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Abréviations

ADN : Acide désoxyribonucléique

ADNr : ADN ribosomique

ARN : Acide ribonucléique

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 I'ADN polymérase D
DO : Densité optique

DTT : Dithiothreitol

ECL : Enhanced chemiluminescence

EDTA : Acide éthylénediaminotétraacétique sel
disodique

EMSA : Electrophoresis mobility-shift sssay
FEN-1: Flap endonuclease

FPLC : Fast protein liquid chromatography
HBS : Hepes buffer saline

HRP : Horseradish peroxydase

IDCL : Interdomain connecting loop

IPTG : Isopropylg-D-galactoside

kDa : Kilo Dalton
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LB : Luria-Bertani (milieu liquide ou gélosé)
Mbp : Million de paires de bases

MCM : Mini chromosome maintenance

mer : Nucléotide

MOPS : 3-(N-Morpholino)-propanesulfonic acid
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 &
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 permisdicouverte des cheminées
hydrothermales en eau profonde ou regnent des tcomsliextrémes de température et de
pression. Depuis, de nouvelles voies de rechernhété lancées, grace notamment a lI'existence

de bactéries autotrophes autour des fumeurs nairgogt irruption au niveau des dorsales

océaniques (Figure 1).

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

Des lors, les connaissances sur l'origine et ldtdime la vie ont sans cesse été remises en
question et débattues. En effet, la découverte dafidea hyperthermophiles anaérobies,
appartenant aux Thermococcales (Marteinssbrl, 1995), a repoussé les limites de la vie,
méme si encore de nos jours de nombreuses questibestent concernant la détermination de
'ancétre commun. Plusieurs travaux démontreraigué, I'ancétre commun, LUCA (last
universal common ancestor), était un organisme ttlypenophile autotrophe utilisant le €O
comme source de carbone (Stetter, 1996). Ce senamyses phylogénétiques, basées sur la
séquence de I'ADNr 16S, qui ont permis d'offrir deuvelles perspectives pour déterminer la
taxonomie biologique et I'origine des especes (Wd$0x, 1977). Ainsi, en 1990, Carl Woese
propose de diviser le vivant en trois domainesct®#a, Eucarya et Archaea (Archaebacteria)
(Figure 2). L'adaptation des organismes se regement dans le métabolisme. De ce fait, il a
été démontré que les Archaea étaient proches deegemes bactériens obligatoires, formant
ainsi un groupe de procaryotes adaptés aux enwroents extrémes, a la base de l'arbre
(Aguilar et al, 2004).
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Figure 2 : Arbre phylogénétique non enraciné, déireé a partir de I'analyse comparative du géne ADKS.
D’aprés Schwartzman & Lineweaver, 2004.

|.2. Caractéristiqgues des Archaea

Les Archaea ont un métabolisme et une structutelaiee similaire a ceux des bactéries.
Elles sont, d’ailleurs considérées comme des pyotes, étant donné qu’elles sont dépourvues
de noyaux. De plus, les Archaea posseédent unest&ghénotypique comparable a celle des
bactéries mais sont uniques du point de vue maéeu(Forterreet al, 2002). Méme si les
connaissances actuelles sont incompletes du faithambre important de cellules non-
cultivables, les Archaea se distinguent des basésur de nombreux points, notamment au
niveau de leur membrane et I'absence d’espace lpempgue. Les hyperthermophiles sont

définis comme étant des microorganismes vivant satdmpératures optimales de croissance
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pouvant aller au-dela de 80°C et supplantent leargotes, dont la limite est située a environ
60°C (Figure 3). Les thermophiles ont une tempéeatie croissance comprise entre 50 et 80 °C.
Par ailleurs, seules les Archaea sont capablesvde & des températures allant jusqu’a 95°C,
voire 113°C (Hubeet al, 2000).
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Les Archaea extrémophiles vivent notamment dans slasrces chaudes d’origine
volcanique et des cheminées hydrothermales, dafmmtedes océans. Généralement, il s'agit
d’environnements anaeérobies trés acides ou tréguess Des études suggérent une réelle
distribution des microorganismes au niveau des ¢iéss hydrothermales du fait de I'existence
de gradients de température, de pH et de la dispitdide substrats (Harmsen al, 1997). Les
océans restent un écosysteme privilégié ou I'orougk, dans certaines zones, des biomasses
importantes, comme par exemple en antarctique @yutral, 1998). De ce fait, les organismes
procaryotes sont souvent considérés en tant qoglpitctons. Il est alors largement concevable
gue les Archaea puissent se retrouver en assactiatiec des eucaryotes, comme par exemple
Cenarchaeum symbosiytocalisée dans le tractus digestif de certaipesmges (Webstest al,
2004).

|.3. Phyla des Archaea

Les Archaea ont tout d’'abord été subdivisées enx dégnes; Crenarchaeota et
Euryarchaeota (Woes al, 1990) (Figure 4).
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Figure 4 : Arbre phylogénétique représentant If@reints groupes des Archaea pour lesquelles psesées des
génomes sont disponibles. D'aprés Gribaldo & Breci#irmanet, 2006.

Grace aux nouvelles explorations des environnemextt€émes, le panel des Archaea
s’élargit et est, aujourd’hui, subdivisé en quatngla.

Au sein du phylum Crenarchaeot@urggraf et al, 1997), on retrouve de nombreux
hyperthermophiles qui proviennent en majorité dabithts chauds, neutres, ou légerement
acides. lls colonisent notamment les sources hgdrotales. En revanche, des Crenarchaeota
psychrophiles colonisent les eaux froides et lasag de mer.

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

Le phylum Nanoarchaeota comprend une seule espa&ceie Nanoarchaeum equitans

qui est un petit procaryote parasite. Il pourrares en symbiose ave€renarchaeota
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Ignicoccus Cet organisme est membre d’'une nouvelle brandtencte des principaux phyla
(Huberet al, 2002), qui a divergé de la branche des Euryaotha@Vaterset al, 2003). Son
génome de 0,49 Mpb est le plus petit génome cekutmnnu. En revanche, il possede toujours
les génes codant pour des protéines impliquéesldsipsocessus moléculaires centraux, comme
la réplication.

Les Korarchaeota ont été découverts pour la prenfidés 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 analgbglogénétiques du géne codant pour
'ARN 16S positionnent les Korarchaeota dans ugede lointaine ayant une affinité avec les
Crenarchaeota (Elkinst al, 2008). Cependant, des études récentes privilépietdt la création
d’'un nouveau phylum, appelé Taumarchaeaota, dorgdhisme représentatif gSenarchaeum

symbiosungBrochier-Armanett al, 2008).

|.4. L'ordre des Thermococcales

L'ordre des Thermococcalesappartient au phylum des Euryarchaeota. Les
Thermococcales comportent 3 genrésermococcuysPyrococcuset PaleococcusCe sont des
hyperthermophiles qui ont été isolées de sourcalotlyermales océaniques profondes et
cétieres, de sources thermales continentales, mivaau des eaux de gisements pétroliers.

Le genrePyrococcugegroupe quatre especeB.:.woese(Zillig et al, 1987) P. furiosus
(Fiala & Stetter, 1986)P. abyssiErausoet al, 1993)et P. horikoshii(Gonzalezet al, 1998).
Trois génomes ont été entierement séquencéés horikoshii (Kawarabayasiet al, 1998),

P. furiosus(DiRuggieroet al, 2000) efP. abyss{Cohenet al, 2003). Ces especes font d’eux de
bons modéles d’étude en raison de la potentialittethnologique 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 laemdBination 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 valauiort taux de délétions et
d’insertions de genes qui permet de vérifier uneemdification fonctionnelle entre especes
(Lecompteet al, 2001). Il existe donc bien un polymorphisme erge trois especes de
Pyrococcuslié aux différentes contraintes environnementdlesgrande majorité des protéines
de Pyrococcussont de type bactérien alors que celles engag@esld réplication sont de type

eucaryote. De plus, les mécanismes d’évolution popee chez les Archaea sont similaires a

23



ceux identifiés chez les bactéries. En effet, leshAea hyperthermophiles répliquent leur ADN a
grande vitesse, de facon bidirectionnelle, et disamt une seule origine de réplication, comme
chez les bactéries (Lopest al, 1999, Myllykallio et al, 2000). Par ailleurs, les especes de
Pyrococcussont résistantes aux hautes doses d’irradiatienai@et al, 2001), démontrant leur
forte capacité a réparer les dommages de I'ADN.

Quelques différences subsistent dans les mécanidenedplication de 'ADN entre les
phyla des Archaea. En effet, chez les Crenarchag@este deux ou trois PCNA (Proliferating
cell nuclear antigen) homologues (De Felkteal, 1999, Kawarabayasit al, 1999) et deux ou
trois ADN polymérases de la famille B (Edgell al, 1997, Canret al, 1999b). Chez les
Euryarchaeota, on dénombre seulement un PCNA (€gaah 1999a), une ADN polymérase de
la famille B (Canret al, 1998) et une autre de la famille D (Guegeeal, 2001).

|.5. Pyrococcus abyssi

P. abyssia été isolée dans le bassin nord-fidjien a 200fermprofondeur (Charbonniet
al., 1992). C’est une coque de 0,8 a 2 um, tres mapdee a ses flagelles. Elle est Gram
négative, anaérobie stricte et chimiohétérotrogkigu¢e 5). Sa croissance est possible entre
67°C et 102°C, sous pression atmosphérique, avemptimum a 96°C (Erauset al, 1993).
C’est une hétérotrophe obligatoire qui fermente pkgstides ou des acides aminés et produit de
'acétate, de l'isovalerate, de l'isobutyrate, dwmonate, du dihydrogene et du dioxyde de
carbone. Elle produit également du sulfure d’hyéregquand sa croissance a lieu en présence
de soufre ou de cystéine. Cette Archaea peut @itevée en batch ou en culture continue
(Godfroyet al, 2000).

P. abysskest considérée comme un organisme modéle pourtagsséohysiologiques ou
enzymologiques et pour des applications bioteclyiglees. Le génome dB. abyssia été
entierement séquencé au Génoscope en 1998. Cadtgut’s la premiere Archaea dont l'origine
de réplication chromosomiquer{C) a été déterminée expérimentalement (Myllykadtoal,
2000, Matsunaget al, 2001).

" Les mécanismes de la réplication de 'ADN chez Aeshaea 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 baatéte génome dB. abyssicode pour
des protéines de type eucaryote, pour les procesgosmatifs. Par exemple, le RPA
(Replication Protein A) contient trois sous-unitésmme chez les eucaryotes (Komori & Ishino,
2001). De plus, on retrouve beaucoup de similituex les eucaryotes au niveau des protéines
de la fourche de réplication. En effet, les fragteaitiOkazaki ont des tailles similaires chez
P. abyssiet chez les eucaryotes (environ 150 nucléotidespet plus courts que les fragments
d’Okazaki bactériens (1-2 kb) (Matsunagaal, 2003).

|.6. Relation des Archaea avec les deux autres domainas vivant

Tres rapidement, des études ont montré des sidektulu point de vue génétique entre
les Archaea et les eucaryotes, d'une part, et Bstébes d’autre part. Les eucaryotes
descendraient d’'une cellule ancestrale qui aureduia des génes d’Euryarchaeota et de
Crenarchaeotsgia des transferts horizontaux de géenes (Yetiml, 2008). De méme, il est fort
probable qu’il existe un partage de génes entredéas< domaines procaryotes, comme par
exemple entreP. abyssiet les bactéries mésophiles (Cohetnal, 2003). Par ailleurs, les
chromosomes des Archaea sont circulaires et simeslad ceux des bactéries. Leur taille est
comprise entre 1,5 et 6 Mbp. L'organisation desegéet le pourcentage de genes codants chez
les Archaea sont également similaires a ceux degéfes. Plusieurs caractéristiques
génomiques sont communes a tous les procaryotesned organisation des opérons et le motif
Shine-Dalgarno nécessaire a l'initiation de lawcobn (Karlinet al, 2005).

Les histones qui permettent d’organiser 'ADN ddascellule et préviennent les
possibles condensations de I'ADN, sont aujourd’tnés bien caractérisées chez les Archaea
(Sandman & Reeve, 2005). Cependant, elles ne sésemies que chez les Euryarchaeota et non
chez les Crenarchaeota (Reesteal, 2004). Elles participent largement a la staliksade

I’ADN en fonction de la température (Nakashigtaal, 2003).
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De facon similaire aux eucaryotes, le promoteur Alehaea contient I'élément TATA
localisé approximativement a 26 nucléotides en dndonsite d’initiation de la transcription
(Reiteret al, 1990). En revanche, le mécanisme de régulatida transcription est plus proche
de celui des procaryotes (Bell, 2005). Les pringipfacteurs de transcriptions, tels que le TATA
box-binding factor (TFP) et le facteur de transtioip 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 similaréesc les protéines des eucaryotes que celles
des procaryotes (Olsen & Woese, 1996). En ce quocexoe la transcription, les Archaea
sembleraient étre des organismes ayant des pretdnéype eucaryote dans un mécanisme de
type bactérien (Bell & Jackson, 2001). De plussdguencage complet de génomes archéens a
révélé I'existence d’homologie avec les protéinesréplication des eucaryotes (Bét al,
1996). En revanche, les processus d’énergie etofeashe de la communication semblent
distincts dans chaque domaine du vivant (Andegtds, 1999). Enfin, les protéines des Archaea
impliquées dans les mécanismes métaboliques ébrietions de régulation sont généralement

du type bactérien.

[.7. Notions de thermostabilité

La découverte des microorganismes hyperthermophitsscité beaucoup de travaux sur
la thermostabilité des protéines. Cette thermolii@aks’'expligue notamment grace a la faible
surface exposée aux solvants, 'augmentation denaité de charges qui réduit les cavités dans
le cceur hydrophobe, une augmentation de I'’hydroigftélpar la longueur réduite des boucles a
la surface et aussi du nombre important de lieasdphobes (Voget al, 1997). Par ailleurs, les
interactions ioniques jouent également un réle. dffiet, a titre d’exemple, des mutations
réalisées sur une glutamate déshydrogénase inehiigaie baisse sensible de la stabilité, sans
pour autant compromettre les propriétés catalyiqi¥etrianiet al, 1998). Par ailleurs, il a été
démontré que la réduction de la fréquence des sciaeinés thermolabiles (i.e., alanine,
histidine, glutamine, thréonine) contribue a larthestabilité des protéines chez les organismes
thermophiles (Singer & Hickey, 2003, Jaenicke & Bijl2001).

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

plus nombreuses (liens hydrophobes, interactioastrélstatiques, interactions hydrophobiques,
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ponts disulfures, et fixation au métaux) et égalenpar une structure conformationnelle (plus
rigide, une efficacité d’empaquetage plus élevém entropie de dépliement réduite, et une
stabilité¢ des hélices) (Li et al, 2005). Il a été proposé que la rigidité excesgwoearrait
expliquer pourquoi les enzymes hyperthermophiled souvent inactives a basse température
(Beaucampet al, 1997). Cependant, des études ont démontré outevité et la thermostabilité

se régulaient de maniére indépendante et pouvaiemptimisées, séparément, dans la méme
enzyme (Giveret al, 1998). Finalement, beaucoup de questions restansuspens sur
'importance de la rigidité et de la flexibilité whe protéine ainsi que, sur la thermostabilité,
I'activité, et la relation entre ces deux carastégues. Par ailleurs, des études portant sur
Pyrococcus furiosysont démontré I'existence de protéines chaperormpespermettent de

stabiliser les protéines durant un stress thermi§beckleyet al, 2003).

1.8. Applications biotechnologiques

Les enzymes issues des Archaea thermophiles onmeilleure stabilité vis-a-vis de la
chaleur, mais également de la pression, des détsrgé des solvants organiques, comparées a
leurs homologues bactériens. De plus, elles onvesduune plus forte tolérance aux hautes
pressions et aux métaux lourds. Ainsi, la purifarapar traitement a hautes températures en est
facilitée. Grace a tous ces avantages, les themmezgont attractives pour I'industrie (Vieille &
Zeikus, 2001). Elles sont considérées comme étanbutil performant dans les processus
industriels de biotransformation. Des bénéficesaqudécoulent sont également une baisse des
risques de contamination, une faible viscositdadtaute solubilité des substrats (Egorova &
Antranikian, 2005).

[.8.1. Les Divers domaines d’application

Les enzymes thermostables sont particulieremeliséds dans I'industrie de I'amidon.
L’intérét des procédés de dégradation de I'amidsiiaeproduction de glucose, de fructose ou de
dextrines. Les hydrolyses catalytiques nécessagqaierent des hautes températures, d’ou
I'intérét de [l'utilisation d’enzymes thermostabléamylases, pullulanases) (Leveqet al,
2000). De plus, grace au potentiel des extrémozyrdes perspectives s’ouvrent pour la
production de nouvelles molécules (Guetal, 2003).

La cellulose est un des biopolyméres organiquepliessabondants dans la nature. Il y a
ainsi un marché assez important au niveau des ¢éecte dégradation de cette molécule. La

cellulose est hydrolysée en glucose par des endocoeglucanases. Des enzymes de ce type ont
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été découvertes ch&z horikoshii (Kashimaet al, 2005). Ici aussi, de hombreuses perspectives
sont offertes et la production de nouveaux oligosardes est possible, grace a l'utilisation de
beta-glucosidases (Schiraldi & De Rosa, 2002).

Trés récemment, de nombreuses enzymes, pouvantdiggia chitine, ont été
découvertes. C’est notamment le cas d’enzyme§tdgmococcus kodakaraensayant une
activité déacétylase et exo-beta-D-glucosaminaargHaet al, 2004).

1.8.2. Processus liés a 'ADN

La réaction de polymérisation en chaine (PCR) egiracédé nécessitant |'utilisation de
protéines thermostables. Lors de ce processusstiltres important de réduire les erreurs
d’amplifications ; c’est pour cela que l'utilisatiacd’ADN polymérases a haute fidélité devient
essentielle. L'ADN polymérase | dehermus aquaticyda Taq polymérase, (Chieat al, 1976)
fut la premiere ADN polymérase thermostable utdispécialement pour la PCR. Cependant,
elle ne possede pas d’activité exonucléase33’ et n'est, par conséquent, pas capable de
corriger les erreurs d’appariement. Les ADN polyasés des espéces hyperthermophiles, telles
gue Thermococcugt Pyrococcus sont connues comme ayant de grandes capacirétedeure.
Les ADN polymérases de la famille B sont trés larget utilisées et proviennent de diverses
Archaea. Drailleurs, les Thermococcales sont langypale source d’ADN polymérases
commercialisées pour les applications en PCR (Maget 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 polymérase Isis d& abyssiDietrich et al, 2002).
Le principal désavantage de la plupart des ADN mpéhases des Archaea est leur vitesse,
largement plus faible que celle de Teaq polymérase, 9 a 25'scontre 47 & 61%
respectivement. En conséquence, cette derniejamais vraiment été remplacée. En revanche,
I’ADN polymérase recombinante KOD1 provenantTdermococcus kodakaraengisopose de
nouvelles perspectives car elle posséde des taerxedis tres faibles, en plus d’'une haute
processivité (Takaget al, 1997). Afin d’améliorer ces deux parametres, develles stratégies
voient le jour et consistent notamment a la créadbADN polymérases mutantes (Biles &
Connolly, 2004). Une autre voie explorée est latoé de produits consistant en des mélanges
d’ADN polymérases thermostables archéennes et fiiutés (Clineet al, 1996). Une autre
voie de recherche consiste a caractériser lesuiactrcessoires des ADN polymérases, afin
d’améliorer leur processivité et leur fidélité. Descherches sur l'obtention de complexes

protéiquesn vitro ont déja été menées (Matal, 2002).
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D’autres applications importantes en biologie moléice, comme la ligature de I'ADN
et le séquencage de 'ADN, trouvent également Isotgces dans les extrémozymes. A titre
d’exemple, la carboxypeptidase &lfolobus solfatricusest utilisée pour le séquencage en
C-terminal car elle a la spécificité de libéretadois, les résidus acides, mais aussi basiques et
aromatiques (Colombet al, 1992). Aussi, 'ADN ligase d@. furiosus(Nishidaet al, 2005b)
est d'ores et déja commercialisée et utilisabler dauligature de 'ADN, et également les

réactions en chaine de ligatures (LCR).

