, anaérobie stricte et chimiohétérotrophe (Figure 5). Sa croissance est possible entre
67°C et 102°C, sous pression atmosphérique, avec un optimum a 96°C (&ralsd 993).
C’est une hétérotrophe obligatoire qui fermente des peptides ou des acides aminés et produit de
'acétate, de l'isovalerate, de l'isobutyrate, du propionate, du dihydrogéne et du dioxyde de
carbone. Elle produit également du sulfure d’hydrogéne quand sa croissance a lieu en présence
de soufre ou de cystéine. Cette Archaea peut étre cultivée en batch ou en culture continue
(Godfroyet al., 2000).

P. abysskst considérée comme un organisme modéle pour des études physiologiques ou
enzymologiques et pour des applications biotechnologiques. Le génorRe algyssia été
entierement séquencé au Génoscope en 1998. C’est d’ailleurs la premiere Archaea dont 'origine
de réplication chromosomiquer{C) a été déterminée expérimentalement (Myllykaditoal,

2000, Matsunagat al., 2001).

" Les mécanismes de la réplication de 'ADN chez les Archaea seront revus plus en détail dans la partie
Il. Réplication de 'ADN
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Figure 5 : Photo d®yrococcus abyssi
prise a partir dun microscope
électronique a balayage (photo
IFREMER)

Bien que le mode de réplication soit de type bactérien, le génomealyssicode pour
des protéines de type eucaryote, pour les processus informatifs. Par exemple, le RPA
(Replication Protein A) contient trois sous-unités, comme chez les eucaryotes (Komori & Ishino,
2001). De plus, on retrouve beaucoup de similitudes avec les eucaryotes au niveau des protéines
de la fourche de réplication. En effet, les fragments d’Okazaki ont des tailles similaires chez
P. abyssiet chez les eucaryotes (environ 150 nucléotides) et sont plus courts que les fragments
d’Okazaki bactériens (1-2 kb) (Matsunagaal., 2003).

[.6. Relation des Archaea avec les deux autres domaines du vivant

Trés rapidement, des études ont montré des similitudes du point de vue génétique entre
les Archaea et les eucaryotes, d'une part, et les bactéries d’autre part. Les eucaryotes
descendraient d’'une cellule ancestrale qui aurait acquis des geénes d’Euryarchaeota et de
Crenarchaeotsgia des transferts horizontaux de genes (Yutin et al., 2008). De méme, il est fort
probable qu’il existe un partage de génes entre les deux domaines procaryotes, comme par
exemple entreP. abyssiet les bactéries mésophiles (Cohetnal, 2003). Par ailleurs, les
chromosomes des Archaea sont circulaires et similaires a ceux des bactéries. Leur taille est
comprise entre 1,5 et 6 Mbp. L'organisation des genes et le pourcentage de genes codants chez
les Archaea sont également similaires & ceux des bactéries. Plusieurs caractéristiques
génomiques sont communes a tous les procaryotes, comme l'organisation des opérons et le motif
Shine-Dalgarno nécessaire a l'initiation de la traduction (Karlin et al., 2005).

Les histones qui permettent d’organiser 'ADN dans la cellule et préviennent les
possibles condensations de I'ADN, sont aujourd’hui trés bien caractérisées chez les Archaea
(Sandman & Reeve, 2005). Cependant, elles ne sont présentes que chez les Euryarchaeota et nol
chez les Crenarchaeota (Reesteal., 2004). Elles participent largement a la stabilisation de
I’ADN en fonction de la température (Nakashigtaal., 2003).
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De facon similaire aux eucaryotes, le promoteur des Archaea contient I'élément TATA
localisé approximativement a 26 nucléotides en amont du site d'initiation de la transcription
(Reiteret al., 1990). En revanche, le mécanisme de régulation de la transcription est plus proche
de celui des procaryotes (Bell, 2005). Les principaux facteurs de transcriptions, tels que le TATA
box-binding factor (TFP) et le facteur de transcription B (TFB), ont été caractérisés chez les
Archaea (Bartlett, 2005).

Le génome deMethanococcus jannasché donné des informations sur le fait que les
systemes d’informations avaient plus de similarités avec les protéines des eucaryotes que celles
des procaryotes (Olsen & Woese, 1996). En ce qui concerne la transcription, les Archaea
sembleraient étre des organismes ayant des protéines de type eucaryote dans un mécanisme d
type bactérien (Bell & Jackson, 2001). De plus, le séquencage complet de génomes archéens a
révélé lI'existence d’homologie avec les protéines de réplication des eucaryote®t(Rult
1996). En revanche, les processus d’énergie et le domaine de la communication semblent
distincts dans chaque domaine du vivant (Andetda., 1999). Enfin, les protéines des Archaea
impliquées dans les mécanismes métaboliques et les fonctions de régulation sont généralement

du type bactérien.

[.7. Notions de thermostabilité

La découverte des microorganismes hyperthermophiles a suscité beaucoup de travaux sur
la thermostabilité des protéines. Cette thermostabilité s’explique notamment grace a la faible
surface exposée aux solvants, 'augmentation de la densité de charges qui réduit les cavités dans
le cceur hydrophobe, une augmentation de I’hydrophobicité par la longueur réduite des boucles a
la surface et aussi du nombre important de liens hydrophobes€valgt1997). Par ailleurs, les
interactions ioniques jouent également un réle. En effet, a titre d’exemple, des mutations
réalisées sur une glutamate déshydrogénase induisaient une baisse sensible de la stabilité, san
pour autant compromettre les propriétés catalytiques (Veetaali, 1998). Par ailleurs, il a été
démontré que la réduction de la fréquence des acides aminés thermolabiles (i.e., alanine,
histidine, glutamine, thréonine) contribue a la thermostabilité des protéines chez les organismes
thermophiles (Singer & Hickey, 2003, Jaenicke & Béhm, 2001).

Eu égard a la forte stabilité des protéines issues d’organismes hyperthermophiles, le
terme d’hyperstabilité est parfois employé. Les enzymes provenant des organismes
hyperthermophiles, connues sous le nom de thermozymes, se caractérisent par des interactions

plus nombreuses (liens hydrophobes, interactions électrostatiques, interactions hydrophobiques,
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ponts disulfures, et fixation au métaux) et également par une structure conformationnelle (plus
rigide, une efficacité d’empaquetage plus élevée, une entropie de dépliement réduite, et une
stabilité¢ des hélices) (Li et al., 2005). Il a été proposé que la rigidité excessive pourrait
expliquer pourquoi les enzymes hyperthermophiles sont souvent inactives a basse température
(Beaucamp et al., 1997). Cependant, des études ont démontré que I'activité et la thermostabilité
se régulaient de maniére indépendante et pouvaient étre optimisées, séparément, dans la méme
enzyme (Giveret al.,, 1998). Finalement, beaucoup de questions restent en suspens sur
'importance de la rigidité et de la flexibilit¢é d’'une protéine ainsi que, sur la thermostabilité,
I'activité, et la relation entre ces deux caractéristiques. Par ailleurs, des études portant sur
Pyrococcus furiosysont démontré I'existence de protéines chaperonnes qui permettent de

stabiliser les protéines durant un stress thermique (Shoekédy 2003).

1.8. Applications biotechnologiques

Les enzymes issues des Archaea thermophiles ont une meilleure stabilité vis-a-vis de la
chaleur, mais également de la pression, des détergents et des solvants organiques, comparées
leurs homologues bactériens. De plus, elles ont souvent une plus forte tolérance aux hautes
pressions et aux métaux lourds. Ainsi, la purification par traitement a hautes températures en est
facilitée. Grace a tous ces avantages, les thermozymes sont attractives pour I'industrie (Vieille &
Zeikus, 2001). Elles sont considérées comme étant un outil performant dans les processus
industriels de biotransformation. Des bénéfices qui en découlent sont également une baisse des
risques de contamination, une faible viscosité, et la haute solubilité des substrats (Egorova &
Antranikian, 2005).

[.8.1. Les Divers domaines d’application

Les enzymes thermostables sont particulierement utilisées dans l'industrie de I'amidon.
L’intérét des procédés de dégradation de I'amidon est la production de glucose, de fructose ou de
dextrines. Les hydrolyses catalytigues nécessaires requiérent des hautes températures, d’ou
l'intérét de [l'utilisation d’enzymes thermostables (amylases, pullulanases) (Lewtgak,
2000). De plus, grace au potentiel des extrémozymes, des perspectives s’ouvrent pour la
production de nouvelles molécules (Guetal., 2003).

La cellulose est un des biopolymeéres organiques les plus abondants dans la nature. Il y a
ainsi un marché assez important au niveau des procédés de dégradation de cette molécule. La

cellulose est hydrolysée en glucose par des endo- et exo-glucanases. Des enzymes de ce type on

27



été découvertes ch&z horikoshii (Kashimaet al., 2005). Ici aussi, de nombreuses perspectives
sont offertes et la production de nouveaux oligosaccharides est possible, grace a l'utilisation de
beta-glucosidases (Schiraldi & De Rosa, 2002).

Trés récemment, de nombreuses enzymes, pouvant dégrader la chitine, ont été
découvertes. C’est notamment le cas d’enzyme§tdamococcus kodakaraensdyant une
activité déacétylase et exo-beta-D-glucosaminase (Tatalda 2004).

1.8.2. Processus liés a I'ADN

La réaction de polymérisation en chaine (PCR) est un procédé nécessitant |'utilisation de
protéines thermostables. Lors de ce processus, il est tres important de réduire les erreurs
d’amplifications ; c’est pour cela que l'utilisation d’ADN polymérases a haute fidélité devient
essentielle. L'ADN polymérase | dehermus aquaticyda Taq polymérase, (Chien et al., 1976)
fut la premiere ADN polymérase thermostable utilisée spécialement pour la PCR. Cependant,
elle ne posséde pas d’activité exonucléase33’ et n'est, par conséquent, pas capable de
corriger les erreurs d’'appariement. Les ADN polymérases des especes hyperthermophiles, telles
gue Thermococcugt Pyrococcus sont connues comme ayant de grandes capacités de relecture.
Les ADN polymérases de la famille B sont trés largement utilisées et proviennent de diverses
Archaea. D’ailleurs, les Thermococcales sont la principale source d’ADN polymérases
commercialisées pour les applications en PCR (Majernik et al., 2004). C’est le cas notamment de
’ADN polymérasePwo de P. woesei(Dabrowski & Kur, 1998), 'ADN polyméras@fu de
P. furiosus(Lundberget al., 1991) et 'ADN polymeérase Isis &e abyssiDietrich et al., 2002).
Le principal désavantage de la plupart des ADN polymérases des Archaea est leur vitesse,
largement plus faible que celle de Taq polymérase, 9 & 25scontre 47 a 61%
respectivement. En conséquence, cette derniere n’a jamais vraiment été remplacée. En revanche,
I’ADN polymérase recombinante KOD1 provenantTdermococcus kodakaraengisopose de
nouvelles perspectives car elle possede des taux d’erreurs trés faibles, en plus d’'une haute
processivité (Takaget al., 1997). Afin d’améliorer ces deux parametres, de nouvelles stratégies
voient le jour et consistent notamment a la création d’ADN polymérases mutantes (Biles &
Connolly, 2004). Une autre voie explorée est la création de produits consistant en des mélanges
d’ADN polymérases thermostables archéennes et bactériennes ¢Clate 1996). Une autre
voie de recherche consiste a caractériser les facteurs accessoires des ADN polymérases, afin
d’améliorer leur processivité et leur fidélité. Des recherches sur l'obtention de complexes

protéiques in vitro ont déja été menées (Maital., 2002).
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D’autres applications importantes en biologie moléculaire, comme la ligature de 'ADN
et le séquencage de I'ADN, trouvent également leurs sources dans les extrémozymes. A titre
d’exemple, la carboxypeptidase &ilfolobus solfatricusest utilisée pour le séquencage en
C-terminal car elle a la spécificité de libérer, a la fois, les résidus acides, mais aussi basiques et
aromatiques (Colombo et al., 1992). Aussi, 'ADN ligasePdduriosus(Nishidaet al., 2005b)
est d'ores et déja commercialisée et utilisable pour la ligature de 'ADN, et également les

réactions en chaine de ligatures (LCR).

[.8.3. Autres potentialités

Tout comme les enzymes, les lipides portent un intérét biotechnologique. Ils forment des
liposomes qui sont notamment utilisés en médecine en tant que systémes de livraison de drogues
ou de genes (Patel & Sprott, 1999, Jacquearhat., 2009). En effet, les liposomes des Archaea,
appelés archaesomes sont tres stables au stress oxydatif, a la température et au pH alcalin, grac
aux lipides qui les composent. De la méme facgon, les polysaccharides des Archaea possédent des
potentialités exploitables. Etant tolérants aux fortes salinités, températures et pH, ils sont par

conséquent de bons agents émulsifiants (Oren, 2002).
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Il. La réplication de I'ADN

[1.1. Introduction

La réplication de I'ADN est un mécanisme fonctionnellement conservé dans les
organismes des trois domaines du vivant : Bacteria, Eukarya, Archaea (Kelman & O'Donnell,
1994, Forterreet al., 2004). Méme si le mécanisme de la réplication de ’'ADN doit étre fidele
afin d’assurer la propagation de I'information génétique, des erreurs peuvent étre tolérées. Ainsi,
les générations peuvent se diversifier et des processus d’évolution et de sélection entrent en
vigueur. Néanmoins, une réplication inappropriée peut avoir de réelles conséquences au niveau
cellulaire et au niveau de I'organisme. Ainsi, la réplication de '’ADN participe a la maintenance
de l'intégrité du génome (Toueille & Hubscher, 2004).

Durant ce processus, les deux brins de I’ADN parental se séparent avant la mise en place
de 'ADN polymérase qui permettra la synthése d’'un nouveau brin complémentaire au brin
matrice. Ainsi, a l'issue de la réplication, les deux molécules d’ADN formées sont constituées
d’'un brin parental et d’'un brin néosynthétisé. Par conséquent, la réplication est dite semi-
conservative. C’est un mécanisme complexe qui nécessite la coordination parfaite entre
différents facteurs protéiques (Waga & Stillman, 1998). Une analyse des génomes archéens a
permis l'identification d’homologies avec les facteurs accessoires eucaryotes, le PCNA et le
RF-C. Diverses études ont montré que les protéines provenant des Archaea et celles des
eucaryotes pouvaient interagir fonctionnellement entre elles, ce qui indique que ces protéines
sont fonctionnellement conservées a travers I'évolution. Ainsi, l'interaction entre la FEN-1 (Flap
endonucléase 1) de. furiosuset le PCNA humain a été démontrée (Hosfield et al., 1998).
Toujours chez cette méme espéce, le PCNA interagit fonctionnellement avec laetPol &
également avec le RF-C humain en augmentant son activité ATPasique (Ishino et al., 2001). De
méme, le PCNA d&hermococcus fumicolansteragit fonctionnellement avec le RF-C humain
(Hennekeet al., 2000). Malgré cette relation entre les protéines de réplication des eucaryotes et
des Archaea, les mécanismes mis en jeu different souvent sensiblement, en partie parce que le
réseau des protéines de la réplication de I'ADN chez les Archaea est plus simple que chez
I’'hnomologue eucaryote. Il a en quelque sorte moins de sous-unités protéiques impliquées.

Le tableau 1 nous présente les principales protéines impliguées dans la réplication de

I’ADN dans les trois domaines du vivant.
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Etapes Fonctions Bacteria Eukarya Archaea
Reconnaissance de I'origine DnaA (monomere) ORC (hétérohexamere, Orc1-6) ORC/cdc6 (1 a 2 sous-unités)
Initiation Chargement de I'hélicase DnaC/Dnal (1 sous-unité) Cdcb6 (1 sous-unité) et Cdtl ORC/cdc6 (1 a 2 sous-unités)
Hélicase réplicative DnaB/DnaC (homohexameére) MCM (hétérohexamére, MCM 2-7) MCM (homohexamére)
Stabilisation de 'ADN simple SSB (homodimere) RPA (hétérotrimeére) SSB ou RPA (homodimére ou
brin hétérotrimere)
Création de I'amorce d’ARN DnaG (monomére) Pol o/primase (hétérotétramére) Primase (hétérodimere)
Activité polymérase Pol IlI ADN Polymérases de la famille B Pol B (monomeére)
Noyau :a, &, 0 (3 sous-unités) Pold (3 ou 4 sous-unités) Pol D (hétérodimére)
Dimére : 2(, €, 0) + 21 Polg (4 sous-unités)
Elongation

Activité 3' -5’

Facteur de chargement

Facteur de processivité

Sous-unité ete de Pol lll

Complexey (hétéropentameére)

2 sous-unité$

Sous domaines de Badt Pole

RF-C (hétéropentamére, RF-C 1-5)

PCNA (homotrimere)

Sous domaine de Pol B
et DP1 de Pol D
RF-C (hétéropentamére ou
hétérohexameére)
PCNA (hétérotrimére ou

homotrimere)

) Excision des amorces d’ARN
Maturation des

fragments

i Ligature des fragments
d'Okazaki

d’Okazaki

Pol |, RNase H (1 sous-unité)

DNA ligase (1 sous-unité)

FEN-1 (1 sous-unité), RNase H FEN-1 (1 sous-unité), RNase H

(1 sous-unité)

DNA ligase | (1 sous-unité)

(1 sous-unité)

DNA ligase | (1 sous-unité)

Tableau 1 : Comparaison de la réplication de 'ADN dans les trois domaines du vivant. D’aprés Grabowski & Kelman, 2003eiteBoR0G2.
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La réplication de I'ADN se déroule en plusieurs étapes dont nous décrirons la mise en
place en les illustrant par les divers facteurs protéiques impliqués. Ensuite, les ADN
polymérases, ainsi que ses facteurs accessoires, le RF-C (Replication factor C) et le PCNA, sur
lesquels se sont basés les travaux de ce doctorat, seront présentés plus en détail dans les troi

domaines du vivant.

11.2. La phase d'initiation

[1.2.1. La reconnaissance de l'origine de réplication

La réplication de 'ADN débute par une phase d’initiation durant laquelle une origine de
réplication est reconnue par Cdc6 et I'hélicase MCM (Minichromosome maintenance complex)
qui seront définies dans le paragraphe suivant. Méme si les séquences de I'origine de réplication
varient énormément selon les organismes, il s’agit en général de séquences riches en A-T. Alors
queP. abyssiposseéde une seule origine de réplication chromosomia@) (Myllykallio et al.,
2000, Matsunagat al, 2001), plusieurs origines sont présentes chez d’autres especes. En effet,
deux origines sont prédites chez différentes espécéalbbdacterium(Kennedyet al., 2001),
tout comme che3. solfataricugRobinson et al., 2004) et jusqu’a trois origines c@alfolobus
(Lundgren et al., 2004). Enfin, il est possible qu’une multitude d’origines soit présente chez
Methanococcus jannaschiMaisnier-Patin et al., 2002). La présence de plusieurs origines de
réplication pourrait refléter I'expression différente des protéines selon les conditions
environnementales. Les éléments de séquences, appelés ORB (origin recognition box), sont
également conservés chez les Archaea, mais ce n’est que récemment qu’ils ont été démontrés

expérimentalement (Majernik & Chong, 2008).

[1.2.2. Chargement et activité de I'hélicase réplicative

Durant la réplication, ’'ADN doit pouvoir servir de matrice et rendre disponible les bases
pour I'appariement avec les dNTPs qui formeront le brin néosynthétisé. La double hélice formée
des deux brins d’ADN doit, par conséquent, étre déroulée. Cette étape est réalisée par une
hélicase, qui se fixe au niveau de I'origine de réplication.

Le processus d'initiation est mal connu chez les Archaea. L'analyse des séquences
génomiques ont révélé que les Archaea possédaient des homologies avec les facteurs impliqués
dans linitiation, chez les eucaryotes, comme le MCM (Carperdteal, 2002) ou Cdc6 (De

Felice et al., 2003) (Figure 6). En revanche, des homologues des protéines eucaryotes comme
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Cdtl n'ont pas été retrouvées, bien qu'il soit probable gu’une protéine, ayant les mémes
fonctions que Cdtl, existe chez les Archaea (Barry & Bell, 2006).

Figure 6 : Structure des protéines intervenant dans l'initiation de la réplication de 'ADN.
Les codes PDB sont donnés entre parentheéses. A) Cdegrdieaculum aerophylurtlFNN). D’apreés Liuet al,
2000 ; B) MCM deS. solfataricug2VL6). D'aprées Liuet al., 2008.

Des travaux che&ulfolobus sulfataricusnt démontré que Cdc6 reconnaissait I'origine
de réplication et se liait a 'ADN simple ou double brin, de facon ATP-indépendante (Robinson
et al., 2004). Chez ce méme organisme, Cdc6 interagit avec le MCM et stimule son chargement
sur 'ADN (De Feliceet al., 2004). De plus, chézethanobacter thermoautotrophicus serait
I'interaction Cdc6-MCM qui jouerait un réle important dans I'activité hélicase (Kasiviswanathan
et al., 2005).

Il a été démontré que le MCM séparait les deux brins dans les deux directions, méme si le
mécanisme de déroulement reste encore mal connu. Le MCM est généralement un double
homohexamére, dont la structure en forme d’anneau se déforme et se reforme autour de I'’ADN,
comme cheM. thermoautotrophicu¢Gomez-Llorenteet al., 2005). Néanmoins, chez le méme
organisme, il pourrait former un anneau heptamérique qui perdrait une sous-unité quand il se lie
a 'ADN (Yu et al., 2002). Toujours chel. thermoautotrophicysle MCM se lie a 'ADN
simple brin, en présence ou en absence d’ATP, mais peut également se lier & un ADN double
brin (Fletcheret al., 2003). Son activité d’hélicase se fait dans le sens’3(Grabowski &

Kelman, 2003), c'est-a-dire qu’il serait positionné sur le brin avancé.

11.3. La phase d’élongation

[1.3.1. Stabilisation de '’'ADN simple brin
A lissue de cette étape de déroulement, les brins d’ADN sont séparés et constituent la

fourche de réplication ou se positionneront les protéines permettant la synthese d’ADN. Tout
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d’abord, le SSB (single-strand binding proteins) chez les bactéries ou le RPA chez les
eucaryotes, se lie avec une forte affinité a ’ADN simple brin afin de le protéger de 'attaque des
nucléases et des modifications chimiques (Figure 7). Chez les Archaea, le RPA est composé de
trois sous-unités differentes RPA41, RPA14 et RPA32 notamment chez les especes du genre
Pyrococcus mais est également retrouvé sous forme dimérique chez d’autres Euryarchaeota
(Robbinset al., 2005). En revanche, la forme homotétramérique de type bactérien est retrouvée
chez les Crenarchaeota (Ketral., 2003). Les RPA interagissent avec les protéines impliquées
dans la réplication (ADN polymérases, primase, PCNA et RF-C) et aussi celles impliquées dans
la recombinaison (Komori & Ishino, 2001). lls seraient également en relation avec les protéines
impliquées dans les mécanismes de réparation commeSclssifataricugCubeddu & White,

2005). Chez les Archaea, peu de données sont disponibles sur les RPA, méme si des études,
notamment en anisotropie de fluorescence, permettent d’accroitre nos connaissances sur leur
activité de liaison a ’'ADN (Kernchen & Lipps, 2006).

Figure 7 : Structure de SSB de
S. solfataricus Code PDB: 107I.
D’aprés Kerret al,, 2003.

[1.3.2. Création de 'amorce ARN

Les ADN polymérases sont incapables d'initier la synthese d’ADN non amorcé. Ainsi, le
complexe ADN polymérase/primase amorcera la synthese par un brin ADN/ARN avant que
I’ADN polymérase n’élongue I'amorce appariée pour former le brin néosynthétisé. La primase a
la particularité d’étre beaucoup moins processive que les ADN polymérases chez les eucaryotes
(Yuzhakov et al., 1999). Chez les Archaea, il n'existe pas d’équivalent de Pwlis elles
possedent les homologues eucaryotes de la petite sous-unité (PriS) et de la grande (PriL) de
I'ARN polymérase. En effet, des analyses génomiques, chez plusieurs especes d’Euryarchaeota,
ont démontré que la primase était un hétérodimére composé d’'une petite sous-unité catalytique
p4l et une grande sous-unité p46 (Makaretval., 1999) (Figure 8). La petite sous-unité de la
primase, ches. solfataricuset P. abyssi synthétise des amorces ARN et ADN (Lao-Sirieix &
Bell, 2004, Le Breton et al., 2007). Des travaux cReZuriosus ont montré que la grande
sous-unité stabiliserait p41 sur I'ADN (Bocquiefr al., 2001). De plus, elle jouerait un réle de

régulation, étant donné qu’elle accroit I'activité ARN polymérase et décroit I'activité ADN
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polymérase d®. furiosus(Liu et al., 2001). Elle pourrait ainsi étre impliquée dans la synthése
des amorces ARN lors de la formation des fragments d’Okazaki.

Figure 8 : Structure de la primase de
P. horikoshii Code PDB: 1V33.
D’apres ltoet al, 2003.

11.3.3. Elongation

La reconnaissance de cette amorce ARN/ADN se fait par l'intermédiaire du RF-C
(facteur de réplication C) ou facteur de chargement, qui ouvre le PCNA, le fixe sur 'ADN, et
provogue le déplacement de la primase (Metga., 2000). L’ADN polymérase peut alors se lier
a ’ADN et enclencher la synthese d’ADN.

Une des principales caractéristiques de la réplication de '’ADN est que les deux brins
sont antiparalléles. Les ADN polymérases ajoutent les bases du nouveau brin dans le sens
5'—3’. Pour le brin dit brin avance, 'ADN polymérasia tesoin que d’une amorce d’ARN qui
s’apparie sur le brin parental orienté—8'. La synthése est par conséquent continue. En
revanche, la difficulté vient de la formation de I'autre brin, dit brin retardé. Dans ce cas, le brin
est élongué de facon discontinue a partir d'amorces d’ARN qui S’apparient périodiquement au
brin parental. L'élongation de ces amorces, appariées dans le se®s Wrme des fragments

d’Okazaki qui sont de type eucaryote (Matsunaga.e2a03).

[1.3.4. Maturation des fragments d’'Okazaki

Sur le brin retardé, 'amorce d’ARN est ensuite excisée par FEN-1 et RNaseHIl. FEN-1 a
une activité 5'-flap endonucléase et a été identifiée biochimiquement et structurellement chez
plusieurs Archaea, doRt. horikoshii(Matsuiet al., 1999) eM. jannashii(Hwanget al., 1998).
RNaseHIl possede une activité d’excision d’amorce ARN démontrée notamment chez
Archaeoglobus fulgidu€Chapado®t al., 2001). Chekl. jannaschij elle serait structurellement
proche de son homologue eucaryote (giaal., 2000). CheP. furiosus une coopération entre
FEN-1 et RNase HIl a été observée (Sato et al., 2003). En effet, alors que RNaseHIl dégraderait
la région amorcée d’ARN grace a son activité ARN exonucléasique, FEN-1 exciserait le dernier
ribonucléotide au niveau de la jonction ARN-ADN. Toutefois, chez les eucaryotes, un autre

35



mécanisme est proposé, durant lequel FEN-1 couperait le brin I’ADN libre engendré par le
déplacement de brin effectué par I'ADN polymérase (Ressl, 2006). Au niveau du brin
retardé, le PCNA joue un role prépondérant dans la maturation des fragments d’Okazaki. En
effet, le fragment se termine lorsque le complexe PCNA/ADN polymérase rencontre I'extrémité
5’ de 'amorce ARN. Des travaux, ch8z solfataricusont démontré l'interaction entre le PCNA

et FEN-1 (Doreet al., 2006). Ce complexe pourrait ainsi agir comme une exonucléase (Hosfield
et al, 1998). A lissue de cette réaction, 'amorce d’ARN excisée laisse un creux qui est comblé
par une chaine d’ADN synthétisée par 'ADN polymérase et allant jusqu’au prochain fragment
d’Okazaki situé en aval.

Enfin, la ligature de ces différents fragments est réalisée par 'ADN ligase. Chez les
Archaea, seule I'ADN ligase | a été découverte. Elle est, comme chez les eucaryotes,
ATP-dépendante cheEhermococcus kodakaraengidakataniet al., 2000) et également chez
Sulfolobus shibatag(Lai et al., 2002). Elle serait beaucoup plus tolérante aux erreurs
d’appariement en 5’ et débuterait son activité de ligature en 5’ (Nakettahi, 2002). Durant
cette étape de ligature, le PCNA jouerait également un rble important. En effet, a titre d’exemple,
chezS. solfataricusil a été démontré une interaction entre '’ADN ligase | et le PCNA suite a
d’'importants changements conformationnels et d’une flexibilité des deux protéines (Radcal
2006). La figure 9 présente la structure des protéines impliquées dans la maturation des

fragments d’Okazaki.

Figure 9 : Structure des protéines intervenant dans la maturation des fragments d’Okazaki. A) FENutiatis
(1B43). D'aprés Hosfielakt al, 1998 ; B) RNase HIl dMethanococcus jannaschilEKE). D'aprés Laiet al,
2000 ; ADN ligase | d@. furiosus(2CFM). D'aprés Nishidat al, 2006. Les codes PDB sont entre parenthéses.

De nombreux travaux ont permis d’améliorer nos connaissances au niveau de la
réplication de 'ADN méme si évidemment, de nombreuses questions subsistent. La figure 10
propose un modéle d’architecture de la fourche de réplication de I'ADN chez les Archaea.
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Figure 10 : Schéma représentatif de la fourche réplicative chez les Archaea et de ses principaux facteurs protéiques.
D’aprés Bohlkeet al,, 2002.

I1.4. Les ADN Polymérases

[1.4.1. Distribution au sein des trois domaines du vivant

Les ADN polymérases ont pour principale fonction la synthése d’ADN. Elles achévent la
réplication de I'ADN en incorporant des bases (A, T, C et G) afin de former le brin
complémentaire de la matrice. Elles sont retrouvées dans les trois domaines du vivant et
constituent une large gamme de complexes qui different dans leur composition polypeptidique et
leurs propriétés catalytiques. Les ADN polymérases sont classées suivant leur structure primaire
en six familles : A, B, C, D, X et Y (Rothwell & Waksman, 2005).

Chez les bactéries, les ADN polymérases | et Il, appartenant respectivement aux familles
A et B, sont impliquées dans les mécanismes de réparation, tandis que ’ADN polymérase Il est
la réplicase chromosomique. Cette derniére est un complexe multipolypeptidique appartenant a
la famille C, incluant les deux facteurs protéiquesy, en plus des sous-uniteése etd du coeur
de la polymérase (O'Donnadt al., 2001, Johnson & O'Donnell, 2005). Le noyau est formé de la
Pol a qui posséde l'activité polymérasique, la Pol ¢ dotée de l'activite53’exonucléasique
(Kelman & O'Donnell, 1995) et les sous-unitéqui stimuleraient I'activité exonucléase (Slater
et al.,, 1994). Les sous-unités permettent la connexion entre le noyau et le factb

chargement, appelé complexdBlinkova et al., 1993) et également I'hélicase Dna B (ke

37



al., 1996). L'ADN polymérase lll est sous forme dimérique (2ixg 0) + 219 mais plus
récemment, une étude a montré gqu’elle pouvait étre considérée comme une réplicase trimérique
(Mclnerneyet al., 2007).

Chez les eucaryotes, trois ADN polymérases, appartenant toutes a la famille B, sont
impliquées dans la réplication de 'ADN. Alors que le complexe primase/Ropour réle la
formation de I'hybride ARN/ADN, deux réplicases, appeléesdRule, assurent la copie fidéle
du génome entier. L’ADN polyméraseest composée de trois sous-unités, Geexrharomyces
Cerevisiag(Burgers & Gerik, 1998), et quatre sous-unités cBelzizosaccharomyces pomdte
chez I'humain (Zuo et gl2000, Podustt al., 2002). Chez la levure, la sous-unité catalytique est
appelée Pol 3 et les trois autres petites sous-unités Cdcl, Cdc27 et Cdml. Chez I'homme
notamment, les sous-unités sont appelées p125 (sous-unité catalytique), p50, p68 et pl12 ; p68 et
pl2 permettraient de stabiliser le complexe grace a leur interaction avec le PCRAa(L,i
2006). L'ADN polymérase: est, quant a elle, active en tant qu’hétérotétrancdez tous les
eucaryotes (Chilkovat al., 2003). Les sous-unités la composant sont appelées Pol 2 (sous-unité
catalytique), Dpb2, Dpb3 et Dpb4 (Hamatakeal., 1990). Les ADN polyméraséset ¢ sont
essentielles pour la réplication de 'ADN et la survie des cellules (Béarakt., 1994) ; (Feng &
D'Urso, 2001). En plus de leur activité ADN polymérasique, les BPasc possedent une
activité 3'>5’ exonucléase, dont le domaine catalytique esé siw niveau de I'extrémité N-
terminale de la grande sous-unité (Hubsatteal.,, 2002). Méme si leur role n’est pas encore
clairement identifie, ’ADN polymérase pourrait étre impliquée dans la synthese des fratgne
d’Okazaki sur le brin retardé, alors que 'ADN polymérastaciliterait la synthése du brin
avance (Fukuket al., 2004).

Au sein du domaine des Archaea, il a été établi qu’une divergence significative existait
dans les principaux phyla, c'est-a-dire les Crenarchaeota et les Euryarchaeota. Les Crenarchaeote
possedent généralement entre deux et trois ADN polymérases monomeriques de la famille B
(Cann et al, 1999b, Iwaiet al.,, 2000). Chez les Sulfolobales, genre qui appartient aux
Crenarchaeota, une analyse génétigue a permis de déterminer I'existence de trois ADN
polymérases B1l, B2 et B3 (Edgell al, 1997). Les Euryarchaeota possedent, elles, une ADN
polymérase de la famille B, proche de I'ADN polymérase IEdeherichia coli(Komori &

Ishino, 2000), et une ADN polymérase hétérodimérique appartenant & une nouvelle famille D
(Cannet al, 1998, Ishino et al.,, 1998, Guegueh al, 2001). La Pol D a longtemps été
considérée comme restreinte a ce phylum, avant d’étre détecté€adizlatus Korarchaeum
cryptofilum (Elkins et al, 2008), Nanoarchaeum(Waters et al, 2003) et Cenarchaeum

symbosium(Hallam et al., 2006). Ces assemblages démontrent comment les composants
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protéigues ont distinctement évolué chez les Archaea. Enfin, il est intéressant de noter que la
nouvelle famille Y est présente dans les trois domaines du vivant (Oénabrj 2001, Boudsocq

et al., 2001). Les ADN polymérases, appartenant a ce dernier groupe, sont peu fideles en
présence d’ADN non endommagé, et sont capables de franchir divers types de Iésions ; cette

tolérance vis-a-vis des dommages de I'’ADN est appelée translésion ou synthese translésionnelle.

[1.4.2. L’ADN polymérase B

Etant largement représentée dans les deux phyla des Archaea, 'ADN polymérase B a
rapidement été caractérisée biochimiquement (Gatnal, 1999b, Cambon-Bonavitat al.,
2000). En plus de l'activité polymérasique—83’, 'ADN polymérase B possede également
I'activité 3'-5’ exonucléasique correctrice d’erreurs (Pisgtral., 1998, Leet al., 2006). Cette
capacité de relecture a été déterminée chez plusieurs organismes, stulfdtaricugLou et al.,
2004) etPyrobaculum islandicumKahler & Antranikian, 2000). CheP. abyssi il a été
clairement démontré que 'ADN polymérase B synthétisait le brin avancé (Heeinake2005).
Elle pourrait également participer dans les processus de réparation. En effet, elle reconnait les
bases uraciles qui apparaissent aprés une désamination de la cytosine (Greagg et al., 1999). La
reconnaissance de cette base uracile se produirait exclusivement chez les Archaea{\Mardle
2008). De plus, des travaux ont pu déterminer structurellement le mode de liaisons, notamment
chezS. solfataricug(Savino et al., 2004) €. gorgonarius(Firbank et al., 2008). Ainsi, une
poche dénommée «uracil pocket », située au niveau du N-terminus, permettrait a '"ADN
polymérase B de se positionner au niveau de la mutation sur 'ADN (Fogg et al., 2002)
(Figure 11).

\H‘ =4 Figure 11 : Structure le I'ADN polymérase Bl de
- o) S. solfataricus contenant « l'uracil pocket». Le «U»
b Ry ".’“‘H»JJH indique l'uracil pocket, située dans le sous-domaine
( ' < N-terminal. Le « E » indique le site actif exonucléasique.