[.8.3. Autres potentialités

Tout comme les enzymes, les lipides portent unéhtéiotechnologique. lls forment des
liposomes qui sont notamment utilisés en médeairtam que systéemes de livraison de drogues
ou de genes (Patel & Sprott, 1999, Jacquarhat, 2009). En effet, les liposomes des Archaea,
appelés archaesomes sont tres stables au strafifd la température et au pH alcalin, grace
aux lipides qui les composent. De la méme facanptdysaccharides des Archaea possedent des
potentialités exploitables. Etant tolérants auxd®rsalinités, 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 fonctioller@ent conservé dans les
organismes des trois domaines du vivant : Bactégkarya, Archaea (Kelman & O'Donnell,
1994, Forterreet al, 2004). Méme si le mécanisme de la réplicatioWABN doit étre fidele
afin d’assurer la propagation de I'information giémée, des erreurs peuvent étre tolérées. Ainsi,
les générations peuvent se diversifier et des psused’évolution et de sélection entrent en
vigueur. Néanmoins, une réplication inappropriéet @eoir de réelles conséquences au niveau
cellulaire et au niveau de I'organisme. Ainsi, éplication de I’ADN participe a la maintenance
de l'intégrité du génome (Toueille & Hubscher, 2D04

Durant ce processus, les deux brins de 'ADN paitesd séparent avant la mise en place
de 'ADN polymérase qui permettra la synthése dhouveau brin complémentaire au brin
matrice. Ainsi, a l'issue de la réplication, lesudemolécules d’ADN formées sont constituées
d’'un brin parental et d’'un brin néosynthétisé. anséquent, la réplication est dite semi-
conservative. C’est un mécanisme complexe qui séeeda coordination parfaite entre
différents facteurs protéigues (Waga & Stillman98P Une analyse des génomes archéens a
permis l'identification d’homologies avec les faote accessoires eucaryotes, le PCNA et le
RF-C. Diverses études ont montré que les protépresenant des Archaea et celles des
eucaryotes pouvaient interagir fonctionnellementeselles, ce qui indique que ces protéines
sont fonctionnellement conservées a travers I'diaiu Ainsi, l'interaction entre la FEN-1 (Flap
endonucléase 1) de. furiosuset le PCNA humain a été démontrée (Hosfietdal, 1998).
Toujours chez cette méme espéce, le PCNA interffagittionnellement avec la Pol et
également avec le RF-C humain en augmentant somt@&TPasique (Ishin@t al, 2001). De
méme, le PCNA d&hermococcus fumicolansteragit fonctionnellement avec le RF-C humain
(Hennekeet al, 2000). Malgré cette relation entre les protéideseéplication des eucaryotes et
des Archaea, les mécanismes mis en jeu differantesd sensiblement, en partie parce que le
réseau des protéines de la réplication de 'ADNzcles Archaea est plus simple que chez
I’'homologue eucaryote. Il a en quelque sorte mdmsous-unités protéiques impliquées.

Le tableau 1 nous présente les principales pratéim@liquées 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) ORB/€H a 2 sous-unités)
Initiation Chargement de I'hélicase DnaC/Dnal (1 sous-unité) Cdc6 (1 sous-unité) etlCdt ORCl/cdc6 (1 a 2 sous-unités)
Hélicase réplicative DnaB/DnaC (homohexameére) MCM (hétérohexamére, MCRJ 2 MCM (homohexamére)
Stabilisation de 'ADN simple SSB (homodimere) RPA (hétérotrimére) SSB ou RPAn@ddimere ou
brin hétérotrimére)
Création de I'amorce d’ARN DnaG (monomére) Palprimase (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 Pole (4 sous-unités)
Elongation

Activité 3' -5’

Facteur de chargement

Facteur de processivité

Sous-unité ete de Pol lll

Complexey (hétéropentamére)

2 sous-unité$

Sous domaines de Badt Pole

RF-C (hétéropentameére, RF-C 1-5)

PCNA (homotrimere)

Sous domaine de Pol B
et DP1 de Pol D
RF-C (hétéropentamére ou
hétérohexamere)
PCNA (hétérotrimere 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-un®¥yase H
(1 sous-unité)

DNA ligase | (1 sous-@hit

FEN-1 (1 sous-unité), RNase H

(1 sous-unité)

DNA ligase | (1 sous-unité)

Tableau 1 : Comparaison de la réplication de I'A@ds les trois domaines du vivant. D'aprés Grabo&dkelman, 2003 et Bohlket al, 2002.
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La réplication de I'ADN se déroule en plusieurspéta dont nous décrirons la mise en
place en les illustrant par les divers facteurstgiqoes impliqués. Ensuite, les ADN
polymérases, ainsi que ses facteurs accessoirBs;-@ (Replication factor C) et le PCNA, sur
lesquels se sont basés les travaux de ce docseraint présentés plus en détail dans les trois

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 diation durant laquelle une origine de
réplication est reconnue par Cdc6 et I'hélicase M@Ahichromosome maintenance complex)
qui seront définies dans le paragraphe suivant. &&ines séquences de I'origine de réplication
varient énormément selon les organismes, il sEwiieénéral de séquences riches en A-T. Alors
queP. abyssiposséde une seule origine de réplication chromakoriC) (Myllykallio et al.,
2000, Matsunagat al, 2001), plusieurs origines sont présentes chauaties espéeces. En effet,
deux origines sont prédites chez différentes espdeélalobacterium(Kennedyet al, 2001),
tout comme che3. solfataricugRobinsonet al, 2004) et jusqu’a trois origines ch8alfolobus
(Lundgrenet al, 2004). Enfin, il est possible qu'une multitudeorijyines soit présente chez
Methanococcus jannaschiMaisnier-Patinet al, 2002). La présence de plusieurs origines de
réplication pourrait refléter I'expression difféten des protéines selon les conditions
environnementales. Les éléments de séquences,éapP&B (origin recognition box), sont
également conservés chez les Archaea, mais ce questéecemment 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 deatrice et rendre disponible les bases
pour I'appariement avec les dNTPs qui formeroriirla néosynthétisé. La double hélice formée
des deux brins d’ADN doit, par conséquent, étreoulée. Cette étape est réalisée par une
hélicase, qui se fixe au niveau de I'origine ddicégion.

Le processus d'initiation est mal connu chez leshAea. L'analyse des ségquences
génomiques ont révélé que les Archaea possédassrttamologies avec les facteurs impliqués
dans linitiation, chez les eucaryotes, comme leNVICarpentieriet al, 2002) ou Cdc6 (De

Felice et al, 2003) (Figure 6). En revanche, des homologuespdagines eucaryotes comme
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Cdtl n'ont pas été retrouvées, bien qu'il soit pib qu’'une protéine, ayant les mémes
fonctions que Cdtl, existe chez les Archaea (B&arBell, 2006).

Figure 6 : Structure des protéines intervenant temigation de la réplication de I'ADN.
Les codes PDB sont donnés entre parenthéses. A @eyrobaculum aerophylurftFNN). D’apres Liuet al,
2000 ; B) MCM deS. solfataricug2VL6). D'aprées Liuet al., 2008.

Des travaux che8ulfolobus sulfataricusnt démontré que Cdc6 reconnaissait l'origine
de réplication et se liait a 'ADN simple ou doultden, de facon ATP-indépendante (Robinson
et al, 2004). Chez ce méme organisme, Cdc6 interagd v CM et stimule son chargement
sur 'ADN (De Feliceet al, 2004). De plus, chelethanobacter thermoautotrophicus serait
I'interaction Cdc6-MCM qui jouerait un réle imponadans I'activité hélicase (Kasiviswanathan
et al, 2005).

Il a été démontré que le MCM séparait les deuxshdians les deux directions, méme si le
mécanisme de déroulement reste encore mal conniMCk! est généralement un double
homohexamére, dont la structure en forme d’annealéfrme et se reforme autour de 'ADN,
comme cheM. thermoautotrophicugGomez-Llorenteet al, 2005). Néanmoins, chez le méme
organisme, il pourrait former un anneau heptameérigui perdrait une sous-unité quand il se lie
a 'ADN (Yu et al, 2002). Toujours chekl. thermoautotrophicysle MCM se lie a 'ADN
simple brin, en présence ou en absence d’ATP, pwis également se lier a un ADN double
brin (Fletcheret al, 2003). Son activité d’hélicase se fait dans less@—5" (Grabowski &

Kelman, 2003), c'est-a-dire qu’il serait positiorsug 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 WHABDN sont séparés et constituent la

fourche de réplication ou se positionneront lesgines permettant la synthese d’ADN. Tout
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d'abord, le SSB (single-strand binding proteinskezHes bactéries ou le RPA chez les
eucaryotes, se lie avec une forte affinité a I’ABikple brin afin de le protéger de l'attaque des
nucléases et des modifications chimiques (Figur€igz les Archaea, le RPA est composé de
trois sous-unités differentes RPA41, RPA14 et RPAB&amment chez les especes du genre
Pyrococcus mais est également retrouvé sous forme dimérapez d’autres Euryarchaeota
(Robbinset al, 2005). En revanche, la forme homotétramériquéyple bactérien est retrouvée
chez les Crenarchaeota (Ketral, 2003). Les RPA interagissent avec les protéimgsigquées
dans la réplication (ADN polymérases, primase, PGRIRF-C) et aussi celles impliquées dans
la recombinaison (Komori & Ishino, 2001). Ils serdi également en relation avec les protéines
impliquées dans les mécanismes de réparation catheeS. solfataricugCubeddu & White,
2005). Chez les Archaea, peu de données sont digersur les RPA, méme si des études,
notamment en anisotropie de fluorescence, perntetfancroitre 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 lategse d’ADN non amorcé. Ainsi, le
complexe ADN polymérase/primase amorcera la syetipzs un brin ADN/ARN avant que
I’ADN polymérase n’élongue I'amorce appariée paumnier le brin néosynthétisé. La primase a
la particularité d’étre beaucoup moins processive lgs ADN polymérases chez les eucaryotes
(Yuzhakov et al, 1999). Chez les Archaea, il n'existe pas d’édeivade Pola mais elles
possédent les homologues eucaryotes de la petiewsoté (PriS) et de la grande (PriL) de
I’ARN polymérase. En effet, des analyses génomigciesz plusieurs especes d’Euryarchaeota,
ont démontré que la primase était un hétérodimengposé 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 Bretoret al, 2007). Des travaux che2. furiosus ont montré que la grande
sous-unité stabiliserait p41 sur 'ADN (Bocquieral, 2001). De plus, elle jouerait un réle de

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

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 ljintermédiaire du RF-C
(facteur de réplication C) ou facteur de chargemeuit 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 réphicade 'ADN est que les deux brins
sont antiparalléles. Les ADN polymérases ajoutest bases du nouveau brin dans le sens
5'—3'. Pour le brin dit brin avance, 'ADN polyméras& besoin que d’'une amorce d’ARN qui
s’apparie sur le brin parental orienté—3'. La synthése est par conséquent continue. En
revanche, la difficulté vient de la formation dautre brin, dit brin retardé. Dans ce cas, le brin
est élongué de facon discontinue a partir d'amodt@RN qui s’apparient périodiquement au
brin parental. L'élongation de ces amorces, appardans le sens-53’, forme des fragments
d’'Okazaki qui sont de type eucaryote (Matsunetga., 2003).

[1.3.4. Maturation des fragments d’Okazaki

Sur le brin retardé, 'amorce d’ARN est ensuiteigg&e par FEN-1 et RNaseHIl. FEN-1 a
une activité 5'-flap endonucléase et a été ideifbiochimiquement et structurellement chez
plusieurs Archaea, doRt. horikoshii(Matsuiet al, 1999) etM. jannashii(Hwanget al, 1998).
RNaseHIl possede une activité d’excision d’amorc®&NA démontrée notamment chez
Archaeoglobus fulgidu€Chapado®t al, 2001). Che. jannaschij elle serait structurellement
proche de son homologue eucaryote (giaal, 2000). CheZ. furiosus une coopération entre
FEN-1 et RNase HIl a été observée (Satal, 2003). En effet, alors que RNaseHIl dégraderait
la région amorcée d’ARN grace a son activité ARNrexcléasique, FEN-1 exciserait le dernier
ribonucléotide au niveau de la jonction ARN-ADN. ufefois, chez les eucaryotes, un autre
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mécanisme est proposé, durant lequel FEN-1 couplerdirin d’ADN libre engendré par le
déplacement de brin effectué par 'ADN polyméraRessiet al, 2006). Au niveau du brin
retardé, le PCNA joue un role prépondérant dansmdturation des fragments d’Okazaki. En
effet, le fragment se termine lorsque le compleE&R/ADN polymérase rencontre I'extrémité
5’ de 'amorce ARN. Des travaux, ch8z solfataricusont démontré I'interaction entre le PCNA
et FEN-1 (Doreet al, 2006). Ce complexe pourrait ainsi agir comme exanucléase (Hosfield
et al, 1998). A lissue de cette réaction, 'amorce BN excisée laisse un creux qui est comblé
par une chaine d’ADN synthétisée par 'ADN polyns&rat allant jusqu’au prochain fragment
d’Okazaki situé en aval.

Enfin, la ligature de ces différents fragments réstlisée par 'ADN ligase. Chez les
Archaea, seule I'ADN ligase | a été découverte.e Edist, comme chez les eucaryotes,
ATP-dépendante chekhermococcus kodakaraengiNakataniet al, 2000) et également chez
Sulfolobus shibatag(Lai et al, 2002). Elle serait beaucoup plus tolérante aweues
d’appariement en 5’ et débuterait son activitéidatlire en 5’ (Nakataret al, 2002). Durant
cette étape de ligature, le PCNA jouerait égaleraandle important. En effet, a titre d’exemple,
chezS. solfataricusil a été démontré une interaction entre 'ADNakg | et le PCNA suite a
d’'importants changements conformationnels et dfieebilité des deux protéines (Pasexlal,
2006). La figure 9 présente la structure des pmegtiimpliquées dans la maturation des

fragments d’Okazaki.

Figure 9 : Structure des protéines intervenant tansaturation des fragments d’Okazaki. A) FEN-IPdéuriosus
(1B43). D'aprés Hosfielaet al, 1998 ; B) RNase HIl ddethanococcus 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 aigsances au niveau de la
réplication de 'ADN méme si évidemment, de nomBe=uquestions subsistent. La figure 10
propose un modéle d’architecture de la fourcheégéaation de '’ADN chez les Archaea.
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Figure 10 : Schéma représentatif de la fourcheaaple chez les Archaea et de ses principaux fiastgrotéiques.
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 fonctiosyathese d’ADN. Elles achévent la
réplication de I'ADN en incorporant des bases (A, @ et G) afin de former le brin
complémentaire de la matrice. Elles sont retrouvé®mss les trois domaines du vivant et
constituent une large gamme de complexes qui dift&lans leur composition polypeptidique et
leurs propriétés catalytiques. Les ADN polymérased classées suivant leur structure primaire
en six familles : A, B, C, D, X et Y (Rothwell & Vkaman, 2005).

Chez les bactéries, les ADN polymérases | et pagenant respectivement aux familles
A et B, sont impliquées dans les mécanismes deatpa, tandis que I’ADN polymérase Il est
la réplicase chromosomique. Cette derniére estoamplexe multipolypeptidique appartenant a
la famille C, incluant les deux facteurs protéiquesy, en plus des sous-unitése etd du coeur
de la polymérase (O'Donnedt al, 2001, Johnson & O'Donnell, 2005). Le noyau eshéode la
Pol a qui posséde l'activité polymérasique, la Palotée de I'activité 355’ exonucléasique
(Kelman & O'Donnell, 1995) et les sous-uniééqui stimuleraient I'activité exonucléase (Slater
et al, 1994). Les sous-unités permettent la connexion entre le noyau et le tacide

chargement, appelé complexdBlinkova et al, 1993) et également 'hélicase Dna B (Kén
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al., 1996). L'ADN polymérase lll est sous forme dinggre (2 x &, €, 0) + 2r) mais plus
récemment, une étude a montré qu’elle pouvait@mnsidérée comme une réplicase trimérique
(Mclnerneyet al, 2007).

Chez les eucaryotes, trois ADN polymérases, appamtetoutes a la famille B, sont
impliquées dans la réplication de '’ADN. Alors gleecomplexe primase/Pal a pour réle la
formation de I'hybride ARN/ADN, deux réplicases pafpées Pob ete, assurent la copie fidéle
du génome entier. L'ADN polymérasesst composée de trois sous-unités, Gemzharomyces
Cerevisiag(Burgers & Gerik, 1998), et quatre sous-unités cBelzizosaccharomyces pomnte
chez I'humain (Zucet al, 2000, Podustt al, 2002). Chez la levure, la sous-unité catalytigste
appelée Pol 3 et les trois autres petites sougsurtdcl, Cdc27 et Cdml. Chez I'homme
notamment, les sous-unités sont appelées pl25-(sidscatalytique), p50, p68 et pl12 ; p68 et
pl2 permettraient de stabiliser le complexe gradeua interaction avec le PCNA (let al,
2006). L'ADN polymérase: est, quant a elle, active en tant qu’hétérotétranc@ez tous les
eucaryotes (Chilkovat al, 2003). Les sous-unités la composant sont appBlgle® (sous-unité
catalytique), Dpb2, Dpb3 et Dpb4 (Hamatakeal, 1990). Les ADN polyméraseset ¢ sont
essentielles pour la réplication de '’ADN et lawgsardes cellules (Blankt al, 1994) ; (Feng &
D'Urso, 2001). En plus de leur activité ADN polymgique, les Pol$ et ¢ possedent une
activité 3'>5’ exonucléase, dont le domaine catalytique esésiu niveau de I'extrémité N-
terminale de la grande sous-unité (Hibsatteal, 2002). Méme si leur réle n’est pas encore
clairement identifie, '’ADN polymérasg pourrait étre impliquée dans la synthese des feadsn
d’Okazaki sur le brin retardé, alors que I'ADN polgrases faciliterait la synthése du brin
avancé (Fukuet al, 2004).

Au sein du domaine des Archaea, il a été établirmpi'divergence significative existait
dans les principaux phyla, c'est-a-dire les Crdraota et les Euryarchaeota. Les Crenarchaeota
possedent généralement entre deux et trois ADNnp&Eigses monomeériques de la famille B
(Cann et al, 1999b, Iwaiet al, 2000). Chez les Sulfolobales, genre qui appdrtamn
Crenarchaeota, une analyse génétique a permis wemider I'existence de trois ADN
polymérases B1l, B2 et B3 (Edgell al, 1997). Les Euryarchaeota possedent, elles, iblg A
polymérase de la famille B, proche de I'ADN polyes | deEscherichia coli(Komori &
Ishino, 2000), et une ADN polymérase hétérodimérigppartenant a une nouvelle famille D
(Cannet al, 1998, Ishinoet al, 1998, Guegueret al, 2001). La Pol D a longtemps été
considérée comme restreinte a ce phylum, avantedi&tectée cheZandidatus Korarchaeum
cryptofilum (Elkins et al, 2008), Nanoarchaeum(Waters et al, 2003) et Cenarchaeum

symbosium(Hallam et al, 2006). Ces assemblages démontrent comment leposamis
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protéigues ont distinctement évolué chez les Arahamfin, il est intéressant de noter que la
nouvelle famille Y est présente dans les trois doasadu vivant (Ohmoet al, 2001, Boudsocq

et al, 2001). Les ADN polymérases, appartenant a ceiategroupe, sont peu fidéles en
présence d’ADN non endommageé, et sont capablesadehir divers types de lésions ; cette

tolérance vis-a-vis des dommages de I’ADN est a@prhnslésion ou synthése translésionnelle.

[1.4.2. L’ADN polymérase B

Etant largement représentée dans les deux phyladAadsmea, '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 (Pisatril, 1998, Leest al, 2006). Cette
capacité de relecture a été déterminée chez ptasieganismes, doi&. solfataricugLou et al,
2004) etPyrobaculum islandicum(Kahler & Antranikian, 2000). CheP. abyssi il a été
clairement démontré que 'ADN polymérase B synsagtile brin avancé (Henneke al, 2005).
Elle pourrait également participer dans les praceste réparation. En effet, elle reconnait les
bases uraciles qui apparaissent aprés une désamidatla cytosine (Greaggf al, 1999). La
reconnaissance de cette base uracile se prodexdiisivement chez les Archaea (Warelel,
2008). De plus, des travaux ont pu déterminer gtrallement le mode de liaisons, nhotamment
chezS. solfataricugSavinoet al, 2004) etT. gorgonarius(Firbank et al, 2008). Ainsi, une
poche dénommée «uracil pocket », située au nivhauN-terminus, permettrait a I’ADN
polymérase B de se positionner au niveau de la trontaur 'ADN (Fogg et al, 2002)
(Figure 11).

Figure 11 : Structure le I'ADN polymérase Bl de
S. solfataricus contenant « l'uracil pocket». Le «U »
indique l'uracil pocket, située dans le sous-domain
N-terminal. Le « E » indique le site actif exonadifjue.
D’aprés Savinet al, 2004.
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La structure de '’'ADN polymérase B a été détermiokez de nombreuses Archaea ; a
titre d’exemple,S. solfataricug(Pisaniet al, 1996),T. gorgonarius(Hopfneret al, 1999) et
P. furiosus (Kim et al, 2008). Cette enzyme est monomérique et se casmctpar deux
domaines présentant les deux activités catalytipogsnérasique et exonucléasique (Figure 12).
La configuration générale est celle d’'une main @uldmaine appelé Palm (paume) contient le
site catalytique, le domaine appelé Fingers (dpigést & la reconnaissance des nucléotides,

tandis que le domaine appelé Thumb (pouce) sartiaison a ’ADN.

exonuclease \ 4

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

™Y '{ tﬂ - & . exonucléasique est en violet et les sous-domaipesiés
L VB T , 5 N Thumb et Palm sont respectivement en vert et magent
| g %, D'aprés Firbanlet al, 2008.
— " palm
Jmm\‘;‘\%

flngers

[1.4.3. L'ADN polymérase D

L’ADN polymérase D, appelée parfois Pol I, esiskule représentante de la famille D.
En plus d’assurer I'activité de déplacement de BikRN/ADN (Hennekeet al, 2005), I'ADN
polymérase D est capable d’élonguer une amorce ARMN. serait donc impliquée dans la
syntheése du brin retardé (Hennedteal, 2005). La Pol D pourrait également participelaa
recombinaison étant donné qu’elle interagit avedBRd’homologue de la protéine eucaryote
Rad51, connue pour son implication dans ce prosgstayashet al, 1999).