D’aprés Savinet al, 2004.
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La structure de 'ADN polymérase B a été déterminée chez de nombreuses Archaea ; a
titre d’exemple,S. solfataricus(Pisaniet al., 1996),T. gorgonarius(Hopfneret al., 1999) et
P. furiosus (Kim et al.,, 2008). Cette enzyme est monomérique et se caractérise par deux
domaines présentant les deux activités catalytiques polymérasique et exonucléasique (Figure 12).
La configuration générale est celle d'une main ou le domaine appelé Palm (paume) contient le
site catalytique, le domaine appelé Fingers (doigts) sert & la reconnaissance des nucléotides,

tandis que le domaine appelé Thumb (pouce) sert a la liaison a '’'ADN.

exonuclease § p.

Figure 12 : Structure de I'ADN polymérase B de
Thermococcus gorgonarius.’ADN, en complexe avec

la protéine, est représenté en rouge. Le domaine N-
terminal est représenté en jaune; le domaine
exonucléasique est en violet et les sous-domaines appelés
Thumb et Palm sont respectivement en vert et magenta.
D’aprés Firbanlet al, 2008.

fingers

11.4.3. L'ADN polymérase D

L’ADN polymérase D, appelée parfois Pol Il, est la seule représentante de la famille D.
En plus d’assurer I'activité de déplacement de brin ’ARN/ADN (Heneelad, 2005), I'ADN
polymérase D est capable d’élonguer une amorce ARN. Elle serait donc impliquée dans la
synthese du brin retardé (Henneddeal, 2005). La Pol D pourrait également participer a la
recombinaison étant donné qu’elle interagit avec RadB, I'homologue de la protéine eucaryote
Rad51, connue pour son implication dans ce processus (Hayashi1999).

L’ADN polymérase de la famille D, est composée de deux sous-unités DP1 et DP2 (Cann
et al, 1998). La petite sous-unité, appelée DP1, a une forte homologie avec la petite sous-unité
des ADN polymérases eucaryotes ete (Aravindet al., 1998). La grande sous-unité, appelée
DP2, est la sous-unité catalytique (Uemeti al., 1997). L’ADN polymérase D posséde,
également, en plus de son activitt ADN polymérasique (Shen et al., 2001), une activité
exonucléasique 355’ (Tanget al., 2004). Cette activité serait plus élevée sur un ADN simple
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brin et au niveau des nucléotides mesappariés (Jekelh, 2004). De plus, cette capacité de
relecture serait stimulée par la grande sous-unité DP2 (lshelg 1998, Shen et al., 2004a).

Le PCNA, chez. furiosus interagit fortement avec la sous-unité DP2 et tres faiblement
avec la sous-unité DP1 (Cann et al., 1999a). (hehorikoshij le PCNA interagit de facon
directe avec la sous-unité DP1 (Shen et al., 2003), et plus particulierement dans la région N-
terminale (acides aminés 1-200) (Taetgal, 2004). Toujours selon le méme auteur, la DP1
interagirait avec la grande sous-unité du RF-C.

Aucune structure de la Pol D n’a été déterminée jusqu’a présent. En revanche, les travaux
de Tanget al, 2004 permettent de donner une idée sur le repliement du complexe formé par les

deux sous-unités DP1 et DP2 (Figure 13).

301-791

# Domains of DP2

21aa peptide,
DP2(1290-1310)

) Domains of DP1

B Peptide bonds Figure _ 13 : Modéle représentant les
300-10 == Protein interaction interactions entre les sous—umtés de.Ia Pol D
' de P. horikoshii et son possible repliement.
792-1163 D’aprés Tanget al,, 2004.
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Durant ces dernieres années, de nombreuses études ont démontré que les deux ADN
polymérases B et D étaient requises pour la réplication de I'ADN chez les Archaea, mais
beaucoup de zones d’'ombres subsistent encore quant a leur role respectif. Néanmoins, chez
P. abyssides travaux récents ont montré que la Pol D et la Pol B interagiraient séquentiellement
en présence du PCNA (Rouillon et al., 2007). Par ailleurs, ces deux ADN polymérases seraient

bloquées par les sites apuriniques lors de la réplication (Palud et al., 2008).
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11.5. Le RF-C (Replication Factor C)

[1.5.1. Description dans les trois domaines du vivant

Chez les eucaryotes, le RF-C ou facteur de chargement, tout comme le congliexe
les bactéries, permet de catalyser 'assemblage du PCNA autour de 'ADN amorcé. Le RF-C
reconnait spécifiquement les matrices amorcées en 3’ et charge le PCNA sur ces sites de fagon
ATP-dépendante. Il a été démontré que le RF-C était le principal facteur, en plus de la longueur
de 'amorce d’ARN, pour permettre la substitution de la &gbar les ADN polymérases
réplicatives (Mossket al., 2000). Néanmoins, le RF-C est capable de se lier a un ADN simple
brin, sans préférence particuliere entre les extrémités 3’ et 5’, au niveau des transitions simple-
double brin (Kelleret al., 1999).

Chez les Archaea, le RF-C pourrait exister sous différentes conformations. En effet, chez
S. solfataricus le RF-C formerait un hétéropentameéere avec une grande sous-unité et quatre
petites (Pisaniet al., 2000), tandis que che2. furiosus le RF-C consisterait soit a un
hétéropentamere avec une grande sous-unité et quatre petites soit a un hétérohexamere avec deu
grandes sous-unités et quatre petites (Cann et al., 2001). Cette forme hexameérique a été décrite
chez Methanobacterium thermoautotrophic(ielman & Hurwitz, 2000). Par ailleurs, alors que
chez les Archaea, le RF-C ne possede que deux types de sous-unités différenteseiSaybert
2002), chez les eucaryotes, le RF-C est composé de cing sous-unités différentes (RFC 1 a 5)
(O'Donnell et al., 1993, Yao et al., 2003, Cullmann et al., 1995). Cependant, le RF-C de
Methanosarcina acetivoranpossede trois sous-unités (Chen et al., 2005). Le facteur de
chargement chez les bactéries, le complexest également composé de cing sous-umiEs
(Jeruzalmiet al., 2001). Des études structurales ont été menées sur le RF-C des eucaryotes
(Bowman, 2004) et sur la petite sous-unité du RF-C d’Archaea (Ogtala 2001) (Figure 14).

Figure 14 : Structure de la petite
sous-unité du RF-C che2. furiosus
Code PDB : 1IQP. D’'aprés Oyansa
al., 2001.

42



[1.5.2. Hydrolyse de I'ATP

L’hydrolyse de I'ATP est requise pour le chargement du PCNA autour de I'’ADN chez
les eucaryotes (Gomes & Burgers, 2001), et chez les bactéries (Tsuchihashi & Kornberg,
1989). En revanche, chez certaines Archaea, I'hydrolyse de I'ATP n’est pas requise (Henneke
et al., 2002). Chez les eucaryotes, la structure du RF-C a une forme de U composée de deux
doigts permettant d’attacher le PCNA. Aprés hydrolyse de I'ATP, la structure du RF-C
s’adapte pour permettre d’encercler le PCNA autour de 'ADN (Shabral., 2000). La sous-
unité RF-C 1 n’est pas requise pour I'ouverture du PCNA, contrairement aux sous-unités
RF-C 2 et 5 qui se lient directement au PCNA. De plus, ce serait plus particulierement la
sous-unité RF-C 5 qui ouvrirait le PCNA (Yao et al., 2006). La figure 15 présente le mode de
chargement du PCNA sur I'ADN par le RF-C chez les eucaryotes. Toutefois, elle peut

également illustrer le mécanisme qui existe chez les bactéries et les Archaea.

] s
RFC{ ' ‘ ‘ ‘ 4
RFC5_ ¢ ADP b
v ONAS u > e, < > o
binding ( 4 @ RFC 9
RFC[2/5] holds RFC[2/5] detaches
PCNA open & PCNA closes

Figure 15 : Chargement du PCNA par le RF-C chez les eucaryotes. D’aprésala@006.

Chacune des cing sous-unités contient des éléments AAA+ (ATPases Associated with
diverse cellular Activities) que l'on retrouve dans de nombreuses ATPases (Ogura &
Wilkinson, 2001). Les arginines d’'une sous-unité seraient en contact avec la sous-unité
adjacente (Yacet al, 2003) et il a été suggéré que l'activite ATPasique se propageait
séquentiellement au travers des cing sous-unités (Neuwald, 2005). Chez les bactéries, un
important changement conformationnel des cing sous-unités du RF-C a également lieu
(Hingorani & O'Donnell, 1998). Cependant, seule la sous-yriitgdrolyserait 'ATP, méme
s les autres sous-unités possedent également les éléments AAA+ (Tsuchihashi & Kornberg,
1989). La figure 16 illustre les différents modéles proposés chez les eucaryotes et les
bactéries.
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Figure 16 : Schéma représentant les sites d’ATP du RF-C chez les eucaryotes (A) et du go(Bplelez les
procaryotes. D’aprés Yaat al, 2003.

ChezArchaeoglobus fulgidysalors que I'hydrolyse de I'ATP par la grande sous-unité
permet le chargement du PCNA, celle effectuée par les petites sous-unités est nécessaire pour
le déchargement du RFC (Seybert & Wigley, 2004).

11.5.3. Interaction avec le PCNA

Chez les Archaea, le RF-C possede, au niveau de son extrémité C-terminale, le motif
PIP box (PCNA interacting protein bdx)Ce motif est trés conservé dans la plupart des
protéines interagissant avec le PCNA. De fagon tres caractéristique, au sein des grandes sous-
unités des RF-C des Archaea, le PIP box est relié a la chaine polypeptidique par une longue
chaine chargée et composée environ de 70 résidus, principalement acide glutamique et lysine.
Des études structurales ont montré que le peptide correspondant au motif PIP box de la grande
sous-unité du RF-C se liait spécifiguement au PCNA et pouvait jouer un role dans la
stabilisation du PCNA sur 'ADN (Matsumiyat al., 2002). Cependant, selon les mémes
auteurs, le motif PIP box ne serait pas essentiel pour la stimulation de l'activité de I'ADN

polymérase par le PCNA.

11.5.4. Autres fonctions du RF-C

En plus de charger le PCNA sur 'ADN, le RF-C et le complexeespectivement
chez les eucaryotes et les bactéries, sont également capables de décharger le PCNA en
présence d’ATP (Yao et al., 1996). Par ailleurs, chez les eucaryotes, le RF-C n’interagit pas
avec la Pob, une fois le PCNA chargé sur 'ADN (Podwettal., 1998). Au contraire, chez
P. furiosus il pourrait stimuler I'activité de la Pol B et de la Pol D en présence de PCNA
(Cannet al, 2001). De plus, il a été démontré, chez cet organisme, que la stimulation de la
Pol B par le PCNA était améliorée en présence de la petite sous-unité seule du RF-C
(Mayanagiet al., 2001). Le RF-C est capable d'interagir avec d’autres protéines impliquées

dans la réplication. En effet, des études menéesShealfataricusont montré que la petite

" Le motif PIP box sera plus largement défini dans la partie 11.6.4. Motifs d’interaction au PCNA
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sous-unité du RF-C interagissait fortement avec la sous-unité catalytique de la primase, au
niveau de son extrémité N-terminale, tout en réduisant son affinité pour 'ADN (Wuy et al.
2007). De plus, chez 'homme, le RF-C interagirait directement avec I'ADN ligase |,
démontrant ainsi son implication dans la maturation des fragments d’Okazaki (Levin et al.,
2004). Des lors, nous pouvons imaginer que le facteur de chargement peut étre impliqué dans
différentes fonctions, tel un checkpoint durant la phase S (Majka & Burgers, 2004), ou dans
les processus de réparation suite a des dommages sur ’'ADN (Kafer & Chae, 2008).

[1.6. Le PCNA (Proliferating cell nuclear antigen)

11.6.1. Fonctions

Le facteur de processivite, appelé PCNA, joue un rdle central dans de nombreux
mécanismes cellulaires et particulierement ceux destinés a la réplication et a l'intégrité de
linformation génétique. Dans chaque domaine du vivant, le PCNA interagit étroitement avec
les facteurs intervenant dans le bon fonctionnement du complexe de réplication. Chez les
eucaryotes, de nombreuses études ont permis d’établir un large catalogue de ces interactions
qui illustre pourquoi le PCNA est considéré comme une plate-forme en perpétuel mouvement
(Figure 17).

Activities Proteins

r DNA polymerases

Clamp loader
Flap-endonuclease
DNA ligase
Topoisomerase
Replication licensing factor Cd
E3 ubiquitin ligases Rad18, Rad5
E2 SUMO-conjugating enzyme Ubc9
Helicases, ATPases Srs2, Rrm3, Mgs1, WRN, RECQ5
Mismatch repair enzymes Msh3, Msh6, Mih1, EXO1
Base excision repair enzymes NG2, MPG, NTH1, hMYH, APE1, APE2, XRCG1
Nucleotide excision repair enzyme
Poly (ADP-ribose) polymerase
Histone chaperone
Chromatin remodeling factor
Histone acetyltransferase
Histone deacetyltransferase
DNA methyltransferase
Sister-chromatid cohesion factors

Protein kinases CDK2, EGF Receptor
Cell-cycle regulators p21, p57, Cyclin D1
Apoptotic factors Gadd45b, ING1b, p53

Figure 17 : Protéines interagissant avec le PCNA chez les eucaryotes. Les protéines en orange contiennent le
motif PIP box interagissant au niveau de la poche hydrophobe, symbolisée par I'étoile orange sur le PCNA.
D’aprés Moldovaret al, 2007.

Plus généralement, le PCNA est un régulateur des protéines liées aux 3 R (réplication,

réparation, recombinaison). C’est avant tout un facteur de processivité qui augmente
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considérablement les performances des ADN polymérases réplicatives (Kelman & O'Donnell,
1995). Le PCNA joue notamment un réle dans le recrutement des enzymes impliquées dans la
modification de I'ADN (Tsurimoto, 1999). Aussi, le PCNA ne possede pas d’activité
enzymatique connue.

Chez les Archaea, l'interaction entre le PCNA et diverses enzymes impliquées dans les
mécanismes liés a 'ADN a pu étre démontrée selon diverses méthodes (Tableau 2).

Néanmoins, beaucoup de zones d’ombre existent encore quant a ces interactions.

Protein Effects of interactions with PCNA Methods by which interactions were demonstrated

DNA replication
Elongation

DINA polymerase B (Pol B) Stimulation of polymerase activity Co-1P, functional assay n witro, GST pull-down
DNA polymerase D (Pol D) Stimulation of polymerase activity Co-IP, functional assay m vitro
Replication factor C (RFC) Loading of PCNA onto DNA Co-1P, yeast two-hyb, functional assay in vitro, gel filtration,

three-dimensional structure, molecular modeling
Okazaki fragment matwration

DINA ligase Stimulation of polymerase activity GST pull-down

Flap endonuclease (Fen-1) Strmulates Fen-1 activity GST pull-down, yeast two-hyb, functional assay in vitro
RMNase HII Yeast two-hyb

DNA repair and recombination

DNA polymerase Y1 (Pol Y1) Stimulation of polymerase activity Functional assay in vitro

Radiation-sensitive mutant 2 (RADZ) Yeast two-hyb

Uraul DNA glycosolase (UDG) GST pull-down

XPF Stimulation of XPF nuclease activity  Functional assay in vitro, GST pull-down

Tableau 2 : Protéines interagissant avec le PCNA chez les Archaea. D'aprés Vivona & Kelman, 2003.

Chez les Archaea, comme dans les autres domaines du vivant, le PCNA est en étroite
coordination avec les ADN polymérases et le facteur de chargement, le RF-C. Néanmoins,
diverses caractéristigues apparaissent exclusivement chez les Archaea. En effet, le PCNA est
notamment capable de se charger spontanément sur ’'ADN en absence du RF-& @ann
1999a). L’auto-chargement du PCNA pourrait s’expliquer par le faible nhombre de ponts
hydrogéne intersubunitaires chez le PCNARIduriosus comparé a ceux du PCNA de la
levure et de I'homme (Matsumiyat al., 2001). En outre, le PCNA stimule I'ADN
polymérase sur un ADN circulaire en absence de RF-E. @gbyssi(Hennekeet al, 2002).
Toutefois, il a été récemment montré que le chargement du PCNA sur ’ADN était renforcé
par le RF-C et aussi par 'ADN polymérase B (Rouiltnal, 2007). Il est intéressant de
noter que, cheP. abyssil'interaction directe entre le PCNA et les ADN polymérases D et B
est ADN-dépendante (Henneke et 2005).

Le PCNA confére également aux ADN polymérases des propriétés nouvelles, comme
la capacité de déplacer un brin d’ARN lors de la maturation des fragments d’Okazaki (Maga
et al., 2001). Le PCNA interagit également avec des facteurs intervenant dans les mécanismes

de réparation par excision de nucléotides (NER) (Saetcalr, 2004), par mésappariement de
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base (MMR) (Umaret al., 1996), et également par excision de base (BER). Lors de ce
processus, le PCNA interagit notamment avec les ADN polymérases euc@rgitesqui
appartiennent a la famille X (Kedat al., 2002, Magat al., 2002). Chez les Crenarchaeota et
les Euryarchaeota, I'interaction entre le PCNA et 'UDG-ADN glycosylase (UDG) démontre
egalement son implication dans les mécanismes de réparationdlyaihg2002) (Kiyonaret

al., 2006). Par ailleurs, le cycle cellulaire serait régulé et coordonné par un complexe formé
par le PCNA, la CDK (cyclin-dependent kinase) et p21 (Kontomtal., 2005). De plus, la

forte affinité du PCNA avec p21 (Gulb& al., 1996) (Knibiehleet al., 1996) provoque une
inhibition de la réplication, mais pas des processus de réparation de ’AD# &L 1996).

Des reconstitution@ vitro ont mis en évidence des compétitions entre '’ADN polyméiase

et le RF-C, au niveau de l'interaction avec le PCNA (Yuzhakbal, 1999, Maga et al.,
2001). Contrairement au chargement du PCNA sur 'ADN par le RF-C, la stimulation du
PCNA pour la Pob et l'activité ATPasique du RF-C sont inhibées saitene compétition

entre p21, Pob et le RF-C, pour la liaison au PCNA (Okt al., 1998). Des travaux ont
montré que le PCNA stimulait I'activité de FEN-1 (Jonsson et al., 1998, &taah, 2000).
L’ADN ligase | humaine est impliquée dans la réplication et la réparation de I'’ADN par
'intermédiaire de son interaction avec le PCNA (Levin et al., 2000), qui la stabilise au niveau
du site de ligature (Torat al., 2001). Il est intéressant de noter que, &eaoli notamment,

le PCNA est capable de stimuler des ADN polymérases translésionnelles appartenant a la
famille Y (Buntinget al., 2003).

11.6.2. Structure

Des études cristallographiques ont montré que les PCNA de levure et de 'homme
(Krishnaet al., 1994, Gulbi®t al, 1996) ainsi que la sous-unitéd’E. coli (Kong et al.,
1992), et la protéine gp45 des bactériophages T4 et RB69 (Shamoo & Steitz, 1999), avaient
une structure tridimensionnelle superposable, méme si leurs séquences ont peu de similarité
(Krishnaet al., 1994). Plusieurs études ont montré des similitudes de distribution de charges
et de structure tridimensionnelle avec les PCNA des eucaryoteseflaii 2000, Kelman &
Hurwitz, 1998). Le monomére du PCNA posséde deux domaines globulaires, similaires et
joints entre eux par une boucle appelée IDCL (Interdomain connecting loop) (Figure 18). En
revanche, le facteur de processivité bactérien est un dimére avec trois domaines par
monomere. Ainsi, la structure est composée de six domaines répétés dans une symétrie
d’ordre six. Le monomere est composé de feuilledafis la partie externe, et d’héliecedans

la partie interne. Le trimere se présente ainsi sous la forme d’'un anneau pouvant s’enrouler
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autour de I'ADN. Les extrémités N et C-terminales du PCNA humain sont trés importantes
pour la structure tertiaire de la protéine (Fuketlal., 1995). De plus, des études structurales

ont démontré que des liaisons hydrogénes s’établissaient entre les domaines en N- et
C-terminaux de deux monomeéres adjacents (Matsuneiyaal., 2003). Les interfaces
intermoléculaires, au sein du PCNA, sont stabilisées par la formation de fegillets
antiparalléles qui créent des liens hydrophobes. Ceci suggére que la protéine posséde une
grande flexibilité (Emberly et 312004).

Figure 18 : (A) Structure du monomeére du PCNA humain. Code PDB : 1W60. D'aprés Konéd@iti2005 ;
(B) Structure du PCNA de. furiosus Code PDB : 1GE8. D'aprés Matsumigal, 2001.

Un seul PCNA a été identifié chez les Euryarchaeota, comnadyssi(Hennekeet
al., 2002), alors que jusqu’a trois PCNA homologues ont été trouvés chez les Crenarchaeota
(De Feliceet al, 1999, Daimon et al., 2002), formant un hétérotriniénavo (Dionneet al.,
2003). ChezS. solfataricus I'organisation est hétérogéne et le monomere 1 aurait un role
prépondérant (Williamset al., 2006). Cependant, des études chez les Crenarchaeota, ont
montré une certaine diversité dans les interactions entre les différentes monoméres et leur
distribution dans la formation du trimere (Imametaal., 2007, Lu et al., 2008). Par ailleurs,
il a éeté demontre, dans les cellules de mammiferes, que le PCNA existait sous la forme d’un
double homotrimere (Naryzhret al., 2005).

11.6.3. Dynamique du PCNA

Comme mentionné précédemment, la molécule de PCNA est trés flexible. Des
simulations de dynamique moléculaire, au niveau du PCNA des eucaryotes et des Archaea,
suggerent que seulement une interface intermoléculaire, a l'intérieur du PCNA, pouvait étre

ouverte durant le chargement (Kazmirgkial., 2005). Ceci a été confirmé pour le PCNA de
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S. solfataricus(Dionne et al., 2008). Méme si les interactions entre le PCNA et d’autres
protéines sont bien étudiées, les mécanismes d’interactions du PCNA avec ’ADN sont peu
connus. Grace a sa structure sous forme d’anneau, le PCNA posséde un trou central ayant un
diamétre suffisant pour pouvoir encercler 'ADN (Gulbtsal, 1996). De plus, les hélices

au niveau de la surface interne, sont chargées positivement, donnant la capacité d’interagir
avec les liaisons phosphodiester de 'ADN, ce qui donne a I'ensemble une dynamique
importante (lvanov et gl2006) (Figure 19). Récemment, une analyse structurale a permis de
démontrer la position inclinée du PCNA sur I’ADN simple brin (Georgescu et al., 2008). Le
complexep, chez les bactéries, et le PCNA, chez les eucarystt capables de traverser

des structures secondaires du type boucle, au sein d’'un simple brin, ou d’'une bulle, au sein
d’'un double brin de petite taille (Yao et al., 2000).

Figure 19 : Vues de c6té et de haut de la dynamique du PCNA humain sur 'ADN double brin. D’apréstivanov
al., 2006.

11.6.4. Motifs d’interactions au PCNA

Une grande partie des facteurs interagissant avec le PCNA, notamment les ADN
polymérases, présentent un motif commun au niveau de leur séquence en acides aminés,
appelé PIP box (PCNA Interacting Protein) (Warbrick, 1998). Ce motif se présente ainsi:
Q-x-x-(h)-x-x-(a)-(a), ou «h » représente un résidu modérément hydrophobe (leucine,
isoleucine, méthionine), «a » un résidu aromatique (tyrosine, phénylalanine) et «x » tout
type d'acide aminé. Un grand nombre de protéines impliquées dans la réplication et la
réparation possedent le motif consensus PIP box (Duebak, 2001, Magat al., 2004).
Plusieurs études ont montré que la délétion ou la substitution de résidus conservés au niveau
du motif PIP box pouvait supprimer les interactions du P@N®ivo etin vitro (Eissenberg
et al., 1997, Jénssoet al, 1998, Stucket al., 2001, Zhelevat al., 2000). Néanmoins, des
études récentes ont montré que le motif PIP box n’était pas toujours suffisant pour expliquer
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les interactions avec le PCNA, et suggérent qu’une région proche du domaine N-terminal est
nécessaire (Pohlet al., 2005). Aussi, un motif (HhH), helix-hairpin-helix, important pour la
liaison de 'ADN polymérase a I'amorce d’ADN, est impliqué dans les interaci@vec le

PCNA (Magaet al, 2004). En étudiant une bibliothéque de peptides aléatoires, un nouveau
motif de liaison au PCNA (KA box) a été identifie (Xu et al., 2001). Egalement, la liaison de
'ADN polyméraseé au PCNA pourrait étre médiée par une région richeglcines
(GX4GX8GX3YFY) (Zhanget al., 1995). Enfin, la région C-terminale de ’ADN polymérase

3, non apparentée au motif PIP box, a été décritareétant un motif de liaison au PCNA,

lié a lactivité de régulation de la nucléotidyltransférase (Shimaeakal.,, 2005). Par
conséquent, les partenaires du PCNA, et en particulier les ADN polymérases, se lient au
facteur de processivité au travers d’'une large gamme de motifs qui n'ont pas toujours de

relation avec le motif PIP box.

11.6.5. Domaines d’interactions avec le PCNA

Au sein du PCNA, la boucle de connexion entre deux domaines (IDCL) constitue un
site d’interactions majeur, car elle est reconnue par différentes enzymes, commed,la Pol
I’ADN ligase | ou FEN-1, impliquées dans la réplication de I'ADN, et également p21 qui joue
un role dans la régulation du cycle cellulaire (Maga & Hubscher, 2003) (Figure 20). Selon les
mémes auteurs, la partie C-terminale serait, en revanche, impliquée dans les interactions avec

le RF-C et la Pol ¢, lors de la réplication de 'ADN.

Figure 20 : Domaines d'interaction au
niveau du PCNA. D'aprées Maga et
Hibscher, 2003.

La stimulation de FEN-1 par le PCNA peut se faire grace a un changement

conformationnel de leurs régions C-terminales, créant une interface sous forme de feuillets
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(Chapado=t al, 2004). Aussi, une mutation au niveau de la partie C-terminale du PCNA de
S. cerevisiaénhibe l'interaction entre le PCNA et la Po(Eissenbergt al., 1997). Par ailleurs,

chez les eucaryotes, en plus de la région C-terminale et de I'IDCL, I'extrémité N-terminale du
PCNA, serait requise pour les interactions avec le RF-C et la(@daét al., 2001).

Etant donné que le PCNA est un trimere, il pourrait se lier, théoriquement, a plus d’une
protéine a la fois. Des études ont montré que le motif PIP box formait une hglice gui lui
permet de s’accrocher a la poche hydrophobe formée sous I'IDCL (@tlhis 1996, Bruning
& Shamoo, 2004). A titre d’exemple, comme I'’ADN polyméraseteragit au niveau de I'lDCL
(Eissenberget al., 1997, Zhanet al., 1998), il est tout a fait envisageable que FEN-1 et |a Pol
puissent se lier simultanément au PCNA, et ainsi étre capable de fonctionner de maniere
coordonnée. Récemment, des études ont montré que chaque monomere du PCNA humain
pouvait se lier avec une molécule de FEN-1 différente (Saketraal., 2005). Chez les
eucaryotes, chaqgue monomere du PCNA pourrait étre engagé avec une sous-unité de la Pol
Ainsi, les sous-unités p50, p66 et p125 pourraient agir de fagon concomitante avec le facteur de
processivité (Rivaet al., 2004). Chez la levure, le PCNA interagit avec la &oplus
particulierement au niveau de la sous-unité catalytique (Brown & Campbell, 1993, Johansson et
al., 2004), mais aussi au niveau de la petite sous-unité p50 (Lu et al., 2002).

Aussi, il est possible que les différentes zones de la poche hydrophobe jouent un role
distinct. En effet, le motif PIP box de cdc9 (ADN ligase I)Slecerevisiaétablit des contacts
fonctionnels et physiques avec I'IDCL, et également avec le domaine C-terminal de PCNA
(Vijayakumaret al., 2007). CheE. coli, les ADN polymeérasesg, a et IV interagissent dans la
méme zone, au hiveau de la poche hydrophobe, et peuvent ainsi étre en compétition @urnouf
al., 2004).

Par ailleurs, les différentes zones de la poche hydrophobe pourraient jouer,
alternativement, plusieurs roles. En absence d’ADN, FEN-1 interagit au niveau de I'IDCL, et
lorsque le PCNA encercle 'ADN, FEN-1 pivote au niveau de I'extrémité C-terminale (Gomes &
Burgers, 2000). Tout comme pour FEN-1, la liaison initiale de I'Apn2 au PCNA, en absence
d’ADN, est effectuéeria I'interaction entre son motif PIP box avec I'IDCL du PCNA, alors que
la stimulation de leur activité nucléasique requiert I'interaction avec le domaine C-terminal du
PCNA (Gomes & Burgers, 2001, Unk et al., 2002).
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lll. Présentation de I'étude

Nous avons vu que les protéines impliquées dans les processus informatifs, dont la
réplication de '’ADN, sont proches de leurs homologues eucaryotes. De deyfaitpccus
abyssiest un bon modeéle d’étude de la réplication de I'ADN chez les Archaea. Depuis moins
d'une dizaine d’année, les travaux, réalisés au sein du « Laboratoire de Microbiologie des
Environnements Extrémes », ont permis de caractériser les principales protéines impliquées
dans la maintenance génomique. Les ADN polymérases B et D (Gueggaén2001), le
RF-C et le PCNA (Henneket al, 2002, Rouilloret al, 2007) ou plus récemment la primase
(Le Bretonet al, 2007), sont encore aujourd’hui des sujets d’études fonctionnelles. D’autres
protéines sont, d’'ores et déja, disponibles au sein du laboratoire, comme FEN-1 ou le RPA, et
constituent d’'autres axes de recherche futurs. Nos connaissances s’élargissent au méme titre

que le réseau d'interactions au niveau de la maintenance génomique.

Néanmoins, le réplisome ne se résume pas, aux protéines citées ci-dessus. De plus, il
reste de nombreuses questions, non élucidées a ce jour, concernant la mise en place du
complexe réplicatif. Ainsi, durant ce doctorat, il était intéressant de se focaliser sur différents
axes d'études qui nous permettaient d’améliorer nos connaissances sur le role de plate-forme
du PCNA, la mécanistique élaborée par la présence des deux ADN polymérases B et D, dont

le complexe formé par les deux sous-unités de la Pol D, et la fonctionnalité du RF-C.

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés aux interactions entre le PCNA
et les ADN polymérases B et D. Il était, en effet, nécessaire de connaitre le plus finement
possible les mécanismes d’interactions entre les différents acteurs jouant un réle dans la
réplication de ’'ADN. Les zones d’interactions, au sein du PCNA, et les motifs d’interactions
des ADN polymérases au PCNA, ont été déterminés. Ce travail nous a permis de compléter

nos connaissances sur le role exact des deux ADN polymérases.

Ensuite, nos travaux se sont portés sur le RF-C qui a la particularité de posséder, au
niveau de son extrémité C-terminale, un motif PIP box tres flexible. Le réle de ce motif a été
etudié, de méme que I'approche fonctionnelle du complexe formé par les ADN polymérases

avec leurs facteurs accessoires.
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Dans une troisieme partie, nous nous sommes focalisés sur un nouveau motif au sein
de I'ADN polymérase D. Ce travail nous a permis de nous interroger sur une des particularités
des protéines provenant des Archaea, a savoir la thermostabilité des protéines. Dans
'ensemble, ces travaux nous ont permis d’apporter de nouvelles connaissances sur la Pol D,

enzyme brevetée, mais au niveau de laquelle, subsistent de nombreuses interrogations.
Enfin, sont présentés, dans un quatriéme chapitre, des travaux préliminaires effectués

en spectroscopie de fluorescence, qui consistent en une mise au point nécessaire aux futurs

projets du laboratoire.
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R ésultats et Discussion
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Chapitre i

nteractions entre le FCNA et les ADN
Polymérases B et D
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|. Introduction

Comme il a été dit précédemment, un des rbles prépondérants du PCNA est
d’améliorer la processivité des ADN polymérases. La plupart des interactions au PCNA sont
meédiées au travers de motifs communs dont le plus conservé est le motif PIP box (PCNA
interacting Protein). Des travaux récents ont démontré I'importance de ces motifs PIP box
chez les ADN polymérases d’Archaea pour la liaison au PCNA (@orl., 2007). En
revanche, alors qu'en grande majorité le siege des interactions au PCNA eucaryote et
bactérien se situe au niveau de la poche hydrophobe, se formant entre I'DCL et le
C-terminus, les zones d’interaction au niveau du PCNA sont méconnues chez les Archaea.

Il est important de noter que le PCNA des Archaea est identique au PCNA eucaryote
du point de vue structural. Nous pouvons ainsi imaginer des similitudes quant aux motifs et
domaines d’interactions. De plus, il a été déja prouvé que le PCNA stimulait les ADN
polymérases D et B chéz abyssi{Hennekeet al, 2002). Néanmoins, beaucoup de questions
restent en suspens sur l'interaction entre le facteur de processivité et les ADN polymérases
chez les Archaea. Ainsi, le but de cette étude est de répondre le plus finement possible aux
guestions relatives aux interactions entre le PCNA, PabPol D et PabPol B. Aussi, la recherche
de motifs d'interaction au PCNA nous permet d’améliorer notre compréhension des
mécanismes du systéme réplicatif des Archaea.

A mon arrivée au laboratoire, il avait été démontre, par la méthode de SPR (Résonance
Plasmonique de Surface ), que le motif PIP box, situé au niveau de I'extrémité C-terminale de
la grande sous-unité d@abPol D, n'était pas essentiel dans la liaison au PCNA,
contrairement a celui d@abPol B. Ainsi, durant ce doctorat, il fallait tout d’abord valider ce
résultat, fonctionnellement par des tests d’extension d’amorce. De plus, une étude utilisant des
peptides compétiteurs, correspondant a la structure primaire des motifs PIP box situés aux
extrémités C-terminale des ADN polymérases B et D, a été effectuée, afin de valider nos
interprétations. Ensuite, une série de mutagenéses dirigées, au niveau de la poche hydrophobe
du PCNA, a été réalisée et nous a permis d’appréhender plus finement les zones d’interactions
au niveau du facteur de processiviteé.

La publication “Binding to PCNA in Euryarchaeal DNA Replication Requires Two
PIP Motifs for DNA Polymerase D and One PIP Motif for DNA Polymerase B”, parue dans
Journal of Molecular Biology, est exposée a la page suivante. Elle nous expose les principaux
résultats de I'étude. Elle est ensuite complétée par des travaux préliminaires sur les

interactions physiques du PCNA avec les deux sous-unités de I'’ADN polymérase D. Enfin,
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cette étude a été complétée par des travaux plus spécifiques sur les interactions du motif

PIP box avec la poche hydrophobe du PCNA.
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ABSTRACT

Replicative DNA polymerases possess a canonical C-terminal proliferating cell nuclear
antigen (PCNA)-binding motif termed the PIP box. We investigated the role of the PIP box on
the functional interactions of the two DNA polymerases, (familyPB8)pPol B and (family D)
PabPol D, from the hyperthermophilic euryarchadeyrococcus abyssiwith its cognate
PCNA. The PIP box was essential for interactiong?abPol B with PCNA, as shown by
surface plasmon resonance and primer-extension studies. In cdritrdstg of PabPol D to
PCNA was affected only partially by removing the PIP motif. We identified a second
palindromic PIP box motif at the N-terminus of the large subuniPabPol D that was
required for the interactions &abPol D with PCNA. Thus, two PIP motifs were needed for
PabPol D for binding td>abPCNA. Moreover, the C-terminus BAbPCNA was essential for
stimulation ofPabPol D activity but not for stimulation ¢fabPol B activity. Neither DNA
polymerase interacted with tiRabPCNA interdomain connecting loop. Our data suggest that
distinct processes are involved in PabPol D &abPol B binding to PCNA, raising the
possibility that Archaea require two mechanisms for recruiting replicative DNA polymerases

at the replication fork.

Abbreviations

IDCL, interdomain connector loop of PCNRab, Pyrococcus abyssPCNA, proliferating
cell nuclear antigenPabPCNA, Pyrococcus abysdPCNA; PabPol B, Pyrococcus abyssi
family B DNA polymerase;PabPol D, Pyrococcus abyssfamily D DNA polymerase;
PabPol B\pip andPabPol D\pip, DNA polymerases lacking the C-terminal PIP box motif;
M13ssc, single-stranded circular M13mp18 DNRabPol DNcut,PakbPol D lacking the
N-terminus of the large subunit; Pfu, Pyrococcus furipRIsC, Replication Factor C.