L’ADN polymérase de la famille D, est composée daxdsous-unités DP1 et DP2 (Cann
et al, 1998). La petite sous-unité, appelée DP1, aforie homologie avec la petite sous-unité
des ADN polymérases eucaryotes ete (Aravind et al, 1998). La grande sous-unité, appelée
DP2, est la sous-unité catalytique (Uemeti al, 1997). L’ADN polymérase D posseéde,
également, en plus de son activitt ADN polymérasigB8henet al, 2001), une activité
exonucléasique 355’ (Tanget al, 2004). Cette activité serait plus élevée sur DNAsimple
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brin et au niveau des nucléotides mesappariés l@Jekal, 2004). De plus, cette capacité de
relecture serait stimulée par la grande sous-ID#2 (Ishincet al, 1998, Shert al, 2004a).

Le PCNA, chez. furiosus interagit fortement avec la sous-unité DP2 et tagblement
avec la sous-unité DP1 (Camn al, 1999a). Che®. horikoshij le PCNA interagit de facon
directe avec la sous-unité DP1 (Shatnal, 2003), et plus particulierement dans la région N-
terminale (acides aminés 1-200) (Taeigal, 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 déterminégyisprésent. En revanche, les travaux
de Tanget al, 2004 permettent de donner une idée sur le rapl¢ du complexe formé par les
deux sous-unités DP1 et DP2 (Figure 13).

% Domains of DP2
@ 21aa peptide,
DP2(1290-1310)
) Domains of DP1 .
BN Peptide bonds Figure 13 : Modéle représentant les
300-101 == Protein interaction interactions entre les sous-unités de la Pol D
de P. horikoshii et son possible repliement.
792-1163 D’aprés Tanget al,, 2004.

100-1

[164-1434

622-201

200-1

PCNA

Durant ces dernieres années, de nombreuses étntemontré que les deux ADN
polymérases B et D étaient requises pour la répitade 'ADN chez les Archaea, mais
beaucoup de zones d’'ombres subsistent encore Qubnir role respectif. Néanmoins, chez
P. abyssides travaux récents ont montré que la Pol D BblaB interagiraient séquentiellement
en présence du PCNA (Rouillat al, 2007). Par ailleurs, ces deux ADN polyméraseaiser
bloquées par les sites apuriniques lors de lacandin (Palucket 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 changienoeit comme le complexechez
les bactéries, permet de catalyser I'assemblage@NA autour de 'ADN amorcé. Le RF-C
reconnait spécifiquement les matrices amorcées encharge le PCNA sur ces sites de fagon
ATP-dépendante. Il a été démontré que le RF-C létaitincipal facteur, en plus de la longueur
de 'amorce d’ARN, pour permettre la substitutioa & Pola par les ADN polymérases
réplicatives (Mosset al, 2000). Néanmoins, le RF-C est capable de salign ADN simple
brin, sans préférence particuliere entre les extédnd’ et 5’, au niveau des transitions simple-
double brin (Kelleret al, 1999).

Chez les Archaea, le RF-C pourrait exister sougraifites conformations. En effet, chez
S. solfataricus le RF-C formerait un hétéropentamére avec unadgrasous-unité et quatre
petites (Pisaniet al, 2000), tandis que cheP. furiosus le RF-C consisterait soit a un
hétéropentameére avec une grande sous-unité eeqedites soit a un hétérohexamere avec deux
grandes sous-unités et quatre petites (Garal, 2001). Cette forme hexamérique a été décrite
chezMethanobacterium thermoautotrophicyielman & Hurwitz, 2000). Par ailleurs, alors que
chez les Archaea, le RF-C ne possede que deux tigssus-unités différentes (Seybetrtal,
2002), chez les eucaryotes, le RF-C est compos@ndesous-unités différentes (RFC 1 a 5)
(O'Donnell et al, 1993, Yaoet al, 2003, Cullmannet al, 1995). Cependant, le RF-C de
Methanosarcina acetivoranpossede trois sous-unités (Cheh al, 2005). Le facteur de
chargement chez les bactéries, le compiexast également composé de cing sous-umitas
(Jeruzalmiet al, 2001). Des études structurales ont été menéete RRF-C des eucaryotes

(Bowman, 2004) et sur la petite sous-unité du RIFACchaea (Oyamat al, 2001) (Figure 14).

Figure 14 : Structure de la petite
sous-unité du RF-C che2. furiosus
Code PDB : 1IQP. D'aprés Oyarsa
al., 2001.
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[1.5.2. Hydrolyse de I'ATP

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

également illustrer le mécanisme qui existe chebéetéries 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 cherlesryotes. D’aprées Yau al., 2006.

Chacune des cing sous-unités contient des éléméms (ATPases Associated with
diverse cellular Activities) que l'on retrouve dade nombreuses ATPases (Ogura &
Wilkinson, 2001). Les arginines d’'une sous-unitéammt en contact avec la sous-unité
adjacente (Yacet al, 2003) et il a été suggéré que l'activite ATPasicge propageait
séquentiellement au travers des cing sous-unitévilld, 2005). Chez les bactéries, un
important changement conformationnel des cing smit®s du RF-C a également lieu
(Hingorani & O'Donnell, 1998). Cependant, seulasdas-unitéy hydrolyserait TATP, méme
si les autres sous-unités possedent égalemenieleeris AAA+ (Tsuchihashi & Kornberg,
1989). La figure 16 illustre les différents modélpposés chez les eucaryotes et les
bactéries.
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Figure 16 : Schéma représentant les sites d’ATRFEKC chez les eucaryotes (A) et du complexB) chez les
procaryotes. D’aprés Yaat al, 2003.

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

[1.5.3. Interaction avec le PCNA

Chez les Archaea, le RF-C posséde, au niveau dexdamité 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 facondagactéristique, au sein des grandes sous-
unités des RF-C des Archaea, le PIP box est rdikéchaine polypeptidique par une longue
chaine chargée et composée environ de 70 résidnsipalement acide glutamique et lysine.
Des études structurales ont montré que le peptidespondant au motif PIP box de la grande
sous-unité du RF-C se liait spécifiguement au PC&tApouvait jouer un réle dans la
stabilisation du PCNA sur 'ADN (Matsumiyat al, 2002). Cependant, selon les mémes
auteurs, le motif PIP box ne serait pas essentiet fa stimulation de l'activité de 'ADN

polymérase par le PCNA.

11.5.4. Autres fonctions du RF-C

En plus de charger le PCNA sur 'ADN, le RF-C etctamplexey, respectivement
chez les eucaryotes et les bactéries, sont égalecapables de décharger le PCNA en
présence d’ATP (Yaet al, 1996). Par ailleurs, chez les eucaryotes, le RF@eragit pas
avec la Pob, une fois le PCNA chargé sur 'ADN (Poduwedtal, 1998). Au contraire, chez
P. furiosus il pourrait stimuler I'activité de la Pol B et da Pol D en présence de PCNA
(Cannet al, 2001). De plus, il a été démontré, chez cetrosgae, que la stimulation de la
Pol B par le PCNA était améliorée en présence deelite sous-unité seule du RF-C
(Mayanagiet al, 2001). Le RF-C est capable d'interagir avec d&aiprotéines impliquées

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

" Le motif PIP box sera plus largement défini danpartie 11.6.4. Motifs d'interaction au PCNA
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sous-unité du RF-C interagissait fortement avesolas-unité catalytique de la primase, au
niveau de son extrémité N-terminale, tout en rédhiison affinité pour 'ADN (Wwet al,
2007). De plus, chez 'homme, le RF-C interagirditectement avec I'ADN ligase |,
démontrant ainsi son implication dans la maturates fragments d’Okazaki (Levet al,
2004). Des lors, nous pouvons imaginer que le tmate chargement peut étre impliqué dans
différentes fonctions, tel un checkpoint duranplase S (Majka & Burgers, 2004), ou dans
les processus de réparation suite a des dommageaBN (Kafer & Chae, 2008).

[1.6. Le PCNA (Proliferating cell nuclear antigen)

11.6.1. Fonctions

Le facteur de processivite, appelé PCNA, joue ue aentral dans de nombreux
mécanismes cellulaires et particulierement ceudirdies a la réplication et a l'intégrité de
l'information génétique. Dans chaque domaine daniyle PCNA interagit étroitement avec
les facteurs intervenant dans le bon fonctionnendentomplexe de réplication. Chez les
eucaryotes, de nombreuses études ont permis diéiablarge catalogue de ces interactions
qui illustre pourquoi le PCNA est considéré comme 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 PCNéz dhs eucaryotes. Les protéines en orange corti¢ha
motif PIP box interagissant au niveau de la pocjdrdphobe, symbolisée par I'étoile orange sur INRC
D’aprés Moldovaret al, 2007.

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

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

Chez les Archaea, l'interaction entre le PCNA gkedies enzymes impliquées dans les
mécanismes liés a 'ADN a pu étre démontrée selwerses méthodes (Tableau 2).
Néanmoins, beaucoup de zones d’'ombre existent@c@nt 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 PCNX @6 Archaea. D’'aprés Vivona & Kelman, 2003.

Chez les Archaea, comme dans les autres domaingsahi, le PCNA est en étroite
coordination avec les ADN polymérases et le factiurchargement, le RF-C. Néanmoins,
diverses caractéristigues apparaissent exclusivieohez les Archaea. En effet, le PCNA est
notamment capable de se charger spontanémeniAf len absence du RF-C (Caahal,
1999a). L’auto-chargement du PCNA pourrait s’exjpdiq par le faible nombre 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 RieE. abyssiHennekeet al, 2002).
Toutefois, il a été réecemment montré que le chaeggrdu PCNA sur ’ADN était renforcé
par le RF-C et aussi par I'ADN polymérase B (Rauilet al, 2007). Il est intéressant de
noter que, cheP. abyssilinteraction directe entre le PCNA et les ADNIyuoérases D et B
est ADN-dépendante (Henneggal, 2005).

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

de réparation par excision de nucléotides (NERh¢&iet al, 2004), par mésappariement de
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base (MMR) (Umaret al, 1996), et également par excision de base (BERBJ)s de ce
processus, le PCNA interagit notamment avec les Ablymérases eucaryot@set A, qui
appartiennent a la famille X (Kedat al, 2002, Magaet al, 2002). Chez les Crenarchaeota et
les Euryarchaeota, I'interaction entre le PCNA'BDIG-ADN glycosylase (UDG) démontre
egalement son implication dans les mécanismespdeaton (Yanget al, 2002) (Kiyonariet

al., 2006). Par ailleurs, le cycle cellulaire serégulé et coordonné par un complexe formé
par le PCNA, la CDK (cyclin-dependent kinase) et jRontopidiset al, 2005). De plus, la
forte affinité du PCNA avec p21 (Gulb&t al, 1996) (Knibiehleret al, 1996) provoque une
inhibition de la réplication, mais pas des proces$el réparation de 'ADN (L&t al, 1996).
Des reconstitutiong vitro ont mis en évidence des compétitions entre 'AQN/mérased

et le RF-C, au niveau de linteraction avec le PCNAizhakovet al, 1999, Maga et al.,
2001). Contrairement au chargement du PCNA sur NApar le RF-C, la stimulation du
PCNA pour la Pob et I'activité ATPasique du RF-C sont inhibées esi@itune 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-i§3sonet al, 1998, Tomet al, 2000).
L’ADN ligase | humaine est impliguée dans la régiion et la réparation de '’ADN par
l'intermédiaire de son interaction avec le PCNA\ineet al, 2000), qui la stabilise au niveau
du site de ligature (Torat al, 2001). Il est intéressant de noter que, daezoli notamment,

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

11.6.2. Structure

Des études cristallographiques ont montré que @&4¥Ade levure et de 'homme
(Krishnaet al, 1994, Gulbiset al, 1996) ainsi que la sous-united’E. coli (Kong et al,
1992), et la protéine gp45 des bactériophages RB€O (Shamoo & Steitz, 1999), avaient
une structure tridimensionnelle superposable, méntkeurs séquences ont peu de similarité
(Krishnaet al, 1994). Plusieurs études ont montré des similgutie distribution de charges
et de structure tridimensionnelle avec les PCNAalesaryotes (lwagt al, 2000, Kelman &
Hurwitz, 1998). Le monomére du PCNA posséde deuraiioes globulaires, similaires et
joints entre eux par une boucle appelée IDCL (tfderain connecting loop) (Figure 18). En
revanche, le facteur de processivité bactérien uestdimére avec trois domaines par
monomere. Ainsi, la structure est composée de simaihes répétés dans une symétrie
d’ordre six. Le monomere est composé de feuifedans la partie externe, et d’hélieedans

la partie interne. Le trimere se présente ainss dauforme d’'un anneau pouvant s’enrouler
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autour de I'ADN. Les extrémités N et C-terminales RICNA humain sont trés importantes
pour la structure tertiaire de la protéine (Fuketal, 1995). De plus, des études structurales
ont démontré que des liaisons hydrogénes s'étamiss entre les domaines en N- et
C-terminaux de deux monoméres adjacents (Matsuneiyaal, 2003). Les interfaces
intermoléculaires, au sein du PCNA, sont stabifisgar la formation de feuillet§
antiparalleles qui créent des liens hydrophobegi €aeggére que la protéine possede une
grande flexibilité (Emberlet al, 2004).

Figure 18 : (A) Structure du monomeére du PCNA hum@&iode PDB : 1W60. D’aprés Kontopidisal., 2005 ;
(B) Structure du PCNA de. furiosus Code PDB : 1GE8. D'aprés Matsumigtal, 2001.

Un seul PCNA a été identifié chez les EuryarchgemienmeP. abyssi(Hennekeet
al., 2002), alors que jusqu’a trois PCNA homologueséié trouvés chez les Crenarchaeota
(De Feliceet al, 1999, Daimoret al, 2002), formant un hétérotrimeire vivo (Dionneet al,
2003). ChezS. solfataricus 'organisation est hétérogéene et le monomere raitaun réle
prépondérant (Williamset al, 2006). Cependant, des études chez les Crenatahawu
montré une certaine diversité dans les interactemise les différentes monoméres et leur
distribution dans la formation du trimere (Imametaal, 2007, Luet al, 2008). Par ailleurs,
il a été demontre, dans les cellules de mammifepes,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 PCBbiAtrés flexible. Des
simulations de dynamique moléculaire, au nivealP@NA des eucaryotes et des Archaea,
suggerent que seulement une interface intermoliéeuka I'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 PCNAd'autres
protéines sont bien étudiées, les mécanismes dicttens du PCNA avec I’ADN sont peu
connus. Grace a sa structure sous forme d’anne®CNA posséde un trou central ayant un
diamétre suffisant pour pouvoir encercler 'ADN (@8 et al, 1996). De plus, les hélices

au niveau de la surface interne, sont chargéesiyesent, donnant la capacité d’interagir
avec les liaisons phosphodiester de I'ADN, ce ganret a I'ensemble une dynamique
importante (lvanoet al, 2006) (Figure 19). Récemment, une analyse staleta permis de
démontrer la position inclinée du PCNA sur 'ADNgile brin (Georgescat al, 2008). Le
complexep, chez les bactéries, et le PCNA, chez les euasysbnt capables de traverser
des structures secondaires du type boucle, audaginsimple brin, ou d’'une bulle, au sein
d’'un double brin de petite taille (Yaa al, 2000).

Figure 19 : Vues de coté et de haut de la dynamdgueCNA humain sur 'ADN double brin. D’aprés earet
al., 2006.

11.6.4. Motifs d’interactions au PCNA

Une grande partie des facteurs interagissant aveedNA, notamment les ADN
polymérases, présentent un motif commun au nivealedr séquence en acides aminés,
appelé PIP box (PCNA Interacting Protein) (WarbritR98). Ce motif se présente ainsi :
Q-x-x-(h)-x-x-(a)-(a), ou «h » représente un rasichodérément hydrophobe (leucine,
isoleucine, méthionine), « a » un résidu aromatiffyesine, phénylalanine) et «x » tout
type d’'acide aminé. Un grand nombre de protéinegligmées dans la réplication et la
réparation possedent le motif consensus PIP boxdiDuet al, 2001, Magaet al, 2004).
Plusieurs études ont montré que la délétion oulstgution de résidus conservés au niveau
du motif PIP box pouvait supprimer les interactioglisPCNAIn vivo etin vitro (Eissenberg
et al, 1997, Jonssoat al, 1998, Stucket al, 2001, Zhelevat al, 2000). Néanmoins, des
études récentes ont montré que le motif PIP botait’gas toujours suffisant pour expliquer
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les interactions avec le PCNA, et suggérent quhéiggon proche du domaine N-terminal est
nécessaire (Pohlet al, 2005). Aussi, un motif (HhH), helix-hairpin-heliimportant pour la
liaison de 'ADN polymérase a I'amorce d’ADN, est impliqué dans les interasticavec le
PCNA (Magaet al, 2004). En étudiant une bibliothéque de peptaléatoires, un nouveau
motif de liaison au PCNA (KA box) a été identifidu et al, 2001). Egalement, la liaison de
'ADN polyméraseé au PCNA pourrait étre médiée par une région rieheglycines
(GX4GX8GX3YFY) (Zhanget al, 1995). Enfin, la région C-terminale de ’ADN poigrase
3, non apparentée au motif PIP box, a été décritenm® étant un motif de liaison au PCNA,
lié a lactivité de régulation de la nucléotidylisiérase (Shimazaket al, 2005). Par
conséquent, les partenaires du PCNA, et en padiclds ADN polymérases, se lient au
facteur de processivité au travers d’'une large ganda 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 ddomaines (IDCL) constitue un
site d’interactions majeur, car elle est reconnae gifférentes enzymes, comme la Bpl
I’ADN ligase | ou FEN-1, impliguées dans la réptioa de I'ADN, et également p21 qui joue
un role dans la régulation du cycle cellulaire (l&Hubscher, 2003) (Figure 20). Selon les
mémes auteurs, la partie C-terminale serait, eanche, impliquée dans les interactions avec
le RF-C et la Pat, lors de la réplication de I'’ADN.

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

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

conformationnel de leurs régions C-terminales, miréee interface sous forme de feuill@ts
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(Chapado=t al, 2004). Aussi, une mutation au niveau de la @dattiterminale du PCNA de
S. cerevisiaénhibe l'interaction entre le PCNA et la Ro(Eissenbergt al, 1997). Par ailleurs,
chez les eucaryotes, en plus de la région C-tetenigtade I'IDCL, I'extrémité N-terminale du
PCNA, serait requise pour les interactions avedRHeC et la Pob (Olaet al, 2001).

Etant donné que le PCNA est un trimere, il poursailier, théoriquement, a plus d’'une
protéine a la fois. Des études ont montré que lgf AP box formait une hélice;@ ce qui lui
permet de s’accrocher a la poche hydrophobe fosunés I'IDCL (Gulbiset al, 1996, Bruning
& Shamoo, 2004). A titre d’exemple, comme I’ADN pwiérase interagit au niveau de I'IDCL
(Eissenberget al, 1997, Zhanget al, 1998), il est tout a fait envisageable que FE&-Ia Pold
puissent se lier simultanément au PCNA, et aing éapable de fonctionner de maniéere
coordonnée. Récemment, des études ont montré caeuehmonomere du PCNA humain
pouvait se lier avec une molécule de FEN-1 diffexre(Sakuraiet al, 2005). Chez les
eucaryotes, chaque monomere du PCNA pourrait égage avec une sous-unité de la #ol
Ainsi, les sous-unités p50, p66 et p125 pourraagnt de facon concomitante avec le facteur de
processivité (Rivaet al, 2004). Chez la levure, le PCNA interagit avecPal 5, plus
particulierement au niveau de la sous-unité catplgt(Brown & Campbell, 1993, Johanssein
al., 2004), mais aussi au niveau de la petite sous-pb0 (Luet al, 2002).

Aussi, il est possible que les différentes zonedadpoche hydrophobe jouent un réle
distinct. En effet, le motif PIP box de cdc9 (ADigdse |) deS. cerevisiaétablit des contacts
fonctionnels et physiques avec I'IDCL, et égalemawec le domaine C-terminal de PCNA
(Vijayakumaret al, 2007). CheZ. coli, les ADN polymérases, a et IV interagissent dans la
méme zone, au niveau de la poche hydrophobe, gepeainsi étre en compétition (Burncetf
al., 2004).

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

Nous avons vu que les protéines impliquées dangriesessus informatifs, dont la
réplication de '’ADN, sont proches de leurs homaoieg eucaryotes. De ce fdityrococcus
abyssiest un bon modeéle d’étude de la réplication d®NAchez les Archaea. Depuis moins
d'une dizaine d’année, les travaux, réalisés an dai « Laboratoire de Microbiologie des
Environnements Extrémes », ont permis de caraetélés principales protéines impliquées
dans la maintenance génomique. Les ADN polymérBses D (Guegueret al, 2001), 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&tudnctionnelles. D’autres
protéines sont, d’ores et déja, disponibles au deilaboratoire, comme FEN-1 ou le RPA, et
constituent d’autres axes de recherche futurs. ddasaissances s’élargissent au méme titre

que le réseau d’interactions au niveau de la maamee génomique.

Néanmoins, le réplisome ne se résume pas, auxinestéitées ci-dessus. De plus, il
reste de nombreuses questions, non élucidées aucecpncernant la mise en place du
complexe réplicatif. Ainsi, durant ce doctoratétiéit intéressant de se focaliser sur différents
axes d’études qui nous permettaient d’amélioreraoosaissances sur le role de plate-forme
du PCNA, la mécanistique élaborée par la préseasaldux ADN polymérases B et D, dont

le complexe formé par les deux sous-unités de l®Pet la fonctionnalité du RF-C.

Dans un premier temps, nous nous sommes interaggéateractions entre le PCNA
et les ADN polymérases B et D. Il était, en effedcessaire de connaitre le plus finement
possible les mécanismes d’interactions entre |&grents acteurs jouant un rdle dans la
réplication de 'ADN. Les zones d’interactions, sein du PCNA, et les motifs d’interactions
des ADN polymérases au PCNA, ont été déterminédravail nous a permis de compléter

nos connaissances sur le role exact des deux ADMhpoases.