INTRODUCTION

DNA replication is a functionally conserved mechanism that ensures genome stability in all
organisms, including Bacteria, Eukarya, Archaea, and virt/sds. general, DNA replication
involves a protein triad, composed of a DNA polymerase holoenzyme with two accessory
factors, plus the sliding clamp and the clamp-loader. In E.tb@ichromosomal replicase is a

DNA polymerase Il complex comprising two protein factors in addition to the polymerizing
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core subunit§® Recently, O’Donnell and co-workers suggested that three Pol Il complexes
could assemble to form a triple replisofne.

There is a fascinating relationship between eukaryal and archaeal DNA replication proteins in
that informational proteins in Archaea are more closely related to their eukaryotic
counterparts than to their bacterial counterparts. In eukaryotes, two family B replicases ensure
faithful reproduction of the entire genome. DNA polymer@igcomposed of thrééo fouf*
essential subunits, while DNA polymerasés active as a heterotetrant@Recent genetic
studies suggest strongly that DNA polymeradesnd € are essential for eukaryotic DNA
replication: DNA polymerasé might be responsible for Okazaki fragments synthesis on the
lagging strand, while DNA polymeraseis likely to perform leading strand synthekig?
Interestingly, the functional interaction between eukaryotic DNA polymedased the
archaeal accessory factors proliferating cell nuclear antigen (PCNA) and replication factor C
(RF-C) has been conserved throughout evolutidh.However, the archaeal replication
factors from thermococcales have unique functional properties. While ATP hydrolysis is
required for clamp-loading in eukaryot®sn archaeons thRF-C complex can load PCNA
without ATP hydrolysis® In addition, PCNA stimulates family B and D DNA polymerase
activity on a circular DNA template in the absence of RE-@nd spontaneous loading of
PCNA from Pyrococcus abysgPabPCNA) can be enhanced not only by RF-C, but also by
Pol B8 There is marked evolutionary divergence within the main subdomains of Archaea, i.e.
Euryarchaea and Crenarchaea. Indeed, in Crenarchaea there are up to three PCNA
homologue¥?°that can form a heterotrimer vivo?* while in Euryarchaea there is a single
PCNA homologue that forms a homotrimer. Cellular DNA polymerases are also highly
divergent within these subdomains. Crenarchaea generally have up to three family B
monomeric DNA polymerase$?® while Euryarchaea have one monomeric family B DNA
polymerase and one heterodimeric family D DNA polymerase that first appeared to be
restricted to this subdomaffi?® However, Pol D has been detected in the genomes of
Candidatus Korarchaeum cryptofilyth Nanoarchaeum equitaff& and Cenarchaeum
symbiosunt®

Generally, replicative DNA polymerases need the sliding clamp to act rapidly and
processively’ Interactions of proteins with the sliding clamp are mediated through common
motifs, such as the PCNA-interacting protein (PIP) Hosthe PIP box is defined as
Qxx(h)xx(a)(a), where “x” is any amino acid, “h” is a hydrophobic residue (I, L, or M), and

“a” is an aromatic residue (F, Y, or W). A large number of replication and repair proteins,

63



including error-prone DNA polymerases, contain this consensus PIP*5fihe PIP box is

not always sufficient for protein interaction with PCNA and a region proximal to the core-
conserved domain contributes to the interaction with PENBonsistent with this, a helix-
hairpin-helix (HhH) motif, important for DNA primer binding to DNA polymerasealso
physically interacts with PCNA In addition, a C-terminal PCNA-binding motif of DNA
polymerase\, unrelated to the PIP box, was involved in negative regulation of nucleotidyl
transferase activity? Using a random peptide library led to the identification of a new
polymorphic PCNA-binding motif, the KA-box; this motif is found in human Pand in

other proteins such as members of the MCM family, mismatch repair protein MSH6, and
cyclin D32 Finally, the binding of DNA polymeras®to PCNA is mediated by a glycine-

rich region (GX4GX8GX3YFY)’ However, the structure, and not just the sequence, of
PCNA-interacting peptides is important. Indeed, recent studies have shown that PCNA
binding to PCNA-interacting peptides is independent of the specific seqtieMczeover,
PIP-peptide interactions are mediated through beta zipper formation at the interaction
surface®® The PIP box motif interacts preferentially with the hydrophobic p&tfkebf
PCNA, as defined by the C-terminus and the interdomain connector loop (IDCL). Therefore,
PCNA'’s binding partners, especially DNA polymerases, bind the clamp through a complex
set of motifs that are often distinct from the PIP box. Keeping this in mind, we searched for
PCNA binding motifs in archaeal DNA polymerases in order to gain insights into the physical
interactions required for the assembly of functional DNA polymerases and PCNA in Archaea.

RESULTS

The C-terminal PIP box motif mediates functional and physical interactions between
PabPCNA and PabPol B but not PabPol D

We deleted the C-terminal PIP box B&bPol B and?abPol D to creat®abPol B\pip and
PabPol M\pip (Fig. 1a). We then tested the ability of the mutant proteins to interact with
PabPCNA using surface plasmon resonance (SPR)P&boPol B, physical interactions with
PabPCNA were abolished, indicating the importance of this structural motif for PCNA
binding (Fig. 1b). In contrast, deletion of the putative PIP boRaifPol D only moderately
impaired its binding toPabPCNA (Fig. 1b), suggesting that other critical residues in
PabPol D interact with PabPCNA.
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Figure 1. PIP box motifs inrPabPol B and D and physical interactions wRhbPCNA. (a) Consensus PIP box

motifs in the C-terminal regions &abPol B and D (boxed). Arrows indicate the lysine residue that was mutated

to a stop codon to generate proteins lacking a PIP B@abPol BApip and PabPol DApip). (b) SPR
measurements of the interactionsR&bPol B, PabPol D, PabPol BApip, andPabPol DApip with PabPCNA.
PabPCNA was injected over the immobilized primed ssDNa time 0, as indicated by the black arrowhead. A
recombinant protein was injected at 90 seconds, as indicated by the grey arrow. The background signal (injection
of buffer alone) was subtracted from the data before plotting. These are representative data from three
experiments.

Using a primer extension assay, we found that the functional interactidteb®ol B with
PabPCNA were also abolished when the PIP box was removed (Fig. 2, lanes 7-10). Indeed,
the addition olPabPCNA led to full-length M13 DNA synthesis ByabPol B (Fig. 2, lanes 7

and 8), and the lengths of products synthesizedP&lyPol B\pip were unchanged when
PabPCNA was added (Fig. 2, lanes 9 and 10). In contrast, removing the putative PIP box of
the large subunit oPabPol D had no effect on stimulation of DNA polymerase activity by
PabPCNA (Fig. 2, lanes 3-6). Six independent experiments were performed and the data were
quantified. There was no significant difference in PCNA stimulation of wild-BglePol D

versus PabPol DBpip.
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Figure 2. The PIP box ofPabPol B but notPabPol D is required for functional interaction wiabPCNA.

Primer extension studies were performed using M13mp18 template (90 fmol), hybridized to a 5’-fluorescein-
labeled primer. Reactions also contained 0.3 gradiPol D, 0.6 pmoPabPol DApip, 0.02 pmoPabPol BApip,

or 0.04 pmolPabPol B. PCNA was added in a 1:1 ratio relative to the DNA polymerase. Primer extension
studies were performed as described in the Methods section. Lanes 1 and 2 are control reactions lacking DNA
polymerase. Densitometry was used to quantify the relative amounts of full-length product. Data are expressed
as the mean percent + SD of full-length product relative to total elongation products. Differences were tested
using the Student's-test for equal variances. Differences relative to control without PCNA: *P < 0.01 ;

**P < 0.005 (n = 6).PabPol D andPabPol DApip data were not significantly different in the presence or
absence of PCNA, respectively.

The primer elongation activities &abPol B and?abPol D were then tested in the presence

of PabPCNA and the competitor peptides, PIPB and PIPD; the sequences of these peptides
correspond to the respective PIP boxes (Fig. 3). Adding the control peptide, TEMD, had no
significant effect on primer elongation BabPol B (Fig. 3a, lanes 4-5), but the PIPB peptide
clearly inhibited stimulation of the sliding clamp for long fragment synthesis (Fig. 3a,
lanes 6-7). This confirmed that the functional interactiorPabPol B withPabPCNA is

PIP box-dependent. Interestingly, the PIPD peptide also suppressed the interaction of
PabPol B andPabPCNA, indicating that the PIP boxB&bPol D is functionally comparable

to the PIP box oPabPol B (Fig. 3a, lanes 8-9). Furthermore, the PIPD and PIPB peptides
successfully competed for PCNA wifabPol D, as indicated by the absence of full-length
M13 products (Fig. 3b, lanes 3-4). This observation was reinforced by the lack of PCNA
stimulation ofPabPol DApip in the presence of the PIPD and PIPB peptides @€, lanes 4

and 5), suggesting the need for an additional PCNA-binding motif within PabPol D.
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Figure 3. Functional interaction ofPabPols with PabPCNA in the presence of competing peptides
corresponding to PIP box motifs. Primer extension studies were performed with M13mp18 template (90 fmol)
hybridized to a 5’-fluorescein-labeled primer. PIPB corresponds to the C-terminal regrabRdl B, PIPD
corresponds to the C-terminal regionRalPol D, and TEMD is a control peptide corresponding to amino acids
83-103 ofPalPol D. Primer extension studies were performed as described in the Methods section. Briefly,
reactions were incubated at 60°C for 15 min, and products were resolved on denaturing alkaline 1% agarose gels
and visualized using a Typhoon 9400 imager. (a) PIP box peptides inhibit functional interactaiPolf B

with PabPCNA. The reactions contained 0.04 pmoPaftPol B and 0.04 pmol d?PabPCNA Lane 1 shows a
control reaction lacking polymerase. Peptides (10 and 30 pM) were added at the sam@&#bRokbB. (b) PIP

box peptides inhibit functional interactions B&bPol D with PabPCNA. The reactions contained 0.3 pmol of
PabPol D, with PablPCNA added at an equimolar ratio. Peptides (30 uM) were added at the same time as
PabPol D. (c) PIP box peptides affect functional interaction®alfiPol DApip with PabPCNA. The reactions
contained 0.6 pmol dPalPol DApip, with PabPCNA added at an equimolar ratio. Peptides (30 uM) were added

at the same time @abPol DApip.

A novel N-terminal motif in PabPol D is required for functional interaction with
PabPCNA

Since the C-terminal PIP box motif &abPol D did not play an essential role in terms of
PabPol D interactions witRabPCNA, we looked for other putative PCNA-binding motifs in
PabPol D. A novel motif localized at a glance at the N-terminus was identified. This putative
PIP box (10-YFEMLQREIDKAY-22) could correspond to a palindromic motif with the
following general sequence: (a)xx(h)x(Q)xx(h)xxx(a). Glutamine 15 is located in the middle
of the sequence (Fig. 4a). When we deleted the N-terminuBabPol D (to create
PabPol DNcut), the functional interactions witabPCNA were strongly inhibited but not
abolished in the primer extension assay (Fig. 4b). Quantitative analysis of the data from three
independent experiments showed that PCNA stimulation was significantly reduced compared
to PabPol D ( P < 0.005) when PabPol DNcut was used in the assay (Fig. 4b).
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Figure 4. A putative PIP box motif is localized at the N-terminus of the large subuitld?ol D. (a) The

amino acid residues forming the palindromic PIP box motif are boxed, and the arrow indicates the glutamic acid
residue that was mutated to be a start codon. (b) The N-terminus of the large suBabita@fD is not essential

for functional interaction witiPabPCNA. Primer extension studies were performed with M13mp18 template

(90 fmol) hybridized to a 5'-fluorescein-labeled primer and containing 0.3 pmBak?ol D and 0.7 pmol of

PabPol DNcut. PCNA was added in 1:3, 1:1, and 3:1 ratios relative to the level of DNA polymerase (the ratios
are indicated schematically using triangles). Primer extension studies were performed as described in the
Methods section. Reactions were incubated at 60°C for 30 min, and products were resolved on denaturing
alkaline 1% agarose gels and visualized using a Typhoon 9400 imager. Lane 1 shows a control reaction lacking
DNA polymerase. Densitometry was used to quantify the relative amounts of the full-length product. Data are
expressed as the mean percent + SD of full-length product relative to total elongation products. Differences
between the means were tested using the sStudetetss for equal variances. Difference relative to control
without PCNA: **P < 0.005 (n = 3). Data withabPol D andPabPol DApip were significantly different when

PCNA was present (P < 0.005).

We next looked at the primer extension activityRafbPol D in the presence BabPCNA

plus the competitor peptides Nter 1 and Nter 2 (Fig. 5). These peptides correspond to the
sequences upstream and downstream of glutamine 15, respeddabBRol D activity was

still stimulated in the presence of both Nter 1 and Nter 2, which were added separately with
peptide TEMD (Fig. 5, lanes 8-15). Strikingly, stimulation RdbPol D processivity was
greatly reduced when both peptides were present (Fig. 5, lanes 18 and 19). This result
confirmed that the entire palindromic PIP box sequence at the N-termirRRab&0ol D is

needed for functional interactions of PabPol D with PabPCNA.
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Figure 5. Functional interaction dPabPol D with PabPCNA in the presence of competitor peptides that mimic

the N-terminus ofPabPol D. Primer extension studies were performed with M13mp18 template (90 fmol)
hybridized to a 5'-fluorescein-labeled primer. Nter 1 and Nter 2 correspond to amino acids 1-15 and 15-29,
respectively, in the N-terminal region of the PabPol D large subunit. TEMD is a control peptide that corresponds
to PabPol D amino acids 83-103. The reactions contained 0.3 pmBald?ol D and 0.3 pmol oPabPCNA.
Increasing amounts of peptides were added (50 uM, 100 uM, 500 uM and 1000 uM) at the same time as
PabPol D, except for the experiments analyzed in lanes 4 to 7. In these four reactions, the amount of TEMD was
sequentially increased: 100 uM, 200 uM, 1000 uM, and 2000 uM. Primer extension studies were performed as
described in the Methods section. Briefly, reactions were incubated at 60°C for 15 min, and products were
resolved on denaturing alkaline 1% agarose gels and visualized using a Typhoon 9400 imager. Lane 1 shows a
control reaction lacking DNA polymerase.

The C-terminus of PabPCNA is essential for PabPol D but not for PabPol B stimulation

The crystal structure oPfuPCNA®** along with structure/function studies of eukaryotic
PCNA** have produced a structural model B&bPCNA. To identify the residues of
PabPCNA that are critical for its physical interactions viaibPols, we introduced mutations

into its conserved structural domains (Fig. 6). We first generated three mutants in the IDCL
region: EIE120, VDL123 and EL127. We then replaced the C-terminal proline and arginine
with alanine. These mutations are shown schematically on a moB&RENA in Figure 6.
Native PAGE was used to control whether the mutant proteins were still homotrimers, i.e. if
they migrated as a single band at about 85 kDa, as does wild type PCNA (data not shown).
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Figure 6. Left panel: Mutations of the IDCL region and C-terminu®abPCNA in the region corresponding to
the hydrophobic pocket. Right panel: The 3D structure of a PCNA monomer showing the mutated amino acids.

We then tested the primer elongation activitiesPabPol B,PabPol D, and the mutants
PabPol D\pip and PabPol DNcut with thePabPCNA mutants using optimal stimulation
conditions for each DNA polymerase (Fig. 7). All of the PCNA mutants stimuRdeéol B
activity (Fig. 7). PabPol D activity was stimulated by the EIE120, VDL123, and EL127
PCNA mutants, while mutant PR245 did not enhance primer extensiBaldB3ol D (Fig. 7).

This indicates that the C-terminus of PCNA is critical for its physical and functional
interaction withPabPol D. With the exception of PR245, the PCNA mutants stimulated
PabPol D\pip andPabPol DNcut (Fig. 7). Taken together, these results suggest that PCNA
binding to PabPol D is mediated by the PIP motifs located at the N- and C-termini,

respectively.
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Figure 7. Functional interaction oPabPol B, PabPol D, PabPol DApip, and PabPol DNcut withPabPCNA

mutants. Primer extension studies were performed with M13mp18 template (90 fmol) hybridized to a 5'-
fluorescein-labeled primer. Primer extension studies were performed as indicated in the Methods section.
Products were resolved on denaturing alkaline 1% agarose gels and visualized using a Typhoon 9400 imager.
The reactions contained (a) 0.04 pnidbPol B (wild type and mutant PCNA species were added at an
equimolar ratio withPabPol B); (b) 0.3 pmol ofPakiPol D; (c) 0.6 pmol ofPalPol DApip; (d) 0.7 pmol of

PabPol DNcut.
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DISCUSSION

PCNA-binding motifs appear to be evolutionarily divergent in DNA replication proteins, and
even the PIP box has a polymorphous nature. The human DNA polymey&8esubunit has

a canonical PIP motif in the N-terminal region that contributes greatly to its interactions with
PCNA3* In the Pol X family, a non-canonical PIP box belongs to a longer PCNA-binding
motif that has a conserved helix-hairpin-helix (HhH) donfaiRIP box-like motifs are also
found in the core region of most DNA polymerases. For example, PIP box-like motifs are
found in the large subunit &ffuPol D at amino acid residues 1096-1103 and 1253-1261.
PabPol B, the LxxFG motif involves amino acids 745-750, and two LxxFY motifs are located
at amino acid sequences 894-904 in the large subuiaibiPol D. It is thus reasonable to
assume that functional PIP box motifs are generally located in the terminal regions of proteins
that interact with PCNA.

In this study, we gained further insights into the physical and functional interactions of
PabPols withPabPCNA. WhilePabPol B has just one PIP box motif at the C-terminus,
PabPol D has two PIP-type motifs that interact with PCNA. This suggests that at the
replication fork, the mechanism involvedPabPol D loading and stimulation by PCNA may

be different from that involved iPabPol B loading and stimulation. In contrast to results
with PabPol B, removing the canonical C-terminal PIP motif fidabPol D did not disrupt
physical interactions with PCNA, although use of competitor peptides demonstrated that this
shortened motif functioned as a PIP box that could indeed interact with PCNA, but with low
or even no effects on the processivity of the reaction. Interestingly, the N-terminal PCNA-
interacting motif inPabPol D is a palindromic putative PIP box defined by the sequence
10-YFEMLQREIDKAY-22. This sequence appears to be on the surfaéald?ol D where it

can interact with the sliding clamp.

Our finding that binding oPabPCNA toPabPol D requires at least two motifs, one at the
N-terminus and one at the C-terminus, contrasts with a recent repoiftiail D interacts
functionally with PfuPCNA.In vitro via its C-terminal PIP bo¥ This difference in results is
surprising, since Pol D fromPyrococcus abyssand Pyrococcusfuriosus have strong
similarities in terms of primary structure, particularly in their PIP boxes. Moreover, the
authors further demonstrated thfiuPols bound td?fuPCNA in the absence of DNA; in
contrast, we found previously that DNA was required for this interattibmaddition to the
absence or presence of DNA, the level of PCNA in the reaction relative to the DNA

polymerase concentration is important. For example, as shown in Fig. 4b, experiments with
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PabPol DNcut indicate that using an excess of PCNA could lead to an erroneous conclusion
that the N-terminal motif is the only PCNA-interacting motif.

Three domains of eukaryotic PCNA are involved in protein-protein interactions: the IDCL,
which is a major interaction site that is recognized by several proteins, includidg g2dl,

Fenl and DNA ligase 1; the N-terminal region, comprising the iar®eglices, which forms

part of the binding site for cyclin D; and the C-terminal tail, which is important for
interactions with Pat and RF-C***° SincePabPol D and®abPol D\pip did not interact with

the C-terminal PCNA mutant (Fig. 7), and since interactions betweaPol D and
PabPCNA are inhibited by competitor peptides that mimic the PIP boxes, it seems that the
two PIP motifs inPabPol D interact with the same region of PCNA (i.e. the C-terminus).
However, since none of the PCNA mutants affected bindirgataPol B, we do not know
which region ofPabPCNA is important for binding t8abPol B. More studies are needed to
answer this question.

There is also the question of steric accessibility of the PCNA binding sites, especially when
high molecular weight complexes are involved. The PIP box motif itself may be a flexible
connector? In addition, PCNA interactions with more than one partner have to be considered
as proposed for the crenarchaeal heterotrimeric cfanmpthe bacteriophage RB69, the DNA
polymerase has a PIP box-like peptide that binds to only one site on the sliding clamp; the
other two sites can bind additional proteihdhrough structural reorganization of the bound
protein, this allows other proteins access to the free PCNA-binding sites. Interestingly, p21
interferes strongly with PCNA stimulation by Ryplbut does not inhibit loading of the PCNA

by RF-C>! This indicates that there are different binding sites fordRid RF-C. It has also

been proposed that RF-C travels with Bohnd PCNA> Nevertheless, we do not know
whether both motifs interact with the same monomer or with two different monomers. We
also cannot say whether both PIP box motifsPabPol D interact with PCNA at the same
time, alternatively, or in a preferential order depending on the replication steps and/or on
repair partners. Finally, it is clear that PCNA binding is different for the Rynmcoccus
abyssiDNA polymerases; this may imply that PCNA acts as a pivotal replication factor to
coordinate and enhance DNA synthesis by the two PabPols at the leading and lagging strands,

as hypothesized by previous studiés.
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MATERIALS AND METHODS

Recombinant proteins

PabPol B (Isi8" DNA polymerase) was purchased from Qbiogene (lllkirch, France).
PabPol D and®abPCNA were prepared as described previois§Mutant versions of both

DNA polymerases with the PIP boxes deleted were obtained using the Quik&h&iige
Directed Mutagenesis kit (Stratagene Europe, Amsterdam, The Netherlands). The codons for
lysine 768 and lysine 1440 were replaced with a stop codon just upstream of the PIP box in
PabPol B and PabPol D, respectively, (Fig. 1a).

To express th€abPol DNcut deletion mutant, we deleted the first 22 N-terminal amino acids
by introducing an Ndel recognition sequence. The gene encBdibgol DNcut was cloned

into plasmid pET25b+ (Promega) and amplified by PCR using the oligonucleotides
5-CAGAGGGAGATAGATAAGGCCCATATGATAGCTAAAAAGGCGAGG-3 and
3-GTCTCCCTCTATCTATTCCGGGTATATATCGATTTTTCCGCTCC-5. The Ndel
recognition sequence is underlined. The PCR product was digested with Ndel and
reintroduced into the pET25b+ plasmid. The entire nucleotide sequence was confirmed by
sequencing. The gene was co-transformed nteoli HMS174 (DE3) pLysS with plasmid
pPET28b+, which contained the gene encoding the small subunit of PabPol D.

For the PCNA mutants, proline 245 and arginine 246 (PR245); glutamic acid 120, isoleucine
121, and glutamic acid 122 (EIE120); valine 123, aspartic acid 124, and leucine 125
(VDL123); and glutamic acid 127 and leucine 128 (EL127) were replaced by alanine (Fig. 6).
The mutants were obtained using the following oligonucleotides: 5-TGAT
ATTCCTCCTGGCTGCCGCGGTTGAGGAG-3 and 3-GACTATAAGGAGGACCGACG
GCGCCAACTCCTC-5" (PR245); 5-ATAGATGTTGAGGCGGCCGCAGTTGACTTGCC
AGAG-3' and 3-ATCTACAACTCCGCCGGCGTCAACTGAACGGTCTC-5 (EIE120);
5'-GAGGAGATCGAAGCTGCCGCGCCAGAGTTACCC-3 and 3-CTC CTCTAGCTTCG
ACGGCGCGGTCTCAATGGG-5’ (VDL123); 5-ATCGAAGTTGACTTGCCAGCGGCAC
CCTTCACG-3’ and 3-TAGCTTCAACTGAACGGTCGCCGT GGGAAGTGC-5' (EL127).

The PCR products were cloned into plasmid pET25b+ (Promega), and the entire nucleotide
sequence was confirmed by sequencing. All mutants were expressed using the Rapid
Translation System 50B. coli HY Kit from Roche Diagnostics (Mannheim, Germany).

The peptides used as competitor peptides for PCNA were synthesized by Eurogentec. PIPB
corresponded to the C-terminus B&abPol B (765-QKTKQVFLGAWLKF-778), PIPD
corresponded to the C-terminus ofthe PabPol D large  subunit
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(1438-PKKKRVISLEEFFSRKSK-1455), Nter 1 corresponded to the N-terminus of the
PabPol D large subunit (1- MELPKEMEEYFEMLQ-15), Nter 2 corresponded to the
N-terminal domain of thé®abPol D large subunit (15-QREIDKAYEIAKKAR-29), and the
control peptide TEMD corresponded to an internaPabPolD sequence
(83-EIIEGKFGDLGSREKYAEQAV-103). The theoretical pls of the competitor peptides
PIPB, PIPD, Nterl, Nter2, and TEMD were 10.3, 10.57, 3.98, 9.52, and 4.59, respectively.

Primer extension assay

The 32-nt oligonucleotide used to prepare the primed DNA substrate for primer extension
(5-TGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTA-3") was synthesized, labeled at the

5’ terminus with 6-carboxyfluorescein, and purified by Eurogentec (Belgium). M13ssc was
annealed to the 32-nt oligonucleotide at a 1:3 molar ratio in 10 mM Tris-HCI pH 8.0, 50 mM
NaCl, by heating at 75°C for 10 min followed by cooling to room temperature. Primer
extension was performed in a final volume of 11 pul; reactions contained the following: 0.09
pmol of template/primer, 2 pmol of each dNTP, 0.02 to 1.5 pmdPalfPCNA and the
PabPols to be tested in buffer (50 mM Tris-HCI pH 8.8, 1 mM dithiothreitol (DTT), 10 mM
KCI, 2 mM MgCk. Reactions were incubated at 60°C for 30 min and stopped by transferring
to ice and adding 10 ul of stop buffer (98% (v/v) formamide, 0.2 mM EDTA, pH 8.0).

For inhibition studies, peptides (30 uM to 1000 puM, as indicated)PaidPols were added
simultaneously to start the reactions, which were incubated at 60°C for 15 min and then
stopped on ice. The products were heated at 95°C for 5 min and resolved for 16 h at 30 V at
4°C on a 1% (w/v) alkaline agarose gel (50 mM NaOH, 1 mM EDTA). Finally, the products
were visualized using a Typhoon 9400 imager (Amersham Biosciences).

Surface plasmon resonance (SPR) experiments

SPR analyses were performed on a BlAcore X apparatus (BlAcore, Uppsala, Sweden). DNA
surfaces consisted of approximately 200 resonance units (RU) of biotinylated template
immobilized onto a streptavidin surface (SA sensor chip, BIAcore) as described pretiously.
The interaction between tiabPol proteins and the DNA/PCNA complex were monitored as
follows: PabPCNA (200 nM) was injected over the DNA chip &abPols (200 nM) were
added 30 seconds afteabPCNA. The interactions were monitored at 25°C at a flow rate of
30 pl/min in HBS-P buffer (10 mM Hepes pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.005% (v/v) surfactant
P20).
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lll. Résultats complémentaires

[lI.1. Interaction entre le PCNA et les sous-unités de ’ADN polymérase D

Les interactions entre le PCNA et la sous-unité DP1 de 'ADN polymérase D ont été
étudiées par la méthode de pull-down (Figure 21A). La révélation a été réalisée par Western
Blot en utilisant les anticorps anti-DP1 de la Pol D. De la méme facon, l'interaction entre la
grande sous-unité DP2 de 'ADN polymérase D avec le PCNA a été testée en pull-down
(Figure 21B). La révélation a été réalisée par Western Blot en utilisant les anticorps anti-DP2
de la Pol D. Le PCNA tagué histidine, préalablement fixé aux billes, n’interagit, ni avec la
DP1 (Figure 21A), ni avec la DP2 (Figure 21B). Dans les deux cas, le résultat est identique,

gue ce soit en absence ou en présence d’ADN.

ADN A

su1l
PCNA

Figure 21 : Interaction entre le PCNA et les sous-unités de I'’ADN polymérase D.

1,5 pug de PCNA tagué histidine ont été mis en présence des billes et 15 pg de DP1 et/ou de DP2 ont été chargés
sur les billes, en présence ou en absence d’ADN (A2/B2). C représente le contréle du western blot. La révélation
a été réalisée par Western Blot en utilisant les anticorps anti-DP1 en A) et C), ou DP2 de la Pol D en B) et en C).

La méthode de pull-down ne nous a donc pas permis de démontrer 'interaction entre
le PCNA et la petite sous-unité DP1 de 'ADN polymérase D. Cette interaction a pourtant été
observée chez d’autres Euryarchaeota, notamment Rhéorikoshii (Shenet al., 2003).

Chez cette espéece, le PCNA interagit plus particulierement avec la région N-terminale (1-200)
de la DP1 (Tangt al, 2004). Par ailleurs, la méthode de pull-down ne nous a pas permis de
d’observer l'interaction entre le PCNA et la DP2 seule de la Pol D. Il a été démontré que le
PCNA interagissait fortement avec la sous-unité DP2 éhdmriosus(Cann et al., 1999a).

De plus, IePfuPCNA interagit avec IRfuPol D, grace a son motif PIP box situé au niveau de

la grande sous-unité (Toet al., 2007). Ces résultats sont en contradiction avec les nétres

(cf. article). En analysant leurs sensorgrammes obtenus en SPR, nous pouvons constater que
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les courbes théoriques ne fittent pas leurs données expérimentales. Ces types de résultats sont
dus généralement a I'hétérogénéité de la surface ou au tampon de flux et/ou a la non
spécificité des liaisons. De plus, nous constatons, lors de leurs réactions d’extension
d’amorce, l'existence de grands fragments en présence de PCNA. Leurs conditions de
réactions d’extension d'amorce ne semblent pas optimisées pour pouvoir suivre
I'accumulation de produits de longueur totale de la matrice. Par conséquent, nous ne sommes
pas d’accord sur le fait quefuPol DAPip ne soit pas stimulée par le PCNA. Ainsi, hous
pensons que les différences d’interactions dpaigPolDPabPCNA et celles des enzymes de

P. furiosussont liées aux conditions expérimentales.

Nous pouvons émettre I'hypothese que 'ADN polymérase D interagit avec le PCNA
uniquement lorsque les deux sous-unités DP1 et DP2 sont complexées entre elles. Afin de
confirmer cette hypothese, la capacité du PCNA a se lier aux deux sous-unités préincubées
ensemble, a été testée par la méthode de pull down (Figure 21C). Les sous-unités DP1 et DP2
ont été ajoutées extemporanément dans le milieu réactionnel contenant le PCNA
préalablement fixé aux billes, en absence ou en présence d’ADN. La réveélation a été réalisée
par Western Blot en utilisant les anticorps anti-DP2 et anti-DP1 de la Pol D. Aucune
interaction n'a été démontrée entre le PCNA et les deux sous-unités DP1 et DP2. Ainsi, ces
travaux préliminaires ne nous ont donc pas donné d’informations quant a ces interactions.
Nous pouvons imaginer que le complexe entre les deux sous-unités DP1 et DP2 ne se soit pas
bien structuré. Néanmoins, il nous faudrait utiliser une autre méthode afin de pouvoir affirmer
avec certitude I'absence d’interaction enfabPCNA et la DP1 et la DP2 deabPol D,

notamment par SPR.

[11.2. Interaction des ADN polymérases D et B avec les PCNA mutés en

présence du peptide PIPD

Précédemment, nous avions utilisé le peptide PIPD correspondant a la structure
primaire du motif PIP box a I'extrémité C-terminale de la grande sous-unialoleol D
(cf. Matériels et Méthodes) en tant que compétiteur des interactions des ADN polymérases au
PCNA. Nous avions démontré que le peptide PIPD inhibait I'interaction entre le PCNA d’'une
part etPabPol D,PabPol D\pip ou PabPol B d'autre part. De plus, seul le PCNA muté
PR245 ne stimulait pas la Pol D, gu’elle soit sauvage ou mutée, contrairement a PabPol B, qui
voyait sa synthese d’ADN améliorée en présence de tous les PCNA mutés. Dans I'étude
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présentée ici, notre but était de voir, si le peptide PIPD gardait son effet inhibiteur, malgré les
mutations réalisées dans la poche hydrophobe du PCNA. Ainsi, nous avons étudié l'influence
du peptide PIPD sur les interactions efepPol D etPabPol D\pip avec les PCNA mutés.
Pour cela, la stimulation d’extension d’amorce de I'ADN polymérase D par le PCNA,
sauvage ou muté au niveau de la poche hydrophobe, a été testée en présence du peptide
compétiteur PIPD (Figure 22A).

Tout d’abord, nous avons confirmé certains des résultats exposés dans la publication.
En effet, contrairement au PCNA sauvage et aux PCNA mutés au niveau de I'IDCL
(cf. Matériels et Méthodes), le PCNA muté PR245 ne stimule pas 'ADN polymérase D
(Figure 22A, comparer piste 6 aux pistes 5, 7, 8 et 9). De plus, alors que le peptide PIPD
supprime l'activation par le PCNA sauvage (Figure 22A, piste 15), la stimulation de la
processivité de 'ADN polymérase D est toujours observée en présence du peptide témoin
TEMD (Figure 22A, piste 10). En revanche, la synthese d’ADN par |&&ldb est fortement
inhibée en présence de nimporte quel PCNA muté et en présence du peptide PIPD
(Figure 22A, pistes 16 a 19), mais pas en présence du peptide témoin TEMD (Figure 22A,
pistes 11 a 14). Cette inhibition, par le peptide PIPD, de la synthese d’ADN par la Pol D,
uniquement en présence d’'un PCNA muté, est difficile a interpréter. Méme si ce résultat a éte
obtenu a plusieurs reprises, nous ne pouvons occulter le fait qu’il soit peut-étre artéfactuel.
Néanmoins, il parait évident qu’il y a une compétition entre le peptide PIPD et les motifs PIP
box de la Pol D, vis-a-vis du PCNA. En plus de cette compétition, une mutation induite au
niveau de la poche hydrophobe du PCNA pourrait générer notamment des problémes de
flexibilité des protéines. Ceci aurait pour conséquence un blocage du PCNA et/ou du
complexe PCNA/Pol D sur 'ADN, et empécherait ainsi la synthese d’ADN. Des travaux ont
déja démontré Tlinhibition de la synthese d’ADN par des peptides synthétiques qui
interagissent au niveau du PCNA (Zheletal, 2000). Ainsi, nous émettons I'’hypothése que
le motif PIP box de '’'ADN polymérase D jouerait un réle de déclencheur dans la processivité
de l'enzyme, lors de la synthése d’ADN, en validant le bon maintien du complexe
Pol D/PCNA sur I’ADN.
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Figure 22 : Extension d’amorce paahbPol D etPabPol DApip, en présence du PCNA sauvage ou muté, et en
présence ou non des peptides compétiteurs.

Gel dénaturant agarose alcalin a 1%. La matrice est le M13mpl18(+) amorcé par un fragment M13cut32FAM,
marqué en 5’ a la fluorescéine. Les mélanges réactionnels ont été incubés a 60°C pendant 15 min. A) la Pol D a
été utilisée a 0,6 pmol ; B) la PoApip a été utilisée a 0,7 pmol. Le PCNA sauvage ou muté a été utilisé pour un
rapport PCNA/Pol équimolaire, et les peptides ont été utilisés a une concentration finale de 30 puM.