Ensuite, nos travaux se sont portés sur le RF-Gadaiparticularité de posséder, au
niveau de son extrémité C-terminale, un motif PdR tres flexible. Le réle de ce motif a été
etudié, de méme que lI'approche fonctionnelle dupiere formé par les ADN polymérases

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

enzyme brevetée, mais au niveau de laquelle, sabsde nombreuses interrogations.
Enfin, sont présentés, dans un quatrieme chapigé® fravaux préliminaires effectués

en spectroscopie de fluorescence, qui consisteminenmise 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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l. Introduction

Comme il a été dit précédemment, un des rbles pdEpants du PCNA est
d’améliorer la processivité des ADN polymérasesplupart des interactions au PCNA sont
meédiées au travers de motifs communs dont le pnservé est le motif PIP box (PCNA
interacting Protein). Des travaux récents ont démofimportance de ces motifs PIP box
chez les ADN polymérases d’Archaea pour la liaisan PCNA (Toriet al, 2007). En
revanche, alors qu'en grande majorité le siege ideyactions au PCNA eucaryote et
bactérien se situe au niveau de la poche hydrophsbeformant entre I'IDCL et le
C-terminus, les zones d’interaction au niveau dRGont méconnues chez les Archaea.

Il est important de noter que le PCNA des Archagadentique au PCNA eucaryote
du point de vue structural. Nous pouvons ainsi im&gdes similitudes quant aux motifs et
domaines d’interactions. De plus, il a été déjaupéoque le PCNA stimulait les ADN
polymérases D et B chéz abyssiHennekeet al, 2002). Néanmoins, beaucoup de questions
restent en suspens sur l'interaction entre le taiotie processivité et les ADN polymérases
chez les Archaea. Ainsi, le but de cette étudaelestpondre le plus finement possible aux
guestions relatives aux interactions entre le POREGPol D etPabPol B. Aussi, la recherche
de motifs d'interaction au PCNA nous permet d'aor@i notre compréhension des
mécanismes du systéeme réplicatif des Archaea.

A mon arrivée au laboratoire, il avait été démanteg la méthode de SPR (Résonance
Plasmonique de Surface ), que le motif PIP bougsiiu niveau de I'extrémité C-terminale de
la grande sous-unité d@abPol D, n'était pas essentiel dans la liaison au RCN
contrairement & celui d@abPol B. Ainsi, durant ce doctorat, il fallait toutalord valider ce
résultat, fonctionnellement par des tests d’extendiamorce. De plus, une étude utilisant des
peptides compétiteurs, correspondant a la strugitineaire des motifs PIP box situés aux
extrémités C-terminale des ADN polymérases B et[&té effectuée, afin de valider nos
interprétations. Ensuite, une série de mutagertiggsées, au niveau de la poche hydrophobe
du PCNA, a été réalisée et nous a permis d’appdangius finement les zones d’interactions
au niveau du facteur de processivité.

La publication “Binding to PCNA in Euryarchaeal DNReplication Requires Two
PIP Motifs for DNA Polymerase D and One PIP Motf DNA Polymerase B”, parue dans
Journal of Molecular Biologyest exposée a la page suivante. Elle nous expsg®ihcipaux
résultats de I'étude. Elle est ensuite complétée ges travaux préliminaires sur les

interactions physiques du PCNA avec les deux saoitéside '’ADN polymérase D. Enfin,
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cette étude a été complétée par des travaux pkfigpes sur les interactions du motif
PIP box avec la poche hydrophobe du PCNA.
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ABSTRACT

Replicative DNA polymerases possess a canonicaéri@uhal proliferating cell nuclear
antigen (PCNA)-binding motif termed the PIP box. iWeestigated the role of the PIP box on
the functional interactions of the two DNA polymsea, (family B)PalkPol B and (family D)
PabPol D, from the hyperthermophilic euryarchaeBwococcus abyssiwith its cognate
PCNA. The PIP box was essential for interaction$aliPol B with PCNA, as shown by
surface plasmon resonance and primer-extensiomestud contrasthinding of PabPol D to
PCNA was affected only partially by removing thePPinotif. We identified a second
palindromic PIP box motif at the N-terminus of tla#ge subunit ofPabPol D that was
required for the interactions &abPol D with PCNA. Thus, two PIP motifs were needed f
PabPol D for binding taPabPCNA. Moreover, the C-terminus BRBPCNA was essential for
stimulation ofPalbiPol D activity but not for stimulation dPabPol B activity. Neither DNA
polymerase interacted with tiRalkbPCNA interdomain connecting loop. Our data sugtjest
distinct processes are involved HallPol D andPabPol B binding to PCNA, raising the
possibility that Archaea require two mechanismsréaruiting 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;PalbPol D, Pyrococcus abyssfamily D DNA polymerase;
PabPol BApip andPabPol DApip, DNA polymerases lacking the C-terminal PIP lmoatif;
M13ssc, single-stranded circular M13mp18 DNRabPol DNcut, PabPol D lacking the
N-terminus of the large subunRfu, Pyrococcus furiosyfF-C, Replication Factor C.

INTRODUCTION

DNA replication is a functionally conserved meclsanithat ensures genome stability in all
organisms, including Bacteria, Eukarya, Archaed,druses:*>In general, DNA replication

involves a protein triad, composed of a DNA polyaser holoenzyme with two accessory
factors, plus the sliding clamp and the clamp-loabheE. coli, the chromosomal replicase is a

DNA polymerase Il complex comprising two proteactors in addition to the polymerizing
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core subunit§® Recently, O’Donnell and co-workers suggested thage Pol Ill complexes
could assemble to form a triple replisofe.

There is a fascinating relationship between eukkamyd archaeal DNA replication proteins in
that informational proteins in Archaea are moreselp related to their eukaryotic
counterparts than to their bacterial counterpémteukaryotes, two family B replicases ensure
faithful reproduction of the entire genome. DNA yrokrased is composed of thrééo fouf®
essential subunits, while DNA polymerasés active as a heterotetran@mRecent genetic
studies suggest strongly that DNA polymeradesnd € are essential for eukaryotic DNA
replication: DNA polymerasé might be responsible for Okazaki fragments synshes the
lagging strand, while DNA polymerageis likely to perform leading strand synthekig?
Interestingly, the functional interaction betweeuka&yotic DNA polymerase and the
archaeal accessory factors proliferating cell rarcentigen (PCNA) and replication factor C
(RF-C) has been conserved throughout evolufidh.However, the archaeal replication
factors from thermococcales have unique functiquralperties. While ATP hydrolysis is
required for clamp-loading in eukaryot8sn archaeons thRF-C complex can load PCNA
without ATP hydrolysis® In addition, PCNA stimulates family B and D DNA Ipmerase
activity on a circular DNA template in the absemfeRF-C!’ and spontaneous loading of
PCNA from Pyrococcus abysgPalPCNA) can be enhanced not only by RF-C, but also by
Pol B8 There is marked evolutionary divergence withinrgn subdomains of Archaea, i.e.
Euryarchaea and Crenarchaea. Indeed, in Crenarctiea are up to three PCNA
homologue¥?°that can form a heterotrimar vivo?* while in Euryarchaea there is a single
PCNA homologue that forms a homotrimer. Cellular Dlgolymerases are also highly
divergent within these subdomains. Crenarchaea ragénehave up to three family B
monomeric DNA polymeras€$?® while Euryarchaea have one monomeric family B DNA
polymerase and one heterodimeric family D DNA padyase 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 thalirslj clamp to act rapidly and
processively? Interactions of proteins with the sliding clame anediated through common
motifs, such as the PCNA-interacting protein (PBx>' The PIP box is defined as
Qxx(h)xx(a)(a), where “x” is any amino acid, “h” &hydrophobic residue (I, L, or M), and

“a” is an aromatic residue (F, Y, or W). A largenmoer of replication and repair proteins,
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including error-prone DNA polymerases, contain tossensus PIP motif>* The PIP box is
not always sufficient for protein interaction wiBCNA and a region proximal to the core-
conserved domain contributes to the interactiom VACNA>* Consistent with this, a helix-
hairpin-helix (HhH) motif, important for DNA primebinding to DNA polymerasa, also
physically interacts with PCNA In addition, a C-terminal PCNA-binding motif of BN
polymerase\, unrelated to the PIP box, was involved in negatiegulation of nucleotidyl
transferase activity? Using a random peptide library led to the idecéifion of a new
polymorphic PCNA-binding motif, the KA-box; this ribis found in human Pod and in
other proteins such as members of the MCM familigsnmatch 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 sequeate,
PCNA-interacting peptides is important. Indeed,ergcstudies have shown that PCNA
binding to PCNA-interacting peptides is independeithe specific sequené® Moreover,
PIP-peptide interactions are mediated through lmp@er formation at the interaction
surface®® The PIP box motif interacts preferentially withetinydrophobic pock&t*! of
PCNA, as defined by the C-terminus and the intemlansonnector loop (IDCL). Therefore,
PCNA'’s binding partners, especially DNA polymeradeisd the clamp through a complex
set of motifs that are often distinct from the BIBX. Keeping this in mind, we searched for
PCNA binding motifs in archaeal DNA polymerase®ider to gain insights into the physical
interactions required for the assembly of functlddiA polymerases and PCNA in Archaea.

RESULTS

The C-terminal PIP box motif mediates functional am physical interactions between

PabPCNA and PabPol B but notPabPol D

We deleted the C-terminal PIP box R&kbPol B andPakbPol D to creatd?albPol BApip and

PabPol DApip (Fig. 1a). We then tested the ability of thetamii proteins to interact with
PabPCNA using surface plasmon resonance (SPR)PBbPol B, physical interactions with
PabPCNA were abolished, indicating the importance ok tstructural motif for PCNA
binding (Fig. 1b). In contrast, deletion of the giite PIP box ofPabPol D only moderately
impaired its binding toPabPCNA (Fig. 1b), suggesting that other critical des in

PabPol D interact witfPabPCNA.
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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 lysineidas that was mutated
to a stop codon to generate proteins lacking a BoR (PabPol 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 ssDRg time 0, as indicated by the black arrowhead. A
recombinant protein was injected at 90 secondmdasated by the grey arrow. The background sigimgction

of buffer alone) was subtracted from the data efplotting. These are representative data fromethre
experiments.

Using a primer extension assay, we found that timetfonal interactions oPalbPol B with
PabPCNA were also abolished when the PIP box was reohd@Fig. 2, lanes 7-10). Indeed,
the addition ofPalbPCNA led to full-length M13 DNA synthesis BabPol B (Fig. 2, lanes 7
and 8), and the lengths of products synthesizedP&lyPol BApip were unchanged when
PabPCNA was added (Fig. 2, lanes 9 and 10). In contrasoving the putative PIP box of
the large subunit oPabPol D had no effect on stimulation of DNA polymesaactivity by
PabPCNA (Fig. 2, lanes 3-6). Six independent experimerere performed and the data were
quantified. There was no significant differenceP@NA stimulation of wild-typePalPol D
versusPabPol DApip.
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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 MIIBrigmplate (90 fmol), hybridized to a 5'-fluoresce
labeled primer. Reactions also contained 0.3 gradPol D, 0.6 pmoPabPol DApip, 0.02 pmoPabPol BApip,

or 0.04 pmolPabPol B. PCNA was added in a 1:1 ratio relative te DNA polymerase. Primer extension
studies were performed as described in the MetBedB8on. Lanes 1 and 2 are control reactions lgckiNA
polymerase. Densitometry was used to quantify éetive amounts of full-length product. Data ar@ressed
as the mean percent + SD of full-length producatie¢ to total elongation products. Differences evegsted
using the Student's-test for equal variances. Differences relativectmtrol without PCNA: *P < 0.01 ;
**P < 0.005 (n = 6).PabPol D andPabPol DApip data were not significantly different in theepence or
absence of PCNA, respectively.

The primer elongation activities &abPol B andPabPol D were then tested in the presence
of PabPCNA and the competitor peptides, PIPB and PIPB;squences of these peptides
correspond to the respective PIP boxes (Fig. 3flidgithe control peptide, TEMD, had no
significant effect on primer elongation ByabPol B (Fig. 3a, lanes 4-5), but the PIPB peptide
clearly inhibited stimulation of the sliding clamfpr long fragment synthesis (Fig. 3a,
lanes 6-7). This confirmed that the functional iatéion of PabPol B with PabPCNA is
PIP box-dependent. Interestingly, the PIPD peptadeo suppressed the interaction of
PabPol B andPabPCNA, indicating that the PIP box BRbPol D is functionally comparable
to the PIP box oPabPol B (Fig. 3a, lanes 8-9). Furthermore, the PIPIO RIPB peptides
successfully competed for PCNA wiitalbPol D, as indicated by the absence of full-length
M13 products (Fig. 3b, lanes 3-4). This observatizas reinforced by the lack of PCNA
stimulation ofPabPol DApip in the presence of the PIPD and PIPB peptidies @c, lanes 4
and 5), suggesting the need for an additional P®kwWing motif withinPabPol D.
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Figure 3. Functional interaction ofPabPols with PabPCNA in the presence of competing peptides
corresponding to PIP box motifs. Primer extensitudiss were performed with M13mp18 template (901fmo
hybridized to a 5’-fluorescein-labeled primer. PlE8rresponds to the C-terminal regionRdbPol B, PIPD
corresponds to the C-terminal regionRatPol D, and TEMD is a control peptide correspondm@mino acids
83-103 ofPalPol D. Primer extension studies were performed escribed in the Methods section. Briefly,
reactions were incubated at 60°C for 15 min, amdipcts were resolved on denaturing alkaline 1%csgagels
and visualized using a Typhoon 9400 imager. (a) iR peptides inhibit functional interactions B&bPol B
with PabPCNA. The reactions contained 0.04 pmoPatPol B and 0.04 pmol d?PabPCNA Lane 1 shows a
control reaction lacking polymerase. Peptides (& 30 uM) were added at the same tim@ald?ol B. (b) PIP
box peptides inhibit functional interactions B&bPol D with PabPCNA. The reactions contained 0.3 pmol of
PabPol D, with PabPCNA added at an equimolar ratio. Peptides (30 mpM)e added at the same time as
PabPol D. (c) PIP box peptides affect functional iations ofPabPol DApip with PabPCNA. The reactions
contained 0.6 pmol d?PalPol DApip, with PabPCNA added at an equimolar ratio. Peptides (30 wite 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 witiPabPCNA, we looked for other putative PCNA-binding ifotn
PabPol D. A novel motif localized at a glance at theddminus was identified. This putative
PIP box (10-YFEMLQREIDKAY-22) could correspond to palindromic motif with the
following general sequence: (a)xx(h)x(Q)xx(h)xxx(&lutamine 15 is located in the middle
of the sequence (Fig. 4a). When we deleted theriNheis of PabPol D (to create
PabPol DNcut), the functional interactions wiPablPCNA were strongly inhibited but not
abolished in the primer extension assay (Fig. @ojantitative analysis of the data from three
independent experiments showed that PCNA stimulatias significantly reduced compared
to PabPol D ( P < 0.005) wheRabPol DNcut was used in the assay (Fig. 4b).
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Figure 4. A putative PIP box motif is localized at the Nfténus of the large subunit éfabPol D. (a) The
amino acid residues forming the palindromic PIP btif are boxed, and the arrow indicates the ghitaacid
residue that was mutated to be a start codon.l{b)N-terminus of the large subunitdbPol D is not essential
for functional interaction witiPabPCNA. Primer extension studies were performed wittBmp18 template
(90 fmol) hybridized to a 5'-fluorescein-labeledrper and containing 0.3 pmol &albPol D and 0.7 pmol of
PabPol DNcut. PCNA was added in 1:3, 1:1, and 3:lomtelative to the level of DNA polymerase (thdéasit
are indicated schematically using triangles). Priregtension studies were performed as describethén
Methods section. Reactions were incubated at 6@tC30 min, and products were resolved on denaturing
alkaline 1% agarose gels and visualized using @dgp 9400 imager. Lane 1 shows a control reactokirg
DNA polymerase. Densitometry was used to quanti elative amounts of the full-length product. &ate
expressed as the mean percent + SD of full-lengtiduyrt relative to total elongation products. Diffieces
between the means were tested using the sStudetetss for equal variances. Difference relative tmtcol
without PCNA: **P < 0.005 (n = 3). Data witRabPol D andPabPol DApip were significantly different when
PCNA was present (P < 0.005).

We next looked at the primer extension activityPafPol D in the presence ¢fabPCNA
plus the competitor peptides Nter 1 and Nter 2.(Big These peptides correspond to the
sequences upstream and downstream of glutamineedpectively.PabPol D activity was
still stimulated in the presence of both Nter 1 &tdr 2, which were added separately with
peptide TEMD (Fig. 5, lanes 8-15). Strikingly, stitation of PabPol D processivity was
greatly reduced when both peptides were presemnt &;i lanes 18 and 19). This result
confirmed that the entire palindromic PIP box semeeat the N-terminus d?abPol D is
needed for functional interactionsé&bPol D withPabPCNA.
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Figure 5. Functional interaction dPabPol D with PabPCNA in the presence of competitor peptides thahimi
the N-terminus ofPabPol D. Primer extension studies were performed Wwith3mp18 template (90 fmol)
hybridized to a 5'-fluorescein-labeled primer. Nterand Nter 2 correspond to amino acids 1-15 an@915
respectively, in the N-terminal region of the PabPdarge subunit. TEMD is a control peptide thatresponds
to PabPol D amino acids 83-103. The reactions contain8dpthol of PabPol D and 0.3 pmol oPabPCNA.
Increasing amounts of peptides were added (50 0@, M, 500 uM and 1000 uM) at the same time as
PabPol D, except for the experiments analyzed in lah&s7. In these four reactions, the amount of TEWVaS
sequentially increased: 100 uM, 200 uM, 1000 puMi 2000 uM. Primer extension studies were perforased
described in the Methods section. Briefly, readtiavere incubated at 60°C for 15 min, and productsew
resolved on denaturing alkaline 1% agarose gelsvamdlized using a Typhoon 9400 imager. Lane wsha
control reaction lacking DNA polymerase.

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

The crystal structure oPfuPCNA** along with structure/function studies of eukargoti
PCNA** have produced a structural model B&PCNA. To identify the residues of
PabPCNA that are critical for its physical interactsowith PabPols, we introduced mutations
into its conserved structural domains (Fig. 6). fik& generated three mutants in the IDCL
region: EIE120, VDL123 and EL127. We then replateal C-terminal proline and arginine
with alanine. These mutations are shown schemBtiocala model oPfuPCNA in Figure 6.
Native PAGE was used to control whether the mupaoteins were still homotrimers, i.e. if
they migrated as a single band at about 85 kDdpeas wild type PCNA (data not shown).
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Figure 6. Left panel: Mutations of the IDCL region and Crhémus ofPabPCNA in the region corresponding to
the hydrophobic pocket. Right panel: The 3D strectaf a PCNA monomer showing the mutated aminosacid

We then tested the primer elongation activitiesPabPol B, PabPol D, and the mutants
PabPol DApip and PabPol DNcut with thePabPCNA mutants using optimal stimulation
conditions for each DNA polymerase (Fig. 7). AlltbE PCNA mutants stimulatéthbPol B
activity (Fig. 7). PabPol D activity was stimulated by the EIE120, VDL12#d EL127
PCNA mutants, while mutant PR245 did not enhangegrextension byabPol D (Fig. 7).
This indicates that the C-terminus of PCNA is catifor its physical and functional
interaction withPabPol D. With the exception of PR245, the PCNA mudastimulated
PabPol DApip andPabPol DNcut (Fig. 7). Taken together, these resultggsst that PCNA
binding to PabPol D is mediated by the PIP motifs located at Me 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 performeth Wi13mp18 template (90 fmol) hybridized to a 5'-
fluorescein-labeled primer. Primer extension stsidieere performed as indicated in the Methods sectio
Products were resolved on denaturing alkaline 1%asg gels and visualized using a Typhoon 9400 émag
The reactions contained (a) 0.04 pnidbPol B (wild type and mutant PCNA species were addedn
equimolar ratio withPabPol B); (b) 0.3 pmol ofPakPol 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 eligent in DNA replication proteins, and
even the PIP box has a polymorphous nature. TheahudNA polymeras® p66 subunit has
a canonical PIP motif in the N-terminal region ttbantributes greatly to its interactions with
PCNA3* In the Pol X family, a non-canonical PIP box besrto a longer PCNA-binding
motif that has a conserved helix-hairpin-helix (Hrd®dmain®® PIP box-like motifs are also
found in the core region of most DNA polymerases: &xample, PIP box-like motifs are
found in the large subunit &ffuPol D at amino acid residues 1096-1103 and 1253-126
PabPol B, the LxxFG motif involves amino acids 745-7808d two LxxFY motifs are located
at amino acid sequences 894-904 in the large subbilabPol D. It is thus reasonable to
assume that functional PIP box motifs are geneladigited in the terminal regions of proteins
that interact with PCNA.

In this study, we gained further insights into thleysical and functional interactions of
PabPols with PabPCNA. While PabPol B has just one PIP box motif at the C-terminus,
PabPol D has two PIP-type motifs that interact with NAC This suggests that at the
replication fork, the mechanism involvedRabPol D loading and stimulation by PCNA may
be different from that involved iPalbPol B loading and stimulation. In contrast to résul
with PabPol B, removing the canonical C-terminal PIP métim PalkPol D did not disrupt
physical interactions with PCNA, although use ompetitor peptides demonstrated that this
shortened motif functioned as a PIP box that coudéed interact with PCNA, but with low
or even no effects on the processivity of the ieactinterestingly, the N-terminal PCNA-
interacting motif inPabPol D is a palindromic putative PIP box defined thg sequence
10-YFEMLQREIDKAY-22. This sequence appears to betensurface oPabPol D where it
can interact with the sliding clamp.