De la méme facon, la stimulation d’extension d’amorcePdbPol D\pip, par le
PCNA sauvage ou muté au niveau de la poche hydrophobe, a été testée en présence du
peptide compétiteur PIPD (Figure 22B). Comme décrit dans la publication, le PCNA PR245
ne stimule pas PabPolApip, contrairement au PCNA sauvage et aux PCNA nmauésveau
de I'IDCL, (Figure 22B, comparer piste 6 aux pistes 5, 7, 8 et 9). De plus, alors que le peptide
PIPD supprime l'activation par le PCNA sauvage, la stimulation de la processivité de ’ADN
polymérase Rpip est toujours observée en présence du peptidaenéhEMD (Figure 22B,
pistes 10 et 15). Egalement, en présence du peptide TEMD, la stimulation de la
PabPol D\pip est toujours observée en présence des PCNA nilfEE20, VDL123 et
EL127 (Figure 22B, pistes 12 a 14) alors que, le peptide PIPD inhibe la stimulation de
PabPol D\pip par les mémes PCNA (Figure 22B, pistes 17 a @8pendant ces PCNA ne
modifient pas la synthése basique de 'ADN (Figure 22B, pistes 15 a 18), contrairement a ce
qui est observé pour la Pol D sauvage (Figure 22A, pistes 16 a 19). Ainsi, les interactions
entre la Pol pip et les PCNA mutés sont totalement abrogéesésepce du peptide PIPD.
Ceci permet de confirmer que le peptide interagit bien au niveau de la poche hydrophobe,
excepté le mutant de I'extrémité C-terminale, siége des interactions entre le PCNA et 'ADN

polymérase D.
Les interactions entr®abPol B et les différents PCNA mutés ont été testées, en

présence du peptide PIPD, utilisé a deux concentrations differentes (30 et 100 pM)

(Figure 23A et B). Tout d’abordRabPol B est stimulée par tous les PCNA sauvage ou mutés
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(Figure 23A, pistes 5 a 9). De plus, la stimulation de la processivité de 'ADN polymérase B
est toujours observée en présence du peptide témoin TEMD pour les PCNA sauvage ou mutés
(Figure 23A, pistes 10 a 14). Dans les mémes conditions, le peptide PIPD, utilisé a une
concentration de 30 uM, inhibe partiellement la stimulation par le PCNA sauvage et les
PCNA mutés EIE120, VDL123 et EL127, et totalement la stimulation par le PCNA PR245
(Figure 23A, pistes 15 a 19). En revanche, le peptide PIPD utilisé a une concentration de
100 uM, inhibe complétement la stimulation BabPol B par les PCNA sauvage et mutés
(Figure 23B, pistes 15 a 19). Egalement, quelque soit la concentration testée, le peptide PIPD
n‘a aucune influence sur la synthese basique de I'ADN RabPol B. Ces travaux
préliminaires ne nous permettent pas de conclure quant a la réelle implication du motif
PIP box de la Pol B au sein de la poche hydrophobe du PCNA. Néanmoins, nous pouvons
imaginer que la Pol Byia son motif PIP box, interagirait spécifiguement au niveau de
'extrémité C-terminale du facteur de processivité, et également au niveau d’une autre zone de
la poche hydrophobe comme montré pour I'ADN ligase |S#&Echaromyces cerevisiae
(Vijayakumaret al, 2007).

A + TEMD + PIPD B + TEMD + PIPD
N Ny »’L \ ¥ o b?J '1, >,
&Q’@Q (o\q, e QOQQQ‘ \\o\«o}?’ o 0@ ({/\fb &Q}“Q\ Q°$qu, v ((/\;\,'1:206 Y <<>’ Qoé O\’ A
a2 B B _E B N _B_N_J — —_ e R e oew
. Bia, -

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19

Figure 23 : Extension d’amorce pRahbPol B, en présence des PCNA sauvage ou mutés, et en présence ou non
des peptides compétiteurs.

Gel dénaturant agarose alcalin a 1%. La matrice est le M13mp18(+) amorcé par un fragment M13cut32FAM
marqué en 5’ a la fluorescéine. Les mélanges réactionnels ont été incubés a 60°C pendant 15 min. La Pol B a été
utilisée a 0,04 pmol. Les PCNA sauvage ou mutés ont été utilisés pour un rapport PCNA/Pol équimolaire, et les
peptides ont été utilisés a une concentration finale de 30 uM (A) et de 100 uM (B).

. Conclusion et perspectives

Nous avons pu démontrer que le motif PIP box C-terminal était indispensable aux
interactions entre le PCNA et 'ADN polymérase B, et pas 'ADN polymérase D. Cette

derniere possede un autre motif d’interaction au PCNA, sous la forme d’un palindrome, qui se
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situe au niveau de son extrémité N-terminale. Par ailleurs, 'ADN polymérase D interagit
spécifiguement au niveau de l'extrémité C-terminale du PCNA, alors que I'ADN
polymérase B pourrait interagir a la fois au niveau du C-terminus et aussi au niveau de
'IDCL. La figure 24 illustre de facon hypothétique les interactions entre les ADN

polymérases B et D avec le PCNA.

Figure 24 : Liaison des ADN polymérases B et D au PCNA. A, PabPol D interagit au niveau de I'extrémité
C-terminale d’'un seul monomere du PCNA grace a ses motifs PIP box C-terminal et N-terrRialdPdieD (en

rouge). B, PabPol D interagit au niveau de I'extrémité C-terminale de deux monomeres du PCNA gréace a ses
motifs PIP box C-terminal et N-terminal dRabPol D (en rouge). CPabPol B interagit le long de la poche
hydrophobe du PCNA grace a son motif PIP box (en rouge).

Néanmoins, la description précise des interaction®a#Pol B avec le facteur de
processivité nécessite d’'autres études. Dans cette optique, de nouvelles mutations uniques ou
conjointes devront étre réalisées, au niveau des zones d’intéréts que sont I'IDCL et le
C-terminus, ainsi que d’autres zones comme la boucle au centre du monomért @Dku
1998). Nous pouvons également imaginer un processus dynamique évoluant en fonction de
’ADN. En effet, la protéine Apn2 d8. cerevisiaese lie au PCNA, au niveau de I'IDCL, en
absence d’ADN, mais son activité nucléasique requiert la partie C-terminale du facteur de
processivité (Unlket al, 2002).

En revanche, nous n’avons pas pu observer d’interaction entre le PCNA et la petite
sous-unité DP1. Une amélioration de nos conditions de pull-down doit étre réalisée.
Toutefois, nous pouvons émettre I'hypothese que le PCNA se fixealfol D seulement si
les deux sous-unités DP1 et DP2 sont complexées entre elles. Enfin, les études préliminaires
d’extensions d’amorce, en présence des peptides compétiteurs et en présence des PCNA
mutés, nous ont permis d'observer des comportements différents pour les deux ADN
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polymérases. Néanmoins, cette étude est incompléte et ne nous permet que d’émettre des
hypothéses sur I'implication des motifs PIP box et de leur interaction au sein de la poche
hydrophobe du PCNA. Cette étude pourrait se poursuivre en utilisant, lors de tests d’extension
d’amorce, le peptide PIPB correspondant a la structure primaire du motif PIP box de
PabPol B.

Ces travaux nous suggerent que différents mécanismes sont mis en ceuvre pour la
liaison au PCNA. Sachant que le facteur de processivité a un réle de plateforme durant toutes
les phases de la réplication de ’'ADN, nous pouvons imaginer une modulation des interactions
suivant le mécanisme en cours, comme cela a été déja démontré (Lopez De Saro et al., 2003).
De plus, la structure et la nature des acides nucléiques joueraient un rdle dans I'affinité des
enzymes interagissant avec le PCNA (Leu et al., 2003). Ainsi, étant donné que différents
meécanismes apparaissent cliezabyssi quant au recrutement des ADN polymérases, nous
pouvons imaginer que les motifs PIP box ont également des affinités difféerentes.

Si cela est possible, de futurs travaux, axés sur I'expression d’'une ADN polymérase D
dépourvue de ses deux extrémités N et C-terminale, nous permettraient de valider
définitivement notre interprétation sur le mécanisme d’interaction entre le PCNA et
PabPol D. Des mutations ponctuelles dans les motifs sont également envisageables. Par
ailleurs, nous n'avons pas pu déterminer un ordre privilégié d'implication des deux motifs
PIP box, dePabPol D, dans la liaison au PCNA. En effet, les deux extrémités N et
C-terminale de cette enzyme pourraient interagir en méme temps, alternativement ou
séquentiellement. Une nouvelle approche pourrait étre mise en place en se focalisant
notamment sur I'affinité de chaque motif pour le PCNA. La détermination structurale de
I’ADN polymérase D seule et/ou complexée au PCNA apporterait la réponse. La présence
commune du PCNA muté et des peptides compétiteurs, lors d’'un test d’extension d’amorce,
pourrait également s’effectuer avec la Pol DNcut afin d’éclaircir le processus de recrutement
de PabPol D. Par ailleurs, il serait intéressant d’étudier les zones d’interaction, au niveau de la
poche hydrophobe du PCNA, d'autres protéines impliguées dans la réplication, telles que
FEN-1 et ADN ligase I. Nous pourrions ainsi comparer les mécanismes d’interaction de chez
P. abyssi avec ceux des eucaryotes qui sont déja caractérisés (Gomes & Burgers, 2000,

Vijayakumar et al, 2007).
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Chapitre 2

Etude du complcxc
ADN polymerase/RIF-C/TCNA
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|. Introduction

Le RF-C est aussi appelé le facteur de chargement, étant donné que son réle principal
au sein des trois domaines du vivant, est de charger le PCNA sur 'ADN. Généralement, cette
réaction se met en place de fagcon ATP-dépendante. Néanmoins, il a été morféatlyssi
gue le facteur de processivité pouvait se charger tout seul sur ’ADN (Rouillan20Gi).

Sachant que le RF-C, au méme titre que la plupart des protéines interagissant avec le
PCNA, possede a son extrémité C-terminale un motif PIP box, nous avons émis I'’hypothese
gu’il pouvait exister une compétition entre les ADN polymérases et le RF-C, vis-a-vis du
PCNA. Il est intéressant de noter que la configuration du RF-C, chez les Archaea, est
particuliére, du fait que le motif PIP box est relié au reste de la structure primaire de la grande
sous-unité par un bras flexible composé de plusieurs dizaines de résidus chargeés. Par ailleurs,
de nombreux travaux nous permettent de suggérer que plusieurs types de protéines pourraient
se fixer simultanément sur le PCNA. Ceci nous amene a penser que des compétitions
pourraient avoir lieu entre les différents partenaires du PCNA, lors des phases de la
réplication de I’ADN. Ces observations soulevent des questions chez les Archaea, non
seulement sur le comportement du RF-C lors de la synthese d’ADN et lors des phases de
chargement du PCNA sur 'ADN, mais également sur le réle du motif PIP box.

Nous avons ainsi étudié le comportement du RF-C lors de la synthése d’ADN par les
ADN polymérases B et D, sauvages ou mutégsp), en présence ou en absence de PCNA.
Ensuite, nous nous sommes focalisés sur la liaison a 'ADN du complexe de I'ADN
polymérase D avec ses deux facteurs accessoires. Enfin, nous avons étudié de maniere plus
fine la fonction principale du RF-C, c'est-a-dire le chargement du PCNA sur I’ADN. En
parallele, les travaux se sont portés sur I'expression du RF-C dépourvu de son motif PIP box,
avec pour principal but d’étudier le role de ce motif durant la synthese d’ADN et durant les
phases de chargement/déchargement du PCNA sur 'ADN.

Méme si l'approche décrite dans ce chapitre nous permet de souligner le
comportement du complexe tripartite, composé de I’ADN polymérase et de ses deux facteurs

accessoires, cette étude reste encore préliminaire et demande a étre améliorée a I'avenir.
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Il. Résultats

[I.1. Effets du RF-C sur I'extension d’amorce des ADN polymérases D et B
sauvages eApip

Tout d’abord, l'influence de la quantité de RF-C a été testée sur les Pol D sauvage et
Apip, lors d’un test d’extension d’amorce (Figure 25Be RF-C seul n’a pas d’effet sur la
Pol D (Figure 25A, piste 3). Par contre, la stimulation de la Pol D par le PCNA est inhibée en
présence du RF-C, uniquement pour un rapport RF-C/Pol supérieur a 2 (Figure 25B, pistes
4a7). Le RF-C seul n'a pas non plus d'effet sur la Papip (Figure 25, piste 10). En
revanche, son activité de synthese d’ADN semble freinée en présence du PCNA, pour toutes
les concentrations en RF-C (Figure 25B, pistes 11 a 12). Pour des rapports RF-C/Pol
supérieur a 2, la synthese d’ADN est totalement supprimée (Figure 25A, pistes 13 et 14).

L'influence du RF-C a également été testée selon le moment d’incubation du RF-C au
cours de la réaction, en se placant dans un rapport RF-C/PCNA/Pol de 2 : 1 : 1 (Figure 25B).
Le RF-C a été ajouté au milieu réactionnel, soit en méme temps que ’ADN polymérase, soit
10 min, 17 min ou 25 min apres le départ de la réaction de synthese d’ADN. Le RF-C inhibe
légerement la stimulation de la Pol D par le PCNA, quelque soit le moment d’'incubation
(Figure 25B, pistes 4 a 7). En revanche, le complexe RpIdPCNA est totalement inhibé
lorsque le RF-C est ajouté au méme moment (Figure 25B, piste 11). De plus, cette inhibition
est d'autant plus faible que le RF-C est ajouté tardivement. Ainsi le complexe
Pol DApip/PCNA pourrait étre déstabilisé par le facteucdargement, contrairement a celui
formé entre la Pol D et le PCNA. Cela suggere que le motif PIP box C-terminal de 'ADN

polymérase D empéche la liaison du RF-C sur le PCNA, par son motif PIP box.
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Figure 25 : Extension d’amorce gaabPol D etPakPol DApip et en présence ou non de PCNA et de RF-C.

Gel dénaturant agarose alcalin a 1%. La matrice est le M13mp18(+) amorcé par un fragment M13cut32FAM
marqué en 5’ a la fluorescéine. Les mélanges réactionnels ont été incubés a 60°C pendant 30 min. Pour chaque
réaction, la Pol D et la PolApip ont été utilisées respectivement a 1 et 2 pmol, et le PCNA a été utilisé pour un
rapport PCNA/Pol égal a 1. A) le RF-C a été utilisé pour un rapport RF-C/Pol égal a %2, 1, 2 ou 4, symbolisé par
le triangle. B) le RF-C été utilisé pour un rapport RF-C/Pol égal a 2, et a été ajouté a 10, 17 ou 25 min apres le
début de I'incubation avec 'ADN polymérase.

Ces tests ont également été réalisés, dans les mémes conditions, avec la Pol B et la
Pol BApip (données non montrées). Néanmoins, aucun effdRfetC n’a été observé. La
Pol B est toujours stimulée par le PCNA en présence du RF-C. La A B'est pas
stimulée par le PCNA, et I'ajout de RF-C ne modifie pas son comportement.

Nous avons étudié linfluence de I'ATP sur la synthese d’ADN par le complexe
PCNA/Pol D sauvage owpip, en présence du RF-C (Figure 26A et B). Le ngdan
réactionnel a été incubé a 60°C pendant 30 min. Le RF-C a été ajouté 5 min avant le début de
la réaction, en méme temps que les autres enzymes, ou 5 min apres le départ de la réaction. En
présence d’ATP, le RF-C seul n’a aucun effet sur I'activité de synthése d’ADN par la Pol D
(Figure 26A, piste 5). Par contre, la stimulation de la Pol D par le PCNA (Figure 26A, piste 4)
est trés légérement inhibée en présence du RF-C, lorsqu’il est ajouté, soit au méme moment,
soit 5 min aprés le début de réaction (Figure 26A, pistes 7 et 8). LaAB@ Bst stimulée par
le PCNA mais pas par le RF-C (Figure 26A, respectivement pistes 10 et 11). En revanche, elle
est partiellement inhibée lorsqu’elle est incubée en présence du PCNA et du RF-C quelque
soit le moment d’incubation de ce dernier (Figure 26A, pistes 12 a 14). En absence d’ATP, la
synthése d’ADN par la Pol D est d’autant plus inhibée par le RF-C que celui-ci est ajouté
tardivement (Figure 26B, pistes 6 a 8). L'activité de synthese du complexeApip/BCNA

est, quant a elle, totalement inhibée en présence de RF-C (Figure 26B, pistes 12 a 14).
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Cette étude a également été réalisée avec '’'ADN polymérase B sauvqip, etvec
ou sans ATP (Figure 26C et D). En présence d’ATP, le RF-C seul n’influence pas I'activité
d’extension d’amorce de 'ADN polymérase B sauvage\pip (Figure 26C, pistes 5 et 11).
De plus, la stimulation de la Pol B par le PCNA (piste 4) n’est pas influencée par le RF-C,
qguelque soit le moment d’addition de celui-ci (Figure 26C, pistes 6 a 8). Il en est de méme
pour la Pol Bpip qui n'est pas stimulée par le PCNA (piste 10)dent I'activité
polymérasique n’est ni stimulée, ni inhibée en présence du RF-C (Figure 26C, pistes 12 a 14).
Ces résultats sont identiques en absence d’ATP (Figure 26D). Cela suggeéere qu'il n'y a pas de
compétition entre le motif PIP box de la Pol B et celui du RF-C au niveau du PCNA.

PabPolD  PabPol D Apip PabPolD  PabPol D Apip
RFC - - -+ +++ - -+ +++ RFC +- - -+ ++ 4+ - -+ ++ 4
PCNA S+ -+ -+ -+ -+ o+ PCNA - + - + - + 4+ + - + - + + +
S e e il
&35
.w-.ﬁ
+ ATP - ATP

A 1234567 891011121314 B 12.34 56 7 891011121314

PabPol B PabPol B Apip PabPol B PabPoal B Apip
RFC + - - -+ +H+ 4+ - -+ +++ RFC +- - -+ + 4+ + - -+ + 4+
PCNA - + - + - +++ - + - ++ + PCNA - + - + - +++ - + - ++ +

- ATP

c 123456 7 891011121314 D 1234567 891011121314

Figure 26 : Extension d’amorce, paabPol D etPabPol DApip etPabPol B etPabPol BApip, en présence ou

non de PCNA et de RF-C et d’ATP.

Gel dénaturant agarose alcalin a 1%. La matrice est le M13mp18(+) amorcé par un fragment M13cut32FAM
marqué en 5’ a la fluorescéine. Les mélanges réactionnels ont été incubés a 60°C pendant 30 min. La Pol D et la
Pol DApip ont été utilisées respectivement a 1 et 2 pmol (A et B). La Pol B et laAPi Bnt été utilisées
respectivement a 0,04 et 0,02 pmol (C et D). Pour chaque réaction, le PCNA a été utilisé pour un rapport
PCNA/Pol égal a 1. Le RF-C été utilisé pour un rapport RF-C/Pol égal a 2 et a été ajouté soit 5min avant I'ajout
de I'ADN polymérase (puits 7 et 12), soit en méme temps (puits 8 et 13), soit 5 min apres en présence de
0,5 mM d’ATP. Les réactions ont été réalisées de la méme fagon mais sans ATP.
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[I.2. Etude des interactions physiques, en présence d’ADN, entre le PCNA,
le RF-C et les ADN polymérases D sauvage &pip

Nous avons ensuite étudié la capacité de liaison a I’ADN du complexe formé entre le
RF-C, le PCNA et 'ADN polymérase D sauvage Apip, en présence du méme ADN

amorceé (Figure 27).

Pol D Pol D Apip

RFC - - + + - - 4+ + - - + +
PCNA - + - + - + - + - + - +
+ + + + +

Pol - - - - + + +

“— A
Complexes
ADN/protéine
<+«—B
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/NG — ERED e ~00es

1 2 3 4 65 6 7 8 9 1011 12

Figure 27 : Retard sur gel des différents complexes formés par le RF-C, le PCNA et la Pol D etlpieLiD

'ADN.

Pour chaque réaction, 2,5 pmol d’ADN ont été incubés en présence des protéines, ajoutées a une quantité de
10 pmol. Les mélanges réactionnels ont été incubés a 60°C pendant 10 min. L’ADN est I'oligo L87 amorcé par
I'oligo M13cut32 marqué a la fluorescéine en 5'.

Alors qu’aucun complexe n’est visible en présence du PCNA et de I’'ADN (Figure 27,
piste 2), le RF-C forme deux types de complexes avec 'ADN (Figure 27, piste 3). Ces deux
complexes, dénommeés A et B, varient d’'intensité en présence du PCNA et/ ou de la Pol D.
En présence de RF-C, le complexe B devient dominant en présence du PCNA (Figure 27,
piste 4). La présence de Pol D ne modifie pas la nature de ces complexes, mais leurs intensités
respectives (Figure 27, pistes 7 et 8). La Pol D semble former un complexe indépendant de la
présence du PCNA (Figure 27, pistes 5 et 6). Par contre, le PCNA semble avoir une influence
sur le complexe formé par la Pohpip (Figure 27, pistes 9 et 10). De plus, alors bpse
complexes formés par le RF-C s’intensifient en présence de la Pol D, seul subsiste le
complexe B en présence de la Paldp, avec ou sans PCNA (Figure 27, pistes 11 et 12),
suggérant que le RF-C n’est plus présent. Lorsque ’ADN polymérase est dépourvue de son

extrémité C-terminale, la compétition entre le RF-C et la Pol D, vis-a-vis du PCNA, pourrait
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étre d’autant plus forte. Ce travail ne nous permet pas de déterminer avec certitude la nature
des différents complexes ; par conséquent, nous ne pouvons déduire l'influence du RF-C sur
le complexe PCNA/Pol fixé sur 'ADN par la techniqgue d’'EMSA (Electrophoresis Mobility-
Shift Assay).

[1.3. Extension d’amorce des ADN polymérases D sauvage Apip, en

présence du PCNA et du RF-C sauvage a\pip

Nous avons ensuite étudié l'influence du motif PIP box du RF-C sur le complexe
PCNA/Pol D sauvage ofipip, lors de la synthése d’ADN (Figure 28). Le REépourvu de
son extrémité C-terminale (RFAPip) a été ajouté en méme temps que le RF-C saulage,
d’'un test d’extension d’amorce effectué pabPol D etPabPol D\pip, en présence ou non
de PCNA. Le mélange réactionnel a été incubé a 60°C pendant 30 min. Nous nous sommes
placés dans des conditions ou I'effet inhibiteur du RF-C apparaissait fortement pour les deux
ADN polymérases, i.e., en absence d’ATP et avec ajout du RF-C au départ de la réaction. Le
RF-C et le RF-@pip seuls n'ont aucun effet sur I'activité de symséh@’ADN de la Pol D, en
absence de PCNA (Figure 28, pistes 3 et 4).

PabPol D PabPol DApip

RFC
RFC Apip
PCNA

1 2 3 45 6 7 8 910 1112131415 16 17 18 19 20

Figure 28 : Extension d’amorce par la Pol D et la Pighip en présence ou non de RF-C ou de Rpig.

Gel dénaturant agarose alcalin a 1%. La matrice est le M13mp18(+) amorcé au fragment M13cut32FAM marqué
a I'extrémité 5’ a la fluorescéine. Les mélanges réactionnels ont été incubés a 60°C pendant 30 min. La Pol D et
la Pol Mpip ont été utilisées respectivement a 0,6 et 0,7 pmol. Le PCNA a été utilisé pour un rapport PCNA/Pol
égal a 1. Le RF-C et le RFAPip ont été utilisés pour un rapport RF-C/Pol égal a 1, 2 ou 3, symbolisé par un
triangle, et ont été ajoutés en méme temps que I’ADN polymérase.
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Par ailleurs, alors que le RF-C, pour un rapport RF-C/Pol D de 3 : 1, inhibe fortement
la synthése d’ADN en présence du PCNA (Figure 28, piste 7), le Aipr’a aucune
influence sur cette activité (Figure 28, pistes 8 a 10). En outre, la/Rp Beule n’est ni
stimulée, ni inhibée par les RF-C sauvageé\pip (Figure 28, pistes 13 et 14). En revanche,
elle est totalement inhibée lorsqu’elle est incubée en présence du PCNA et du RF-C pour un
rapport 3: 1 (Figure 28, piste 17). En présence de RBpigC la synthése d’ADN de la
Pol DApip est Iégérement stimulée pour un rapport 2 : ik miast pas inhibée quelque soit la
concentration en RFApip (Figure 28, pistes 18 a 20). Ce résultat indigieue 'inhibition
l'activité de la Pol D sauvage opip, est liée au motif PIP box du RF-C. De plus, scou
pouvons suggérer qu'il existe une compétition entre les motifs PIP box du RF-C et de la
Pol D vis-a-vis du PCNA lors de la synthese d’ADN. De plus, nous pouvons émettre
I'hypothese que le motif PIP box C-terminal de la Pol D a une affinité plus élevée pour le
PCNA que le motif PIP box du RF-C.

[I.4. Etude du chargement du PCNA sur 'ADN, en présence du RF-C ou
du RF-CApip

Le chargement du PCNA sur ’'ADN a été étudié par la méthode de cross-linking, en
présence ou en absence du RF-C sauvage ou duARiB-C.e PCNA est marqué au TMR ce
qui permet de visualiser les complexes comportant le facteur de processivité. L’ADN étant
marqué au Cy5, une visualisation grace a ce fluorophore est effectuée en parallele pour
confirmer la présence d’ADN (données non montrées). Tout d’abord, I'étude du chargement a
été réalisée en absence d’ATP (Figure 29A). Le chargement du PCNA a ensuite été étudié par
analyse quantitative des bandes correspondant au PCNA (Figure 29B).
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Figure 29 : Chargement du PCNA sur I'ADN, en présence ou en absence du RF-C sauvage oupip R¥-C

en absence d'ATP.

A) La matrice est le M13mp18(+) amorcé au fragment M13cut32FAM marqué a l'extrémité 5’ au Cy5. Les
différentes protéines ont été utilisées a 2,4 pmol. Le PCNA était marqué au TMR. Les mélanges réactionnels ont
été incubés a 45°C entre 0,5 a 120 min. Les produits de réaction ont été visualisés a I'aide du variable mode
imager Typhoon 9400. B) Etude quantitative du chargement du PCNA sur I'ADN. La mesure du chargement
d'un PCNA a été réalisée a I'aide du logiciel PicoQuant par rapport a la bande correspondant au PCNA a
l'intensité maximale (fleche noire). La courbe noire représente le chargement du PCNA seul, la courbe rouge
représente le chargement du PCNA en présence de RF-C et la courbe bleue représente le chargement du PCNA
en présence du RFADip.

Le PCNA se charge sur 'ADN plus rapidement en présence du RF-C ou du
RF-CApip. En revanche, alors que le PCNA se déchargeagtenfsimilaire en absence du
RF-C ou en présence du RRA{ip, le PCNA reste chargé sur I’ADN en présence BuR

L’étude du chargement du PCNA sur 'ADN a ensuite été réalisée dans les mémes
conditions décrites précédemment, mais en présence d’ATP (Figure 30A). Une analyse

guantitative des bandes correspondant au PCNA a également été effectuée (Figure 30B).
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Figure 30 : Chargement du PCNA sur I’'ADN en présence ou en absence du RF-C sauvage owdip R&-C

en présence d'ATP.

A) La matrice est le M13mp18(+) amorcé au fragment M13cut32FAM marqué a I'extrémité 5 au Cy5. Les
différentes protéines ont été utilisées a 2,4 pmol. Le PCNA était marqué au TMR. Les mélanges réactionnels ont
été incubés a 45°C de 0,5 a 120 min. Les produits de réaction ont été visualisés a I'aide du variable mode imager
Typhoon 9400. B) Etude quantitative du chargement du PCNA sur I'ADN. La mesure du chargement du PCNA a
été réalisée a I'aide du logiciel PicoQuant par rapport a la bande correspondant a I'intensité maximale (fleche
noire). La courbe noire représente le chargement du PCNA seul, la courbe rouge représente le chargement du
PCNA en présence de RF-C et la courbe bleue représente le chargement du PCNA en présendeige RF-C

Dans ce cas, le PCNA semble s’auto-charger sur ’ADN plus rapidement que lorsqu’il
est complexé au RF-C. En revanche, alors que le PCNA seul se décharge lentement de
I’ADN, il en est déchargé rapidement en présence du RpigC Par contre, le RF-C stabilise
le PCNA sur I’ADN.

Discussion

L’'ajout de RF-C, en excés molaire, lors de l'activité d’extension d’amorce des
différentes ADN polymérases, provoque une inhibition des ADN polymérases D sauvage et
mutéeApip, en présence du PCNA. A l'inverse, la Pol Btesjours stimulée par le PCNA,
en présence du RF-C en exces molaire. En outre, en absence de PCNA, le RF-C n’a aucun
effet sur les ADN polymérases D sauvag@pip. L'inhibition par le RF-C est donc PCNA-
dépendante. De plus, cette inhibition est plus forte en présence d’ATP ; elle serait donc

également dépendante de I'hydrolyse de I'ATP. Il a été montré, Rhéariosus que le
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peptide correspondant au motif PIP box de la grande sous-unité du RF-C interagissait
spécifiqguement au niveau de I'extrémité C-terminale du PCNA (Matsuetiya., 2002).
Nous avons démontré que le C-terminus était également le siége des interactions entre
PabPol D et le PCNA (cf. chapitre 1). Ainsi, I'inhibition de la synthese d’ADN pourrait
s’expliquer par une compétition vis-a-vis du PCNA, entre le RF-C et 'ADN polymérase, au
niveau du méme site de liaison sur le PCNA, c'est-a-dire I'extrémité C-terminale.

Des études ont suggéré que le PCNA était plus rigide quand il se liait au peptide
PIP box du RF-C d’Archaea (Matsumigaal., 2002). Cependant, selon les mémes auteurs, le
RF-CApip se lie toujours au PCNA, montrant ainsi que letimPIP box de la grande
sous-unité du RF-C n’est pas essentiel pour cette liaison. Par ailleurs, des études structurales,
chezP. furiosus ont montré que le PCNA et le RF-C interagissaient au niveau d’une interface
importante (Miyateet al., 2005), suggérant que des régions autres que le C-terminus chez le
RF-C sont impliquées dans la liaison au PCNA. Cela rejoint la situation observée chez
'eucaryote, ou aucun motif PIP box n’est présent et ou plusieurs modes d’interaction au
PCNA ont été démontrés. En effet, en plus des dimeres RFC2/3 et RF-C3/4, la sous-unité
RF-C1 pourrait interagir seule avec le facteur de processivité, grace a deux résidus
hydrophobes (Yaet al, 2003). Ainsi, comme le montre notre étude, le motif PIP box du
RF-C semble ne pas servir pour le chargement du PCNA sur ’'ADN. Nous avons également
montré que le RF-Gpip n’inhibait pas la synthese d’ADN des ADN polymases D sauvage
et Apip, suggérant que I'effet d’'inhibiteur du RF-C étdil a son motif PIP box C-terminal
sur la grande sous-unité. Il a déja été suggéré chez les bactéries, que le complexait
étre également un facteur de déchargement afin de commencer une nouvelle synthese d’ADN
(Yao et al, 1996). Durant notre étude, un équilibre entre chargement et déchargement a été
observé avec le RF-C sauvage particulierement en présence d’ATP. En outre, nous avons
montré que le déchargement du PCNA de I’ADN était lié a I'absence du motif PIP box du
RF-C. Ainsi, le RF-C semble stabiliser le PCNA sur I'ADd son motif PIP box, confirmant
le fait que le RF-C pourrait former un complexe trés stable avec le PCNA, sur I'ADN. Ceci
suggere un équilibre entre le chargement et le déchargement du PCNA par le RF-C. Cette
étude en présence d’A¥8, analogue non hydrolysable de 'ATP doit égalendtmat réalisée,
ce qui mettrait en valeur I'importance de I'hydrolyse de 'ATP au cours de ce processus.

Par ailleurs, il a été montré que le motif PIP box du RF-C d’Archaea et la séquence qui
le précéde au niveau de I'extrémité C-terminale, pouvaient synergiquement contribuer a la
formation d'un complexe tripartite RF-C/PCNA/ADN trés stable (Niskgtlal., 2005a). Le

bras connecteur du motif PIP box de la grande sous-unité du RF-C est un domaine non
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structuré, dd a une alternance de résidus acides et basiques. Ainsi, nous pouvons penser que
cette séquence pourrait étre un linker qui place le motif PIP box dans une position trées
accessible au PCNA chardé. vitro, ceci améne a une inhibition de la synthese d’ADN du
fait d’'une compétition entre les motifs PIP box des ADN polymérases et du RF-C.

Il a été montré, dans notre laboratoire, que le RF-C de P. awasbkune structure tres
flexible pouvant passer d’'un pentamére a un hexamere, selon les conditions. Nous proposons
donc, qu’aprés avoir chargé le PCNA (de maniere ATP-indépendante), I'hydrolyse de I'ATP
provoque un changement conformationnel du RF-C, ce qui en fait un linker entre le brin

avance et le brin retardé de 'ADN (Figure 31).
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Figure 31 : Schéma hypothétique du chargement du RF-C. A, Le RF-C interagit avec le PCNA, ouvre la
structure trimérique de ce dernier avant de le charger sur I'ADN (Roeillah 2007). Enfin, le RF-C maintient

le PCNA sur 'ADN, grace a son motif PIP box (cf. chapitre 2). B, le RF-C change de conformation et devient
hexamérique (Jean-Paul Raffin, communication personnelle). Grace a ses deux motifs PIP box, le RF-C est lié
aux PCNA engagés dans I'élongation du brin avaRe&Rol B) et du brin retardé”@bPol D).
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I\VV. Conclusion et perspectives

Ces travaux préliminaires ne nous ont pas permis de définir plus clairement le réle du
motif PIP box du RF-C. Néanmoins, le RF-C interagirait avec le PCNA chargé sur 'ADN,
via son motif PIP box. Lorsque le facteur de chargement est en excés molaire, il peut former
un complexe trés stable avec le PCNA, sur I'ADN, qui bloquerait la synthese d’ADN par
PabPol D. Néanmoins, il faut incontestablement poursuivre les travaux en cross-linking afin
de s’assurer du réle exact du motif PIP lors des différentes phases de chargement et de
déchargement du PCNA sur 'ADN. L'étude de l'activité ATPasique pourrait €également
compléter ces résultats. Aussi, au méme titre que les travaux réalisés sur les motifs PIP box
des ADN polymérases (cf. chapitre 1), l'utilisation d’'un peptide compétiteur correspondant a
la structure primaire du motif PIP box du RF-C sera utile pour compléter plus finement notre
approche.

De plus, il a été suggéré que le RF-C et 'ADN polymérase D partagent le méme site
d’interaction au niveau de la poche hydrophobe du PCNA. Toutefois, une étude sur les
interactions fonctionnelle et physique entre le RF-C et les PCNA mutés (cf. chapitre 1) devra
étre menée afin de confirmer cette hypothese. Aussi, l'interaction physique entre le PCNA et
le RF-CApip reste a démontrer.

Ces travaux ont été réalisés avant que le motif situé en N-terminus de la grande sous-
unité de la Pol D ne soit identifié. Ainsi, étant donné que l'effet inhibiteur est sans doute la
conséquence d'une compétition entre différents motifs PIP box, au niveau du PCNA, il
pourrait étre intéressant d'étudier I'effet du RF-C lors de I'extension d’amorce de la
Pol DNcut.

Enfin, des travaux futurs pourraient se porter sur I'expression d'un RF-C dépourvu,
non seulement du motif PIP box mais aussi du long bras permettant de relier le motif PIP box

terminal a la chaine polypeptidique.
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I" tude d'un motif riche en glgcines de I’ADN
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|. Introduction

Les ADN polymérases de la famille D sont présentes dans tous les génomes séquencés
des Euryarchaeota. Récemment, d'autres phyla représentatifs des Archaea, tels que
Candidatus Korarchaeum cryptofilumnt été décrits (Elkingt al, 2008). Alors que des
caractérisations biochimiques ont permis de bien décrire les activités ADN polymérasique et
exonucléasique de 'ADN polymérase D, peu de données sont disponibles sur le plan
structural. Cette enzyme est composée d'une petite sous-unité (DP1) et d'une grande sous-
unité (DP2).

Dans le cadre de la recherche de motifs d’interaction au PCNA, nous nous sommes
focalisés sur un motif riche en glycines, décrit pour 'ADN polymémassomme étant
important dans la liaison au PCNA (Zhaateal., 1999). Depuis, ces résultats ont été contestés
et d’autres motifs d’interaction au PCNA ont été localisés, notamment, au niveau de la petite
sous-unité de la Pa (Lu et al., 2002). Cependant, ce motif a été retrouvé dans toutes les
ADN polymérases D, dontPabPol D, et a été redéfini comme une séquence
GX3GX6GX3PYF. Les trois glycines et la triade d’acides aminés, proline, tyrosine et
phénylalanine, sont également retrouvées dans les ADN polymérdssseucaryotes. Nous
avons ainsi dénommeé cette séquence le motif PYF box.

Afin d’élucider le role de ce motif au sein de 'ADN polymérase D, deux formes
mutées au niveau de ce motif, ont été produites. Puis, nous avons étudié I'importance de ce
motif dans les interactions avec le PCNA, sur les plans fonctionnel et structural. Les premiers
résultats nous ont mené a nous intéresser aux implications du motif PYF box quant aux
interactions fonctionnelles et physiques entre les deux sous-unités DP1 et DP2. Enfin, les
travaux ont porté sur I'importance du motif PYF box sur la thermostabilité de PabPol D.

La publication présentée a la page suivante et intitulée : « The glycine-rich motif of
Pyrococcus abyssi DNA polymerase D is critical for protein stability » a été soumise a
Journal of Molecular BiologyElle présente la majorité des travaux réalisés sur le motif
PYF box dePabPol D. Ici, cette étude est complétée par des travaux axés sur I'activié 3’
exonucléasique de '’'ADN polymérase D.

Ces travaux nous ont permis d’apporter de nouvelles données sur les aspects

structuraux et fonctionnels de I’ADN polymérase D des Euryarchaeota.
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ABSTRACT

A glycine-rich motif described as being involved in human®P®CNA binding has also been
identified in all euryarchaeal DNA polymerase D. We redefined the motif as the PYF box. In
the present study, DNA polymerase D PYF box motif mutants from Pyrococcus abyssi were
generated to investigate its role in functional interactions with the cognate PCNA. We
demonstrated that this motif is not essential for interactions between PabPol D and PCNA
using surface plasmon resonance and primer-extension studies. Interestingly, the PYF box is
located in a hydrophobic region close to the active site. The PYF box mutants exhibited
altered DNA-binding properties. In addition, the thermal stability of all mutants was reduced
compared to the wild-type, and this effect could be attributed to increased exposure of the
hydrophobic region. These studies suggest that the PYF box motif mediates inter-subunit

interactions and that it may be crucial for the thermostability of PabPol D.

Abbreviations used

Pab, Pyrococcus abyssiPho, Pyrococcus horikoshii PCNA, proliferating cell nuclear
antigen; PabPCNA,Pyrococcus abyssiPCNA; PabPol B, Pyrococcus abyssiDNA
polymerase B; PabPol D, Pyrococcus aby3NiA polymerase D; PabPol Dmutl, G934A and
G941A mutations in the large subunit of PabPoP@bPol Dmut2, G934A, G941A, Y946A,

and F947A mutations in the large subunit of PabPol D; DTT, dithiothreitol; DP1, small
subunit of Pol D; DP2, large subunit of Pol D; M13ssc, single-stranded circular M13mp18
DNA.

INTRODUCTION

The processivity of DNA polymerase has been conserved among prokaryotes and eukaryotes.
A double or triple replicative DNA polymerase is recruited for DNA synthedtsaherichia

coli (DNA polymerase llI)} whereas two replicases, DNA polymeradeande, are found in
eukaryotes. The picture is more confusing in Archaea because the spectra of DNA
polymerases differ significantly between the Crenarchaea and Euryarchaea sub-domains.
Crenarchaea possess two to three DNA polymerase B (Pol B) family mefipgrsreas one

Pol B and one DNA polymerase D (Pol D) family member are found in Euryarthaea.
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Recently, Pol D has also been detected in the genome&Sandlidatus Korarchaeum
cryptofilum® Nanoarchaeum equitajisand Cenarchaeum symbiostin

During the last 10 years, some biochemical characterizations of Pol D have been
published’**? but no structural information is yet available. Pol D is composed of two
subunits, DP1 and DP2and is described as a heterodirhttpugh some studies have shown
that PhoPol D can form a heterotetrameric structure containing two large subunits and two
small subunitd? The small subunit, DP1, exhibits strong homology with the non-catalytic
B-subunits of the eukaryotic DNA polymerasess, ande.*® This subunit harbors the-3'5’
exonuclease activity, and the large subunit, DP2, is the DNA polymerase sttinnithich
Aspl122 and Aspl124 have been identified as catalytic resitirsaddition, the 355’
exonuclease activity is regulated by the N-terminal extremity of ‘Dfand stimulated by
interaction with DP2° The interactions between the two subunits might also be essential for
activity.

The role of DNA polymerases acting at the euryarchaeal replication fork, and the functional
interactions of these DNA polymerases with the processivity factor, has been studied. When
more than one replicative DNA polymerase is present, questions about their involvement in
leading and lagging strand synthesis are rafs&dbut Pol D is essentidl.In a previous
study, we showed thd&abPol D is capable of RNA primer elongation, making it a good
candidate for the initiation of DNA synthesis at the leading and lagging st¥fidsdso, on

the leading strand, we proposed a DNA polymerase switch from Pol D to®slBgesting

that PabPol B and PabPol D cooperate to perform efficient and coordinated DNA synthesis.
PCNA stimulates Pol B and Pol D on a circular DNA template in the absence of thé RF-C.
Also, PCNA interacts strongly with DP2 and weakly with DPPjmococcus furiosy& and

the N-terminal region (1-200) of DP1 interacts with PCNAPyrococcus horikoshf® The

highly conserved PCNA interacting protein (PIP) #ds commonly described as a specific
structural determinant of protein interactions with the sliding clamp. Nevertheless, the
PIP box is not always sufficient to imply the requirement of additional structural elements; a
region proximal to the core-conserved domain significantly contributes to the physical PCNA
interaction?® Recent studies have also shown that PCNA binding of PIP box peptides is not
only dependent on their structure, but also on their seqd@agthermore, in eukaryotes,

the binding of DNA polymeras&@to PCNA has been shown to be mediated by a glycine-rich
region (GX4GX8GX3YFY)’

In this study, we focused on a glycine-rich motifRebPol D that is similar to the motif in

human DNA polymerasé and its implication on PCNA-binding. Finally, we compared the
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interactions between both subunits of wild-type and mutants. Our data suggest that this

glycine-rich motif plays a role in the stability of PabPol D.

RESULTS

Another putative PCNA-binding motif in euryarchaeal DNA polymerases

Preliminary results foPabPol D showed that the terminal PIP box motif plays no significant
role in its interactions with the cognate PCNA (Castetcal, manuscript submitted).
Therefore, we looked for other putative PCNA-binding motifs in Pol D. We carefully
inspected PCNA-binding motifs on Pol B and Pol D. First, we found that the glycine-rich
motif identified’ is present in the core of the large subunits of euryarchaeal Pol D and
eukaryotic DNA polymerase (Figure la). We suggest calling this motif the PN&Xx

because these three amino acids are highly conserved.

a) Nj aPol C

AfuPol C

PabPol C

Archaea Pf uPol C

PhoPol C
KCCPol C :
Huran_p125 :

Rat pl25

Spo_pl25

> D> D D D

eucaryotes

b) | R LL

PabPol D: TSAGIVGRIIGFVDALVGYAHPYFHAAK

924 951
PabPol Dmutl: TSAGIVGRIIAFVDALVAYAHPYFHAAK
924 951

PabPol Dmut2 :  TSAGIVGRIIAFVDALVA YAHPAA HAAK
924 951

Figure 1. PYF-box, a conserved PCNA-binding motif in diverse archaeal and eukaryotic DNA polymerases.

(a) Amino acid alignment of the PYF-box. For eukaryotes, the protein-protein interaction motif of the N2 region
of the p125 subunit of Pd is shown. (b) Mutations performed in the PYF box motiPafbPol D. The amino

acid residues of the PYF box are indicated by arrows. The amino acid residues that are substituted by alanine in
PabPol Dmutl andPabPol Dmut2 are underlined.
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The PYF box does not favor physical and functional interactions between PabPol D and
PabPCNA

The PYF box ofPabPol D was mutated in two different ways, with the resulting proteins
termedPabPol Dmutl andPabPol Dmut2 (Figure 1b). The DNA-dependent interactions of
the mutant proteins witPFabPCNA were then investigated; their physical interactions were
similar to that ofPabPol D (Figure 2), suggesting that the PYF box is not essential for
PabPCNA recognition.

3007
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° PabPol Dmut2
(2]
c
S 150 PabPol Dmutl
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0 50 100 150 200 250 300 350 400

Time (s)

Figure 2. SPR measurements B&bPol D, PakPol Dmutl, orPabPol Dmut2 interactions witPakPCNA. At

time 0, PabPCNA was injected over the DNA surface, as indicated by the grey arrowPamiRbl D,
PabPol Dmutl, orPabPol Dmut2, as indicated by the black arrow. The background resulting from the injection
buffer was subtracted from the data before plotting.

The functional interactions of the mutant proteins WRbPCNA were also investigated
(Figure 3a). The addition d?abPCNA led to full-length products for the different ratios of
PabPCNA and mutated or wild-typeabPol D tested (Figure 3a). The primer elongation
activity of PabPol D in the presence &abPCNA was also tested in the presence of the
competitor peptide PYFD, corresponding to the primary structure of the PYF box (Figure 3b).
Stimulation of full DNA synthesis byabPol D was still observed in the presence of the
peptide (Figure 3b, compare lanes 3 with 6 and 7), confirming that the functional interaction
betweenPabPol D andPabPCNA is PYF box-independent. Definitively, the PYF box motif

is not required for PCNA binding.
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Figure 3 The PYF box oPabPol D is not required for functional interactions withbPCNA.

(a) Primer extension studies were performed using M13mp18 template (90 fmol) hybridized to a 5'-fluorescein-
labeled primer and containing 0.3 pmolRdhbPol D, 0.6 pmol oPabPol Dmutl, or 0.3 pmol dPabPol Dmut2.
PabPCNA was added at three different ratios - 1:1, 1:2, and 1:3. Reactions were incubated at 60°C for 30 min.
Extended products were resolved on denaturing alkaline 1% agarose gels and visualized on a Typhoon 9400
imager. (b) Functional interaction d?abPol D with PabPCNA in the presence of competitor peptides
corresponding to the PYF box. The reactions contained 0.3 pnidlffol D andPabPCNA was added at an
equimolar ratio. Peptides were added (30 uM and 100 uM) at the same frabPas D. TEMD was a control

peptide corresponding to amino acids 83-103PafiPol D; PYFD corresponded to the PYF box motif of
PabPol D.

Wild-type and mutant PabPol D bind differently to DNA

In order to measure the DNA binding abilities of wild-typabPol D and th&abPol Dmutl

and PabPol Dmut2 mutants, titrations were carried out in the presence of the same primed
DNA (Figure 4). The amount of DNA-protein complex increased with higher amounts of
PabPol D (Figure 4, lanes 2-4), and fewer complexes were observed depending on the
concentration oPabPol Dmutl oPabPol Dmut2 (Figure 4, lanes 5-10). These results show
that the mutant proteins interact differently with DNA compared to wild-type Pol D,
suggesting that the PYF box modulates DNA binding.

PabPol D PabPol Dmut2 PabPol Dmutl

] _—] Figue 4. Gel shift reactions

demonstrate thatPabPol Dmutl and
PabPol Dmut 2 bind DNA differently
. . ' than wild-typePabPol D. The increasing
Complexes ) 2 ‘ amount of enzyme (5, 10, and 15 pmol)

.- is symbolized by a triangle. The
. ‘ positions of free DNA and complexes

. I '. are indicated on the left.
1 2 3 4

Free DNA —

5 6 7 8 9 10

Lanes
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PabPol Dmutl and PaliPol Dmut2 were not expressed in Rosetta cells

Expression in small volumes provided some information about the stability of the DP1-DP2
complex (Figure 5). Wild-typ@abPol D and the mutanBabPol Dmutl andabPol Dmut2

were expressed in either Rosetta or HMS [E74o0li strains and analyzed by Western blot.

The subunits DP1 and DP2 alone were co-expressed in HMS 174 but not Rosetta cells
(Figure 5, lanes 1-4), whereas both subunits of wild-type Pol D were expressed in both cell
types (Figure 5, lanes 5 and 6). We concluded that separate subunits were probably degraded
in Rosetta cells. Moreover, becau®abPol Dmutl andPabPol Dmut2 complexes were not
expressed in Rosetta cells, we hypothesized that protein degradation results from decreased
DP1-DP2 interaction. No subunits were observed in pellets, discouraging a hypothesis of
inclusion body formation (data not shown).

N g
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\O \O \O
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DP1 DP2 < < <
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Rosetta X X X X X (\\‘0
HMS 174 X - X - X - X - X -
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Figure 5. Expression oPabPol D,PabPol Dmutl, andPabPol Dmut2 complexes or individual subunits.

Proteins were expressed in 2 ml of LB medium. Western blotting was performed using specific antibodies for
DP1 and DP2. The composition of wells was defined as follows (prteioli strain): 1, DP1 ofabPol D/
HMS174; 2, DP1 ofPabPol D/ Rosetta; 3, DP2 dfabPol D/ HMS174; 4, DP2 oPabPol D/ Rosetta; 5,
DP1+DP2 ofPabPol D/ HMS174; 6, DP1+DP2 dPabPol D/ Rosetta; 7, DP1 + DP2 &fabPol Dmutl/
HMS174; 8, DP1 + DP2 dPabPol Dmutl/ Rosetta; 9, DP1 + DP2 B&bPol Dmut2/ HMS174 ; 10, DP1 +

DP2 ofPabPol Dmut2/ Rosetta.

Physical and functional interaction between DP1 and DP2

His-tagged wild-type DP1 was produced and purified as described in “Experimental
procedures”. DP2 dPabPol D,PabPol Dmutl, an®abPol Dmut2 were expressed separately

in the E. coli HMS 174 strain (50 ml). The interactions between both subunits were

investigated by pull-down assays using DP1 as bait and immunoblotting for DP2 (Figure 6a).
Physical interactions of the large DP2 and small DP1 subunits were similarly preserved in
PabPol D and PabPol Dmutl. However, the interaction between DP1 and DP2 of

PabPol Dmut2 was weaker, suggesting that the PYF box may participate in inter-subunit

interactions, even if it is not essential.
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Next, wild-type DP1 and DP2 d?abPol D,PabPol Dmutl, andPabPol Dmut2, expressed
separately in theée. coli HMS 174 strain, were mixed together and tested using primer
extension assays (Figure 6b). DP1 and DP2 did not express primer extension activity alone
(Figure 6b, lanes 2-5). The primer extension activity of DP1 mixed with DP2 of
PabPol Dmutl was similar to that of wild-type DP2, but it was lower with DP2 from
PabPol Dmut2 (Figure 6b, lanes 6-8), suggesting thaPtiteEPol D complex is less stable

with mutations in the PYF box. In addition, we were not able to reconstitute th&’ 3’

exonuclease activity under any conditions (data not shown).
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Figure 6. Physical and functional interactions between DP1 and DP2ldfol D, PabPol Dmutl, and?ahPol

Dmut2.

(a) Physical interactions tested by pull-down assays. His-tagged DP1 (10 pmol) was fixed to magnetic beads, and
10 pmol of DP2 fromPabPol D, PabPol Dmutl, andPabPol Dmut2 was added in 200 pl of binding and
washing buffer. Proteins were eluted, loaded on SDS-PAGE, and the presence of DP2 determined by Western
blot. C, Western blot control. (b) Primer extension assays of DP1 reconstituted in vitro with B&aPof D,

PabPol Dmutl, orPabiPol Dmut2. Primer extension studies were performed with the 87-nt (30 fmol) template
hybridized to a 5'-fluorescein-labeled primer and containing 6 pmol ea@Pa&fand DP2 fronPalkPol D,

PabPol Dmutl, orPabPol Dmut2. DP1 was added at the same time as DP2 and at an equimolar ratio. Lane 9,
0.4 pmol ofPahbPolD. Reactions were incubated at 60°C for 30 min, and products were resolved on denaturing
alkaline 1% agarose gels and visualized on a Typhoon 9400 imager.
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The PYF box motif of PabPol D is involved in the thermal stability of the enzyme

Nile Red fluorescence

Nile Red fluorescence is sensitive to the polarity of its environment and can be used as a
probe for the presence of hydrophobic regions in proféiAs. a consequence, Nile Red is
regularly employed to probe changes in protein conformation and the exposure of
hydrophobic surfaceS. The spectra of thermally treat®&bPol D showed a very weak blue

shift from 660 to 658, as well as a weak increase in fluorescence intensity (Figure 7a). Thus,
wild-type Pol D appears to be thermally stable. On the contrary, the spectra of thermally
treated samples dPabPol Dmutl showed a high blue shift from 660 to 646 and a high
increase in fluorescence intensity (Figure 7b). Similarly, a blue shift from 656 to 643 was
observed foPabPol Dmut2, which was progressive with temperature treatment (Figure 7c).
These results suggest that higher heating results in more hydrophobic regions of
PabPol Dmutl andPabPol Dmut2 being exposed, contrary to what was observed for
wild-type PabPol D. Thus, we hypothesized that the PYF box mutants conferred a lower
thermal stability to PabPol D.

Primer extension assays

The primer extension activity of thermally treatéabPol D and PYF box mutants are shown

in Figure 7d. Wild-typePabPol D was less active after heating to 100°C (Figure 7d,
lanes 2-5), wherea®abPol Dmutl andPabPol Dmut2 progressively lost their DNA
polymerase activity from 80°C (Figure 7d, lanes 6-13). More precisely, after heating to 90°C,
full-length products were less prevalent wiRhbPol Dmutl andPabPol Dmut2 (Figure 7d,

lanes 8 and 12). After heating to 100R&abPol Dmutl elongated small products BabPol

Dmut2 was inactive (Figure 7d, lanes 9 and 13). Thus, heating induced a decrease in the
polymerase activity of the mutants compared to wild-type DNA polymerase D. This finding

confirms that the PYF box motif of PabPol D is involved in the stability of the enzyme.
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Figure 7. PabPol Dmutl and?abPol Dmut2 are less thermally stable than wild-tiAadPol D.

Nile Red fluorescence ¢tabPol D (a),PabPol Dmutl (b), andPabPol Dmut2 (c). Enzymes were heated for 5

min and 48 pmol incubated with Nile Red. The excitation wavelength was 550 nm, and emission spectra were
recorded in the range of 580-440 nm. The dotted line represents Nile Red alone. The double dot-dashed line
represents unheated enzyme. The dot-dash line, dashed, and continuous lines represent enzyme heated at 80°C,
90°C, and 100°C, respectively. Intensity represents counts °x (8 PabPol D, PaiPol Dmutl, and

PabPol Dmut2 polymerase activity after heating. The enzyme was heated for 5 min at 80°C, 90°C, or 100°C and

2 pmol incubated with M13mp18 template (90 fmol) hybridized to a 5’-fluorescein-labeled primer for primer
extension studies. Reactions were performed at 60°C for 30 min, and products were resolved on denaturing
alkaline 1% agarose gels and visualized on a Typhoon 9400 imager.
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DISCUSSION

We investigated a motif that was previously shown to be involved in the direct interaction
between PCNA and the p125 catalytic subunit of mammalian DNA polym&rdsé This

motif is found in all euryarchaeal DNA polymerase D (Figure 1a) and in some p125 catalytic
subunits of eukaryotic DNA polymerase We proposed calling the motif the PYF box
because of the occurrence of a conserved amino-acid triplet (Pro, Tyr, Phe).

In our study,PabPol D PYF box mutants retain stimulationRabPCNA, suggesting that, at
least in Archaea, the PYF box motif is not involved in the interaction with PCNA. We also
characterized the role of this glycine-rich motif. Firstly, we showed that the two PYF box
mutants PabPol Dmutl anéabPol Dmut2, interact differently with DNA compared to wild-
type PabPol D. This behavior can be explained by two points of view. On the one hand, most
crenarchaeal Pol B3, euryarchaeal Pol B, and crenarchaeal Pol B1 possess a motif at their N-
terminus that is partially related to the PYF box (data not shown). Interestingly, many studies
have reported a sequence including this amino-acid triplet in the N-terminal domains of
archaeal DNA polymerases that is clearly positioned at a region interacting with*’DNA.
Indeed, the proline and tyrosine are highly conserved in the uracil binding pocket responsible
for uracil recognition by the archaeal Pof8°® However, the other residues defining the
uracil pocket are not found ipabPol D. Also, we do not yet know if uracil detection activity

is present ifPabPol D as it is in Pol B. On the other hand, the PYF box motif is located in the
vicinity of the two catalytic residues, D956 and D9380 influence of mutations in the PYF

box motif on polymerase activity was observed. Thus, we can easily imagine that mutations in
the PYF box motif involve a conformational change at the level of this sequence that does not
affect the active site of Pol D.

Interestingly, in P. horikoshiithe domain (792-1163) of the large subunit of Pol D contains
three hydrophobic regiorfd. As the primary structures of the DNA polymerases of

P. horikoshiiand P. abyssare analogous, particularly at the level of the PYF box, the
PYF box motif (927-947) belongs to one of the hydrophobic regions.

In order to determine the implication of the PYF box motif in inter-subunit stability, the small
and large subunits of the wild-type and mut@abPol D were expressed separately. We have
shown that subunits cannot be expressed, but degrade, when cloned separatdty aolihe
Rosetta strain. In addition, the subunits of BebPol D mutants are not expressed when
cloned together in thE. coli Rosetta strain. These results confirm the fact that the DP1-DP2

complex ofPabPol D is weaker when the PYF box motif is mutated. As a consequence, the
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DP1-DP2 interaction is disrupted and both subunits degraded following expression in Rosetta
cells. Also, the physical and functional interactions between DP1 and DP&bBol Dmut2

seem to be weaker than those RdbPol Dmutl. Therefore, increasing the number of
mutations in this zone leads to a progressive loss of complex stability. Finally, if the PYF box
is not an essential motif participating in inter-subunit assembly within the range of amino
acids 792-1163 of the large subunitRifoPol D, mutations in the PYF box motif, particularly

at the level of tyrosine 946 and phenylalanine 947, induce radical changes in the conformation
of the protein. Heating experiments confirmed this assumption. Proteins with mutated PYF
box motifs were rapidly degraded, demonstrating their weak thermostability compared to the
wild-type protein. In addition, heating induced decreased the DNA polymerase activity of the
mutant enzymes. Hydrophobic forces are major contributors to molecular folding and
thermostability***° This result corroborates the studies Rnhorikoshiithat found that the
domain (792-1163) plays a role in the stability of BteoPol D complex and in polymerase
activity.>®> We show that, inside this domain, the PYF box has a major role in Pol D stability.
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MATERIALS AND METHODS

Recombinant proteins

PabPol D and PabPCNA were prepared as previously described.7,36 In PabPol Dmutl and
PabPol Dmut2, the glycine at positions 934 and 941 (PabPol Dmutl) and tyrosine 946 and
phenylalanine 947RabPol Dmut2) were substituted by alanine. The two mutants were
obtained wusing the following oligonucleotides (mutated codons are underlined):
5'-AGGATAATAGCCTTTGTCGATGCCCTAGTTGCTACGCT-3' and 3'-AGCGTAAG
CAACTAGGGCATCGACAAAGGCTATTATCCT-5’ for PabPol Dmutl or 5'-GCCCTAG
TTGGTTACGCTCACCCCGCCGCCACGCTGC G-3' and 3-CGCAGCGTGGGCGET
GGGTGAGCGTAACCAACTAGGGC-5' for PabPol Dmut2. The PCR products were
cloned into the pET26b+ plasmid (Promega), and the entire nucleotide sequence was
confirmed by sequencing. The two mutants were purified as previously described for
PabPol D’

DP1 and DP2 oPabPol D, DP2 ofPabPol Dmutl, and DP2 d?abPol Dmut2 constructs
containing the bacteriophage T7 gene promoter and leader sequence were introduced together
or separately int&. coli strains HMS174 or Rosetta. The cells were grown at 37°C in 2 ml or
50 ml of LB medium with ampicillin (100 mg M) or kanamycin (30 mg i) with gentle
shaking (150 rpm). The cells were grown to agoAmof 0.7, and then IPTG was added to a
final concentration of 1 mM to induce the overproduction of the recombinant proteins. The
cells were cultured for an additional 4 hours and centrifuged at 13,000 x g for 15 min at 4°C.
The pellets were resuspended in 80 upl of buffer (50 mM Tris HCI pH 8, 2 mM
B-mercaptoethanol, and protease inhibitor cocktaiketa; Complete, Roche diagnostics), and
bacterial lysates were prepared by sonication (3 x 15 s pulses). Cellular debris was removed
by centrifugation at 13,000 x g for 15 min at 4°C. The supernatants were heated at 75°C for
10 min, followed by centrifugation at 13,000 x g for 15 min at 4°C. The supernatants were
loaded onto an SDS-PAGE Criterion XT 12% polyacrylamide precast gel (Bio-Rad) and
analyzed by Western blotting.

His-tagged DP1 oPabPol D was purified as follows. In short, the extract was passed through
an affinity column (His-trap, 5 ml; 1 ml mi) pre-equilibrated with 50 mM Na(P) (pH 6.5)
containing 1 mM DTT and 20 mM imidazole. The proteins were eluted by a linear gradient of
imidazole up to 500 mM. The fractions containing DP1 (detected by SDS-PAGE) were
pooled and loaded onto a Hiprep™ 16/10 Q FF column (1 mt)npre-equilibrated with

50 mM Na(P) (pH 6.5) containing 1 mM DTT. DP1 was eluted by a linear gradient of NaCl
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up to 1 M. The fractions containing DP1 were dialyzed against 20 mM Tris HCI (pH 8)
containing 1 mM DTT and 20% (v/v) glycerol, concentrated, and stored at -20°C.

The peptides used as competitors for PCNA were synthesized by Eurogentec (Liége,
Belgium). PYFD corresponded to the PYF box motif ofPabPol D
(928-IVGRIIGFVDALVGYAHPYFH-948); TEMD corresponded to an internal sequence of
PabPol D (83-EIIEGKFGDLG SREKYAEQAV-103) and was used as a control. The
theoretical pl of competitor peptides PYFD and TEMD was 6.92 and 4.59, respectively.

Western blotting

Proteins separated on the SDS-PAGE Criterion XT 12% polyacrylamide precast gel
(Bio-Rad) were transferred to immune-blot polyvinylidene difluoride membranes (Bio-Rad).
The blots were saturated with blocking buffer containing 5% (w/v) skim milk in TBS-T (Tris-
buffered saline: 10 mM Tris—HCI pH 7.5, 150 mM NacCl, 0.05% (v/v) Tween 20) for 1 h at
room temperature. The blots were incubated for 1 h at room temperature with a 1:5,000
dilution of the rabbit polyclonal anti-DP1 f&abPol D and the rabbit polyclonal anti-DP2 for
PabPol D in TBS-T. The membranes were then washed three times with TBS-T and
incubated for 1 h at room temperature in a 1:10,000 dilution of horseradish peroxidase-linked
anti-mouse 1gG in TBS-T. The membranes were washed three times with TBS-T and the
secondary antibody was detected by the enhanced chemiluminescence system ECL+
(Amersham Biosciences). The bands were visualized on a Typhoon 9400 imager (Amersham

Biosciences).

Primer extension assay

The 32-nt oligonucleotide used to prepare the primed DNA substrate for the primer extension
assays (5-TGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTA-3') was synthesized, labeled
at the 5 terminus with 6-carboxyfluorescein, and purified by Eurogentec. The 32-nt
oligonucleotide was either annealed to M13ssc at a 3:1 molar ratio or to an 87-nt
oligonucleotide (5'-CAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGAATTCGAGCTCGGTAC
CGGGGTCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGCA-3) at an equimolar
ratio in 10 mM Tris-HCI (pH 8.0) containing 50 mM NacCl by heating to 75°C for 10 min,
followed by cooling to room temperature. Primer extensions assays were performed in a final
volume of 11 pl containing the following components: 0.09 pmol of M13 ssc, 2 pmol of each
dNTP, 0.02-1.5 pmol oPabPCNA andPabPol to be tested in the buffer (50 mM Tris-HCI

pH 8.8, 1 mM DTT, 10 mM KCI, 2 mM MgG). Reactions were incubated at 60°C for
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30 min and then stopped on ice by adding 10 pl of stop buffer (98% (v/v) formamide,
0.2 mM EDTA, pH 8.0). Peptides (30 uM and 100 uM) were added to the reaction at the
same time a®abPol, incubated at 60°C for 15 min, and then stopped on ice. The products
were heated to 95°C for 5 min and resolved for 16 h at 30 V at 4°C on a 1% (w/v) alkaline
agarose gel (50 mM NaOH, 1 mM EDTA). Primer extension with 87mer/32mer-FAM
(0.03 pmol) was performed under the same conditions and contained 6 pmol of DP1 and DP2.
The products were resolved for 5 h at room temperature on a 15% polyacrylamide, 7 M urea
gel. Finally, the products were visualized on a Typhoon 9400 imager (Amersham

Biosciences).

Surface plasmon resonance (SPR) experiments

The SPR analyses were performed on a BlAcore X apparatus (BlAcore, Uppsala, Sweden).
DNA surfaces consisted of approximately 200 resonance units (RU) of biotinylated template
immobilized onto a streptavidin surface (SA sensor chip, BlAcore) as previously described
(Hennekeet al, 2005). The interaction betwe®abPol and the DNA/PCNA complex were
monitored as followsPabPCNA (200 nM) was injected over the DNA chip dnabPol

(200 nM) was supplemented 30 s after injection. In all experiments, the interactions were
monitored at 25°C at a flow rate of 30 pl/min in HBS-P buffer (10 mM Hepes pH 7.4,
150 mM NacCl, 0.005% (v/v) surfactant P20).

Nile Red fluorescence

All analyses were performed using an Edinburgh FLS920 spectrofluorimeter. The cell, with a
path length of 3 mm and a working volume of 120 pl, was thermostated at 20°C+0.5°C. The
excitation wavelength was set at 550 nm, and the excitation and emission slits were set at
5nm and 10 nm, respectively. Nile Red was dissolved inSKleto a concentration of

0.25 mM, which was added to a final concentration of 1 uM in the cell containing 48 pmol
samples of PabPol D, PabPol Dmutl, or PabPol Dmut2. Spectra were recorded after 5 min.

Thermostability of wild-type and mutant PabPol D

The thermal stabilities of 5 pmdPabPol D, PabPol Dmutl, orPabPol Dmut2 were
monitored in dilution buffer (Tris HCI 20 mM pH 7.5, glycerol 20%) in a final volume of

10 pl. Each sample was incubated at 80°C, 90°C, or 100°C for 5 min and then cooled on ice.
Enzymes were assayed at 3 pmol for primer extension and at 48 pmol for Nile Red

fluorescence.
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Pull-down assays

His-tagged DP1 (10 pg) was incubated with 4 pl of magnetic beads (Dynabeads Talon, Dynal
Biotech) in 100 ul of binding and washing buffer (BW buffer: 50 mM Na(P) pH 8, 300 mM
NacCl, 0.01% Tween 20) for 30 min at room temperature. Next, the beads were washed in BW
buffer. The samples were incubated with DP2 for 1 h at room temperature and washed five
times with the same buffer. Proteins were eluded from the beads in loading buffer before
being loaded onto a SDS-PAGE Criterion XT 12% polyacrylamide precast gel (Bio-Rad), and
DP2 was analyzed by Western blotting.

Electrophoresis mobility-shift assay (EMSA)

Binding reactions were performed in a final volume of 20 ul containing 50 mM Tris-HCI
(pH 8.0) containing 20 mM NaCl, 5 mM EDTA, 50 pghBSA, 4% Ficoll, 2.5 pmol of
labeled template/primer (87mer/32mer), and 5, 10, or 15 pmol of wild®giEol D,
PabPol Dmutl, orPabPol Dmut2. The reactions were incubated at 60°C for 10 min and
cooled on ice. The samples were loaded onto a 1% (w/v) agarose gel containing 4.5 mM Tris
HCI, 4.5 mM Boric acid, and 2 mM EDTA (pH 8) and run at 90 V for 3 h. The products were

visualized on a Typhoon 9400 imager.

Sequence accession numbers

The Entrez protein database accession numbers for the sequences used in this paper are:
NP_070550 Archaeglobus fulgidys NP_248640 Nlethanocaldococcus jannaschii
YP_184316 Thermococcus kodakarengisNP_ 125813 Ryrococcus abyski NP_577748
(Pyrococcus furiosys NP_142130 Ryrococcus horikoshii NP_002682 Homo sapiens
NP_596124 $chizosaccharomyces porheP_067694Rattus norvegicys
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lll. Résultats complémentaires

[11.1. Activité 3' -5’ exonucléasique dd”abPol D, PabPol Dmutl et PabPol
Dmut2

Une réaction 3-5’ exonucléasique a été réalisée avec 'ADN polyseseD sauvage

et les ADN polymérases D mutées dans le motif PYF box (Figure 32).

PabPol PabPol
PabPol D Dmutl Dmut2

|
&l‘.&‘.“.

Figure 32 : Activité 3-5’ exonucléasique des ADN polymérases D sauvage et mutées dans le motif PYF box.

Gel dénaturant acrylamide-urée a 12 %. La matrice est le L87 amorcé avec le fragment M13cut32FAM, marqué

a l'extrémité 5’ a la fluorescéine et utilisé a une concentration finale de 30 nM. Les mélanges réactionnels ont été
incubés a 60°C pendant 30 min. Les enzymes ont été utilisées dans une gamme de 0,5, 1 a 2 pmol, symbolisé par
le triangle.

Dans nos conditions, I'activité exonucléasique est observée seulement pour 2 pmol,
pour chacune des protéines. Il a été démontré que la petite sous-unité DP1 possédait I'activité
exonucléasique (Sheet al., 2001), stimulée par son interaction avec la grande sous-unité
DP2 (Shen et al., 2004b). D’apres les résultats précédents, nous avions conclu que le motif
PYF box pouvait participer, sans étre essentiel, aux interactions entre les deux sous-unités
DP1 et DP2 de 'ADN polymérase D. Ainsi, nous pouvons suggérer que l'interaction entre les
deux sous-unités est encore suffisamment stable, malgré les mutations au niveau du motif

PYF box, pour que la protéine puisse conserver son activité exonucléasiehie 3’
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[11.2. Interactions fonctionnelles entre les sous-unités DP1 et DP2:

importance pour l'activité 3'—5’ exonucléasique

La petite sous-unité DP1 sauvage et les sous-unités DPahiol D,PabPol Dmutl
et PabPol Dmut2, ont été exprimées séparément, puis mélangées afin de tester leur activité

3'—5’ exonucléasique (Figure 33).

oo\ oo
?a‘o?o\o ?g\(:(\\)‘x ?g‘o‘(\\)’a’
DP2 - - | | |

DP1-_4]++++++C
R LE PE R L

Figure 33 : Activité 3-5' exonucléasique de la petite sous-unité DPPald ol D, reconstituée avec la grande
sous-unité DP2, deabPol D,PabPol Dmutl ouPabPol Dmut2.

Gel dénaturant acrylamide-urée a 12 %. La matrice est le L87 amorcé au fragment M13cut32FAM, marqué a
I'extrémité 5’ a la fluorescéine. Les mélanges réactionnels ont été incubés a 60°C pendant 30 min. La sous-unité
DP1 a été utilisée seule pour une gamme de 1, 3, 6 et 10 pmol (symbolisé par le triangle), et & 6 pmol, dans un
rapport équimolaire, lorsqu’elle était complexée avec la sous-unité DP2abEgl D utilisée a 2 pmol.

Ici, la petite sous-unité DP1 seule, ou coincubée avec la grande sous-unité DP2,
sauvage ou mutée PYF box, n'a aucune activité:-3’' exonucléase. Dans les mémes
conditions, nous avions observé une activitté ADN polymérase uniquement lorsque les deux
sous-unités DP1 et DP2 étaient mélangées entre elles (cf. article). Par conséquent, nous
n'avons pas pu démontrer I'implication du motif PYF box dans les interactions entre les deux
sous-unités dePabPol D et dans la stabilité du complexe DP1-DP2, pour l'activité
exonucléasique. Il est intéressant de noter que des travaux ont démontré que I'activité 3’
exonucléasique était mesurable avec la sous-unité DP1 seule (&bkala 2004). Dans
d’autres travaux, cette activité était détectée seulement lorsque les deux sous-unités étaient
mélangées entre elles (Ishiebal, 1998). Ainsi, il est probable qu’une optimisation de nos
conditions de réaction soit nécessaire afin de détecter une activite &onucléasique.
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I\VV. Conclusions et perspectives

Nous avons clairement démontré que le motif PYF box n’entrait pas en jeu dans les
interactions de '’ADN polymérase D avec son facteur de processivité. En revanche, il apparait
gue le motif PYF box participe a la stabilité du complexe formé entre les deux sous-unités
DP1 et DP2. Une étude par Dichroisme circulaire’dbPol Dmutl ePabPol Dmut2 nous
permettrait d'apporter des renseignements quant a de possibles changements
conformationnels dus aux mutations au niveau du motif PYF box.