Our finding that binding oPabPCNA to PabPol D requires at least two motifs, one at the
N-terminus and one at the C-terminus, contrasth witecent report th&fuPol 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, partemly in their PIP boxes. Moreover, the
authors further demonstrated thfuPols bound tdPfuPCNA in the absence of DNA; in
contrast, we found previously that DNA was requifedthis interactior’ In addition to the
absence or presence of DNA, the level of PCNA ia tkaction relative to the DNA

polymerase concentration is important. For examggeshown in Fig. 4b, experiments with
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PabPol DNcut indicate that using an excess of PCNAdtdead to an erroneous conclusion
that the N-terminal motif is the only PCNA-interact motif.

Three domains of eukaryotic PCNA are involved intpm-protein interactions: the IDCL,
which is a major interaction site that is recogdiby several proteins, including P&l p21,
Fenl and DNA ligase 1; the N-terminal region, casipg the innerm-helices, which forms
part of the binding site for cyclin D; and the CGamnal tail, which is important for
interactions with Pat and RF-C***° SincePabPol D andPabPol DApip did not interact with
the C-terminal PCNA mutant (Fig. 7), and since natéions betweernPabPol D and
PabPCNA are inhibited by competitor peptides that nairtiie PIP boxes, it seems that the
two PIP motifs inPalPol D interact with the same region of PCNA (ilee {C-terminus).
However, since none of the PCNA mutants affectedlibg to PabPol B, we do not know
which region ofPabPCNA is important for binding t®abPol B. More studies are needed to
answer this question.

There is also the question of steric accessibdftyhe PCNA binding sites, especially when
high molecular weight complexes are involved. Thie Box motif itself may be a flexible
connector? In addition, PCNA interactions with more than gaetner have to be considered
as proposed for the crenarchaeal heterotrimeringfa In the bacteriophage RB69, the DNA
polymerase has a PIP box-like peptide that bindsnlg 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 tke PCNA-binding sites. Interestingly, p21
interferes strongly with PCNA stimulation by Rplbut does not inhibit loading of the PCNA
by RF-C>! This indicates that there are different bindirtgsifor Pold and 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 monoorewith two different monomers. We
also cannot say whether both PIP box motifsPatiPol D interact with PCNA at the same
time, alternatively, or in a preferential order deging on the replication steps and/or on
repair partners. Finally, it is clear that PCNA diig is different for the twd?yrococcus
abyssiDNA polymerases; this may imply that PCNA actsaagivotal replication factor to
coordinate and enhance DNA synthesis by theRaidPols at the leading and lagging strands,
as hypothesized by previous studiés.
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MATERIALS AND METHODS

Recombinant proteins

PabPol B (Isis™ DNA polymerase) was purchased from Qbiogene (dlki France).
PabPol D andPabPCNA were prepared as described previolsfyMutant versions of both
DNA polymerases with the PIP boxes deleted werainet using the QuikChange Site-
Directed Mutagenesis kit (Stratagene Europe, Ardatar The Netherlands). The codons for
lysine 768 and lysine 1440 were replaced with @ stmdon just upstream of the PIP box in
PabPol B andPalPol D, respectively, (Fig. 1a).

To express th@ahbPol DNcut deletion mutant, we deleted the first\eBerminal amino acids
by introducing an Ndel recognition sequence. Theegencoding?albPol DNcut was cloned
into plasmid pET25b+ (Promega) and amplified by P@Bing the oligonucleotides
5'-CAGAGGGAGATAGATAAGGCCCATATGATAGCTAAAAAGGCGAGG-3 and
3-GTCTCCCTCTATCTATTCCGGGTATATATCGATTTTTCCGCTCC-5'. The Ndel
recognition sequence is underlined. The PCR produas digested with Ndel and
reintroduced into the pET25b+ plasmid. The entiveleotide sequence was confirmed by
sequencing. The gene was co-transformed ntooli HMS174 (DE3) pLysS with plasmid
pPET28b+, which contained the gene encoding thelsublnit ofPabPol D.

For the PCNA mutants, proline 245 and arginine @245); glutamic acid 120, isoleucine
121, and glutamic acid 122 (EIE120); valine 123paasc acid 124, and leucine 125
(VDL123); and glutamic acid 127 and leucine 128 1ET) were replaced by alanine (Fig. 6).
The mutants were obtained using the following aligdeotides: 5-TGAT
ATTCCTCCTGGCTGCCGCGGTTGAGGAG-3' and 3'-GACTATAAGGB2GACCGACG
GCGCCAACTCCTC-5" (PR245); 5-ATAGATGTTGAGGCGGCCGCAGGACTTGCC
AGAG-3 and 3'-ATCTACAACTCCGCCGGCGTCAACTGAACGGTCTG: (EIE120);
5-GAGGAGATCGAAGCTGCCGCGCCAGAGTTACCC-3 and 3-CTCTCTAGCTTCG
ACGGCGCGGTCTCAATGGG-5' (VDL123); 5-ATCGAAGTTGACTTGCAGCGGCAC
CCTTCACG-3' and 3-TAGCTTCAACTGAACGGTCGCCGT GGGAAGIC-5' (EL127).
The PCR products were cloned into plasmid pET23reriega), and the entire nucleotide
sequence was confirmed by sequencing. All mutangsewexpressed using the Rapid
Translation System 50B. coliHY Kit from Roche Diagnostics (Mannheim, Germany).

The peptides used as competitor peptides for PCKAe 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 correspondixd the N-terminus of the
PabPol D large subunit (1- MELPKEMEEYFEMLQ-15), Nter @orresponded to the
N-terminal domain of thé?abPol D large subunit (15-QREIDKAYEIAKKAR-29), and &h
control peptide TEMD corresponded to an internadPabPolD sequence
(83-EIIEGKFGDLGSREKYAEQAV-103). The theoretical plsf the competitor peptides
PIPB, PIPD, Nterl, Nter2, and TEMD were 10.3, 10%9%8, 9.52, and 4.59, respectively.

Primer extension assay

The 32-nt oligonucleotide used to prepare the ptid&IA substrate for primer extension
(5-TGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTA-3") was syntieed, labeled at the
5’ terminus with 6-carboxyfluorescein, and purifieg Eurogentec (Belgium). M13ssc was
annealed to the 32-nt oligonucleotide at a 1:3 m@lo in 10 mM Tris-HCI pH 8.0, 50 mM
NaCl, by heating at 75°C for 10 min followed by ting to room temperature. Primer
extension was performed in a final volume of 11rgfctions contained the following: 0.09
pmol of template/primer, 2 pmol of each dNTP, 0t021.5 pmol ofPablPCNA and the
PabPols to be tested in buffer (50 mM Tris-HCI pH 818nM dithiothreitol (DTT), 10 mM
KCI, 2 mM MgCk. Reactions were incubated at 60°C for 30 min dodped by transferring
to ice and adding 10 ul of stop buffer (98% (vienhiamide, 0.2 mM EDTA, pH 8.0).

For inhibition studies, peptides (30 uM to 1000 p&d,indicated) an®albPols were added
simultaneously to start the reactions, which weraubated at 60°C for 15 min and then
stopped on ice. The products were heated at 95°6 foin and resolved for 16 h at 30 V at
4°C on a 1% (w/v) alkaline agarose gel (50 mM NaQkM EDTA). Finally, the products
were visualized using a Typhoon 9400 imager (AmarsBiosciences).

Surface plasmon resonance (SPR) experiments

SPR analyses were performed on a BlAcore X appa(@lAcore, Uppsala, Sweden). DNA
surfaces consisted of approximately 200 resonamgts RU) of biotinylated template
immobilized onto a streptavidin surface (SA sergop, BIAcore) as described previouly.
The interaction between tiiabPol proteins and the DNA/PCNA complex were moniticas
follows: PablPCNA (200 nM) was injected over the DNA chip apabPols (200 nM) were
added 30 seconds afteabPCNA. The interactions were monitored at 25°C #bvwa rate of
30 pl/min in HBS-P buffer (10 mM Hepes pH 7.4, 58 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 I'BN polymérase D

Les interactions entre le PCNA et la sous-unité BPTADN polymérase D ont été
étudiées par la méthode de pull-down (Figure 21A)révélation a été réalisée par Western
Blot en utilisant les anticorps anti-DP1 de la PolDe la méme facon, l'interaction entre la
grande sous-unité DP2 de I'ADN polymérase D ave®PGNA a été testée en pull-down
(Figure 21B). La révélation a été réalisée par \&fesBlot en utilisant les anticorps anti-DP2
de la Pol D. Le PCNA tagué histidine, préalablenfed aux billes, n’interagit, ni avec la
DP1 (Figure 21A), ni avec la DP2 (Figure 21B). Désdeux 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 sonités de '’ADN polymérase D.

1,5 pug de PCNA tagué histidine ont été mis en pigssees billes et 15 pg de DP1 et/ou de DP2 orthétdgés
sur les billes, en présence ou en absence d’ADNB2A?2 C représente le contrdle du western blotréyetlation
a été réalisée par Western Blot en utilisant légams anti-DP1 en A) et C), ou DP2 de la Pol (Bret en C).

La méthode de pull-down ne nous a donc pas perengéchontrer l'interaction entre
le PCNA et la petite sous-unité DP1 de I'’ADN polyase D. Cette interaction a pourtant été
observée chez d’autres Euryarchaeota, notammemt Rhéorikoshii (Shenet al, 2003).
Chez cette espece, le PCNA interagit plus paréoeinent avec la région N-terminale (1-200)
de la DP1 (Tangt al, 2004). Par ailleurs, la méthode de pull-dowmaas a pas permis de
d’observer l'interaction entre le PCNA et la DP2ilsede la Pol D. Il a été démontré que le
PCNA interagissait fortement avec la sous-unité BR&zP. furiosus(Cannet al, 1999a).

De plus, IePfuPCNA interagit avec I®fuPol D, grace a son motif PIP box situé au niveau de
la grande sous-unité (Toet al, 2007). Ces résultats sont en contradiction agecnbtres

(cf. article). En analysant leurs sensorgrammesmlst en SPR, nous pouvons constater que
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les courbes théoriques ne fittent pas leurs donexdadrimentales. Ces types de résultats sont
dus généralement a I'hétérogénéité de la surfaceawodampon de flux et/ou a la non
spécificité des liaisons. De plus, nous constatdoss de leurs réactions d’extension
d’amorce, l'existence de grands fragments en pogsale PCNA. Leurs conditions de
réactions d’extension d'amorce ne semblent pas migdies pour pouvoir suivre
I'accumulation de produits de longueur totale denkdtrice. Par conséguent, nous ne sommes
pas d’accord sur le fait quefuPol DAPip ne soit pas stimulée par le PCNA. Ainsi, nous
pensons que les différences d’interactions dpaig?olD-PabPCNA et celles des enzymes de

P. furiosussont liées aux conditions expérimentales.

Nous pouvons émettre I'hypothése que I'’ADN polynsér® interagit avec le PCNA
uniquement lorsque les deux sous-unités DP1 et $9iA2 complexées entre elles. Afin de
confirmer cette hypothese, la capacité du PCNA keseaux deux sous-unités préincubées
ensemble, a été testée par la méthode de pull @eiguare 21C). Les sous-unités DP1 et DP2
ont été ajoutées extemporanément dans le miliectiodael contenant le PCNA
préalablement fixé aux billes, en absence ou esepe d’ADN. La révélation a été réalisée
par Western Blot en utilisant les anticorps ant2D& anti-DP1 de la Pol D. Aucune
interaction n'a été démontrée entre le PCNA etdsx sous-unités DP1 et DP2. Ainsi, ces
travaux préliminaires ne nous ont donc pas donn#&agdimations quant a ces interactions.
Nous pouvons imaginer que le complexe entre leg deus-unités DP1 et DP2 ne se soit pas
bien structuré. Néanmoins, il nous faudrait utilisee autre méthode afin de pouvoir affirmer
avec certitude I'absence d’interaction enf@bPCNA et la DP1 et la DP2 deabPol D,

notamment par SPR.

[11.2. Interaction des ADN polymérases D et B avec les P@Nmutés en

présence du peptide PIPD

Précédemment, nous avions utilisé le peptide PlIBDespondant a la structure
primaire du motif PIP box a I'extrémité C-terminale la grande sous-unité éabPol D
(cf. Matériels et Méthodes) en tant que compétitis interactions des ADN polymérases au
PCNA. Nous avions démontré que le peptide PIPDoaibi'interaction entre le PCNA d’'une
part etPalbPol D, PabPol DApip ou PabPol B d’autre part. De plus, seul le PCNA muté
PR245 ne stimulait pas la Pol D, gu’elle soit sgevau mutée, contrairemenPahPol B, qui
voyait sa synthese d’ADN améliorée en présenceods les PCNA mutés. Dans I'étude
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présenteée ici, notre but était de voir, si le pp®IPD gardait son effet inhibiteur, malgré les
mutations réalisées dans la poche hydrophobe duAP&Nsi, nous avons étudié I'influence
du peptide PIPD sur les interactions erfRegPol D etPabPol DApip avec les PCNA mutés.
Pour cela, la stimulation d’extension d’amorce &DN polymérase D par le PCNA,
sauvage ou muté au niveau de la poche hydropholB& testée en présence du peptide
compétiteur PIPD (Figure 22A).

Tout d’abord, nous avons confirmé certains desltasuexposés dans la publication.
En effet, contrairement au PCNA sauvage et aux PQh#tés au niveau de I'IDCL
(cf. Matériels et Méthodes), le PCNA muté PR245stienule pas 'ADN polymérase D
(Figure 22A, comparer piste 6 aux pistes 5, 7, 8)eDe plus, alors que le peptide PIPD
supprime l'activation par le PCNA sauvage (FiguZAR2piste 15), la stimulation de la
processivité de 'ADN polymérase D est toujoursasiée en présence du peptide témoin
TEMD (Figure 22A, piste 10). En revanche, la syathé’ADN par laPabPol D est fortement
inhibée en présence de n’'importe quel PCNA mutéeretprésence du peptide PIPD
(Figure 22A, pistes 16 a 19), mais pas en présduacgeptide témoin TEMD (Figure 22A,
pistes 11 a 14). Cette inhibition, par le peptide® de la synthése d’ADN par la Pol D,
uniquement en présence d'un PCNA muté, est difi@iinterpréter. Méme si ce résultat a été
obtenu a plusieurs reprises, nous ne pouvons ecdeltfait qu'’il soit peut-étre artéfactuel.
Néanmoins, il parait évident qu’il y a une compétitentre le peptide PIPD et les motifs PIP
box de la Pol D, vis-a-vis du PCNA. En plus deeetmpétition, une mutation induite au
niveau de la poche hydrophobe du PCNA pourrait gggn@otamment des problemes de
flexibilité des protéines. Ceci aurait pour consgpe un blocage du PCNA et/ou du
complexe PCNA/Pol D sur 'ADN, et empécherait ailassynthése d’ADN. Des travaux ont
déja démontré linhibition de la synthese d’ADN pdes 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 tdle de déclencheur dans la processivité
de l'enzyme, lors de la synthése d’ADN, en validdmt bon maintien du complexe
Pol D/PCNA sur I’ADN.
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Figure 22 : Extension d’amorce paalbPol 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 matricéeebtl3mp18(+) amorcé par un fragment M13cut32FAM,
marqué en 5’ a la fluorescéine. Les mélanges wrawis ont été incubés a 60°C pendant 15 min. RolaD a

été utilisée a 0,6 pmol ; B) la Popip a été utilisée & 0,7 pmol. Le PCNA sauvage atéra été utilisé pour un
rapport PCNA/Pol équimolaire, et les peptides ¢é@tdilisés & une concentration finale de 30 pM.

De la méme facon, la stimulation d’extension d’ameode PabPol DApip, par le
PCNA sauvage ou muté au niveau de la poche hydbephm été testée en présence du
peptide compétiteur PIPD (Figure 22B). Comme détaits la publication, le PCNA PR245
ne stimule pafabPol DApip, contrairement au PCNA sauvage et aux PCNA snatiéniveau
de I'IDCL, (Figure 22B, comparer piste 6 aux pisies, 8 et 9). De plus, alors que le peptide
PIPD supprime l'activation par le PCNA sauvagestleulation de la processivité de 'ADN
polymérase Rpip est toujours observee en présence du peptia@nélEMD (Figure 22B,
pistes 10 et 15). Egalement, en présence du pegiERID, la stimulation de la
PabPol DApip est toujours observée en présence des PCNAsnkit€120, VDL123 et
EL127 (Figure 22B, pistes 12 a 14) alors que, Iptige PIPD inhibe la stimulation de
PabPol DApip par les mémes PCNA (Figure 22B, pistes 17 a @8pendant ces PCNA ne
modifient pas la synthése basique de I'ADN (Fig2@8, pistes 15 a 18), contrairement a ce
qui est observé pour la Pol D sauvage (Figure 2f#tes 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 interagihkau niveau de la poche hydrophobe,
excepté le mutant de I'extrémité C-terminale, siége interactions entre le PCNA et 'ADN

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

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

(Figure 23A et B). Tout d’abordRabPol B est stimulée par tous les PCNA sauvage ogésnut
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(Figure 23A, pistes 5 a 9). De plus, la stimulatitenla processivité de 'ADN polymérase B
est toujours observée en présence du peptide térRdD pour les PCNA sauvage ou mutés
(Figure 23A, pistes 10 a 14). Dans les mémes dondgit le peptide PIPD, utilisé & une
concentration de 30 puM, inhibe partiellement lanstation par le PCNA sauvage et les
PCNA mutés EIE120, VDL123 et EL127, et totalemenstimulation par le PCNA PR245
(Figure 23A, pistes 15 a 19). En revanche, le depRIPD utilisé & une concentration de
100 uM, inhibe complétement la stimulation BabPol B par les PCNA sauvage et mutés
(Figure 23B, pistes 15 a 19). Egalement, quelqitdasconcentration testée, le peptide PIPD
n‘a aucune influence sur la synthese basique d®NApar PabPol B. Ces travaux
préliminaires ne nous permettent pas de concluentga la réelle implication du motif
PIP box de la Pol B au sein de la poche hydroplthb®CNA. Néanmoins, nous pouvons
imaginer que la Pol Byia son motif PIP box, interagirait spécifiquement @iveau de
'extrémité C-terminale du facteur de processiviiéégalement au niveau d’'une autre zone de
la poche hydrophobe comme montré pour 'ADN ligdsde Saccharomyces cerevisiae
(Vijayakumaret al, 2007).

A + TEMD + PIPD B + TEMD + PIPD
Y K »’L > v?’ K N
&P & <<>{" O QOSQQ‘ °V 0 é 0(" Q,“:L /\‘5‘12\ <e°$<z‘?“q' @V <2°e <<>' <2°e <° @V'\"L
'—-—----—--—-— — - TN W pm e e e e e—
- - - -~ -‘-

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,@tsance ou non
des peptides compétiteurs.

Gel dénaturant agarose alcalin a 1%. La matricdeebt13mp18(+) amorcé par un fragment M13cut32FAM
marqué en 5’ a la fluorescéine. Les mélanges mrawtis ont été incubés a 60°C pendant 15 min. L& Roété
utilisée a 0,04 pmol. Les PCNA sauvage ou mutétnttilisés pour un rapport PCNA/Pol équimolagieles
peptides ont été utilisés a une concentrationdidal 30 uM (A) et de 100 uM (B).

. Conclusion et perspectives

Nous avons pu démontrer que le motif PIP box Cqitemétait indispensable aux
interactions entre le PCNA et 'ADN polymérase B,pas I’ADN polymérase D. Cette

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

polymérases B et D avec le PCNA.

Figure 24 : Liaison des ADN polymérases B et D &NR. A, PabPol D interagit au niveau de I'extrémité
C-terminale d’'un seul monomere du PCNA grace arsgifs PIP box C-terminal et N-terminal &abPol D (en
rouge). B, PabPol D interagit au niveau de I'exiténC-terminale de deux monomeéres du PCNA gracesa s
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 (exgyed

Néanmoins, la description précise des interactam®abPol B avec le facteur de
processivité nécessite d’autres études. Dans aptigue, de nouvelles mutations uniques ou
conjointes devront étre réalisées, au niveau deesa’intéréts que sont I'IDCL et le
C-terminus, ainsi que d’autres zones comme la leoaal centre du monomere (Okual,
1998). Nous pouvons également imaginer un procedguamique évoluant en fonction de
’ADN. En effet, la protéine Apn2 d8. cerevisiaee lie au PCNA, au niveau de I'IDCL, en
absence d’ADN, mais son activité nucléasique retugepartie C-terminale du facteur de
processivité (Unlket al, 2002).

En revanche, nous n'avons pas pu observer d’irtteraentre le PCNA et la petite
sous-unité DP1. Une amélioration de nos conditides pull-down doit étre réalisée.
Toutefois, nous pouvons émettre 'hypothése quRABIA se fixe a l&alPol D seulement si
les deux sous-unités DP1 et DP2 sont complexées elies. Enfin, les études préliminaires
d’extensions d’amorce, en présence des peptidepétdrurs et en présence des PCNA
mutés, nous ont permis d'observer des comportemeéifitsrents pour les deux ADN
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polymérases. Néanmoins, cette étude est incomptetee nous permet que d’émettre des
hypothéses sur I'implication des motifs PIP boxdetleur interaction au sein de la poche
hydrophobe du PCNA. Cette étude pourrait se pouss@n utilisant, lors de tests d’extension
d’amorce, le peptide PIPB correspondant a la stracprimaire du motif PIP box de
PabPol B.