Alors que les résultats obtenus nous ont permis de mettre en évidence l'activité ADN
polymérasique, lorsque les deux sous-unités DP1 et DP2 étaient réassociées, aucune activité
3'—>5’ exonucléase n’a pu étre déterminée pour la pstits-unité DP1 seule ou co-incubée
avec la grande sous-unité DP2. Ainsi, il est nécessaire d’entrevoir une optimisation des
conditions de réaction afin de pouvoir comparer le modeleatd’ol D avec d’autres ADN
polymérases D d’Archaea. Par ailleurs, alors que l'activité de reconnaissance de la base
uracile a été déterminée chez les ADN polymérases de la famille B (Franklin et al., 2001,
Savinoet al, 2004), aucune donnée n’est disponible dans la littérature concernant les ADN
polymérases D. Des travaux préliminaires ont permis de démontrePajieol D ne
possédait pas cette activité, méme si un ralentissement de la synthese d’ADN a été observé
(Ghislaine Henneke, communication personnelle). De plus, les ADN polymérases D mutées
au niveau du motif PYF box, sembleraient avoir le méme comportement que la Pol D
sauvage, suggérant que ce motif n'est pas impliqué dans le mécanisme de reconnaissance de
la base uracile. Des travaux ultérieurs sont a envisager a court terme afin de déterminer le
comportement de 'ADN polymérase D face a une base uracile.

Nous avons rencontré de nombreux problemes pour I'obtention de la grande sous-
unité DP2, étant donné sa trés faible solubilité. Ainsi, une optimisation des conditions
d’expression et de purification de la grande sous-unité DP2 sera nécessaire afin d’obtenir une
plus grande quantité, plus en adéquation avec des études biophysiques. Il serait alors possible
d’étudier, a plus grande échelle, les implications des deux sous-unités, indépendamment, dans
la liaison a I’ADN notamment.

Enfin, devant la difficulté d’obtenir une ADN polymérase D tres homogene, aucune
structure de I'enzyme n’a pour linstant pu étre déterminée. Néanmoins, des travaux en
cristallographique sont d’ores et déja envisagés au sein du laboratoire. L’obtention de cristaux
pourrait nous apporter des renseignements, notamment sur le complexe formé entre les deux

sous-unités, et également son interaction avec ’ADN.
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Chapitre 4
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|. Introduction

Ce chapitre rassemble des travaux préliminaires effectués, durant ce doctorat, en
spectroscopie de fluorescence. Nous avons pu nous initier a diverses techniques qui présentent
un intérét croissant dans le domaine de la biochimie des protéines. Généralement, les
techniques basées sur la fluorescence présentent I'avantage d’obtenir des données en temps
réel, et d’étre plus en adéquation avec la dynamique des réactions. En revanche, ces
techniques étant tres sensibles, elles nécessitent énormément de mises au point et de contréles,
afin de minimiser les effets et les signaux artéfactuels issus des tampons et de I'appareillage.

Nous nous sommes notamment intéressés a I'anisotropie de fluorescence, qui permet
I'étude des interactions entre deux molécules, i.e., généralement, la liaison d’une protéine sur
un acide nucléigue. Par ailleurs, l'utilisation de sondes fluorescentes, extrinséques ou
intrinséques, qui sont sensibles a leur environnement proche, a permis de nous apporter des
renseignements sur les changements conformationnels des protéines et sur les zones

d’interaction.
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Il. Résultats

[I.1. Anisotropie de fluorescence

La lumiére incidente de fluorescence possede des propriétés de polarisation. Les
fluorophores absorbent la lumiere selon une direction privilégiée, définissant le moment de
transition. Aprés excitation par une lumiére polarisée, les fluorophores, dont le moment de
transition est orienté dans une direction proche de celle du vecteur incident, seront excités
préférentiellement. Il s’agit ainsi d’'une photosélection a I'excitation.

La principale cause de dépolarisation de la fluorescence est la diffusion rotationnelle
des fluorophores par mouvement brownien. Ainsi, tout phénomene susceptible de modifier la
mobilité et I'orientation des fluorophores aura pour conséquence de faire varier la polarisation
de la lumiére émise. De plus, a I'état excité, tout mouvement, local ou global proche du
fluorophore, sera susceptible de faire varier I'orientation du dipdle d’émission qui définit tout
type de macromolécule. Par conséquent, I'anisotropie de fluorescence est liée a la dynamique
des macromolécules. Il est, par exemple, possible d’étudier des interactions entre protéines
par polarisation de fluorescence, en étudiant la vitesse de diffusion rotationnelle d’'une
protéine liée ou non a son partenaire. Cette technique est trés prometteuse pour la
caractérisation de la dynamique et des interactions de macromolécules a I'échelle moléculaire.
De nombreux travaux concernent la liaison a I'ADN des protéines du vivant. A titre
d’exemple, on peut citer TADN polymérase |, chez les procaryotes (Beiley., 2001), le
facteur de transcription Mbpl, chez les eucaryotes (Delestuad., 2008), une hélicase
impliquée dans la réparation (Richaretsal., 2008), le RPA (Kernchen & Lipps, 2006) ou
bien encore 'ADN polymérase B (Shuttleworth et al., 2004) chez les Archaea. Par ailleurs,
I'anisotropie peut s’appliquer a d’autres types d’acides nucléiques tels que les ARN (Bonarek
et al., 2008).

Dans le cadre de notre étude, les mesures d’anisotropie obtenues constituent une
premiére mise au point de la techniqgue au sein du laboratoire. Les principaux résultats
présentés ci-dessous restent préliminaires et ne peuvent constituer des supports exploitables
pour d’éventuelles interprétations sur la liaison de protéines a 'ADN. Ces travaux réalisés
nous permettent néanmoins de donner des informations sur la flexibilité de la protéine ou de

sa mobhilité sur I'ADN, et de calculer des constantes d’interaction.
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[1.1.1. PCNA marqué par un groupement fluorescent

En regle générale, I'anisotropie de fluorescence se mesure par la titration d'une
protéine sur un acide nucléigue marqué. Méme si cela parait moins logique, il est possible
d’utiliser une protéine marquée avec un fluorophore. Nous avons étudié linteraction de
I’ADN avec le PCNA marqué au TMR (Figure 34).

Le fluorophore était greffé au niveau de la cystéine 211, préalablement introduite par
mutagenese dirigée a la place d’'une leucine (PCNA L211C). Ici, globalement, la valeur
initiale de l'anisotropie est assez élevée (environ 0,172). Il faut savoir que plus une molécule
marquée et libre est petite (i.e. petit fragment d’ADN), plus la valeur d’anisotropie avoisine
le 0. Cette notion est sensible au rapport de taille entre la molécule d’intérét et le fluorophore
qui lui est greffé. Dans notre cas, la faible diffusion rotationnelle du TMR, greffé sur le
PCNA, s’explique par la taille importante du PCNA. De plus, I'amplitude entre la valeur
d’anisotropie du PCNA seul, et celle du PCNA complexé a I'ADN, est environ égale a 0,05
guelque soit la concentration du PCNA. Cette valeur est faible et démontre la faible flexibilité
du PCNA quand on ajoute des concentrations croissantes d’ADN. La liaison entre les
molécules est néanmoins démontrée mais ne semble pas dépendante de la concentration du
PCNA.

0,205

02 1 Figure 34 : Liaison du PCNA a I'ADN

0465 | f’<;.ﬂ mesurée par a_nisotropie de fluorescence.
o Le PCNA était le L211C marqué au TMR.
2 0194 / L'’ADN était le A2 hybridé a une amorce B2
§0'185, o [PCNA] (cf. Matériels et Méthodes) et a été ajouté
€ —e—1000M directement dans la cuve a des concentrations

018 —=—500nM croissantes. La titration a été mesurée a 25°C

0,175 50nM dans le tampon décrit dans la partie

017 | | | | | « Matériels et Méthodes ».

0 100 200 300 400 500
[ADN] nM

11.1.2. PCNA marqué —L211C/V46C

Nous avons ensuite comparé la liaison de I'ADN au PCNA L211C et un autre PCNA
marqué au TMR a la position 46 (Figure 35). Ici encore, une cystéine au niveau de laquelle le
fluorophore pouvait se greffer, avait été introduite par mutagenése dirigée a la place de la
valine 46. Dans ce cas, la concentration du PCNA L211C, était de 100 nM. Dans les mémes

conditions, 'ADN a été titré en présence du PCNA V46C. Tout d’abord, alors que la valeur
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initiale d’anisotropie du PCNA L211C était tres élevée (0,172), celle du PCNA V46C [l'était
encore davantage. De plus, contrairement au PCNA L211C qui se liait de facon affine a
I’ADN, aucune interaction n'est démontrée pour le PCNA V46C. Nous pouvons Supposer ici,
gu’il s’agit d’'une liaison directe entre le fluorophore et I'’ADN. Ceci pourrait prouver
indirectement que I’ADN est en contact avec cette zone du PCNA. Le PCNA V46C stimule
les ADN polymérases lors de tests d’extension d’amorces (données non montrées), cependant

aucun contrdle sur gel natif n’a été effectué nous permettant de confirmer sa trimérisation.

0,205
Figure 35 : Liaison du PCNA a ’ADN mesurée

0,2 . .
par anisotropie de fluorescence.

0,185 Le PCNA était, soit le L211C, soit le V46C,
o 019 marques tous deux au TMR. L’ADN était le
§ o188 —e—V46C A2 hybridé a une amorce B2 (cf. Matériels et
3 —s—1211C Méthodes) et a été ajouté directement dans la
< 018 cuve, a des concentrations croissantes. La
0175 titration a été effectuée indépendamment, a

25°C, dans le tampon décrit dans la partie

0,17 ;. 4,
« Matériels et Méthodes ».
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[1.1.3. Liaison du PCNA a I’'ADN L34 hybridé a différentes amorces

Les travaux de mesures d’anisotropie de fluorescence ont été effectués par la suite sur
un ADN marqué a la fluorescéine en son extrémité 5. Contrairement aux deux études
précédentes, le PCNA n’est cette fois-ci pas marqueé.

Tout d’abord, une étude a été réalisée sur la liaison du PCNA sur I'ADN L34 hybridé,
soit a une amorce de 32-mer marquée a la fluorescéine (M13cut32FAM), soit a une amorce
17-mer marquée a la fluorescéine (M13cutl7FAM) (Figure 36). La valeur d’anisotropie
augmente en fonction de la concentration en PCNA, quelque soit 'amorce utilisée. Les
courbes représentant la liaison du PCNA a 'ADN hybridé aux difféerentes amorces sont
superposables, suggérant que le PCNA se lie de maniére identique, quelque soit la longueur

de I'amorce.
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Figure 36 : Liaison du PCNA a différents ADN
amorcés mesurée par anisotropie de
fluorescence.

L'’ADN était le L34 hybridé a une amorce
marquée en 5’ a la fluorescéine, de longueur
32-mer ou 17-mer. Le PCNA a été ajouté
directement dans la cuve a des concentrations

Anisotropie
o
[
=

009 1 e L34-M13cUt32FAM croissantes. La titration a été effectuée a 25°C,
0,08 —=— |34-ML3cUtL7FAM dans le tampon décrit dans la partie « Matériels
007 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ et Méthodes ».
0 100 200 300 400 500
[PCNA] nM

[1.1.4. Liaison du PCNA a I’'ADN, a différentes températures

La figure 37 illustre la liaison du PCNA sur I'ADN L34, hybridé avec I'amorce
M13cut32FAM marquée a la fluorescéine, en fonction de trois températures d’incubation
différentes (25°C, 42°C et 50°C). La valeur d’anisotropie augmente en fonction de la
concentration en PCNA, quelque soit la température. Il s’agit bien la d’'une interaction entre
les deux molécules. Plus précisément la valeur initiale et I'amplitude de la variation
d’anisotropie diminuent avec la température. Il peut s’agir ici, d’'un effet du tampon. A noter
gu’'un test a été effectué a 55-60°C, sans résultats, étant donné le bullage trop important du
tampon. L'utilisation d’'une cuve hermétiquement fermée, grace a un septum, sera a envisager.
Dans ce cas, I'ajout de molécule se fait par une seringue. Nous avons, pour la suite de I'étude,

privilégié la température de 25°C.
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Figure 37 : Liaison du PCNA a I'ADN a
différentes  températures  mesurée  par
0,114 anisotropie de fluorescence.

01 L'’ADN était le L34 hybridé a une amorce
M13cut32FAM, marquée en 5 a la
fluorescéine. Le PCNA a été ajouté
directement dans la cuve a des concentrations
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007 1 croissantes. La titration a été effectuée
0,06 | —+—25¢C indépendamment a 25°C, a 42°C et a 50°C,
N —.— P . . o
005 | ¢ dans le tampon décrit dans la partie « Matériels
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[1.1.5. Liaison a 'ADN du complexe PCNA/RFC

Nous avons également étudié I'affinité du RF-C pour I'ADN L34, et I'effet de celui-ci
sur la liaison du PCNA a I’ADN. Plusieurs études ont démontré la potentialité d’anisotropie
pour l'étude de liaison a I'ADN de plusieurs protéines. C'est notamment le cas, chez
P. furiosus ou le PCNA ameéliorerait la liaison de 'ADN polymérase a 'ADN (Emptage
al., 2008). Ici, le RF-C semble se lier a ’'ADN de maniére non spécifique et non affine. Nous
avons également pu améliorer la liaison du PCNA, sur le méme ADN, comparé aux résultats
précédents (Figure 38). De plus, lorsque le RF-C est préincubé avec le PCNA, on note une
amelioration de la liaison des protéines a I'ADN. Il est cependant difficile d’interpréter la
courbe dans le sens ou nous ne pouvons savoir comment s’effectue I'interaction entre les trois
molécules présentes a I'équilibre : I'ADN, le RF-C et le PCNA. Nous pouvons néanmoins
supposer que le RF-C améliore le chargement du PCNA sur I’ADN. A noter que cette étude a

été réalisée en absence d’ATP.

0,35

031 Figure 38 : Liaison du PCNA et du RF-C a
ADN  mesurée par anisotropie de
0,25 1 fluorescence.

L'’ADN était le L34 hybridé a une amorce
M13cut32FAM, marquée en 5 a la
fluorescéine. Le PCNA et le RF-C ont été
ajoutés, seuls ou ensemble directement dans la
. e cuve a des concentrations croissantes. La
01 titration a été effectuée a 25°C, dans le tampon
RFC+PCNA , . : 7. z
décrit dans la partie « Matériels et Méthodes ».
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[I.1.6. Liaison a 'ADN des ADN polymérases D mutées au niveau du motif
PYF box

Nous avons étudié€ ici I'affinité des ADN polymérases mutées au niveau du motif PYF
box pour 'ADN (cf. chapitre 3) (Figure 39). Il faut noter que des travaux préliminaires, nous
permettaient de conclure que les meilleurs conditions possibles, pour I'étude avec le PCNA,
étaient identiques a celles utilisées pour les ADN polymérases, a savoir : 'ADN L34 hybridé
a 'amorce M13cutl7FAM, a une température de 25°C. Nous avons augmenté également le
nombre de points de titration afin de permettre une analyse des courbes. A noter que I'étude

de la liaison de 'ADN polymérase D sauvage a I'’ADN, dans les mémes conditions, n'a pu
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étre réalisée en raison de problemes techniques. Nous pouvons constater que la liaison, a
I’ADN, du mutant PabPol Dmut2, parait étre plus faible que celle du mutant PabPol Dmutl.
Ces travaux pourraient compléter I'’étude menée dans le chapitre 3.

La liaison des ADN polymérases a ’ADN conduit & une augmentation d’anisotropie
de fluorescence, a partir de laquelle les constantes de dissociation peuvent étre calculées

(données non montrées).

Figure 39 : Liaison d@abPol Dmutl et mut2 a
ADN  mesurée par anisotropie de
fluorescence.

L'’ADN était le L34 hybridé a une amorce
M13cut32FAM, marquée en 5 a la
fluorescéine. Les ADN polymérases Dmutl et
e PabPol DmutL Dmut2 ont été ajoutées directement dans la
o1 —&— PabPol Dmut2 cuve, a des concentrations croissantes. La
titration a été effectuée indépendamment, a
25°C, dans le tampon décrit dans la partie
« Matériels et Méthodes ».
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[1.2. Utilisation du peptide PIPB

L'utilisation de peptides synthétiques, en tant que sonde de fluorescence, peut étre
envisageable, afin de démontrer l'interaction entre deux molécules. Par exemple, des travaux sur
I'interaction, entre la calmoduline et la caM kinase |, ont été réalisés grace au suivi de la
fluorescence intrinséque d’'un peptide correspondant a la zone d'intérét dans les protéines
(Gomeset al., 2000). Egalement, il est possible de déterminer la pénétration, dans une membrane
cellulaire, d’'un peptide correspondant a la structure primaire d'un domaine protéique
(Christiaent al., 2002).

Dans le cadre de ce doctorat, afin d’étudier l'interaction du motif PIP b&aldBol B
avec le PCNA, nous avons utilisé le peptide PIPB, correspondant a la structure primaire du motif
PIP box dePabPol B. Ce peptide a la séquence suivante : QKTKQVFLGAWLKF (cf. Matériels
et Méthodes). Par ailleurs, le PCNA ne possede pas de tryptophane dans sa structure primaire. Il
posséde néanmoins 5 tyrosines. Ainsi, la longueur d’excitation a été fixée a 295 nm, afin
d’exciter au maximum le tryptophane sans interférence avec les tyrosines. La fluorescence du

tryptophane, appartenant au peptide PIPB, pourra par conséquent étre étudiée.
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Le PCNA a été ajouté, en présence d’ADN, dans la cuve contenant le peptide PIPB. A
chaque point de titration, un spectre d’émission a été obtenu aprés excitation du tryptophane a
295 nm. lIci, en plus du PCNA sauvage, le PCNA muté au niveau de son extrémité C-terminale
(PR245) et le PCNA muté au niveau de I'IDCL (EIE120) ont été étudiés (respectivement,
Figure 40A, B et C).
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Figure 40 : Spectre de fluorescence du peptide PIPB en présence du PCNA sauvage (A), du PCNA PR245 (B) et du
PCNA EIE120 (C). Le PCNA a été ajouté, directement dans la cuve, a des concentrations croissantes. La titration a
été effectuée, a 25°C, dans le tampon décrit dans la partie « Matériels et Méthodes ». D, fluorescence relative du
peptide PIPB en présence du PCNA sauvage, du PCNA PR245 et du PCNA EIE120. Les courbes sont construites
sur le rapport entre l'intensité de fluorescence du peptide PIPB seul sur celle du peptide PIPB en présence du PCNA.
Les valeurs sont les maxima d’intensité de fluorescence des courbes obtenues en A, B et C.

Le peptide seul montre un maximum d’émission a 351 nm (Figure 40A, B et C). La
fluorescence du tryptophane du peptide diminue avec la concentration en PCNA, suggérant que
nous sommes en présence d’'un quenching statique (Figure 40A). C’est également le cas avec les
PCNA mutés (Figure 40B et C). Ainsi, lors de cette réaction, le peptide PIPB peut étre considéré
en tant que molécule fluorescente (M) et le PCNA sauvage ou muté en tant que quencheur (Q).
Par conséquent, l'interaction entre le PCNA (Q) et le peptide (M) conduit a la formation du

complexe M-Q provoquant une diminution de la fluorescence sans réémission. Il est a noter que
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ce phénomene est lié a la concentration du quencheur, mais en revanche n’est ni lié a la viscosité
du tampon ni a la température. Cependant, durant cette étude, nous nous sommes focalisés
uniquement sur la concentration du PCNA.

La diminution de la fluorescence, par ajout croissant de PCNA, a ensuite été étudiée en
prenant en compte le maximum de l'intensité de fluorescence du tryptophane, pour chaque point
de titration. Les courbes de titration ont été obtenues en tracant la valeur relative de la
fluorescence du tryptophane du peptide PIPB, en fonction de la concentration en PCNA
(Figure 40D). Ces courbes semblent décrire la courbe classique représentant I'interaction entre
une molécule fluorescente et un quencheur (Figure 41). En effet, généralement, la fluorescence
diminue progressivement et tend vers une asymptote. Cependant, l'incubation avec le PCNA
muté PR245 semble avoir moins d’effet sur la fluorescence du peptide, suggérant une plus faible
affinité du peptide pour ce PCNA, qui est muté au niveau de I'extrémité C-terminale.

Il ne semble pas qu'il s’agisse d’'un quenching dynamique pendant lequel, une partie des
molécules fluorescentes transmettraient I'énergie au quencheur. En effet, lorsque le rapport de la
fluorescence, en absence de quencheur, et la fluorescence, en présence de qugfghest (F
porté en fonction de la concentration en quencheur, il en résulte une droite qui permet le calcul

de la constante de Stern-Volmer (Figure 41) (Valeur, 2004).

FM
E =1+Kg [Q]
I:M
‘. Fy /Fy- 1
[Q] [Q]
A B

Figure 41 : Représentation théorique d'un quenching statique ou dynamique (A). Relation de Stern-Volmer et
rapport de la fluorescence initiale sur la fluorescence en fonction de la concentration en quencheur [Q] (B). La
constante de Stern-VolmergK s’exprime en L.mat.

Durant notre étude, aucune droite n’a été obtenue que ce soit pour le PCNA sauvage ou
les PCNA mutés PR245 et EIE120. Ceci ne nous permet donc pas de déterminer la constante

Ksv (Figure 42). Il est indubitable qu’il faut compléter ces travaux préliminaires.
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Figure 42 : Représentation du quenching obtenu aprés ajout croissant du PCNA sauvage (A), du PCNA muté PR245
(B) et du PCNA muté EIE120 (C). Le rapport de l'intensité de fluorescence initiale sur la fluorescence est porté en
fonction de la concentration de PCNA.

Par ailleurs, lorsque le PCNA est ajouté en forte concentration, i.e., 70 et 100 nM, le
maximum de fluorescence du tryptophane se déplacait de 351 a 345 nm (Figure 40A). Ce
blue-shift suggére que le tryptophane se retrouve dans un environnement hydrophobe, pour un
exces de PCNA ou pour le PCNA muté. Nous pouvons imaginer que le peptide se retrouve au
sein de la poche hydrophobe formée entre I'IDCL et le C-terminus du PCNA. En revanche, la
fluorescence se déplacait de 351 a 348 nm, pour des concentrations élevées en PCNA mutés
PR245 et EIE120 (Figure 40B et C). Ce faible blue-shift démontre que le tryptophane se retrouve
dans un environnement ayant une hydrophobicité Iégerement plus élevée que lorsque le PCNA
est ajouté en plus faible quantite.

Cette étude est incompléte et demande a étre répétée et améliorée. Néanmoins nous
pouvons émettre I'hypothése que le peptide PIPB interagirait directement avec le PCNA au
niveau de l'extrémité C-terminale. De plus, ce travail nous amene a dire que les résidus
constituant le peptide PIPB, autour du tryptophane, pourrait interagir de maniere moins affine
lorsqu’une mutation est présente, soit sur I'IDCL, soit sur le C-terminus. Eu égard a la littérature
et les résultats menés dans le chapitre 1, nous pouvons ainsi émettre I’hnypothese que le motif PIP
box de 'ADN polymérase B pourrait interagir avec le PCNA, a la fois au niveau de I'extrémité
C-terminale, mais aussi au niveau de I'IDCL du facteur de processivité (Vijayalainadr
2007).

11.3. Utilisation d’une sonde de polarité : le Nile Red

L'utilisation de sondes fluorescentes extrinséques est de plus en plus intéressante pour
des travaux portant sur la caractérisation des protéines pour les phénoménes d’agrégation, de

folding, les changements conformationnels ou bien encore la mesure des surfaces hydrophobes
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(Haweet al., 2008). Une des sondes les plus intéressantes est le Nile Red, qui est sensible a la
polarité de son environnement. Etant donné qu’il peut se lier aux surfaces hydrophobes, il est
couramment utilisé en tant que sonde pour I'analyse de changements conformationnels d’'une
protéine (Sacketet al., 1990, Kimet al., 2005). Par conséquent, dans I'étude concernant la
thermostabilité de 'ADN polymérase D, le Nile Red nous a permis d’observer I'exposition
d’environnements hydrophobes au sein de 'ADN polymérase D, aprés mutation au niveau du
motif PYF box. Ces travaux sont présentés dans le chapitre 3.

Il est intéressant de noter que contrairement a la fluorescence du tryptophane du peptide
PIPB, qui diminuait en présence du PCNA, la fluorescence du Nile Red augmentait en présence
de molécules possédant des zones hydrophobes plus importantes. Dans ce cas, le Nile Red
n'interagissait pas directement avec les ADN polymérases testées, mais pouvait se localiser dans

des cavités hydrophobes créées apres mutation de la protéine.

Conclusion et perspectives

Les mesures en anisotropie nous ont permis de suive la liaison du PCNA a I'ADN, en
fonction de différents parametres, tels que la température et la longueur de 'amorce d’ADN.
Nous avons également pu comparer la liaison, a I’ADN, des ADN polymérases mutées au niveau
du motif PYF box. Toutefois, une amélioration est a apporter afin que I'on puisse déterminer
avec certitude les constantes d’association. Il faudra également réaliser les contrdles nécessaires
pour valider les interactions ADN-protéine, et éliminer les artéfacts dus a l'interaction avec le
fluorophore. Pour cela, I'expérience classique, sur laquelle nous nous sommes initié (données
non montrées), est de réaliser une titration compétitive entre un ADN marqué et un ADN non
marqué (LiCata & Wowor, 2008, Reid et al., 2001). Lorsqu’on utilise un ADN amorcé, il existe
trois zones d’interactions : la zone double brin, la zone simple brin et la jonction double-simple
brin. Cette configuration rend plus complexe l'interprétation de I'interaction d’'une protéine pour
cet ADN.

A trés court terme, l'anisotropie nous permettra d’étudier la liaison a 'ADN des
différents facteurs protéiques impliqués dans la réplication de 'ADN, comme par exemple le
RPA, nouvellement produit au laboratoire, et le PCNA, et ceci vis-a-vis de divers substrats ADN
simple ou double brin. Tous les parametres sont a envisager, comme la longueur de I'acide
nucléique, méme si celle-ci ne doit normalement pas dépasser 40 pb (LiCata & Wowor, 2008),
ou encore l'affinité en fonction de la température. Egalement, il serait intéressant de suivre

I'affinité des protéines pour différents types d’ADN comportant des erreurs. Il est a noter que
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tout type d’acide nucléique est étudiable grace a cette technique. On peut également étudier
I'affinité d’'une protéine pour une séquence particuliere (Reil., 2001) ou pour des substrats

ADN endommageés (Gillet al., 2007). Enfin, des travaux, axés sur |'étude des structures
secondaires des acides nucléiques, sont tout a fait envisageables, a moyen terme, étant donné I
peu de données disponibles a ce sujet. Ainsi, la technique d’anisotropie de fluorescence nous
apportera une meilleure compréhension du comportement des protéines au niveau des pausings
observés lors des tests d’extension d’amorce.

L’étude des interactions entre protéines, grace au suivi de la fluorescence intrinseque
d’'un peptide, est largement envisageable a court terme. Néanmoins, cette étude est a améliorer
dans le sens ou il faudra envisager d’autres mutations, au niveau du PCNA, pour pouvoir étudier
un large éventail d’interactions différentes. Etant donné que le motif PIP box de I'ADN
polymérase B est le seul a contenir un résidu tryptophane, cette étude ne pourra pas se porter sut
d’autres protéines (par exemple le motif PIP box de la Pol D) et montre l'intérét limité quant a
I'étude de la liaison au PCNA.

La méthode de FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfert) est également a
envisager pour étudier le comportement du PCNA sur ’ADN, en utilisant un PCNA marqué
(Laurenceet al., 2008). Différentes versions du PCNA, portant une cystéine permettant un
greffage d'un fluorophore, sont d’ores et déja disponibles au laboratoire. Par conséquent, le
transfert d’énergie pourrait étre mené entre un ADN marqué a la fluorescéine et un PCNA

marqué a I'Alexa fludt 350.
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Conclusion généralc

Les travaux réalisés, durant ce doctorat, ont porté sur les interactions entre les ADN
polymérases B et D, de I'Archaea hyperthermophirococcus abyssiet leur facteurs
accessoires, le PCNA et le RF-C. Les principaux résultats nous permettent de parfaire notre

connaissance sur le complexe réplicatif mis en place chez les Archaea.

L’interaction entre les ADN polymérases et leur facteur de processivité, le PCNA, a été
étudiée fonctionnellement. Le motif PIP box, situé a I'extrémité C-terminale de la Pol B, est
essentiel pour linteraction au PCNA. L’interaction entre la Pol D et le PCNA se fait par
I'intermédiaire de deux motifs. Le premier motif se situe a I'extrémité C-terminale et ne semble
pas participer a la processivité de I'ADN polymérase. Le second motif se situe au niveau de
I'extrémité N-terminale et ressemble a un motif PIP box palindromique. Ce motif, qui est pour la
premiéere fois décrit, parait étre important dans la liaison au PCNA et pour la processivité de

I’ADN polymérase D.

La poche hydrophobe, formée au sein du PCNA par I'IDCL et le C-terminus, est le siége
de toute interaction avec le facteur de processivité. Des travaux de mutagenese dirigée au niveau
de cette région ont permis, pour la premiéere fois, de décrire fonctionnellement, chez les Archaea,
les interactions des ADN polymérases au niveau du facteur de processivité.

La Pol D interagit spécifiquement au niveau de I'extrémité C-terminale du PCNA, tandis
que la Pol B interagirait au niveau de I'extrémité C-terminale, mais aussi au niveau d’'une autre

zone qui reste a déterminer.

Une étude fonctionnelle du complexe formé entre 'ADN polymérase et ses deux
facteurs, le RF-C et le PCNA, a été menée durant ce doctorat.

Alors que le RF-C n’a aucun effet sur la synthése d’ADN polymérase B, il inhibe
spécifiguement la synthese d’ADN par ’ADN polymérase D, uniguement en présence de PCNA.
Cette inhibition est due au motif PIP box du RF-C et résulte d’'une compétition entre les motifs
PIP box de la Pol D et du RF-C vis-a-vis du PCNA. Le motif PIP box du RF-C, absent chez les
eucaryotes, a la particularité, chez les Archaea, d’étre relié au reste de la structure primaire par

un long bras de résidus chargés. Il n’intervient directement, ni dans le chargement, ni dans le
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déchargement du PCNA sur 'ADN. En revanche, il pourrait permettre le maintien de
I'interaction avec le PCNA et former un complexe trés stable sur 'ADN.

Un schéma récapitulatif de la réplication chez les Archaea, alimenté de résultats obtenus
au sein du laboratoire et d’'une étude bibliographique, est proposé et illustre les différentes phases

du chargement du PCNA par le RF-C chez les Archaea.

Un motif, riche en glycines, qui a été impliqué dans les interactions de I'ADN
polymérased avec le PCNA eucaryote, a été retrouvé chez tdeseADN polymérases D. Ce
motif, que nous avons renommé PYF box, a été caractérisé chez la Pol D de P. abyssi

Il a été démontré que ce motif n'entrait pas dans les interactions avec le PCNA. En
revanche, il est impliqué dans la thermostabilité de TADN polymérase D et pourrait participer
aux interactions entre les deux sous-unités DP1 et DP2 de cette enzyme. De plus, ce motif PYF
box est situé a proximité du site actif ; des travaux permettent de suggérer qu’il pourrait faire
partie intégrante de la région impliguée dans la liaison a I'ADN.

Par ailleurs, pour la premiere fois, la grande sous-unité DP2 de la Pol D, qui est tres peu
soluble, a été exprimée et étudiee fonctionnellement. Néanmoins des travaux futurs sont

nécessaires pour I'étude du complexe de ’ADN polymérase D.

Enfin, ce doctorat a permis de mettre place plusieurs techniques de fluorescence sur le
spectrofluorimétre Edinburgh FLS920 dont s’est doté le laboratoire. L'utilisation d’'une sonde de
polarité, le Nile Red, a permis, notamment, de compléter les résultats sur la thermostabilité de la
Pol D. Par ailleurs, des travaux préliminaires, en anisotropie de fluorescence, nous ont permis
d’étudier la liaison de difféerentes protéines a I'ADN, selon différentes parametres, tels que la
température et le type de substrat ADN. Cette technique nous offre de hombreuses perspectives

quant a I'étude des complexes nucléoprotéiques.
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|. Techniques de culture cellulaire et de biologie moléculaire

[.1. Culture d’ Escherichia coli

Difféerentes souches H. coli ont été utilisées pour le clonage et la production de
protéines recombinantes : les cellules de stabilisation DKibwitrogen) et XL1-gold
(Stratagene), ainsi que les cellules d’expression Rosetta (Novagen) et HMS 174 (DE3) pLysS.

Les bactéries ont été cultivées a 37°C, dans un milieu LB (Luria Bertani) liquide
(cf. annexe 1), sous agitation (150 rpm), ou en milieu gélosé dans des boites de pétri
(agar 1,5 %). Chaque milieu contenait le(s) antibiotique(s) approprié(s) permettant de
sélectionner les plasmides d'intérét (ampiciline 100pg/mL, chloramphénicol 34 pg/mL,

kanamycine 30 pg/mL).

1.2. PCR

Les réactions de polymérisation en chaine (PCR) ont été réalisées sur un thermocycleur
Veriti 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems).

Les genes d'intérét ont été amplifiés, a partir de TADN génomique. @édyssidans un
volume total de 5@L, contenant 125 ng d’amorces spécifiques, [1I80de dNTP et 2,5 Unités
de 'ADN polymérasePfu. Cette polymérase est hautement fidéle, possédant une activité

correctrice d’erreur (activité exo-35’) et permet une synthese de 500 pb/min.

|.3. Extraction de 'ADN plasmidique

L’ADN plasmidique a été extrait, a partir des suspensions bactériennes transformeées, a
l'aide des kits QIAprep Spin Miniprep (Qiagen) et QIlAfilter Plasmid Midi (Qiagen),
respectivement, pour les petits volumes (2 mL) et les grands volumes (50 mL) de production.

L’extraction plasmidique repose sur une technique de lyse cellulaire alcaline.

l.4. Visualisation de I'ADN plasmidique

L’électrophorése en gel d’agarose permet de séparer des fragments d’ADN de tailles
comprises entre 0,2 et 50 kpb. Les fragments d’ADN, apres ajout d’une solution de dépbt 6 X
(cf. annexe 2), ont été déposés sur un gel d'agarose a 0,8 %, dans un tampon Tris-acétate 1 X
(TAE : Tris-base 40 mM, EDTA 1 mM pH 8, acide acétique glacial 0,1 %). L’électrophorése a
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été réalisée sous un voltage constant de 110 V. Le bromure d’éthidium (BET) a été directement
incorporé et les bandes d’ADN ont été visualisées sous Ultraviolet, a I'aide d’'un GEL Doc 2000
(Bio-Rad) couplé a une caméra CCD. Un marqueur de taille SmartLadder (200 - 10 000 pb,
Eurogentec) a été déposé sur le méme gel, afin d’estimer la taille et la quantité des fragments
d’ADN.

I.5. Coupure de I'ADN par des enzymes de restriction

Les differentes enzymes de restriction disponibles au laboratoire provenaient du méme
fournisseur (New Englands Biolabs). Les incubations ont été réalisées selon les
recommandations de ce fournisseur, et en régle générale a 37°C, pendant 1 h, dans le tampon
dans lequel leur activité est optimale. Pour vérifier la présence du géne d'intérét, une double
coupure a été realisée, par deux enzymes de restriction différentes, dans le tampon commun

optimal selon les indications du fournisseur.

1.6. Clonage dans un vecteur d’expression

[.6.1. Vecteur d’expression

Les différents vecteurs d’expression, utilisés lors des travaux, étaient le pET25b(+), le
PET26b(+) et le pET28a(+) (Novagen). Ces plasmides possedent un gene conférant une
résistance a I'ampicilline pour pET25b(+), ou a la kanamycine pour pET26b(+) et pET28a(+)).
De plus, les plasmides possedent une région contenant une multitude de sites de clonage uniques
ainsi que le promoteur T7, situé en amont du géene cloné, et reconnu par I’ARN polymérase du
phage T7.

[.6.2. Préparation des inserts et des plasmides

Avant d’étre inséré dans le plasmide, le gene d’intérét a subi une double digestion par
deux enzymes de restriction. Le vecteur d’expression a été linéarisé par les mémes enzymes. Les
produits de réaction ont ensuite été séparés sur gel d'agarose a 0,8 % (p/v). Les bandes
correspondant a l'insert et au vecteur linéarisé ont été découpées avant d’étre purifiées a l'aide
du kit QIAquick PCR purification (Qiagen).
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1.6.3. Ligature du vecteur linéarisé et des inserts digérés

Le volume réactionnel de 20 pL contenait: 2 pL de tampon 10 X, 1 uL de T4 ADN
ligase (Promega), x pL de plasmides linéarisés, y pL d’inserts digérés. Les quantités x et y ont
été choisies de maniére a avoir un rapport y/x égal a 3. La réaction de ligature a été réalisée

pendant une nuit, a 16°C.

|.7. Transformation dans des cellules compétentes

[.7.1. Cellules de stabilisation

Le mélange réactionnel de ligature a été ajouté a 50 pL de cellules compétenies DH5
(Novagen) ou XL1-gold (Stratagene). Le mélange a été incubé pendant 30 min a 4°C, puis
pendant 45 sec a 42°C, et enfin pendant 2 min a 4°C. Cette suspension, a laquelle 800 uL de
milieu SOC (cf. annexe 1) ou de milieu LB ont été ajoutés, a été incubée pendant 1 h & 37°C,
sous agitation a 200 rpm. De 50 a 350 pL de suspension bactérienne ont été étalés sur une boite
de pétri LB-agar contenant I'antibiotique sélectif. Les boites ont été incubées pendant une nuit a
37°C.

Les clones obtenus ont été contrblés par extraction plasmidique, suivie d’'une double
digestion par des enzymes de restriction. Les clones positifs, portant le gene d’intérét, ont été

conserves pendant 24 h a -20°C, puis a -80°C dans du milieu LB- glycérol 20 % (v/v).

1.7.2. Cellules d’expression

L’ADN plasmidique, issu d’'une extraction en grand volume (50 mL), a été intégré dans
des cellules d’expression, également par choc thermique. La transformation des cellules
HMS174 (DE3) pLysS a été réalisée dans les mémes conditions que celles décrites pour les
cellules de stabilisation. La transformation des cellules Rosetta (Novagen) a été effectuée dans
les conditions suivantes : 5 min a 4°C, 30 sec a 42°C puis 2 min a 4°C. Cette suspension, a
laquelle 800 pL de milieu SOC ou de milieu LB ont été ajoutés, a été incubée pendant 1 h a

37°C, sous agitation a 200 rpm, avant étalement sur boite de pétri.

1.8. Mutageneses dirigées

1.8.1. Stratégies de clonage
Les mutations, concernant la délétion de la région PIP box des ADN polymérases,

consistaient a introduire un codon stop a la place du codon correspondant a la lysine, située juste
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en amont du motif PIP box, a I'extrémité C-terminale de 'ADN polymérase B et de la grande
sous-unité de I’ADN polymérase D (Tableau 3). Cette mutation a été réalisée avant mon arrivée
au laboratoire (Rouillon, 2006). La souche comportant le plasmide d’intérét était conservée a
-80°C.

Protéines Mutations au niveau de la PIP box

PabPol B 4sPAVERILRAFGYRKEDLKYQKTKQVGLGAWLKF 50
PabPol BApip +4sPAVERILRAFGYRKEDLKYQKT,,

PabPol D 1421 TEKAEKAEKPRKKSDEKPKKKRVISLEEFFSRKSK, 455
PabPol DApip 1421 TEKAEKAEKPRKKSDEKPK ; 439

Tableau 3 : Mutations réalisées au niveau du motif PIP box, situé a I'extrémité C-terminale de '’ADN polymérase B
et de la grande sous-unité de 'ADN polymérase D. Les motifs PIP box sont notés en bleu.

Les mutations concernant la modification de la région PYF box, au niveau de la grande
sous-unité de I'ADN polymérase D, consistaient a substituer les acides aminés incriminés par
des alanines. Ainsi pottabPol Dmutl, les résidus choisis étaient les glycines en position 934 et
941 et pouPabPol Dmut2, en plus de ces deux mutations, la tyrosine 946 et la phénylalanine
947 (Tableau 4).

Protéines Mutations au niveau de la PYF box

PabPol D 624 TSAGIVGRIIGFVDALVGYAHPYFHAAK gz,
PabPol Dmutl o, TSAGIVGRIIAFVDALVAYAHPYFHAAKgs,

PabPol Dmut2 o, TSAGIVGRIIAFVDALVAYAHPAAHAAK g5,

Tableau 4 : Mutations réalisées au niveau du motif PYF box de I'ADN polymérase D. Les acides aminés,
déterminant le motif PYF box, sont notés en bleu. Les substitutions en alanine sont notées en rouge.

Les mutations concernant la délétion de I'extrémité N-terminale de ’ADN polymérase D
consistaient a introduire un site de restriction Ndel juste en aval de la séquence palindromique
PIP box (Tableau 5).
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Protéines Mutation au niveau du N-terminus

PabPol D {MELPKEMEEYEEMLQREIDKAY EIAKKAR 4

PabPol DNcut 23MIAKKAR,q

Tableau 5 : Mutation réalisée au niveau du motif PIP box situé de I'extrémité N-terminale de la grande sous-unité de
I’ADN polymérase D. Le motif PIP box est noté en bleu. La méthionine remplacant ce motif est notée en rouge.

Le gene comportant la mutation a ensuite été digéré par Ndel et réintroduit dans le
plasmide pET25b+. Enfin, le géne a été cotransformé Baosli HMS174(DE3) pLysS avec le
plasmide pET28a+ contenant le gene codant pour la petite sous-unité RigbPal D
(Figure 43).

Ndel BamHI Ndel Sall

A () DP1 H{T7Hc] ¢) DP2 )

Ndel BamHI Ndel ~ Ndel Sall
B () DP1 }-Hi7Hkc] c) DP2

Ndel .9;50 Ndel Ndel
(Bpane) ~Jy

Ndel

0S¢

Sall 5443
5443 Ndel

D

C

Figure 43 : Stratégie de clonage pour la construction du géne codant pour 'ADN polymérase DNcut.

A) Construction du géne codant pdeabPol D (Guegueret al, 2001) ; B) Mutation au niveau de I'extrémité N-
terminale de la grande sous-unité DP2, permettant la création d'un site Ndel (noté en rouge); C) Construction du
plasmide contenant les genes codant pour les deux sous-unités DP1 etfPRald, avec présence du nouveau

site Ndel ; D) Digestion par Ndel permettant la création d'un plasmide comportant le géne codant pour la grande
sous-unité DP2Ncut de taille totale de 9200 pb environ. Les tailles des différentes portions d’ADN bornées sont
notées en bleu.

Les difféerentes étapes de la construction de 'ADN polymérase Ncut sont présentées
ci-dessous. La méthodologie appliquée est détaillée dans les parties précédentes. Tout d’abord, la
digestion du plasmide pET25b+, contenant les génes codant pour les sous-unités DP1 et DP2 de
PabPol D, avec la présence du nouveau site Ndel, a été réalisée par I'enzyme Ndel (New

Englands Biolabs) (Figure 44A). La bande correspondant au plasmide pET25b+, contenant le
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géne codant pour la sous-unité DP2 dépourvue de son extrémité N-terminale, a ensuite été
purifiée (Figure 44B). Le fragment d’ADN purifié a ensuite été ligaturé, avant d’étre transfecté
dans les cellules XL1-gold. Les différents clones obtenus ont été remis en suspension, dans un
petit volume de 2 mL de culture, avant d’en extraire 'ADN. Les plasmides extraits ont ensuite
été digérés par I'enzyme Ndel (Figure 44C). Suite a cette digestion, seul le clone n°3 comportait
le plasmide pET25b+, contenant le géne d’'intérét (9200 pb environ). Le clone n°3 a été conservé
a -80°C avant d’étre remis en suspension dans un grand volume de 50 mL de culture, avant d’en
extraire 'ADN. Le plasmide extrait a ensuite été cotransfecté avec le plasmide pET28a+,
contenant le géne codant pour la sous-unité DP1. Les clones obtenus ont été remis en suspensior
dans un petit volume de 2 mL de culture et une vérification de la présence des deux plasmides
d’'intérét a été effectuée, grace a deux digestions indépendantes par les enzymes Ndel
(Figure 44D) et Sall (New Englands Biolabs) (Figure 44E). A lissue de cette double
vérification, seul le clone n°2 contenait les deux plasmides d'intérét pET25b+/DP2Ncut et
pET28a+/DP1, faisant respectivement 9200 pb et 7300 pb. Il a été conservé dans les cellules
HMS174 (DE3) pLysS a -80°C.

<«— PET25+ 10000 ] — pET25 +
DP2Ncut - DP2Ncut

Figure 44 : Construction de I'ADN
polymérase DNcut.
A) Digestion du plasmide pET25b+
contenant les génes codant pour les
sous-unités DP1 et DP2 éabPol D,
avec la présence du nouveau site
o o Ndel ; B) Purification de la bande
Non digéré digéré correspondant au géne codant pour la
123 4 1.2 3 4 « oET25 4 sous-unité DP2 Ncut contenue dans le
BPZNcut plasmide pET25b+ ; C_Z) D|gesthn par
Ndel de I'ADN extrait de plusieurs
clones ; D) Digestion par Ndel de
'ADN extrait de deux clones; E)
Digestion par Sall de 'ADN extrait
de deux clones ayant subi la
cotransformation.

<«— DP1

B

10000
8000

Non digéré digéré Non digéré  digéré
1 2 1 2 pET25 + 1 2 1 2 pET25 +
« DP2Ncut 13888 ( DP2Ncut
“~pet2s+ pET28 +
DP1 DP1
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Les mutations, concernant les domaines d’interaction du PCNA, consistaient a substituer
les acides aminés incriminés par des alanines. Nous avons choisi de modifier deux zones qui
constituent la poche hydrophobe, le C-terminus et 'IDCL (Tableau 6). Ainsi, pour PR245, il
s’agissait de la proline 245 et de l'arginine 246, situées au niveau de lI'extrémité C-terminale.
Ensuite, trois mutations différentes ont été créées, afin de cribler la totalité de I'IDCL. I
s’agissait ainsi pour EIE120 de la glutamine 120, de l'isoleucine 121 et de la glutamine 122.
Ensuite, pour VDL123, il s’agissait de la valine 123, de I'acide aspartique 124 et de la leucine
125. Et enfin, pour EL127, l'acide glutamique 127 et de la leucine 128 ont également été
remplacés par une alanine. Par ailleurs, pour E224, la glutamine 224 situé sur une boucle

intermédiaire a été remplacée par une alanine.

Protéines Mutations au niveau de 'IDCL

PCNA s LIDVEEIEVDLPELPFT,,,

EIE120 s LIDVEAAAVDLPELPFT,,,
VDL123 s LIDVEEIEAAAPELPFT,,,
EL127 s LIDVEEIEVDLPAAPFT,,,

Protéines Mutations au niveau du C-terminus

PCNA s LAPRVEE,,,
PR245 s LAAAVEE

Tableau 6: Mutations réalisées au niveau de la poche hydrophobe (IDCL et C-terminus) du PCNA. Les
substitutions en alanine sont notées en rouge.

1.8.2. Conditions de PCR

La mutagenese dirigée a été effectuée avec le kit QuikChange Il Site-Directed
Mutagenesis (Stratagene) pour les versions mutantes du PCNA. Un kit spécial pour les grands
fragments, QuikChange Il XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene), a été utilisé pour
chaque version mutante de I'ADN polymérase D, étant donné que le plasmide comportant le
gene codant pour ’ADN polymérase D fait 11220 pb.

La PCR a été réalisée selon les recommandations du fournisseur. Les amorces choisies,
ainsi que les conditions de PCR, pour chaque mutant produit au cours du doctorat, sont
répertoriées dans le tableau 7. Les oligonucléotides servant d’amorce ont été synthétisés par

Eurogentec.
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Proteine Nom Amorces Conditions de PCR
sauvage
1 cycle: 95°C, 1 min
N pabpol | 5-AGGATAATAGCCTTTGTCGATGCCCTAGTTG | 18 cycles: 7 95°C, 50 sec
o Dmut, | CITACGCT-3' et 3-TCCTATTATCGGAAAC 60°C, 50 sec
0N mu AGCTACGGGATCAACGAATGCGA-5’ 68°C, 12 min
© 1 cycle: 68°C, 7 min
N)
= pabpol | 5 GCCCTAGTTGGTTACGCTCACCCCGCCGAT
> Dmutz | ACGCTGCG-3' et 3-CGGGATCAACCAATG idem
S MUle | CGAGTGGGGCGGCGGTGCGACGC-5'
% 5-CAGAGGGAGATAGATAAGGCCCATATGATA
< PabPol | GCTAAAAAGGCGAGG-3' et 3-GTCTCCCTC dem
DNcut | TATCTATTCCGGGTATACTATCGATTTTTCCGCT
cc-5
Protéine N
Nom Amorces Conditions de PCR
sauvage
1 cycle: 95°C, 30 sec
5-TGATATTCCTCCTGGCTGCCGCGTTGAGGAG- | 16 cycles:™ 95°C, 30 sec
PR245 | 3' et 3-GACTATAAGGAGGACCGACGGCGCAAC 55°C, 1 min
TCCTC-5 68°C, 7 min
1 cycle: 68°C, 7 min
5-GAGGAGATCGAAGCTGCCGCECAGAGTTAC
VDL123 | CC-3' et 3-CTCCTCTAGCTTCGACGGCGGGTCTC idem
AATGGG-5’
<ZE 5-ATCGAAGTTGACTTGCCAGCGGCACCCTTCAC
O EL127 | G-3 et 3-TAGCTTCAACTGAACGGTCGCCGTGG idem
o GAAGTGC-5’
5-ACGATAAAGTTCGGAAACGCGATGCCGATGC
E224 | AAATGGAG-3' et 3-TGCTATTTCAAGCCTTTGCG idem
CTACGGCTACGTTTACCTC-5’
5-ATAGATGTTGAGGCGGCCGCAGTTGACTTGCC
EIE120 | AGAG-3' et 3-ATCTACAACTCCGCCGGCGTAAC idem
TGAACGGTCTC-5'

Tableau 7 : Conditions de PCR utilisées pour I'obtention des plasmides portant les genes codant pour les versions
mutées de I’ADN polymérases D et du PCNA. Les codons mutés sont soulignés.

1.9. Séquencage de 'ADN

Afin de s’assurer de la présence des mutations désirées et qu’il n'y a pas eu de mutations
ponctuelles au niveau des genes d'intéréts, un séquencage a été réalisé sur les ADN

plasmidiques. Les amorces flanquantes a l'insert, le T7 promoter primer #69348-3 et le T7

terminator primer #69337-3, ont été utilisées. Ce séquencage a été effectué par Cogenics.
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Les séguences obtenues ont été analysées a laide du serveur
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/bl2seq/wblast2.cgi), par alignement avec les séquences des génes

natifs obtenues a l'aide du serveur (http://www.ebi.ac.uk/Databases/nucleotide.html).

. Techniques de biochimie

II.1. Techniques de production des protéines recombinantes

[1.1.1. Expression des protéines par un systeme de traduction in vitro (RTS)

Le systeme RTS (Rapid Translation System) permet d’exprimer des protéings en
moins de 24 h, en se reposant sur le couplage des réactions de transcription et de traduction.
L’apport des réactifs et des composés énergétiques se fait a travers une membrane de dialyse

semi-perméable séparant les deux compartiments de I'enceinte

réactionnelle. La production des PCNA mutés a été effectuée a
I'aide du kit RTS 50CE. coliHY (Roche Diagnostics) (Figure 45).
Le compartiment réactionnel était composé du lysat bactérien
(apport en ribosomes+ facteurs...), de 'ARN polymérase du phage
T7 pour la transcription et de 1@ de plasmide portant le gene
codant pour le PCNA. L'autre compartiment, alimentant la,

N

(substrats énergétiques, ARN de transfert, acides aminés). La cuve .
Figure 45: Systéme RT!
a été incubée pendant 22 h & 30°C, sous une agitation de 990 RpmeoMaster 500.

dans le Proteomaster (Roche).

[1.1.2. Expression des protéines recombinantes en grand volume

L’ADN polymérase B, qui est commercialisée par Q-BIOgene (MPBiomedicals), et
I'ADN polymérase D, qui est issue d'une production effectuée selon (Gueguan 2001),
étaient disponibles a mon arrivée au laboratoire.

Le RF-C et le PCNA sauvages ainsi que le Rfpip ont été exprimés et purifiés selon
(Henneke et a) 2002). Le PCNA, tagué histidine, a été exprimé et purifié selon (Mesiet-Cladiere
et al., 2007). Enfin, TADN polyméraseApip a été exprimée et purifiée selon (Rouillon, 2006

Les différentes ADN polymérases mutantes ont été produites dans un volume de 3 L de
milieu LB. Une préculture de 2 mL, dans du milieu LB, a été réalisée a 37°C, sur la nuit, par un

ensemencement des cellules d’expressidh doli (Rosetta ou HMS174 (DE3)) contenant le
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plasmide pET25b(+) ou le plasmide pET28a(+) portant le géene d’intérét. Ensuite une cascade de
précultures a été réalisée jusqu’au volume de production (3 L). L'induction a été effectuée a une
DOsoonm de 0,6 avec 1 mM d'IPTG (Isopropyl-béta-D-thiogalactopyranoside). Pour chaque
préculture, une quantité déterminée d’antibiotique de sélection a été ajoutée.

La sous-unité DP1 de I'ADN polymérase D a également été produite selon le méme
protocole. Une préculture de 2 mL, dans du milieu LB, a été réalisée a 37°C, sur la nuit, par un
ensemencement des cellules d’expressidh doli (HMS 174 (DE3)) contenant le plasmide
pPET28b+ portant le géne d’intérét. A partir de cette préculture, une série d’ensemencements a été
réalisée jusqu'au volume de production (3 litres). Aprés une centrifugation de 40 min a
6000 rpm, les culots bactériens ont été remis en suspension dans un tampon de broyage
(Tris-HCI pH8, 50 mM,B-mercaptoéthanol 2 mM, et un mélange d’inhibiteuesprotéases
(«complete», Roche Diagnostics). La lyse des cellules a été effectuée a l'aide d’'une presse de
French (Aminc8 —SLM Instruments) & une pression de 1000 PsiG, suivie d’une centrifugation
de 45 min a 12000 rpm a 4°C, puis d’'un chauffage a 80°C pendant 15 min afin d’éliminer les

débris cellulaires et la plus grande partie des protéines bactériennes.

[1.1.3. Expression des protéines recombinantes en petit volume

Pour I'expression en petits volumes (2 mL ou 50 mL) de la grande sous-unité (DP2) de
I’ADN polymérase D, les conditions expérimentales étaient identiques a celles décrites ci-dessus,
sauf pour la lyse cellulaire, qui a été effectuée par ultrasons a I'aide d’un sonicateur ViBfa-Cell
72408 (Bioblock scientific).

[1.2. Purification des protéines recombinantes

[1.2.1. Purification de protéines exprimées par RTS

Dans le cas de I'expression de protéines par RTS, une phase de purification par FPLC
(Fast Protein Liquid Chromatography) n’était pas nécessaire, étant donné que seule la protéine
d’intérét est exprimée. L'échantillon récupéré dans l'enceinte réactionnelle a néanmoins été
soumis a un chauffage de 15 min a 75°C, puis centrifugé pendant 10 min a 13000 rpm. Une
dialyse de 2 x 2 h a été réalisée dans le tampon Tris-HCI 50 mM, pH 8, DTT 1 mM, NaCl 0,5 M.
Une vérification en SDS-PAGE a été réalisée sur les PCNA mutés au niveau de la poche
hydrophobe (cf. Matériels et Méthodes, 11.4.1.) (Figure 46A). Afin de s’assurer de la
trimérisation des PCNA, une vérification sur gel natif a également été realisée (cf. Matériels et

Méthodes, 11.4.2) (Figure 46B).Les triméres sont majoritaires, méme si Nnous pouvons apercevoir
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les PCNA sous forme de dimeres et de monomeres. Les protéines ont été conservées a -20°C
dans le tampon Tris-HCI 50 mM, pH 8, DTT 1 mM, NaCl 0,5 M.

© B A P

250 kDa & KL
150 ) : : 1
100 669 | bt
75 440

232 (8

= 4

50 140 s
37 - <— trimére

67 - <— dimeére

T S e
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25 -
20 -
15 A L B

Figure 46 : Analyse par SDS-PAGE 12% (A) et par PAGE (B) des PCNA mutés produits par RTS.

Dans le cadre de I'étude d’'un PCNA fluorescent, le PCNA a tout d’abord été exprimé par
RTS, suivant les conditions présentées précédemment, puis a subi une réaction de marquage pat
greffage du fluorophore TMR (cf. Matériels et Méthodes, 11.14.4.). La fraction protéique a
ensuite été déposée sur une colonne Hipr€pPF (16 cm x 10 cm), équilibrée dans un tampon
Tris-HCI 20 mM, pH 7, EDTA 0,1 mM, DTT 1 mM. L'élution a été réalisée, & un débit de
1 mL.min?, par I'application d’un gradient de concentration en NaCl de 0 & 1 M. Les fractions
colorées magenta (couleur du TMR) ont été rassemblées et concentrées sur Centriprep-10
(Millipore). Ensuite, afin d’éliminer le sel et 'excés de TMR, la fraction protéique a été déposée
sur une colonne HipréP 26/10 Desalting & un débit de 1 mL.Mjrdans un tampon Tris-HCI
20 mM, pH 7, EDTA 0,1 mM, DTT 1 mM, NaCl 0,5 M (Figure 47A). Les fractions colorées et
correspondant au pic d’absorption ont été rassemblées. La protéine finale a été concentrée a
I'aide du systeme Centriprep-10 (Millipore) et conservée a -20°C. Un suivi de purification a été

réalisé sur gel d’électrophorése SDS-PAGE (Figure 47B).
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Figure 47 : Purification du PCNA marqué au TMR.

A) Profil d'élution sur colonne de désalage. Le pic correspondait aux fractions contenant le PCNA
marqué (coloration magenta) ; B) Analyse en SDS-PAGE 12 %. 1, PCNA marqué et concentré ; 2, fraction avant
chauffage ; 3, fraction avant passage sur colonne de désalage ; 4, éluat de concentration ; 5, PCNA non marqué
utilisé comme témoin.

[1.2.2. Purification des ADN polymérases

Les différentes ADN polymérases recombinantes ont été purifiées sur un systéme FPLC
(Akta, Amersham). Les extraits protéiques ont été déposés sur une colonne HiQrég™v
(16 cm x 10 cm) équilibrée dans un tampon NaP 50 mM, pH 6,5, DTT 1 mM. L’élution a été
réalisée, & un débit de 1 mL.nirpar I'application d’'un gradient de concentration en NaCl de 0
a 1 M. Une deuxieme étape de purification a été réalisée, dans les mémes conditions de débit et
de tampon, sur une colonne Heparimdiprep (Amersham Biosciences). Apres chaque étape de
purification, un test d'activité a été réalisé sur les fractions en sortie de colonne (cf. Matériels et
Méthodes, 11.8.1.). Les fractions ayant une forte activité ont été rassemblées et concentrées a
l'aide des systémes Centriprep-10 puis Centricon-10 (Millipore). Les différentes étapes de la
purification des ADN polymérases sont illustrées sur la figure 48 ou seule la purification de
I’ADN polymérase Dmutl est présentée. Enfin les protéines ont été conservées dans le tampon
Tris-HCI 20 mM pH 7,5, DTT 1 mM, Glycérol 55% (v/v) et conservées a -20°C.
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Figure 48 : Purification de 'ADN polymérase Dmutl.
A) profil délution sur colonne Hiprep Q FF. B) profil d’élution sur colonne d’Heparin. En rouge, la courbe

théorique du gradient de NacCl, en vert la conductance et en noir I'activitt ADN polymérasique. Les fractions
comprises entre les séparateurs ont été collectées.
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Le suivi de la purification de la Pol Dmutl a été analysé sur gel d’électrophorése SDS-

PAGE (Figure 49). Nous pouvons constater que les bandes correspondant aux protéines d’intérét

présentent de légéres stries signifiant la présence d’ADN dans les fractions collectées.
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Figure 49 : Profil de purification de la Pol Dmutl par
analyse en SDS-PAGE a 12 %.

1, aprés choc thermique ; 2, apres passage sur colonne
Hiprep Q FF; 3, apres dialyse ; 4, aprés passage sur
colonne Heparin ; 5, éluat de
concentration Centriprep-10 ; 6, éluat de concentration
Centricon-10 ; 7, protéine finale concentrée.



Afin d’éliminer 'ADN, un autre protocole a été mis en place, par la suite, pour les
purifications de toutes les ADN polymérases D. Pour cela, apres passage a la presse French, une
DNase (Promega) été ajoutée a la fraction contenant la protéine d’intérét puis I'extrait a été
incubé, pendant 1 h a 37°C. L'extrait protéique a ensuite été déposé sur une colonne de
Hiprep™ Q FF (Amersham Biosciences), dans les conditions décrites précédemment. L'étape
finale de purification a été réalisée sur une colonne de Superdex Z08&fsham Biosciences),
équilibrée dans un tampon Tris-HCI 50 mM, pH 8. Les fractions comportant la protéine d’intérét
ont été rassemblées et concentrées a I'aide du kit Centriprep-10. Seul le suivi de purification de
I’ADN polymérase DApip est présenté sur la figure 50. Les protéinesetdtreprises dans le
tampon Tris-HCI 20 mM pH 7,5, DTT 1 mM, Glycérol 55% (v/v) et conservées a -20°C.
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Figure 50 : Purification de I'’ADN polymérase\pip.

A) (haut) profil d’élution sur colonne Hiprep Q FF ; en rouge, la courbe théorique du gradient de NacCl, en vert la
conductance ; (bas) analyse en SDS-PAGE 12 % B) (haut) profil d’élution sur colonne Superdex200 ; (bas) analyse
en SDS-PAGE 12 %. Les fractions comprises entre les séparateurs ont été collectées.

Le suivi de la purification de I'ADN polymérase Dmutl est illustré sur la figure 51. Nous

pouvons constater ici que les deux sous-unités sont [égerement dégradées.
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R polymérase Bpip par analyse en SDS-PAGE.

1, aprés choc thermique ; 2, aprés passage sur

colonne Hiprep Q FF; 3, éluat de concentration

Centriprep-10 ; 4, aprés dialyse ; 5, aprés passage sur

colonne Superdex 200; 6, éluat de concentration

Centricon-10 ; 7, protéine finale concentrée.
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Un autre protocole de purification a été utilisé pour la petite sous-unité (DP1) de 'ADN
polymérase D. Les extraits protéiques ont été déposés sur une colonne Higiap™l
(Amersham Biosciences), équilibrée avec le tampon A (Na(P) pH 6,5, 50mM, DTT 1 mM,
imidazole 20 mM). L’élution a été réalisée, a un débit de 1 mCinpar I'application d’'un
gradient de concentration en imidazole de 20 a 500 mM dans le tampon B (Na(P) pH 6,5,
50 mM, DTT 1 mM, imidazole 500 mM). Une deuxieme étape de purification a été réalisée a un
débit de 1 mL.mitt et dans le tampon A, sur une colonne HepHrifliprep (Amersham
Biosciences). L'élution a été réalisée, par I'application d’'un gradient de concentration en NaCl
dans le tampon B. Une dialyse (2 x 2 h) a été realisée dans le tampon suivant : Tris-HCI pH 8,
20 mM, DTT 1mM. Une analyse des fractions obtenues a été realisée par SDS-PAGE afin de
vérifier la pureté de la protéine (Figure 52). Les fractions contenant la protéine d’intérét ont été
rassemblées et concentrées a l'aide du kit Centriprep-10 (Millipore). Au final, la protéine
concentrée a été conservées a -20°C dans le tampon Tris-HCI 20 mM pH 7,5, DTT 1 mM,

glycérol 55% (v/v).
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Figure 52 : Purification de la sous-unité DP1 de 'ADN polymérase D.

A) (haut) profil d’élution sur colonne Histrap™. La courbe théorique du gradient en imidazole est représentée en
rouge; (bas) analyse en SDS-PAGE 12 % B) (haut) profil d’élution sur colonne Heparin ; (bas) analyse en SDS-
PAGE 12 %. La courbe théorique du gradient de NaCl est représentée en rouge. Les fractions comprises entre les
séparateurs ont été collectées.

Le suivi de la purification de la sous-unité DP1 de 'ADN polymérase D est illustré sur la

figure 53. Nous pouvons constater que de hombreux contaminants sont encore présents, toutefois

nous avons pris la décision d’arréter la purification a ce stade.
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Figure 53 : Suivi de purification de la sous-unité DP1
de 'ADN polymérase D par analyse en SDS-PAGE
12 %.

1, aprés passage a la presse de French ; 2, culot issu
du choc thermique ; 3, aprés choc thermique ; 4,
aprés passage sur colonne Histrap ; 5, aprés dialyse ;
6, aprés passage sur colonne Heparin ; 7, éluat de
concentration Centriprep-10; 8, protéine finale
concentrée.

Les grandes sous-unités des ADN polymérases D, sauvage et mutées au niveau de du

motif PYF box, ont été exprimées en volume de 50 mL, en partie a cause de leur probleme de

solubilité. Aprés choc thermique, les fractions protéiques ont été dialysées dans un tampon

Tris-HCI 20 mM, pH 7,5, DTT 1 mM. La concentration estimée était de a 65 uM pour chacune
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des sous-unités DP2. La présence des protéines a été révélée par Western Blot (cf. Matériels et
Méthodes, I1.5.) (Figure 54).

SR
DP2 O K F
S O O
T RV RV C
kDa Figure 54 : Expression des sous-unités DP2 de la Pol D, Pol
Dmutl et Pol Dmut2.
250 l La détection a été effectuée par Western Blot en utilisant les
150 . — anticorps anti-DP2. La révélation a été réalisée a I'aide du
variable mode imager Typhoon 9400. C, représente le
100 contr6le du Western Blot.

75

Un autre protocole de purification a été utilisé pour 'ADN polymérase DNcut. Apres
passage a la presse de French, I'extrait était trés visqueux, dd a une forte concentration en
d’ADN. La solution, a laguelle a été ajouté du NaCl a une concentration finale de 0,5 M et de la
Polymine P 0,15 % final, a été mise sous agitation douce a 4°C pendant 45 min. Ensuite, une
centrifugation a 12 000 rpm, pendant 1 h a 4°C, a été effectuée et le culot a été remis en
suspension dans une solution de sulfate d’ammonium saturée a 80%, pendant 1 h dans la glace.
Le culot, issu d’'une centrifugation a 12000 rpm pendant 1 h a 4°C, a été repris dans un tampon
Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, DTT 1 mM, EDTA 0,1 mM, glycérol 10% (v/v). Les extraits
protéiques ont ensuite été déposés sur une colonne Histrap™ de 20 ml (Amersham Biosciences),
équilibrée avec le tampon A. L'élution a été réalisée, & un débit de 1 mi_painI'application
d’'un gradient de concentration en imidazole de 20 a 500 mM dans le tampon B. Les fractions
protéigues étant invisibles sur SDS-PAGE, un western blot a été réalisé afin d’analyser le suivi
de purification (Figure 55). Nous avons pu constater que la petite sous-unité DP1 était en exces
par rapport a la grande sous-unité DP2 qui a été trés peu exprimée. Ainsi, hous avons pris la
décision d'arréter les étapes de purification a ce stade. Les fractions collectées ont été
rassemblées et concentrées a l'aide du centriprep-10 et dialysées pendant 2 x 2 h contre le
tampon Tris-HCI 20 mM, pH 7,5, DTT 1 mM. Du glycérol 20 % (v/v) a été ajouté et la protéine

a été conservée a -80°C.
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Figure 55 : Purification de 'ADN polymérase DNcut.

Profil d’élution sur colonne Histrap (en haut). La courbe théorique du gradient en imidazole est représentée en
rouge. Les séparateurs en vert représentent les fractions collectées; Analyse par Western Blot en utilisant les
anticorps anti-DP2 (en bas). La révélation a été réalisée a I'aide du variable mode imager Typhoon 9400. 1, aprés
passage a la presse de French ; 2, agf&hdc thermique ; 3, apré§ éhoc thermique ; 4, culot aprés traitement a

la polyminine P; 5, surnageant apres traitement au sulfate d’ammonium ; 6, culot aprés traitement au sulfate
d’ammonium.

11.3. Dosage des protéines

La détermination de la concentration finale de la protéine a été réalisée selon la technique
de Lowry, a l'aide du kit DC protein assay (Bio-Rad) selon les recommandations du fournisseur.
Le dosage a été réalisé avec 25 pL d’échantillon dilué, la DO étant mesurée a 750 nm, apres la
réaction, a l'aide du spectrophotometre UVIKON 940 (Kontron Instruments). Une gamme

d’étalonnage a été réalisée avec de la B&advin Serum Albumin) (Figure 56).
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I1.4. Séparation et visualisation des protéines par électrophorese sur gel de

polyacrylamide

11.4.1. Gels SDS-PAGE
[1.4.1.1. Préparation des échantillons

Les extraits protéiques (10 uL ou 1 pg), auquel a été ajouté du tampon de chargement de
Laemmli (cf. annexe 2), ont été chauffés a 100°C, pendant 10 min, avant dépét sur le gel, pour
permettre la dénaturation des protéines. Un marqueur de masse molé&ukdisiqn Plus
Protein™ All Blue Standards 10-250 kDBjo-Rad) a été déposé sur le méme gel afin de
déterminer la taille des protéines d’intérét.

11.4.1.2. Migration

Les électrophoréses ont été réalisées avec des gels de polyacrylamide a 12%, précoulés,
Bis-Tris Criterion™ XT Precast Gel(Bio-Rad). Ces gels ont été placés dans une cuve
criterion™ (Bio-Rad) contenant du tampon MOPS-SDS 1X (cf. annexe 3). La migration a été

effectuée pendant 1 h a un voltage constant de 200 V.

11.4.2. Gels natifs
[1.4.2.1. Préparation des échantillons

Les extraits protéiques (10 pg) ont été mis dans du tampon de chargement (cf. annexe 2),
avant d’étre déposés sur le gel sans étape de chauffage. Un marqueur de masse moléculaire
(HMW, Amersham Pharmacia), con¢u pour les gel non dénaturants, a été déposeé sur le méme
gel, afin de déterminer la taille des protéines d’intérét.

11.4.2.2. Migration :

Les électrophoréses ont été realisées sur gel de polyacrylamide 4%-20% précoulé
(Tris-HCI Ready Gel (Bio-Rad)). Le gel a été placé dans une cuve protean Il (Bio-Rad)
contenant du tampon de migration (Tris 25 mM, glycine 192 mM). La migration a été effectuée
pendant 40 min, a un voltage constant de 200 V.

[1.4.3. Coloration/décoloration des gels d’électrophorese

Les gels démoulés ont été placés sous agitation, pendant 1 h, dans une solution de
coloration (10 % d’acide acétique, 50 % d’éthanol, bleu de coomassie 1g/L). Les gels ont ensuite
été placés dans plusieurs bains de décoloration (10 % d’acide acétique, 30 % d’éthanol) jusqu’a
visualisation des bandes correspondant aux protéines. Les gels ont été conservés par séchage
l'aide du kit gel drying frames (Diversified Biotech). Les gels ont été préalablement incubés

pendant 2 min dans un tampon (20% éthanol, 10% glycérol), puis placés entre deux feuilles de
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cellophane. L'ensemble a été placé entre deux plaques clipsées, puis laissé pendant 48h a

température ambiante.

11.5. Technique de Western Blot

Apres électrophorese sur gel de polyacrylamide SDS-PAGE, les protéines ont été
transférées sur une membrane de PVDF (polyvinylidene difluoride). La membrane a été incubée
dans du méthanol puis dans le tampon de transfert (Tris base 25 mM, glycine 192 mM, méthanol
20 % (v/v)), avant d’étre appliquée contre le gel, du c6té de la cathode. Des papiers Whatman,
imbibés de tampon de transfert, ont été appliqués de part et d’autre du gel et de la membrane. Le
transfert a été effectué pendant 40 min, & un voltage constant de 100 V, dans (Dwetetior
Blotter (Bio-Rad), placée dans de la glace et contenant du tampon de transfert.