Ces travaux nous suggerent que différents mécagismet mis en oceuvre pour la
liaison au PCNA. Sachant que le facteur de proc#éss un role de plateforme durant toutes
les phases de la réplication de '’'ADN, nous pouviareginer une modulation des interactions
suivant le mécanisme en cours, comme cela a éélééjontré (Lopez De Saed al, 2003).
De plus, la structure et la nature des acides mueé joueraient un réle dans I'affinité des
enzymes interagissant avec le PCNA (letual, 2003). Ainsi, étant donné que différents
mécanismes apparaissent cliezabyssi quant au recrutement des ADN polymérases, nous
pouvons imaginer que les motifs PIP box ont égaftrdes affinités différentes.

Si cela est possible, de futurs travaux, axés'sxpression d’'une ADN polymérase D
dépourvue de ses deux extrémités N et C-terminatejs permettraient de valider
définitivement notre interprétation sur le mécamsm’interaction entre le PCNA et
PabPol D. Des mutations ponctuelles dans les motifst gmalement envisageables. Par
ailleurs, nous n'avons pas pu déterminer un ordngl¢gié d’'implication des deux motifs
PIP box, dePabPol D, dans la liaison au PCNA. En effet, les deaxtrémités N et
C-terminale de cette enzyme pourraient interagir re@me temps, alternativement ou
séquentiellement. Une nouvelle approche pourrai éiise en place en se focalisant
notamment sur I'affinité de chaque motif pour leNXC La détermination structurale de
I'ADN polymérase D seule et/ou complexée au PCNAaaferait la réponse. La présence
commune du PCNA muté et des peptides compétitearssd’un test d’extension d’amorce,
pourrait également s’effectuer avec la Pol DNcut dféclaircir le processus de recrutement
dePabPol D. Par ailleurs, il serait intéressant d’étut¢s zones d’interaction, au niveau de la
poche hydrophobe du PCNA, d’autres protéines impks dans la réplication, telles que
FEN-1 et ADN ligase I. Nous pourrions ainsi compaes mécanismes d’interaction de chez
P. abyssi avec ceux des eucaryotes qui sont déja caraeté(iSomes & Burgers, 2000,

Vijayakumaret al,, 2007).
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Chapitre 2

Etude du complcxc
ADN polymérase/RIF-C/TCNA
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l. Introduction

Le RF-C est aussi appelé le facteur de chargeratanit donné que son role principal
au sein des trois domaines du vivant, est de chég&d@CNA sur 'ADN. Généralement, cette
réaction se met en place de facon ATP-dépendagmmoins, il a été montré chezabyssi
que le facteur de processivité pouvait se chamerseul sur 'ADN (Rouilloret al, 2007).

Sachant que le RF-C, au méme titre que la plupgertpdotéines interagissant avec le
PCNA, possede a son extrémité C-terminale un nRdBf box, nous avons émis I'hypothése
gu’il pouvait exister une compétition entre les Aplymérases et le RF-C, vis-a-vis du
PCNA. Il est intéressant de noter que la configonatdu RF-C, chez les Archaea, est
particuliere, du fait que le motif PIP box estéediu reste de la structure primaire de la grande
sous-unité par un bras flexible composé de plusidimaines de résidus chargés. Par ailleurs,
de nombreux travaux nous permettent de suggereplgseurs types de protéines pourraient
se fixer simultanément sur le PCNA. Ceci nous am&npenser que des compétitions
pourraient avoir lieu entre les différents parteemidu PCNA, lors des phases de la
réplication de I’ADN. Ces observations soulevens dpiestions chez les Archaea, non
seulement sur le comportement du RF-C lors de mdhege d’ADN et lors des phases de
chargement du PCNA sur ’'ADN, mais également suéle du motif PIP box.

Nous avons ainsi étudié le comportement du RF-€ derla synthese d’ADN par les
ADN polymérases B et D, sauvages ou mutdgsp), en présence ou en absence de PCNA.
Ensuite, nous nous sommes focalisés sur la liagsoPADN du complexe de I'ADN
polymérase D avec ses deux facteurs accessoiréis, Bous avons étudié de maniére plus
fine la fonction principale du RF-C, c'est-a-diee dhargement du PCNA sur I’ADN. En
parallele, les travaux se sont portés sur I'exjppassu RF-C dépourvu de son motif PIP box,
avec pour principal but d’étudier le role de ce ildarant la synthese d’ADN et durant les
phases de chargement/déchargement du PCNA sur 'ADN

Méme si l'approche décrite dans ce chapitre nousm@ie de souligner le
comportement du complexe tripartite, composé d®NApolymeérase et de ses deux facteurs

accessoires, cette étude reste encore prélimieadtemande a étre améliorée a I'avenir.
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ll. Résultats

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

Tout d’'abord, l'influence de la quantité de RF-@ta testée sur les Pol D sauvage et
Apip, lors d’un test d’extension d’amorce (FiguréA25Le RF-C seul n’a pas d'effet sur la
Pol D (Figure 25A, piste 3). Par contre, la stiniolade la Pol D par le PCNA est inhibée en
présence du RF-C, uniquement pour un rapport RElGiEpérieur a 2 (Figure 25B, pistes
4a7). Le RF-C seul na pas non plus d'effet sulPbl DApip (Figure 25, piste 10). En
revanche, son activité de synthese d’ADN sembl@deeen présence du PCNA, pour toutes
les concentrations en RF-C (Figure 25B, pistes 112h Pour des rapports RF-C/Pol
supérieur a 2, la synthese d’ADN est totalemenpsoyge (Figure 25A, pistes 13 et 14).

L'influence du RF-C a également été testée selandment d’'incubation du RF-C au
cours de la réaction, en se placant dans un raRsef@/PCNA/Pol de 2 : 1 : 1 (Figure 25B).
Le RF-C a été ajouté au milieu réactionnel, soitrgme temps que I'’ADN polymérase, soit
10 min, 17 min ou 25 min apres le départ de lati@ace synthése d’ADN. Le RF-C inhibe
légerement la stimulation de la Pol D par le PCNAelque soit le moment d’'incubation
(Figure 25B, pistes 4 a 7). En revanche, le comgRal DApip/PCNA est totalement inhibé
lorsque le RF-C est ajouté au méme moment (FigbBe Riste 11). De plus, cette inhibition
est d'autant plus faible que le RF-C est ajoutéditament. Ainsi le complexe
Pol DApip/PCNA pourrait étre déstabilisé par le factegirctiargement, contrairement a celui
formé entre la Pol D et le PCNA. Cela suggere gumétif PIP box C-terminal de 'ADN

polymérase D empéche la liaison du RF-C sur le PGi¢Ason motif PIP box.
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PabPol D Api
PabPol D PabPol DApip PabPol D PP

0 10 17 25 0 101725
RFC et ] . 4 —] RFC I
PCNA - + - + +++4+ - + - + + + + PCNA - - ++ + + + - - + + + + +

A 123456 7891011121314 B 12345678 91011121314

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 matricdeebt13mp18(+) amorcé par un fragment M13cut32FAM
marqué en 5’ a la fluorescéine. Les mélanges mawis ont été incubés a 60°C pendant 30 min. Btwague
réaction, la Pol D et la PolApip ont été utilisées respectivement a 1 et 2 petde PCNA a été utilisé pour un
rapport PCNA/Pol égal a 1. A) le RF-C a été utifie@ir un rapport RF-C/Pol égal a %2, 1, 2 ou 4, slisé par

le triangle. B) le RF-C été utilisé pour un rappRR-C/Pol égal a 2, et a été ajouté a 10, 17 omiR5aprés le
début de I'incubation avec 'ADN polymérase.

Ces tests ont également été réalisés, dans les sm@nditions, avec la Pol B et la
Pol BApip (données non montrées). Néanmoins, aucun @ffeRF-C n’'a été observé. La
Pol B est toujours stimulée par le PCNA en présahceRF-C. La Pol Bpip n'est pas

stimulée par le PCNA, et I'ajout de RF-C ne modjfés son comportement.

Nous avons étudié linfluence de I'ATP sur la syl d’ADN par le complexe
PCNA/Pol D sauvage owpip, en présence du RF-C (Figure 26A et B). Le nugda
réactionnel a été incubé a 60°C pendant 30 mirRE€C a été ajouté 5 min avant le début de
la réaction, en méme temps que les autres enzymésmin aprées le départ de la réaction. En
présence d’ATP, le RF-C seul n’a aucun effet sagtivité de synthése d’ADN par la Pol D
(Figure 26A, piste 5). Par contre, la stimulatienla Pol D par le PCNA (Figure 26A, piste 4)
est trés Iégérement inhibée en présence du RR£uld est ajouté, soit au méme moment,
soit 5 min aprés le début de réaction (Figure 3fistes 7 et 8). La Pol Apip est stimulée par
le PCNA mais pas par le RF-C (Figure 26A, respeatient pistes 10 et 11). En revanche, elle
est partiellement inhibée lorsqu’elle est incubaepeésence du PCNA et du RF-C quelque
soit le moment d’incubation de ce dernier (FiguBé 2pistes 12 a 14). En absence d’'ATP, la
synthése d’ADN par la Pol D est d'autant plus ideitpar le RF-C que celui-ci est ajouté
tardivement (Figure 26B, pistes 6 a 8). L'activdi synthese du complexe Pohjpip/PCNA
est, quant a elle, totalement inhibée en préesead®ddC (Figure 26B, pistes 12 a 14).
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Cette étude a également été réalisée avec I'ADNnpéase B sauvage &pip, avec
ou sans ATP (Figure 26C et D). En présence d’A€MRF-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 PCNAs{pi4) n’est pas influencée par le RF-C,
guelque soit le moment d’addition de celui-ci (F&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 @née du RF-C (Figure 26C, pistes 12 a 14).
Ces résultats sont identiques en absence d’ATRi@&i26D). Cela suggére qu’il n'y a pas de
compétition entre le motif PIP box de la Pol B @ucdu RF-C au niveau du PCNA.

PabPolD  PabPol D Apip PabPolD  PabPol D Apip
RFC + - - -+ +++ - -+ +++ RFC +- - -+ +++ - -+ ++ +

PCNA R R T N R i PCNA - +- + - + 4+ + - + - + + +

+ ATP - ATP

A 1234567 891011121314 B 1234567 891011121314

PabPol B PabPol B Apip PabPol B PabPol B Apip

RFC Foe e e+ F A+ o- -+ o+ o+ RFC + - - -+ - -+ o+

PCNA - + - + - +++ - + - + + + PCNA - + - + - +++ - + - +++
+ ATP - 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 matricdeebt13mp18(+) amorcé par un fragment M13cut32FAM
marqué en 5’ a la fluorescéine. Les mélanges @rawtis ont été incubés a 60°C pendant 30 min. L&®Rb la
Pol DApip ont été utilisées respectivement a 1 et 2 pfAokt B). La Pol B et la Pol Bpip ont été utilisées
respectivement a 0,04 et 0,02 pmol (C et D). Pdwaque réaction, le PCNA a été utilisé pour un rappo
PCNA/Pol égal a 1. Le RF-C été utilisé pour un mpRF-C/Pol égal a 2 et a été ajouté soit Smimalajout

de I'ADN polymérase (puits 7 et 12), soit en mérams (puits 8 et 13), soit 5 min aprés en préseece
0,5 mM d’ATP. Les réactions ont été réalisées da@ae fagon mais sans ATP.
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[I.2. Etude des interactions physiques, en présence d’ADNntre le PCNA,
le RF-C et les ADN polymérases D sauvage &pip

Nous avons ensuite étudié la capacité de liaiSGhCAN 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
s 8 ..

rONGbe — EDED =3® ~00es

1 2 3 4 65 6 7 8 9 1011 12

Figure 27 : Retard sur gel des différents compléaasés par le RF-C, le PCNA et la Pol D et la Bapip sur
I'ADN.

Pour chaque réaction, 2,5 pmol d’ADN ont été incubé présence des protéines, ajoutées a une gudatit
10 pmol. Les mélanges réactionnels ont été incal®&3’C pendant 10 min. L’ADN est I'oligo L87 amongér
I'oligo M13cut32 marqué a la fluorescéine en 5’

Alors gu’aucun complexe n’est visible en présencé@NA et de 'ADN (Figure 27,
piste 2), le RF-C forme deux types de complexes ##N (Figure 27, piste 3). Ces deux
complexes, dénommés A et B, varient d’intensitéprasence du PCNA et/ ou de la Pol D.
En présence de RF-C, le complexe B devient domiaanprésence du PCNA (Figure 27,
piste 4). La présence de Pol D ne modifie pastareae ces complexes, mais leurs intensités
respectives (Figure 27, pistes 7 et 8). La Pol mkde former un complexe indépendant de la
présence du PCNA (Figure 27, pistes 5 et 6). Patreoe PCNA semble avoir une influence
sur le complexe formé par la PohApip (Figure 27, pistes 9 et 10). De plus, alors btpse
complexes formés par le RF-C s’intensifient en gmés de la Pol D, seul subsiste le
complexe B en présence de la Paldip, avec ou sans PCNA (Figure 27, pistes 11 et 12)
suggérant que le RF-C n’est plus présent. Lorsgil@N polymérase est dépourvue de son

extrémité C-terminale, la compétition entre le REtGa Pol D, vis-a-vis du PCNA, pourrait
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étre d’autant plus forte. Ce travail ne nous perpast de déterminer avec certitude la nature
des différents complexes ; par conséquent, noygouaeons déduire I'influence du RF-C sur
le complexe PCNA/Pol fixé sur 'ADN par la techneggd’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 BiBX du RF-C sur le complexe
PCNA/Pol D sauvage ofipip, lors de la synthése d’ADN (Figure 28). Le REi€pourvu 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 paPol D etPabPol DApip, en présence ou non
de PCNA. Le mélange réactionnel a été incubé a ¢@f€lant 30 min. Nous nous sommes
placés dans des conditions ou I'effet inhibiteurRft+C apparaissait fortement pour les deux
ADN polymérases, i.e., en absence d’ATP et aveata@o RF-C au départ de la réaction. Le
RF-C et le RF-@pip seuls n'ont aucun effet sur I'activité de syw#@ d’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 etda[PApip en présence ou non de RF-C ou de Rpig.

Gel dénaturant agarose alcalin a 1%. La matricee@dl3mp18(+) amorcé au fragment M13cut32FAM marqu
a I'extrémité 5’ a la fluorescéine. Les mélangexcti®nnels ont été incubés a 60°C pendant 30 nairPdl D et

la Pol Mpip ont été utilisées respectivement a 0,6 et MadlpLe 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 &gdl, 2 ou 3, symbolisé par un
triangle, et ont été ajoutés en méme temps queN Ablymérase.

96



Par ailleurs, alors que le RF-C, pour un rappord3Fol D de 3 : 1, inhibe fortement
la synthése d’ADN en présence du PCNA (Figure 2&8ep7), le RF-@Gpip n’a aucune
influence sur cette activité (Figure 28, pistes 80& En outre, la Pol Bpip seule n’est ni
stimulée, ni inhibée par les RF-C sauvagam@p (Figure 28, pistes 13 et 14). En revanche,
elle est totalement inhibée lorsqu’elle est incueéerésence du PCNA et du RF-C pour un
rapport 3: 1 (Figure 28, piste 17). En présenceR8eCApip, la synthése d’ADN de la
Pol DApip est Iégérement stimulée pour un rapport 2 alsm’est pas inhibée quelque soit la
concentration en RFApip (Figure 28, pistes 18 a 20). Ce résultat inéigit que I'inhibition
l'activité de la Pol D sauvage aApip, est liée au motif PIP box du RF-C. De plusyso
pouvons suggérer qu'il existe une compétition etgse motifs PIP box du RF-C et de la
Pol D vis-a-vis du PCNA lors de la synthese d’ADBe plus, nous pouvons émettre
I'hypothese que le motif PIP box C-terminal de @ P 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 présencelu RF-C ou
du RF-CApip

Le chargement du PCNA sur ’'ADN a été étudié pamkthode 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 comportarfa¢teur de processivité. L’ADN étant
marqué au Cy5, une visualisation grace a ce fluwmp est effectuée en paralléle pour
confirmer la présence d’ADN (données non montrébs)it d’abord, I'étude du chargement a
été réalisée en absence d’ATP (Figure 29A). Legdmaent du PCNA a ensuite été étudié par
analyse quantitative des bandes correspondant Bl& REigure 29B).
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Figure 29 : Chargement du PCNA sur I'ADN, en prégeou en absence du RF-C sauvage ou du RkpCet

en absence d'ATP.

A) La matrice est le M13mp18(+) amorcé au fragmdiBcut32FAM marqué a I'extrémité 5’ au Cyb5. Les
différentes protéines ont été utilisées a 2,4 pirIPCNA était marqué au TMR. Les mélanges réaatilsnont

été incubés a 45°C entre 0,5 a 120 min. Les pradigtréaction ont été visualisés a I'aide du vigiabode
imager Typhoon 9400. B) Etude quantitative du caargnt du PCNA sur I'ADN. La mesure du chargement
d'un PCNA a été réalisée a l'aide du logiciel Pica@t par rapport & la bande correspondant au PCNA a
l'intensité maximale (fleche noire). La courbe moreprésente le chargement du PCNA seul, la counbge
représente le chargement du PCNA en présence de &Ha courbe bleue représente le chargement tNAPC
en présence du RFAPDip.

Le PCNA se charge sur 'ADN plus rapidement en gmés du RF-C ou du
RF-CApip. En revanche, alors que le PCNA se déchargiagm similaire en absence du
RF-C ou en présence du RRA{ip, le PCNA reste chargé sur I'ADN en présenc&#eC.

L’étude du chargement du PCNA sur I'ADN a ensuité #alisée dans les mémes
conditions décrites précédemment, mais en présdi®k€EP (Figure 30A). Une analyse

guantitative des bandes correspondant au PCNAlarggat été effectuée (Figure 30B).
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Figure 30 : Chargement du PCNA sur I’ADN en prégseoa en absence du RF-C sauvage ou du RHigC et

en présence d'ATP.

A) La matrice est le M13mp18(+) amorcé au fragmdidBcut32FAM marqué a I'extrémité 5’ au Cy5. Les
différentes protéines ont été utilisées a 2,4 pimIPCNA était marqué au TMR. Les mélanges réagtisnont
été incubés a 45°C de 0,5 a 120 min. Les prodeit®dction ont été visualisés a I'aide du variahdele imager
Typhoon 9400. B) Etude quantitative du chargemearP@NA sur I'ADN. La mesure du chargement du PCNA a
été réalisée a I'aide du logiciel PicoQuant papoapa la bande correspondant a l'intensité maxenféiéche
noire). La courbe noire représente le chargemer@NA seul, la courbe rouge représente le chargethen
PCNA en présence de RF-C et la courbe bleue regeégechargement du PCNA en présence de RpBigC

Dans ce cas, le PCNA semble s’auto-charger surNAdus rapidement que lorsqu’il
est complexé au RF-C. En revanche, alors que leAP€dll se décharge lentement de
I’ADN, il en est déchargé rapidement en présencRECApip. Par contre, le RF-C stabilise
le PCNA sur 'ADN.

Discussion

L’'ajout de RF-C, en excés molaire, lors de l'atévid’extension d’amorce des
différentes ADN polymérases, provoque une inhibitties ADN polymérases D sauvage et
mutéeApip, en présence du PCNA. A l'inverse, la Pol Btesfjours stimulée par le PCNA,
en présence du RF-C en exces molaire. En outrabsence 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 plusefah présence d’ATP ; elle serait donc

également dépendante de I'hydrolyse de I'ATP. Bt& montré, cheP. furiosus que le
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peptide correspondant au motif PIP box de la grasoigs-unité du RF-C interagissait
spécifiqguement au niveau de I'extrémité C-termindle PCNA (Matsumiyaet al, 2002).
Nous avons démontré que le C-terminus était égaiernee siege des interactions entre
PabPol D et le PCNA (cf. chapitre 1). Ainsi, I'inhilmin de la synthese d’ADN pourrait
s’expliquer par une compétition vis-a-vis du PCNfifre le RF-C et ’'ADN polymérase, au
niveau du méme site de liaison sur le PCNA, c'editél’extrémité C-terminale.

Des études ont suggéré que le PCNA était pluseriggiand 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 quenletif PIP box de la grande
sous-unité du RF-C n’est pas essentiel pour deitoh. Par ailleurs, des études structurales,
chezP. furiosus ont montré que le PCNA et le RF-C interagissagenhiveau d’une interface
importante (Miyataet al, 2005), suggérant que des régions autres quetéen@aus chez le
RF-C sont impliquées dans la liaison au PCNA. Gejaint la situation observée chez
'eucaryote, ou aucun motif PIP box n’est présenbw plusieurs modes d’interaction au
PCNA ont été démontrés. En effet, en plus des d&m&FC2/3 et RF-C3/4, la sous-unité
RF-C1 pourrait interagir seule avec le facteur decessivité, grace a deux résidus
hydrophobes (Yaet al, 2003). Ainsi, comme le montre notre étude, ldiinfP box du
RF-C semble ne pas servir pour le chargement duAP§IM ’ADN. Nous avons également
montré que le RF-Gpip n’'inhibait pas la synthese d’ADN des ADN polyiages D sauvage
et Apip, suggérant que I'effet d’inhibiteur du RF-Cié@l a son motif PIP box C-terminal
sur la grande sous-unité. Il a déja été suggére ldsebactéries, que le complex@ourrait
étre également un facteur de déchargement afimidenencer une nouvelle synthése d’ADN
(Yao et al, 1996). Durant notre étude, un équilibre entrargement et déchargement a été
observé avec le RF-C sauvage particulierement ésepce d’ATP. En outre, nous avons
montré que le déchargement du PCNA de I’ADN étiaital I'absence du motif PIP box du
RF-C. Ainsi, le RF-C semble stabiliser le PCNA BADN via son motif PIP box, confirmant
le fait que le RF-C pourrait former un complexeststable avec le PCNA, sur 'ADN. Ceci
suggere un équilibre entre le chargement et leat§ement du PCNA par le RF-C. Cette
étude en présence d’A¥8, analogue non hydrolysable de 'ATP doit égalerééne réalisée,
ce qui mettrait en valeur I'importance de I'hydredyde I'ATP au cours de ce processus.

Par ailleurs, il a été montré que le motif PIP doxRF-C d’Archaea et la séquence qui
le précéde au niveau de I'extrémité C-terminalejvagent synergiquement contribuer a la
formation d'un complexe tripartite RF-C/PCNA/ADNe# stable (Nishidat al, 2005a). Le

bras connecteur du motif PIP box de la grande soiis- du RF-C est un domaine non
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structuré, dd a une alternance de résidus acideasgjues. Ainsi, NOUS pouvons penser que
cette séquence pourrait étre un linker qui placentdif PIP box dans une position tres
accessible au PCNA charda. vitro, ceci améne a une inhibition de la synthése d’AdN
fait d’'une compétition entre les motifs PIP box &€&\ polymérases et du RF-C.

Il a été montre, dans notre laboratoire, que ledR#eP. abyssavait une structure tres
flexible pouvant passer d’'un pentamére a un hexanseton les conditions. Nous proposons
donc, qu'aprés avoir chargé le PCNA (de maniere -Ailépendante), I'hydrolyse de I'ATP
provoque un changement conformationnel du RF-Cquieen 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 iCRE, Le RF-C interagit avec le PCNA, ouvre la
structure trimérique de ce dernier avant de legdrasur I'ADN (Rouillonet al, 2007). Enfin, le RF-C maintient
le PCNA sur 'ADN, grace a son motif PIP box (chapitre 2). B, le RF-C change de conformation eiei
hexamérique (Jean-Paul Raffin, communication persite). Grace a ses deux motifs PIP box, le RFiQiées
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 permudéfiair plus clairement le réle du
motif PIP box du RF-C. Néanmoins, le RF-C interaigfiavec le PCNA chargé sur I'ADN,
via son motif PIP box. Lorsque le facteur de chargdarashen excés molaire, il peut former
un complexe trés stable avec le PCNA, sur I'ADN;i bjoquerait la synthese d’ADN par
PabPol D. Néanmoins, il faut incontestablement powrgules travaux en cross-linking afin
de s’assurer du réle exact du motif PIP lors défréntes phases de chargement et de
déchargement du PCNA sur I'ADN. L'étude de l'adiéviATPasique pourrait également
compléter ces résultats. Aussi, au méme titre gsdravaux réalisés sur les motifs PIP box
des ADN polymeérases (cf. chapitre 1), I'utilisatidiun peptide compétiteur correspondant a
la structure primaire du motif PIP box du RF-C satike pour compléter plus finement notre
approche.

De plus, il a été suggéré que le RF-C et TADN paodyase D partagent le méme site
d’interaction au niveau de la poche hydrophobe @NAR. Toutefois, une étude sur les
interactions fonctionnelle et physique entre le REt les PCNA mutés (cf. chapitre 1) devra
étre menée afin de confirmer cette hypothése. Aliggeraction physique entre le PCNA et
le RF-CApip reste a démontrer.

Ces travaux ont été réalisés avant que le moti€ 2n N-terminus de la grande sous-
unité de la Pol D ne soit identifié. Ainsi, étamintié que l'effet inhibiteur est sans doute la
conséquence d'une compétition entre différents idRiIP box, au niveau du PCNA, il
pourrait étre intéressant d'étudier l'effet du RFl@s de I'extension d’amorce de la
Pol DNcut.

Enfin, des travaux futurs pourraient se porter l®xpression d'un RF-C dépourvu,
non seulement du motif PIP box mais aussi du laag permettant de relier le motif PIP box

terminal a la chaine polypeptidique.
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Chapitre %
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I" tude d’un motif riche en glgcincs de |’ADN
Polgmérase D de @rococcus a[zgssf
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|. Introduction

Les ADN polymérases de la famille D sont présedtas tous les génomes séquenceés
des Euryarchaeota. Récemment, d'autres phyla euadfs des Archaea, tels que
Candidatus Korarchaeum cryptofilumnt été décrits (Elkingt al, 2008). Alors que des
caractérisations biochimiques ont permis de biamigkéles activités ADN polymérasique et
exonucléasique de I'ADN polymérase D, peu de domrsent disponibles sur le plan
structural. Cette enzyme est composée d'une pstiis-unité (DP1) et d’'une grande sous-
unité (DP2).

Dans le cadre de la recherche de motifs d’'intevaciu PCNA, nous nous sommes
focalisés sur un motif riche en glycines, décriupdADN polymérased comme étant
important dans la liaison au PCNA (Zhagtgal, 1999). Depuis, ces résultats ont été contestés
et d’autres motifs d’interaction au PCNA ont étédlisés, notamment, au niveau de la petite
sous-unité de la Pa (Lu et al, 2002). Cependant, ce motif a été retrouvé danwes les
ADN polymérases D, dontPabPol D, et a été redéfini comme une séquence
GX3GX6GX3PYF. Les trois glycines et la triade dtes aminés, proline, tyrosine et
phénylalanine, sont également retrouvées dans#¢ polymérases des eucaryotes. Nous
avons ainsi dénomme cette séquence le motif PYF box

Afin d’élucider le role de ce motif au sein de I'ADpolymérase D, deux formes
mutées au niveau de ce motif, ont été produitess, Pous avons étudié I'importance de ce
motif dans les interactions avec le PCNA, sur lasgfonctionnel et structural. Les premiers
résultats nous ont mené a nous intéresser auxcatipins du motif PYF box quant aux
interactions fonctionnelles et physiques entredesx sous-unités DP1 et DP2. Enfin, les
travaux ont porté sur I'importance du motif PYF s la thermostabilité dealkPol D.

La publication présentée a la page suivante duiéé : « The glycine-rich motif of
Pyrococcus abyssi DNA polymerase D is critical fwotein stability » a été soumise a
Journal of Molecular BiologyElle présente la majorité des travaux réalisésleunotif
PYF box dePabPol D. Ici, cette étude est complétée par des twaaaés sur I'activité 355’
exonucléasique de ’ADN polymérase D.

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

structuraux et fonctionnels de 'ADN polymérase €& dEuryarchaeota.
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ABSTRACT

A glycine-rich motif described as being involvedhimman Pob PCNA binding has also been
identified in all euryarchaeal DNA polymerase D. Védefined the motif as the PYF box. In
the present study, DNA polymerase D PYF box motitants from Pyrococcus abyssi were
generated to investigate its role in functionalerattions with the cognate PCNA. We
demonstrated that this motif is not essential fdenactions between PabPol D and PCNA
using surface plasmon resonance and primer-extessimlies. Interestingly, the PYF box is
located in a hydrophobic region close to the acsite. The PYF box mutants exhibited
altered DNA-binding properties. In addition, therimal stability of all mutants was reduced
compared to the wild-type, and this effect couldatiibuted to increased exposure of the
hydrophobic region. These studies suggest thatPtie box motif mediates inter-subunit

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

Abbreviations used

Pab, Pyrococcus abyssiPho, Pyrococcus horikoshii PCNA, proliferating cell nuclear
antigen; PabPCNA,Pyrococcus abyssiPCNA; PabPol B, Pyrococcus abyssiDNA
polymerase BPabPol D, Pyrococcus abys€)NA polymerase DPalbPol Dmutl, G934A and
G941A mutations in the large subunit of PabPoPBbPol Dmut2, G934A, G941A, Y946A,
and F947A mutations in the large subunit of PabPpIDTT, dithiothreitol; DP1, small
subunit of Pol D; DP2, large subunit of Pol D; M&8ssingle-stranded circular M13mp18
DNA.

INTRODUCTION

The processivity of DNA polymerase has been comseamong prokaryotes and eukaryotes.
A double or triple replicative DNA polymerase ismaited for DNA synthesis ikscherichia
coli (DNA polymerase )} whereas two replicases, DNA polymerademde, are found in
eukaryotes. The picture is more confusing in Arehdmcause the spectra of DNA
polymerases differ significantly between the Crehaea and Euryarchaea sub-domains.
Crenarchaea possess two to three DNA polymeraS®BB) family members; whereas one
Pol B and one DNA polymerase D (Pol D) family membee found in Euryarchaéa.
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Recently, Pol D has also been detected in the gesoai Candidatus Korarchaeum
cryptofilum® Nanoarchaeum equitafisandCenarchaeum symbiosufth

During the last 10 years, some biochemical chanaeteons of Pol D have been
published’***? but no structural information is yet available.| Bbis composed of two
subunits, DP1 and DP2and is described as a heterodirhttough some studies have shown
that PhdPol D can form a heterotetrameric structure comgirtwo large subunits and two
small subunit¢? The small subunit, DP1, exhibits strong homologihwhe non-catalytic
B-subunits of the eukaryotic DNA polymerases, ande.*® This subunit harbors the-3'5’
exonuclease activity, and the large subunit, DB2hé DNA polymerase suburitjn which
Aspl122 and Aspl124 have been identified as citalgsidues? In addition, the 355’
exonuclease activity is regulated by the N-termigetremity of DP1** and stimulated by
interaction with DP2° The interactions between the two subunits mig &le essential for
activity.

The role of DNA polymerases acting at the euryagehaeplication fork, and the functional
interactions of these DNA polymerases with the pssovity factor, has been studied. When
more than one replicative DNA polymerase is presgméstions 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, makingaigood
candidate for the initiation of DNA synthesis a¢ fieading and lagging strantf<* Also, on
the leading strand, we proposed a DNA polymeraselsdrom Pol D to Pol B suggesting
thatPabPol B andPalPol D cooperate to perform efficient and coordiddD®NA synthesis.
PCNA stimulates Pol B and Pol D on a circular DNnplate in the absence of the RE-C.
Also, PCNA interacts strongly with DP2 and weaklghaDP1 inPyrococcus furiosy& and
the N-terminal region (1-200) of DP1 interacts WRENA in Pyrococcus horikoshff® The
highly conserved PCNA interacting protein (PIP) #ids commonly described as a specific
structural determinant of protein interactions witie sliding clamp. Nevertheless, the
PIP box is not always sufficient to imply the regmnent of additional structural elements; a
region proximal to the core-conserved domain sigaiitly contributes to the physical PCNA
interaction?® Recent studies have also shown that PCNA bindfrigl® box peptides is not
only dependent on their structure, but also onr teefjuencé® Furthermore, in eukaryotes,
the binding of DNA polymeras@to PCNA has been shown to be mediated by a glyoohe
region (GX4GX8GX3YFY)Y’

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

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

glycine-rich motif plays a role in the stability B&lPol D.

RESULTS

Another putative PCNA-binding motif in euryarchaeal DNA polymerases

Preliminary results foPabPol D showed that the terminal PIP box motif plagssignificant

role in its interactions with the cognate PCNA (Bas et al, manuscript submitted).
Therefore, we looked for other putative PCNA-birgdimotifs in Pol D. We carefully
inspected PCNA-binding motifs on Pol B and Pol Drst: we found that the glycine-rich
motif identified’ is present in the core of the large subunits afachaeal Pol D and
eukaryotic DNA polymerase (Figure la). We suggest calling this motif the Plé&x

because these three amino acids are highly cortkerve

a) Nj aPol C

AfuPol C

PabPol C

Archaea Pf uPol C

PhoPol C
KCCPol C :
Hurran_p125 :

Rat pl25

Spo_pl25

> D> D D D

eucaryotes

b) N R LL

PabPol D: TSAGIVGRIIGFVDALVGYAHPYFHAAK

924 951
PabPol Dmutl: TSAGIVGRIIAFVDALVAYAHPYFHAAK
924 951

PabPol Dmut2 :  TSAGIVGRIIAFVDALVAYAHPAA HAAK
924 951

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

(a) Amino acid alignment of the PYF-box. For eukdeg, the protein-protein interaction motif of ti2 region
of the p125 subunit of Pd is shown. (b) Mutations performed in the PYF boatifnof PabPol D. The amino
acid residues of the PYF box are indicated by astovine amino acid residues that are substitutealdnjine in
PabPol Dmutl andPalbPol Dmut2 are underlined.
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The PYF box does not favor physical and functionahteractions between PabPol D and
PabPCNA

The PYF box ofPabiPol D was mutated in two different ways, with tlesulting proteins
termedPabPol Dmutl andPabPol Dmut2 (Figure 1b). The DNA-dependent interattiof
the mutant proteins witFPabPCNA were then investigated; their physical intéoas were
similar to that ofPabPol D (Figure 2), suggesting that the PYF box i$ @essential for
PabPCNA recognition.

300 7
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° PabPol Dmut2
(2]
c
S 150 PabPol Dmutl
2 PabPol D
4

1001

50 T

0 ‘ : : : ‘
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Figure 2. SPR measurements B&bPol D, PakPol Dmutl, orPabPol Dmut2 interactions witPaklPCNA. At
time 0, PabPCNA was injected over the DNA surface, as indidaby the grey arrow, anéabPol D,
PabPol Dmutl, orPabPol Dmut2, as indicated by the black arrow. Thekgemund resulting from the injection
buffer was subtracted from the data before plotting

The functional interactions of the mutant protemsh PabPCNA were also investigated
(Figure 3a). The addition d?abPCNA led to full-length products for the differeratios of
PabPCNA and mutated or wild-typPabPol D tested (Figure 3a). The primer elongation
activity of PabPol D in the presence ¢tabPCNA was also tested in the presence of the
competitor peptide PYFD, corresponding to the prinsdructure of the PYF box (Figure 3b).
Stimulation of full DNA synthesis byalPol D was still observed in the presence of the
peptide (Figure 3b, compare lanes 3 with 6 anadahfirming that the functional interaction
betweenPalPol D andPabPCNA is PYF box-independent. Definitively, the P¥&x motif

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

(a) Primer extension studies were performed usii@mip18 template (90 fmol) hybridized to a 5'-fluscein-
labeled primer and containing 0.3 pmolRdhPol D, 0.6 pmol ofPabPol Dmutl, or 0.3 pmol dPabPol Dmut2.
PabPCNA was added at three different ratios - 1:1, &l 1:3. Reactions were incubated at 60°C fomB0
Extended products were resolved on denaturing iakkd% agarose gels and visualized on a Typhoot® 940
imager. (b) Functional interaction d?abPol D with PabPCNA in the presence of competitor peptides
corresponding to the PYF box. The reactions coathii.3 pmol ofPakiPol D andPabPCNA was added at an
equimolar ratio. Peptides were added (30 uM andul@pat the same time #&abPol 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 ofdaiype PabPol D and thé?abPol Dmutl
and PabPol Dmut2 mutants, titrations were carried outhe presence of the same primed
DNA (Figure 4). The amount of DNA-protein complexcieased with higher amounts of
PabPol D (Figure 4, lanes 2-4), and fewer complexesewabserved depending on the
concentration oPabPol Dmutl orPabPol Dmut2 (Figure 4, lanes 5-10). These resultsvsho
that the mutant proteins interact differently wibNA 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 PabPol Dmut2 were not expressed in Rosetta cells

Expression in small volumes provided some infororatbout the stability of the DP1-DP2
complex (Figure 5). Wild-typ@akPol D and the mutan®abPol Dmutl and?akbPol Dmut2
were expressed in either Rosetta or HMS E740li strains and analyzed by Western blot.
The subunits DP1 and DP2 alone were co-expressddMB 174 but not Rosetta cells
(Figure 5, lanes 1-4), whereas both subunits ofi-tyipe Pol D were expressed in both cell
types (Figure 5, lanes 5 and 6). We concludedgbparate subunits were probably degraded
in Rosetta cells. Moreover, becal®abPol Dmutl andPabPol Dmut2 complexes were not
expressed in Rosetta cells, we hypothesized tleiprdegradation results from decreased
DP1-DP2 interaction. No subunits were observed ellefs, discouraging a hypothesis of
inclusion body formation (data not shown).

e g
& &
\O \© \©
QO QO QO
> ® >
DP1 DP2 < < <

R R R R _ \Y
Rosetta X X X X X (\\‘0

HMS 174 X - X - X - X - X - ¢®

— mbww & B o
B BB SF S ==

Lanes i1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Figure 5. Expression oPabPol D, PabPol Dmutl, andPabPol Dmut2 complexes or individual subunits.
Proteins were expressed in 2 ml of LB medium. Waskdotting was performed using specific antibodies
DP1 and DP2. The composition of wells was definedadlows (proteirE. coli 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 an®P2

His-tagged wild-type DP1 was produced and purifiesl described in “Experimental
procedures”. DP2 dPabPol D, PalbPol Dmutl, andPabPol Dmut2 were expressed separately
in the E. coli HMS 174 strain (50 ml). The interactions betweesthbsubunits were
investigated by pull-down assays using DP1 asdraltimmunoblotting for DP2 (Figure 6a).
Physical interactions of the large DP2 and smalll BBbunits were similarly preserved in
PabPol D and PabPol Dmutl. However, the interaction between DP1 d&bH2 of
PabPol Dmut2 was weaker, suggesting that the PYF bay participate in inter-subunit

interactions, even if it is not essential.
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Next, wild-type DP1 and DP2 dfabPol D, PabPol Dmutl, and?abPol Dmut2, expressed
separately in theée. coli HMS 174 strain, were mixed together and testedigugirimer
extension assays (Figure 6b). DP1 and DP2 did xymtees primer extension activity alone
(Figure 6b, lanes 2-5). The primer extension atgtivof DP1 mixed with DP2 of
PabPol Dmutl was similar to that of wild-type DP2, buitwas lower with DP2 from
PabPol Dmut2 (Figure 6b, lanes 6-8), suggesting thatRabPol D complex is less stable
with mutations in the PYF box. In addition, we weret able to reconstitute the-35’

exonuclease activity under any conditions (datashotvn).

& Nz
a) ((\0 6\\)
0¥ ¥ oo
DP1 -+ -+ + C

b) S S
ANV
DP2 - - + + + + + + Qo\o
S
DPL - + - - - + + +<°
87— . -~

-
primer ‘...
5 6 7 8

Lanes 1 2 3 4 9

Figure 6. Physical and functional interactions between BRA DP2 ofPabPol D, PabPol Dmutl, and?ahPol
Dmut2.

(a) Physical interactions tested by pull-down assks-tagged DP1 (10 pmol) was fixed to magnetiads, 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-BB&E, and the presence of DP2 determined by Wester
blot. C, Western blot control. (b) Primer extensassays of DP1 reconstituted in vitro with DPZ2PatfPol D,
PabPol Dmutl, orPabiPol Dmut2. Primer extension studies were performétd the 87-nt (30 fmol) template
hybridized to a 5'-fluorescein-labeled primer arwhtzining 6 pmol each ddP1 and DP2 fronPalPol D,
PabPol Dmutl, orPabPol Dmut2. DP1 was added at the same time as D&2taan equimolar ratio. Lane 9,
0.4 pmol ofPahbPoID. Reactions were incubated at 60°C for 30 mimgd products were resolved on denaturing
alkaline 1% agarose gels and visualized on a Typ®d®0 imager.
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The PYF box motif of PabPol D is involved in the thermal stability of the @zyme

Nile Red fluorescence

Nile Red fluorescence is sensitive to the polaotyits environment and can be used as a
probe for the presence of hydrophobic regions otgins®® As a consequence, Nile Red is
regularly employed to probe changes in protein @onétion 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 increaskuiorescence intensity (Figure 7a). Thus,
wild-type Pol D appears to be thermally stable. @& contrary, the spectra of thermally
treated samples dPabPol Dmutl showed a high blue shift from 660 to G4&l a high
increase in fluorescence intensity (Figure 7b).ifny, a blue shift from 656 to 643 was
observed foPabPol Dmut2, which was progressive with temperatueatment (Figure 7c).
These results suggest that higher heating resultsmbre hydrophobic regions of
PabPol Dmutl andPabPol Dmut2 being exposed, contrary to what was ofeserfor
wild-type PabPol D. Thus, we hypothesized that the PYF box ntataonferred a lower
thermal stability tdPabPol D.