Apres transfert, la membrane a été incubée pendant 1 h dans le tampon TBST (10 mM
Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NacCl, 0,05 % de Tween 20) contenant 5% (p/v) de lait en poudre, afin
de saturer les sites libres de la membrane. La membrane PVDF a ensuite été incubée, pendant 1 t
a température ambiante, ou durant une nuit a 4°C, dans le tampon TBS (10mM Tris-HCI pH 7,5,
150 mM NacCl), en présence de I'anticorps primaire spécifique de la protéine d’intérét et dilué au
1/5000. Les anticorps ont été produits chez le lapin par la société Eurogentec (Seraing,
Belgique). La membrane a été lavée pendant 3 x 15 min dans du tampon TBST, avant d’'étre
incubée pendant 1 h a température ambiante, dans du tampon TBS, en présence de I'anticorps
secondaire anti-lgG de lapin couplé a I'enzyme HorseRadish Peroxidase (HRP).

La révélation a été réalisée a I'aide du kit ECL+ (Amersham Biosciences). Cette méthode
est basée sur la chimiluminescence améliorée (Enhanced Chemiluminescence). La membrane est
incubée pendant 2 min dans une solution contenant un agent luminescent, le luminol, qui est
oxydé en ester d’acridium, grace a I'enzyme HRP, en présence de peroxyde d’hydrogene. Les
produits formés émettent une fluorescence proportionnelle a la concentration en protéine. La
révélation a été effectuée a l'aide du variable mode imager Typhoon 9400 (Amersham

Biosciences), a la longueur d’onde de 457 nm.

11.6. Peptides synthétiques

Les peptides étaient constitués d'une vingtaine d'acides aminés, correspondant a la
structure primaire de différentes régions des ADN polymérases. lls ont été utilisés en tant que
compétiteurs vis-a-vis du PCNA. Le peptide TEMD a servi de témoin étant donné qu'il

appartient a une région de I'’ADN polymérase D qui n’est pas connue pour étre impliquée dans
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des interactions avec le PCNA. Les peptides ont été synthétisés par Eurogentec et fournis sous
forme lyophilisée. lls ont été remis en suspension, & une concentration finale de 10 mM, dans de
'eau milliQ. Exceptionnellement, le peptide PYFD a été repris, a la méme concentration, dans

un meélange DMSO/eau milliQ, vu son hydrophobicité élevée. Les séquences des peptides et leur

localisation dans les protéines d’origine sont représentées dans le tableau 8.

Nom Séquence Protéine d’origine localisation
PIPB KTKQVFLGAWLKF ADN polymérase B Extrémite C-terminale
(765-778)
) Extrémité C-terminale
PIPD PKKKRVI SLEEFFSRKSK ADN polymérase D (1438-1455)
PYFD | VGRI | GFVDALVGYAHPYFH ADN polymérase D Sequence PYF box
(928-948)
TEMD El | EGKFGDLGSREKYAEQAV ADN polymérase D ?Segul%g‘;e
) Extrémité N-terminale
Nterl MEL PKEMEEYEEM.Q ADN polymérase D (1-15)
. Extrémité N-terminale
Nter2 QREI DKAYEI AKKAR ADN polymérase D (15-29)

Tableau 8 : Peptides synthétiques utilisés durant cette étude.

[1.7. Substrats nucléiques

[1.7.1. Présentation

Tous les oligonucléotides synthétiques, utilisés au laboratoire, ont été synthétisés par la
société Eurogentec (Tableau 9). lls ont été purifiés par HPLC-RP (High Performance Liquid
Chromatography - reversed phase) et fournis sous forme lyophilisée. Les oligonucléotides ont été

dissous dans de I'eau milliQ, a une concentration de 100 uM, et ont été conserves a -20°C.
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Taille
(bases)

M13cut32FAM 32-mer 5fam-TGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTA-3’

Oligonucléotide Séquence 5’-3’

M13cutl7FAM 17-mer 5fam-TGCCAAGCTTGCATGCC-3'

M13cut32Cy5 32-mer 5’CY5-TGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTA-3’

L87 linear (de a7 5-CAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGAATTCGAGCTCGGTACCCGG
M13mp18(+)) MeT  GGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGCA-3'
B2 5oy 5-GAGCTAGATGTCGGACTCTGCCTCAAGACGGGTAGTCA
ACGTGCACTCGAGGTCATTTTTTTTTTTTTTITITITTTIT-3

5-GAGCTAGATGTCGGACTCTGCCTCAAGACGGGTAGTCAA

Bl 75-Mer G TGCACTCGAGGTCATTTTTTTTTTITTTTTTTTT-3'Biotine

5-AAAAAAAAAAAAAAAAAAAATGACCTCGAGTGCACGTTG

A2 48-mer ACTACCCGT-3

L34 34-mer S-TCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGCA-3

Tableau 9 : Oligonucléotides utilisés durant cette étude.

[1.7.2. Préparation d’'une matrice d’ADN amorcée

La matrice ADN utilisée au cours des expériences d’extension d’amorce était le vecteur
M13mpl18(+) (Amersham Biosciences), dérivé du bactériophage filamenteux M13. Ce vecteur
est un ADN simple brin de 7 250 bases. Une hybridation a été réalisée entre le M13mp18(+) et
une amorce M13cut32FAM marquée a la fluorescéine, dans un rapport 1 : 3 et permettant la
création d’'une zone double brin. Le mélange réactionnel, dans un volume total de 312,5 pL, était
constitué de : 125 pL de vecteur M13mpl18(+) a 200 ng/uL, 15,625 pL de M13cut32FAM a
2 UM et 31,25 pL d'annealing buffer 10X (Tris-HCI 100 mM, pH 7,8 ; NaCl 500 mM). Le
mélange réactionnel a été incubé pendant 15 min a 75°C, puis pendant 1 h a température
ambiante. La concentration finale en matrice M13 amorcée est estimée a 0,090 uM.

Dans le cadre des études du chargement du PCNA, le M13mp18(+) était hybridé a une
amorce d’ADN M13cut32 marquée au Cy5, dans un rapport 1 : 1 et permettant la création d’'une
zone double brin. L’hybridation a été réalisée avec I'amorce M13cut32Cy5 avec le méme
protocole décrit précédemment.

Pour les expériences de détermination de l'activité exonucléasique et les EMSA, le
substrat utilisé était le L87. Une hybridation a été realisée entre le L87 et une amorce
M13cut32FAM marquée a la fluorescéine, dans un rapport 1 : 1 et permettant la création d’'une
zone double brin. Le mélange réactionnel, volume final de 40 pL, contenait: 2 uL de L87 a
100 uM, 2 pL de M13cut32FAM a 100 uM et 4 uL d’annealing buffer 10X. Le mélange
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réactionnel a été incubé pendant 15 min a 75°C, puis pendant 1 h a température ambiante. La
concentration finale en matrice M13 amorcée était de 5 uM.

Dans le cadre des études en anisotropie de fluorescence, le substrat utilisé était le L34.
L’hybridation a été realisée avec I'amorce M13cut32FAM ou I'amorce M13cutl7FAM et avec
le méme protocole que pour I’ADN L87. En revanche, une étape de purification était nécessaire.
L’ADN a été déposé sur un gel d’acrylamide natif & 12,5%, contenant 50 mM de NaCl pour
conserver le duplex. La migration a été réalisée, a un voltage de 130-150V, pendant 3-5 h. Les
fragments d’acrylamide, portant 'ADN d’intérét, ont été découpés et incubés dans 400 pL de
tampon d'élution (Tris-HCI 10 mM pH 8, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM), pendant 1 nuit a 37°C et
sous agitation a 250 rpm. Le lendemain, I'échantillon a subi une centrifugation de 1 min a
3000 rpm. Le surnageant a été récupéré dans une solution d’acétate de sodium 3 M (1/10 vol) et
d’éthanol 100% -20°C (2 vol). Le précipité a été centrifugé pendant 15 min a 12500 rpm et a
4°C. Le culot a ensuite été lavé avec 500 pL d'éthanol 70°C, avant de subir une centrifugation
pendant 5 min a 12500 rpm a 4°C. Le culot, préalablement séché au speedvac, a été remis en

suspension dans de I'eau pure, a une concentration finale estimée a 0,52 uM (Figure 57).

1 2 3 45

Figure 57 : Purification des ADN marqués a
la fluorescéine.
a -~ 1, M13cutl7FAM ; 2, M13cut32FAM ; 3,
L34 hybridé au M13cutl7FAM purifié ; 4,
L34 hybridé au M13cut32FAM non purifié ;
- . 5, L34 hybridé au M13cut32FAM purifié.

6

11.8. Techniques de synthese d’ADN

11.8.1. Test d'activité des ADN polymérases par incorporation de’H]dTTP

Apres chaque étape de purification, un test d’activité a été réalisé sur les fractions, en
sortie de colonne, par incorporation dd]HTTP (tymidine triphosphate tritiée) dans une matrice
d’ADN (fragment de 1000-1500 bases d’adénine poly(dA), hybridé a une amorce de 12-18 bases
de thymine oligo(dT), dans un rapport 1 : 20). Le milieu de réaction, dans un volume total de
20 pL, contenait 1 mM dNTP, 20 mM Bis-Tris pH 6,5, 1 mM DTT, 2 mM MgCl
200 uM dNTP, 20 uM°H]dTTP, 0,5 pg.ult poly(dA)/oligo(dT). Un microlitre de chaque
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fraction a été ajouté a ce milieu, avant d’étre incubé pendant 20 min a 60°C. Dix microlitres de
ce mélange ont été déposés sur une rondelle de papier GF/C (Whatman). Les papiers ont ensuite
éte lavés dans 250 ml de Trichloro acetic acid-TCA 5 % / Pyrophosphate de sodium 40 mM
froid, pendant 20 min, lavés 8 x 3 min dans du TCA 5 % / Ppi 40 mM froid, et enfin 2 x 5 min
avec de I'éthanol 95% froid. Les rondelles de papier ont été séchées pendant 40 min, sous une
lampe, et placées dans un tube contenant 3 ml de mélange scintillant Gp@u@terkin

Elmer). Le comptage des émissigha été intégré sur une durée comprise entre 1 eh avec

un compteur 2000 CA/LL (Packard).

[1.8.2. Réactions d’extension d’amorce

Les ADN polymérases B et D recombinantesRleabyssi sous la forme sauvage ou
mutée, ont été testées, quant a leur activité d’extension d’amorce, sur des matrices d’ADN
amorcées, en présence ou non des facteurs (PCNA et RF-C). Pour une réaction, dans un volume
total de 10 pL, ont été ajoutés : 45 fmol de M13mp18(+), 2 uM de dNTPs, 1 pL de tampon de
réaction 10X (Tris-HCI 500 mM pH 9, DTT 10 mM, KCI 100 mM, Mg@D mM) et les
protéines désirées ont été ajoutées a une quantité variant entre 0,02 et 10 pmol. Les réactions ont
été incubées pendant 5 a 30 min & 60°C, puis arrétées dans la glace. Un tampon d’arrét de
réaction a ensuite été ajouté (Formamide 98%, EDTA 5 mM, pH 8). Eventuellement, avant
incubation les ADN polymérases et le PCNA ont été dilués respectivement dans un tampon Tris-
HCI 20 mM pH 7,5, glycérol 20 % et un tampon Tris-HCI 50 mM pH 8, DTT 1 mM.

Les produits de réaction ont été chauffés pendant 7 min, a 100°C, avant dép6t sur un gel
d'agarose a 1 % (p/v) contenant du NaOH 50 mM et de 'EDTA 1 mM, qui contribuent a
dénaturer 'ADN. Le marqueur de taille d’ADN (Raoul markers, MP Biomedicals) a été déposé
sur le méme gel, afin de déterminer la taille des fragments d’ADN. Le gel a été placé dans une
cuve (Gibco BRL Horizon, 11-14 gel electrophoresis Life Technologies) et la migration a été
effectuée, pendant 5 h, a un voltage constant de 80 V, ou pendant 16 h a 30 V. La réaction est
représentée sur la figure 58.

La révélation a été acquise numeriquement a l'aide du variable mode imager Typhoon
9400, a la longueur d’onde de 488 nm, permettant d’exciter la fluorescéine situé en 5 des

amaorces.
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Figure 58 : Schéma représentant la réaction d’extension d’amorce.

[1.8.3. Réaction 3-5' exonucléasique

Pour déterminer I'activité exonucléasique, nous avons utilisé comme substrat ADN le
L87 hybridé a une amorce marquée a la fluorescéine (M13cut32FAM). Le mélange réactionnel,
dans un volume total de 10 puL, était constitué de : L87 30 nM, 1 uL de tampon de réaction 10X
(Tris-HCI 500 mM pH 9, DTT 10 mM, KCI 100 mM, Mgg&20 mM) et les protéines désirées a
une quantité variant de 0,02 a 10 pmol. Les réactions ont été incubées pendant 30 min a 60°C,
puis arrétées dans la glace. Un tampon d’arrét de réaction a ensuite été ajouté (Formamide 98%,
EDTA 5 mM, pH 8).

Les produits de réaction ont été incubés pendant 7 min a 100°C, avant d’étre déposés sur
un gel de polyacrylamide a 12% contenant du TBE 1 X (cf. annexe 3), urée 7 M et formamide
3,075 M (condition dénaturante), et APS et TEMED. Le gel a été placé dans un tampon
TBE 1 X, dans une cuve Protein Il xi cell (Bio-Rad). La migration a été effectuée pendant 5 h a

un voltage constant de 300 V.

11.9. Captures de partenaires par Pull-down sur billes magnétiques

Une étude complémentaire des interactions entre les sous-unités DP1 et DP2 de 'ADN
polymérase D, sauvage ou mutée, avec le PCNA, a été également réalisée en pull-down, sur
billes magnétiques (Dynabe&dBalon™, Invitrogen).

Dans un tube de type eppendorf, 200 pg de billes, préalablement lavées avec un tampon
« Binding and washing buffer » (50 mM NaP, pH 8,0, 300 mM NacCl, 0,01 % Tween-20), ont été

mises en présence de 10 pg la sous-unité DP1, taguée histidine, et incubée pendant 45 min, a
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4°C, sur un systéeme rotatif. Les billes étant magnétiques, nous pouvons procéder a des lavages
en utilisant un aimant. Les billes ont été lavées avec le tampon « Binding and washing buffer ».
Ensuite, 20 pg de la sous-unité DP2 ont été ajoutés. Le milieu réactionnel a été incubé pendant
1 h a 4°C. Les billes ont été remises en suspension dans un tampon de chargement SDS-PAGE
afin de d’analyser les protéines. Dans le cadre de I'étude des interactions entre le PCNA et les
sous-unités DP1 et DP2 de I'ADN polymérase D, les conditions décrites ci-dessus ont été
respectées sauf au niveau de la quantité des protéines : 1,5 pg de PCNA, tagué histidine, ont été
mis en présence des billes et les sous-unités DP1 et DP2 ont été ajoutées a 15 ug.

Les protéines ont alors subi une électrophorése sur gel SDS-PAGE puis transférées sur
une membrane PVDF, avant d’étre révélées avec des anticorps spécifiques. La visualisation par
ECL (Enhanced Chemilumineuscence - Amersham) a été réalisée a I'aide du variable mode

imager Tyhoon 9400 (Amersham Biosciences).

[1.10. Etude d’interaction protéine-protéine par résonance plasmonique de
surface (SPR)

[1.10.1. Principe

La SPR est une technique utilisée pour I'étude des interactions entre deux molécules
(protéines, acides nucléiques, polysaccharides et lipides). Par cette technique, il est possible de
suivre, en temps réel, l'interaction entre un ligand immobilisé sur une puce (biocapteur) et un
analyte injecté a un débit constant. L’appareil fonctionne par la détection des variations de masse
a la surface de la puce. Le suivi de la variation de signal SPR en fonction du temps est représentée
sous forme de sensorgramme (Figure 59). Il est possible de déterminer les constantes cinétiques
d’association et de dissociation, et d’en déduire la valeur de la constante d’affinité lorsque

plusieurs concentrations d’analyte sont utilisées.
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Figure 59 : Sensorgramme illustrant une association entre un analyte et un ligand fixé sur le biocapteur.
L'analyte (points rouges) est injecté sur la puce sur laquelle est immobilisé le ligand (carrés gris). La courbe est
composée de différentes phases représentées en rouge.

Injection Fin d’'injection

Temps

De facon plus détaillée, le ligand est immobilisé de maniére covalente sur le biocapteur,
puis est soumis a un flux de tampon de course. L'angle de résonance varie selon l'indice de
réfraction du milieu, au niveau du biocapteur. La réponse SPR, enregistrée sur le sensorgramme,
est constante. Lorsqu’un analyte, injecté sur la puce par un systeme microfluidique, se lie au
ligand et induit un changement de masse a la surface du biocapteur, la réfringence du milieu en
est modifiee et la lumiere réfléchie se déplace suivant un angle de résonance. Ainsi, sur le
sensorgramme, la réponse SPR augmente. En fin d'injection, l'analyte se dissocie
progressivement, la lumiere réfléchie est déviée et revient a sa position d’origine, se traduisant,
sur le sensorgramme, par une baisse de la réponse SPR. Ce systeme est représenté sur I;

figure 60Figure 60.

Lumiére incidente Lumiére réflechie
‘polarisée ;

12 == Sensorgramme

anal de mesure

Figure 60 : Schéma présentant le principe de la résonance plasmonique de surface.

Typiquement, le BlAcore utilise des biocapteurs composés d'une lame de verre sur
laquelle est appliquée une couche dor couplée a une matrice (dextran). Cette structure

tridimensionnelle peut étre modifiée suivant les molécules a immobiliser. Par exemple, la
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fixation de molécules biotynilées pourra se réaliser sur une puce contenant de la streptavidine. Le
signal de résonance est exprimé en unités de résonance (RU). 1000 unités de résonance

correspondent a une quantité de 1 ng de protéines fixées par mmz2 de surface active.

[1.10.2. Expériences realisées

Les analyses ont été réalisées sur I'appareil BIAcore X (BIAcore, Uppsala, Sweden)
appartenant au laboratoire INSERM U.613, Génétique Moléculaire et Génétique
Epidémiologique (Brest, France). L'ADN biotynilé B1 a été fixé sur la puce (SA sensor chip,
BlAcore) par une réaction streptavidine-biotine. Il a été injecté dans le tampon HBS-P (Hepes
10 mM pH 7,4, NaCl 150 nM, 0,005% (v/v) P20), & un débit de 5 pLLntilmmorce A2 a été
hybridée a ’ADN B1, aprés injection dans le méme tampon avec le méme débit. Le PCNA a
ensuite été injecté sur la puce d’ADN, & un débit de 30 pllmtnd une concentration de
200 nM. Les ADN polymérases ont été injectées, aprés 30 s, avec le méme débit et a la méme
concentration de 200 nM. Les études d’interactions ont été realisées a 25°C dans le tampon
HBS-P. Entre deux expériences, la puce a été régénérée par l'application d’'une solution de
NaOH 50 mM (10 pL & 10 pL.m), afin de décrocher les protéines et 'amorce A2. Les

données expérimentales ont été analysées a I'aide du logiciel BIAevolution software.

[1.11. EMSA (Electrophoresis Mobility-Shift Assay)

Le retard sur gel nous a permis d’étudier les interactions physiques entre 'ADN et les
protéines. L’ADN utilisé était le L87, amorcé par I'oligonucléotide M13cut32FAM. Pour chaque
réaction, 2,5 pmol d’ADN ont été incubées avec différentes quantités (de 5 a 15 pmol) de
protéines (ADN polymérase, RF-C, PCNA), pendant 10 min a 60°C. La visualisation a été
réalisée sur un gel d'agarose a 1 %, en conditions natives, dans du tampon TBE 1X

(cf. annexe 3). Ainsi, ’ADN complexé aux protéines verra sa migration freinée.

11.12. Etude du chargement du PCNA sur un ADN (Cross-linking)

Le glutaraldéhyde possede la propriété de former des pontages covalents entre les
macromolécules. Ainsi, le PCNA chargé sur I'ADN s'y retrouvera fixé apres ajout de
glutaraldéhyde. Nous avons utilisé ce procédé afin étudier le chargement du facteur de
processivité sur I’ADN.

Pour une réaction dans un volume dep20final, ont été ajoutés : 227 fmol d’ADN,

5 uL de tampon d’incubation (Hepes-NaOH 20mM, pH 7.5; DTT a 5mM ; MagG@0omM ;
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NaCl a 100 mM ; glycérol 40%), avec ou sans I'ATP ou I'ASPa 1 mM et les protéines
désirées utilisées a 2,4 pmol. Les réactions ont été incubées a 65°C, pendant 0,5 a 120 min. Les
réactions ont été arrétées par I'ajout du glutaraldéhyde 1%. Une incubation pendant 10 min a
37°C permet la catalyse de la réaction du glutaraldéhyde. Les produits de réaction ont été
déposés sur un gel d’agarose a 0,8 % composé de TBE 0,5 X (cf. annexe 3) et de SDS a 0,1 %.
Enfin, le gel a été placé dans une cuve (Gibco BRL Horizon, 11-14 gel electrophoresis Life
Technologies) et la migration a été effectuée pendant 3 h a un voltage constant de 80 V.

La révélation a été réalisée a I'aide du variable mode imager Typhoon 9400 (Amersham
Biosciences), aux longueurs d’'onde de 532 et 633 nm, afin d’exciter le TMR li¢ au PCNA et le

Cy5 lié a 'ADN, respectivement.

11.13. Mesures de la thermostabilité des ADN polymérases

Afin de tester la thermostabilité de 'ADN polymérase D et des muRati®ol Dmutl et
PabPol Dmut2, les enzymes ont été incubées, pendant 5 min, a différentes températures (80°C,
90°C ou 100°C). Une guantité de 5 pmol a été ajoutée dans le mélange réactionnel, dans un
volume final de 10 pL contenant le tampon de dilution (Tris-HCI 20 mM pH 7.5, glycérol 20 %),
puis refroidies dans de la glace.

Ensuite, afin de mesurer les conséquences du chauffage sur I'activité des enzymes, un
test d’extension d’amorce a été réalisé (voir ci-dessus), ou chaque protéine était testée a une
guantité de 2 pmol. Egalement, afin de mesurer les conséquences du chauffage au niveau
conformationnel, une analyse spectrale de fluorescence a été realisée, en utilisant le Nile Red
comme sonde de polarité (voir ci-dessous), les protéines étant testées a une concentration de
0,4 uM.

[1.14. Etudes en fluorescence

[1.14.1. Analyse spectrale

L’acquisition des mesures des spectres a été réalisée a l'aide d'un spectrofluorimetre
Edinburgh FLS920. Afin de limiter I'incidence de la lumiére diffusée, un filtre passe haut, ne
laissant pas passer les sources lumineuses de longueur d’'onde inférieures a celle de la longueur

d’onde d’émission, a été utilisé systématiquement sur le chemin d’émission.
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[1.14.2. Anisotropie d’émission de fluorescence
[1.14.2.1.Principe

L’anisotropie de fluorescence est une technique en plein essor, généralement utilisée pour
étudier les interactions ADN-protéine. Elle a notamment I'avantage de permettre I'analyse d’'une
réaction, a I'équilibre et en temps réel. Les fluorophores utilisés étaient, soit la fluorescéine
greffée a I'’ADN, soit le TMR greffé au PCNA. Les mesures d’anisotropie de fluorescence ont
éte réalisées a une longueur d’onde d’excitation de 495 nm, avec une largeur de fente de 3 nm.
La longueur d’onde d’émission était de 530 nm, avec une largeur de fente de 3 nm. De plus, un
polariseur d’excitation était placé verticalement, et un polariseur d’émission était positionné
alternativement dans les positions verticale et horizontale, afin de mesurer les intensités de
fluorescence et hy, respectivement. La figure 61 nous montre la configuration utilisée lors

des mesures d’anisotropie.

Figure 61 : Schéma représentant la configuration de la mesure d'anisotropie de fluorescence.
P1 et P2 représentent, respectivement, le polariseur vertical et horizontal. D’aprésgBail&p01).

L’anisotropie est définie selon I'équation suivante : A ¢ lvi) / (Iwv - 2lvh). A chaque
point de titration, I'anisotropie a été mesurée cing fois, avec 10 s de temps d’'intégration. Le
facteur G (G=lnv - lnv) représente le rapport des sensibilités du systeme de détection a des
lumieres polarisées verticalement et horizontalement. Il est calculé automatiquement par le
logiciel. L'étude a été réalisée en respectant des parameétres décrits dans des études récente:
(Baileyet al, 2001, LiCata & Wowor, 2008, Reét al., 2001).
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[1.14.2.2 Expériences réalisées lors de cette étude

Dans une cuve de chemin optigue de 3 mm, le volume initial était de 120 puL dans le
tampon Tris-HCI pH 7,5, DTT 1 mM. Tous les tampons ont été préparés avec de I'eau millipore
et filtrés. L'ADN L34, marqué a la fluorescéine en 5’, a été ajouté a une concentration finale de
10 nM. Les réactions ont été réalisées a différentes températures (25°C, 40°C, 50°C, 55°C). Le
PCNA ou les difféerentes ADN polymérases ont été ajoutés a I’ADN, selon une gamme de
concentration allant de 5 a 500 nM. Chaque ajout de protéine était inférieur a 1 pL, afin d’éviter

une trop grande variation de volume.

[1.14.2.3.Traitement des données

Les données ont éteé traitées comme décrites précédemmene{REIR001 ; Richards
et al, 2007), a I'aide du logiciel Enzfitter, en utilisant I'équation suivante :
A= Anin + [(D + E + Ko) = {(D + E + Kp)* = (4DE)}""] (Amax— Amin) / (2D)

A = anisotropie mesurée a une concentration particuliére de la protéine, E = concentration
totale en protéine, D = concentration totale en ADN;, A anisotropie minimale (ADN libre),

Anmax = anisotropie maximale (complexe ADN-protéine) gtconstante de dissociation.

11.14.3. Utilisation d’'une sonde de polarité: le Nile Red

Le Nile Red est une molécule fluorescente utilisée classiguement comme une sonde de
polarité de I'environnement. Il est notamment sensible aux sites hydrophobes des protéines
(Sackett & Wolff, 1987). En conséquence il est généralement employé comme indicateur des
changements de conformation des protéines, comme par exemple I'exposition des surfaces
hydrophobes (Febbraio et al., 2004).

Le Nile Red a été préalablement dissout & une concentration de 0,25 mM dan$S@y Me
étant donné sa grande hydrophobicité, et conservé en aliquots de 5 pL a -20°C.

Toutes les analyses ont été réalisées sur le spectrofluorimetre Edinburgh FLS920. La
cuve, disposant d’'une fenétre de mesure de 3 mm, a été thermostatée a 20°C. La longueur d’'onde
d’excitation était de 550 nm et les fentes d’excitation et d’émission étaient réglées a 5 nm et
10 nm, respectivement. Dans la cuve, le volume de réaction de 120 pL contenait 0,4 uM d’ADN
polymérase RFabPol D,PabPol Dmutl ouPabPol Dmut2) dans le tampon Tris-HCI 20 mM
pH8, DTT 1mM, MgC} 15 mM. Le Nile Red a été ajouté, a chaque échantillon, a une
concentration finale de 1 uM. Apres 5 min d’équilibration, le spectre a été mesuré entre 580 nm
et 740 nm.
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[1.14.4. Obtention d’'un PCNA marqué par un fluorophore

Des protéines modifiées ont été obtenues par introduction d’'une cystéine, par mutagenése
dirigée, a une position stratégique, déterminée par rapport a la connaissance de la structure
tridimensionnelle de la protéine. Il faut préciser que le PCNA, a I'état natif, ne contient aucune
cystéine. Diverses mutations ont été réalisées avant mon arrivée au laboratoire, et les souches
glycérolées, contenant les genes codant pour les PCNA mutés, étaient stockées a -80°C. Nous
avons décidé de nous focaliser, dans un premier temps, sur le PCNA muté en position 211, ou la
cystéine remplace une leucine. La production du PCNA muté a été effectuée a lI'aide du systeme
RTS 500 (Roche) (cf. Matériels et Méthodes, 11.1.1.).

Le dérivé maléimide du fluorophore est ensuite greffé sur la cystéine. Pour se faire, une
dialyse (2 x 2 h) a été réalisée contre le tampon A (Tris-HCI 50 mM, pH 8), dans une enceinte
anaérobie afin d’éviter toute oxydation du groupement fonctionnel de la cystéine. Toujours dans
I'enceinte anaérobie, un volume de cette solution a été incubé sous agitation, pendant 2 h a
I'obscurité, avec un volume de TMR (tétraméthylrhodamine-5-maléimide), deux volumes de
DMSO (diméthylsulfoxide) et 10 volumes de tampon A. Ensuite, en dehors de I'enceinte
anaérobie, du DTT a 1 mM final a été ajouté a la solution et conservé a 4°C a I'obscurité. Le
PCNA marqué a ensuite été purifié par deux étapes de chromatographie (cf. Matériels et
Méthodes, 11.2.1.).

[1.14.5. Utilisation de la fluorescence intrinseque du peptide PIPB

Toutes les analyses ont été réalisées sur le spectrofluorimetre Edinburgh FLS920. La
cuve, disposant d’'une fenétre de mesure de 3 mm, a été thermostatée a 20°C. La longueur d’onde
d’excitation était de 295 nm et les fentes d’excitation et d’émission étaient réglées a 1,5 nm.
Dans la cuve, le volume de réaction de 120 pL contenait 10 nM du peptide PIPB (cf. Matériels et
Méthodes) dans le tampon Tris-HCI 20 mM pH 8, DTT 1 mM. L’ADN était le fragment B1
hybridé a I'amorce A2, non marqué a la fluoresceéine, et a été ajouté a 10 fM. Ensuite, le PCNA
sauvage ou muté (PR245 et EIE120) ont été ajoutés et titrés selon une gamme de concentration
allant de 1 a 100 nM. Aprés 5 min d'équilibration, le spectre a été mesuré entre 320 nm et
400 nm.
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[1.15. Numéros d’accession aux séguences

Les numeéros d’accession aux banques de données des protéines Entrez sont notées ci-
dessous :
NP_070550 Archaeglobus fulgidys NP_248640 Nlethanocaldococcus jannasohii
YP_184316 Thermococcus kodakarengisNP_125813 Kyrococcus abysgi NP_577748
(Pyrococcus furiosys NP_142130 Ryrococcus horikoshii NP_002682 Hlomo sapiens
NP_596124 $chizosaccharomyces pohleP_067694Rattus norvegicys

L’alignement entre ces séquences a été réalisé a I'aide du programme « align » sur le site

suivant : http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi et mis en page a 'aide de I'application Genedoc.
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Annexes

Annexe 1 - Milieux de culture

Milieu LB (liquide)

Composants Quantité pour 1 L

Tryptone 10g
Extrait de levure 59
NaCl 59

+ 1,5 % agar (p/v) (milieu solide)

Milieu SOC (liquide)

Composants Quantité pour 1 L

Tryptone 209
Extrait de levure 50
NaCl 059

Autoclaver puis ajouter :

10 mL de MgGCilfiltré
{ 10 mL de MgSgXiltré

2 mL de glucose 20 % filtré

Anncxc 2~ TamPons de chargcmcnts élcctrophorésc

Tampon de chargement Tampon de chargement Tampon de dépobt 6 X sur
sur gel SDS-PAGE sur gel PAGE gel d’agarose
Composants Composants Composants
Tris-HCI 125 mM pH 6,8 Tris-HCI 32 mM pH 6,8 Tris-HCI 20 mM pH 8
Glycérol 10 % Glycérol 12 % EDTA 1 mM
SDS 2 % Bleu de bromophénol 1 % glycérol 50 %
B-Mercaptoéthanol 5 % Bleu de bromophénol 0,07 %

Bleu de bromophénol 1 %
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Anncxc 3 — TamPons élcctrophorésc

Tampon MOPS-SDS 20 X

Composants  Quantité pour 1 L Concentration finale
MOPS 209,2 g 1M
Tris-base 121,2 g 0,5M
SDS 209 70 mM
EDTA 609 16 mM

Tampon TBE 10 X

Composants Quantité pour 1 L Concentration finale
Tris-base 108 g 890 mM
Acide borique 55¢ 890 mM
EDTA 40 mL EDTA 0,5 M pH 8 20 mM

Annexe 4 - (Gel acrylamidc 12 %-urée-formamide

Quantité pour 40 mL

Composants
Formamide 12 mL
TBE 10X 4 mL
Acrylamide bis-acrylamide 40 % 12 mL
Urée 16,82 g
Ammonium persulfate (APS) 10 %* 400 pL
60 pL

TEMED (N,N,N’,N’ Tétraéthylenediamine)*
* Ajouter extemporanément
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Késumé

La réplication de 'ADN est un mécanisme fonctionnellement conservé a travers les trois domaines du
vivant. Le processus est effectué par des ADN polymérases, accompagnées de deux facteurs accessoires
le PCNA et le RF-C, respectivement le facteur de processivité et le facteur de chargement. Notre modéle
d’étude, I'EuryarchaeotRyrococcus abysspossede une ADN polymérase monomérique appartenant a

la famille B, et une ADN polymérase hétérodimérique, appartenant a la famille D. En grande majorité, les
protéines interagissent avec le PCNA au niveau d'une poche hydrophobe, formée par I'IDCL
(interdomain connecting loop) et la partie C-terminale. Ces interactions sont médiées au travers de motifs
communs, dont le motif PIP box (PCNA interacting Protein). Nous avons démontré que la Pol B a juste
un motif PIP box a I'extrémité C-terminale, alors que la Pol D contient deux motifs d’interaction au
PCNA, situés au niveau des extrémités N- et C-terminales. En outre, un travail de mutagenése dirigée a
été réalisé au niveau de plusieurs sites définissant la poche hydrophobe du PCNA et a permis de mettre en
évidence le fait que la Pol D interagit précisément au niveau de I'extrémité C-terminale du PCNA. De la
méme facon, nous avons démontré que le RFaCson motif PIP box, maintient le PCNA sur 'ADN et

peut bloquer le complexe Pol D-PCNA. Par ailleurs, un motif riche en glycines a été caractérisé chez la
Pol D. Ce motif, renommé PYF box, est impliqué dans la thermostabilité de cette enzyme et pourrait
participer aux interactions entre les deux sous-unités DP1 et DP2. Enfin, des travaux préliminaires en
spectroscopie de fluorescence ont été menés et nous offrent de nombreuses perspectives quant a I'étude
des complexes nucléoprotéiques. La recherche des motifs, impliqués dans les relations structure-fonction,
nous permet de compléter nos connaissances sur les mécanismes du systeme réplicatif des archées et st
la Pol D, qui reste encore largement méconnue.

Mots-clés: Archaea, ADN polymérases, PCNA, RF-C, réplication de I’ADN, motifs, interactions,
thermostabilité

Abstra ct

DNA replication is a functionally conserved mechanism among the three domains of life. This processus
is performed by DNA polymerases with two accessories factors, PCNA and RF-C, sliding clamp and
clamp loader, respectively. Our model of study, the Euryarchd®gotacoccus abyssipossesses one
monomeric DNA polymerase, belonging to the Family B, and one heterodimeric DNA polymerase,
belonging to the Family D. Usually, proteins interact with PCNA at a hydrophobic pocket which is
formed by the IDCL (interdomain connecting loop) and the C-terminus. These interactions are mediated
through common motifs like the PIP box (motif PCNA interacting Protein). We have demonstrated that
Pol B has just one PIP box motif at the C-terminus, while Pol D has two PIP-type motifs, at the N- and
C-terminus, respectively, that interact with PCNA. Besides, directed mutagenesis has been performed at
different sites into the hydrophobic pocket of PCNA and permit to give prominence to that Pol D
precisely interacts at the C-terminus of PCNA. In the same way, we have demonstrated thaR{s-C,

PIP box motif, can maintain PCNA on DNA and can block the Pol D/PCNA complex. In addition, a
glycine-rich motif has been characterised in Pol D. This motif, renamed PYF box, is implicated in
thermostability of this enzyme and could participate to the interactions between subunits DP1 and DP2.
Finally, preliminary work on fluorescence spectroscopy gives us some perspectives in the study of
nucleo-proteic complexes. The investigation of motifs, implied in structure-function relationship, let us to
complete our knowledge about mechanisms of replicative systems in Archaea and more precisely on
Pol D, which is still largely unknown.

chworcls : Archaea, DNA polymerases, PCNA, RF-C, DNA replication, motifs, interactions,
thermostability
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