Primer extension assays

The primer extension activity of thermally treatéalPol D and PYF box mutants are shown
in Figure 7d. Wild-typePalPol D was less active after heating to 100°C (Fagiud,
lanes 2-5), wherea®abPol Dmutl andPabPol Dmut2 progressively lost their DNA
polymerase activity from 80°C (Figure 7d, lanes3)-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 100Ra0bPol Dmutl elongated small products BatPol
Dmut2 was inactive (Figure 7d, lanes 9 and 13).sTheating induced a decrease in the
polymerase activity of the mutants compared to wsyjuie DNA polymerase D. This finding
confirms that the PYF box motif &fabPol 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-tipadPol 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 exmitawavelength was 550 nm, and emission spectra we
recorded in the range of 580-440 nm. The dotted tepresents Nile Red alone. The double dot-dakhed
represents unheated enzyme. The dot-dash lineediaahd continuous lines represent enzyme heat8d°a,
90°C, and 100°C, respectively. Intensity represerasints x 18 (d) PabPol D, PaPol Dmutl, and
PabPol Dmut2 polymerase activity after heating. Theyene was heated for 5 min at 80°C, 90°C, or 100%€ a

2 pmol incubated with M13mp18 template (90 fmolphiglized to

a 5'-fluorescein-labeled primer former

extension studies. Reactions were performed at 660f@B0 min, and products were resolved on deraguri

alkaline 1% agarose gels and visualized on a Typ®d®0 imager.
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DISCUSSION

We investigated a motif that was previously showrbé involved in the direct interaction
between PCNA and the p125 catalytic subunit of matian DNA polymeras®.?’*° This
motif is found in all euryarchaeal DNA polymerasgmgure 1a) and in some pl125 catalytic
subunits of eukaryotic DNA polymerade We proposed calling the motif the PYF box
because of the occurrence of a conserved amincsgaiet (Pro, Tyr, Phe).

In our studyPabPol D PYF box mutants retain stimulation BgbPCNA, suggesting that, at
least in Archaea, the PYF box motif is not involvadhe interaction with PCNA. We also
characterized the role of this glycine-rich mo#irstly, we showed that the two PYF box
mutants,PabPol Dmutl and?abPol Dmut2, interact differently with DNA comparea wild-
type PabPol D. This behavior can be explained by two poaftgiew. On the one hand, most
crenarchaeal Pol B3, euryarchaeal Pol B, and arbaagel Pol B1 possess a motif at their N-
terminus that is partially related to the PYF bdat& not shown). Interestingly, many studies
have reported a sequence including this amino-agidet in the N-terminal domains of
archaeal DNA polymerases that is clearly positioaed region interacting with DNA.
Indeed, the proline and tyrosine are highly conseiin the uracil binding pocket responsible
for uracil recognition by the archaeal Pof#°® However, the other residues defining the
uracil pocket are not found ipabPol D. Also, we do not yet know if uracil detectiactivity

is present ifPabPol D as it is in Pol B. On the other hand, the B¥k motif is located in the
vicinity of the two catalytic residues, D956 andd89 No influence of mutations in the PYF
box motif on polymerase activity was observed. Theescan easily imagine that mutations in
the PYF box motif involve a conformational changéha& level of this sequence that does not
affect the active site of Pol D.

Interestingly, inP. horikoshij the domain (792-1163) of the large subunit of Batontains
three hydrophobic regiorid. As the primary structures of the DNA polymerasds o
P. horikoshii and P. abyssiare analogous, particularly at the level of the PhOx, the
PYF box motif (927-947) belongs to one of the hydirabic regions.

In order to determine the implication of the PYFlootif in inter-subunit stability, the small
and large subunits of the wild-type and mutdabPol D were expressed separately. We have
shown that subunits cannot be expressed, but degndten cloned separately in tBe coli
Rosetta strain. In addition, the subunits of BePol D mutants are not expressed when
cloned together in thE. coli Rosetta strain. These results confirm the fadttth@ DP1-DP2

complex ofPalPol D is weaker when the PYF box motif is mutat&d.a consequence, the
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DP1-DP2 interaction is disrupted and both subuwitetgraded following expression in Rosetta
cells. Also, the physical and functional interanidetween DP1 and DP2 B&akPol Dmut2
seem to be weaker than those RdbPol Dmutl. Therefore, increasing the number of
mutations in this zone leads to a progressivedbs®mplex stability. Finally, if the PYF box
is not an essential motif participating in intebanit assembly within the range of amino
acids 792-1163 of the large subunitR¥faPol D, mutations in the PYF box motif, particularly
at the level of tyrosine 946 and phenylalanine $dduyce radical changes in the conformation
of the protein. Heating experiments confirmed #@wsumption. Proteins with mutated PYF
box motifs were rapidly degraded, demonstratingr thveak thermostability compared to the
wild-type protein. In addition, heating induced tised the DNA polymerase activity of the
mutant enzymes. Hydrophobic forces are major doumiors to molecular folding and
thermostability***° This result corroborates the studies Rinhorikoshiithat found that the
domain (792-1163) plays a role in the stabilitytted PhoPol D complex and in polymerase
activity.>®> We show that, inside this domain, the PYF boxéasajor role in Pol D stability.
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MATERIALS AND METHODS

Recombinant proteins

PabPol D and PabPCNA were prepared as previouslgridbed.7,36 In PabPol Dmutl and
PabPol Dmut2, the glycine at positions 934 and @HbPol Dmutl) and tyrosine 946 and
phenylalanine 947RabPol Dmut2) were substituted by alanine. The two antg were
obtained wusing the following oligonucleotides (math 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 é¢hé&re nucleotide sequence was
confirmed by sequencing. The two mutants were paarifas previously described for
PabPol D/

DP1 and DP2 oPalbPol D, DP2 ofPabPol Dmutl, and DP2 oPabPol Dmut2 constructs
containing the bacteriophage T7 gene promoter @adelr sequence were introduced together
or separately int&. coli strains HMS174 or Rosetta. The cells were grow87aC 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 overproilon of the recombinant proteins. The
cells were cultured for an additional 4 hours aentkfuged at 13,000 x g for 15 min at 4°C.
The pellets were resuspended in 80 pl of buffer (B™M Tris HClI pH 8, 2 mM
B-mercaptoethanol, and protease inhibitor cocksdilets; Complete, Roche diagnostics), and
bacterial lysates were prepared by sonication {5 s pulses). Cellular debris was removed
by centrifugation at 13,000 x g for 15 min at 4Te supernatants were heated at 75°C for
10 min, followed by centrifugation at 13,000 x g fib min at 4°C. The supernatants were
loaded onto an SDS-PAGE Criterion XT 12% polyaanitde precast gel (Bio-Rad) and
analyzed by Western blotting.

His-tagged DP1 dPabPol D was purified as follows. In short, the extra@s passed through
an affinity column (His-trap, 5 ml; 1 ml mif) pre-equilibrated with 50 mM Na(P) (pH 6.5)
containing 1 mM DTT and 20 mM imidazole. The protewere eluted by a linear gradient of
imidazole up to 500 mM. The fractions containing IDRletected by SDS-PAGE) were
pooled and loaded onto a Hiprep™ 16/10 Q FF colginm! min?) pre-equilibrated with
50 mM Na(P) (pH 6.5) containing 1 mM DTT. DP1 wasted by a linear gradient of NaCl
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up to 1 M. The fractions containing DP1 were dialyzagainst 20 mM Tris HCI (pH 8)
containing 1 mM DTT and 20% (v/v) glycerol, conaaned, and stored at -20°C.

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

Western blotting

Proteins separated on the SDS-PAGE Criterion XT 1@6étyacrylamide precast gel
(Bio-Rad) were transferred to immune-blot polyvidghe difluoride membranes (Bio-Rad).
The blots were saturated with blocking buffer contay 5% (w/v) skim milk in TBS-T (Tris-
buffered saline: 10 mM Tris—HCI pH 7.5, 150 mM NaGl05% (v/v) Tween 20) for 1 h at
room temperature. The blots were incubated for at moom 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 washedetlirmes with TBS-T and
incubated for 1 h at room temperature in a 1:10di@@ion of horseradish peroxidase-linked
anti-mouse 1gG in TBS-T. The membranes were washesk times with TBS-T and the
secondary antibody was detected by the enhancedilcin@inescence system ECL+
(Amersham Biosciences). The bands were visualired ©yphoon 9400 imager (Amersham

Biosciences).

Primer extension assay

The 32-nt oligonucleotide used to prepare the pidBIA substrate for the primer extension
assays (5'-TGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTA-3") wsynthesized, labeled
at the 5 terminus with 6-carboxyfluorescein, andrifed by Eurogentec. The 32-nt
oligonucleotide was either annealed to M13ssc aB:l molar ratio or to an 87-nt
oligonucleotide (5-CAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGAATTGAGCTCGGTAC
CGGGGTCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGCA-3') atnaequimolar
ratio in 10 mM Tris-HCI (pH 8.0) containing 50 mMaRI by heating to 75°C for 10 min,
followed by cooling to room temperature. Primeremsions assays were performed in a final
volume of 11 pl containing the following componer@$9 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 Mg@). Reactions were incubated at 60°C for
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30 min and then stopped on ice by adding 10 ultop suffer (98% (v/v) formamide,
0.2 mM EDTA, pH 8.0). Peptides (30 puM and 100 pMirevadded to the reaction at the
same time a®abPol, incubated at 60°C for 15 min, and then stoppredce. The products
were heated to 95°C for 5 min and resolved for 1 BO V at 4°C on a 1% (w/v) alkaline
agarose gel (50 mM NaOH, 1 mM EDTA). Primer extenswith 87mer/32mer-FAM
(0.03 pmol) was performed under the same condimascontained 6 pmol of DP1 and DP2.
The products were resolved for 5 h at room tempegadn a 15% polyacrylamide, 7 M urea
gel. Finally, the products were visualized on a Aggn 9400 imager (Amersham

Biosciences).

Surface plasmon resonance (SPR) experiments

The SPR analyses were performed on a BlAcore Xrapa (BlAcore, Uppsala, Sweden).
DNA surfaces consisted of approximately 200 resoeamits (RU) of biotinylated template
immobilized onto a streptavidin surface (SA senddp, 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 aRdbPol
(200 nM) was supplemented 30 s after injectionallnexperiments, the interactions were
monitored at 25°C at a flow rate of 30 pl/min in &8 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 RA0S§pectrofluorimeter. The cell, with a
path length of 3 mm and a working volume of 120wads thermostated at 20°C+0.5°C. The
excitation wavelength was set at 550 nm, and tloitaddon and emission slits were set at
5nm and 10 nm, respectively. Nile Red was dissblve MeSO to a concentration of
0.25 mM, which was added to a final concentratibd @M in the cell containing 48 pmol
samples oPaliPol D,PabPol Dmutl, oPabPol Dmut2. Spectra were recorded after 5 min.

Thermostability of wild-type and mutant PabPol D

The thermal stabilities of 5 pmdPalPol D, PabPol Dmutl, orPabPol Dmut2 were
monitored in dilution buffer (Tris HCI 20 mM pH 7.glycerol 20%) in a final volume of
10 pl. Each sample was incubated at 80°C, 90°@P6fC for 5 min and then cooled on ice.
Enzymes were assayed at 3 pmol for primer extenaiwh at 48 pmol for Nile Red

fluorescence.
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Pull-down assays

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

Electrophoresis mobility-shift assay (EMSA)

Binding reactions were performed in a final voluofe20 pl 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, 10,1% pmol of wild-typePalPol D,
PabPol Dmutl, orPabPol Dmut2. The reactions were incubated at 60°Clf@min and
cooled on ice. The samples were loaded onto a 184 égarose gel containing 4.5 mM Tris
HCI, 4.5 mM Boric acid, and 2 mM EDTA (pH 8) anchrat 90 V for 3 h. The products were

visualized on a Typhoon 9400 imager.

Sequence accession numbers

The Entrez protein database accession numbershéosdquences 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 HHomo sapiens
NP_596124 $chizosaccharomyces porhkeP_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 polyasés D sauvage

et les ADN polymérases D mutées dans le motif PO (Bigure 32).

PabPol PabPol
PabPol D Dmutl Dmut2

|
&l‘.&‘.“.

Figure 32 : Activité 3-5’ exonucléasique des ADN polymérases D sauvagaites dans le motif PYF box.
Gel dénaturant acrylamide-urée a 12 %. La matritdeel 87 amorcé avec le fragment M13cut32FAM, mérq
a l'extrémité 5’ a la fluorescéine et utilisé a wancentration finale de 30 nM. Les mélanges réangls ont été
incubés a 60°C pendant 30 min. Les enzymes onttiéis&es dans une gamme de 0,5, 1 a 2 pmol, syséopar
le triangle.

Dans nos conditions, I'activité exonucléasique axervée seulement pour 2 pmol,
pour chacune des protéines. Il a été démontréagpetite sous-unité DP1 possédait I'activité
exonucléasique (Sheet al, 2001), stimulée par son interaction avec la geasdus-unité
DP2 (Sheret al, 2004b). D’aprés les résultats précédents, noimms\conclu que le motif
PYF box pouvait participer, sans étre essentief, iateractions entre les deux sous-unités
DP1 et DP2 de 'ADN polymérase D. Ainsi, nous pauyguggérer que l'interaction entre les
deux sous-unités est encore suffisamment stablegyrénkes mutations au niveau du motif

PYF box, pour que la protéine puisse conserveastmité exonucléasique-35'.
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[11.2. Interactions fonctionnelles entre les sous-unités 1 et DP2:

importance pour l'activité 3' -5’ exonucléasique

La petite sous-unité DP1 sauvage et les sous-unkR&sdePabPol D, PabPol Dmutl
et PabPol Dmut2, ont été exprimées séparément, puis méémnafin de tester leur activité

3'—5’ exonucléasique (Figure 33).

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

DP1-A++++++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 matratdeel.87 amorcé au fragment M13cut32FAM, marqué a
I'extrémité 5’ a la fluorescéine. Les mélanges tiéanels ont été incubés a 60°C pendant 30 mirsdLes-unité
DP1 a été utilisée seule pour une gamme de 1e8,16 pmol (symbolisé par le triangle), et & 6 prdaihs un
rapport équimolaire, lorsqu’elle était complexéea@la sous-unité DP2. @abPol D utilisée a 2 pmol.

Ici, la petite sous-unité DP1 seule, ou coincubgecda grande sous-unité DP2,
sauvage ou mutée PYF box, n'a aucune activité:-3’ exonucléase. Dans les mémes
conditions, nous avions observé une activité ADN/pérase uniquement lorsque les deux
sous-unités DP1 et DP2 étaient mélangées entrs @lfe article). Par conséquent, nous
n'avons pas pu démontrer I'implication du motif P¥éx dans les interactions entre les deux
sous-unités dePabPol D et dans la stabilité du complexe DP1-DP2, rpbactivité
exonucléasique. Il est intéressant de noter querdeaux ont démontré que l'activité-35’
exonucléasique était mesurable avec la sous-urité §eule (Jokelat al, 2004). Dans
d’autres travaux, cette activité était détectédeseent lorsque les deux sous-unités étaient
mélangées entre elles (Ishigbal, 1998). Ainsi, il est probable qu’'une optimisatide nos
conditions de réaction soit nécessaire afin dectkteine activité 3-5’ exonucléasique.
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I\VV. Conclusions et perspectives

Nous avons clairement démontré que le motif PYF bextrait pas en jeu dans les
interactions de '’ADN polymérase D avec son factiprocessivité. En revanche, il apparait
gue le motif PYF box participe a la stabilité dummexe formé entre les deux sous-unités
DP1 et DP2. Une étude par Dichroisme circulairé’dBPol Dmutl etPabPol Dmut2 nous
permettrait d'apporter des renseignements quant e pmbssibles changements
conformationnels dus aux mutations au niveau duf a8t box.

Alors que les résultats obtenus nous ont permisielére en évidence I'activité ADN
polymérasique, lorsque les deux sous-unités DHIP&t étaient réassociées, aucune activité
3'—b5’ exonucléase n’a pu étre déterminée pour lagsbus-unité DP1 seule ou co-incubée
avec la grande sous-unité DP2. Ainsi, il est né&essd’entrevoir une optimisation des
conditions de réaction afin de pouvoir comparemtedéle dePabPol D avec d’autres ADN
polymérases D d’Archaea. Par ailleurs, alors gaetiVité de reconnaissance de la base
uracile a été déterminée chez les ADN polyméraseka damille B (Franklinet al, 2001,
Savinoet al, 2004), aucune donnée n’est disponible dangté&diure concernant les ADN
polymérases D. Des travaux préliminaires ont perdes démontrer qudabPol D ne
possédait pas cette activité, méme si un ralentissede la synthése d’ADN a été observé
(Ghislaine Henneke, communication personnelle)ps, les ADN polymérases D mutées
au niveau du motif PYF box, sembleraient avoir |énme comportement que la Pol D
sauvage, suggérant que ce motif n'est pas implizus le mécanisme de reconnaissance de
la base uracile. Des travaux ultérieurs sont asagé@r a court terme afin de déterminer le
comportement de 'ADN polymérase D face a une bazeile.

Nous avons rencontré de nombreux problemes pobtehtion de la grande sous-
unité DP2, étant donné sa trés faible solubiliténsh une optimisation des conditions
d’expression et de purification de la grande sautlDP2 sera nécessaire afin d’obtenir une
plus grande quantité, plus en adéquation avectddsesbiophysiques. Il serait alors possible
d’étudier, a plus grande échelle, les implicatidas deux sous-unités, indépendamment, dans
la liaison a I’ADN notamment.

Enfin, devant la difficulté d’obtenir une ADN pol@rase D tres homogene, aucune
structure de I'enzyme n’a pour linstant pu étrded@inée. Néanmoins, des travaux en
cristallographique sont d'ores et déja envisagéseaudu laboratoire. L’'obtention de cristaux
pourrait nous apporter des renseignements, notatsaeme complexe formé entre les deux

sous-unités, et également son interaction avecMAD
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Chapitre 4

T ravaux Préliminaircs en spcctroscopic de

HUOFCSCCF\CC
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|. Introduction

Ce chapitre rassemble des travaux préliminairescefés, durant ce doctorat, en
spectroscopie de fluorescence. Nous avons pu ndies & diverses techniques qui présentent
un intérét croissant dans le domaine de la bio@hiaes protéines. Généralement, les
techniques basées sur la fluorescence présentemaintage d’obtenir des données en temps
réel, et d’étre plus en adéquation avec la dynaeidas réactions. En revanche, ces
techniques étant tres sensibles, elles néceséitentnément de mises au point et de controles,
afin de minimiser les effets et les signaux artiéfels issus des tampons et de I'appareillage.

Nous nous sommes notamment intéressés a I'anisatdepfluorescence, qui permet
I'étude des interactions entre deux molécules, gé&néralement, la liaison d’'une protéine sur
un acide nucléique. Par ailleurs, l'utilisation dendes fluorescentes, extrinseques ou
intrinséques, qui sont sensibles a leur environmémpeoche, a permis de nous apporter des
renseignements sur les changements conformatioroheds protéines et sur les zones

d’interaction.
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ll. Résultats

[I.1. Anisotropie de fluorescence

La lumiére incidente de fluorescence possede depriptés de polarisation. Les
fluorophores absorbent la lumiere selon une decfirivilégiée, définissant le moment de
transition. Aprés excitation par une lumiéere palée, les fluorophores, dont le moment de
transition est orienté dans une direction prochealke du vecteur incident, seront excités
préférentiellement. Il s’agit ainsi d’'une photoséien a I'excitation.

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

Dans le cadre de notre étude, les mesures d’amisetiobtenues constituent une
premiére mise au point de la technique au seinathoratoire. Les principaux résultats
présentés ci-dessous restent préliminaires et neepée constituer des supports exploitables
pour d’éventuelles interprétations sur la liais@npfotéines a 'ADN. Ces travaux réalisés
nous permettent néanmoins de donner des infornsasionla flexibilité de la protéine ou de
sa mobilité sur 'ADN, et de calculer des constardénteraction.
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11.1.1. PCNA marqué par un groupement fluorescent

En regle générale, I'anisotropie de fluorescencems&sure par la titration d’'une
protéine sur un acide nucléigue marqué. Méme lai g&rait moins logique, il est possible
d’utiliser une protéine marquée avec un fluorophddeus avons étudié l'interaction de
I’ADN avec le PCNA marqué au TMR (Figure 34).

Le fluorophore était greffé au niveau de la cys#té&i 1, préalablement introduite par
mutagenese dirigée a la place d'une leucine (PCRALL). Ici, globalement, la valeur
initiale de I'anisotropie est assez élevée (envldv2). Il faut savoir que plus une molécule
marquée et libre est petite (i.e. petit fragme®@N), plus la valeur d’anisotropie avoisine
le 0. Cette notion est sensible au rapport deetaifitre la molécule d’intérét et le fluorophore
qui lui est greffé. Dans notre cas, la faible diftin rotationnelle du TMR, greffé sur le
PCNA, s’explique par la taille importante du PCNBe plus, 'amplitude entre la valeur
d’anisotropie du PCNA seul, et celle du PCNA comgla I’ADN, est environ égale a 0,05
guelque soit la concentration du PCNA. Cette vatetifaible et démontre la faible flexibilité
du PCNA quand on ajoute des concentrations crdissad’ADN. La liaison entre les
molécules est néanmoins démontrée mais ne sembldégpendante de la concentration du
PCNA.

0,205

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

0465 | /t’<;.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, 4 [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 'ADN @NR L211C et un autre PCNA
marqué au TMR a la position 46 (Figure 35). Iciae¢ une cystéine au niveau de laquelle le
fluorophore pouvait se greffer, avait été introdyitar mutagenése dirigée a la place de la
valine 46. Dans ce cas, la concentration du PCNALL était de 100 nM. Dans les mémes
conditions, 'ADN a été titré en présence du PCN#46Z. Tout d’abord, alors que la valeur
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initiale d’anisotropie du PCNA L211C était tres\@e (0,172), celle du PCNA V46C ['était
encore davantage. De plus, contrairement au PCNBLC2qui se liait de fagon affine a
I’ADN, aucune interaction n’est démontrée pour &NA V46C. Nous pouvons supposer ici,
gu’il s’agit d'une liaison directe entre le fluodopre et 'ADN. Ceci pourrait prouver
indirectement que I’ADN est en contact avec cetteezdu PCNA. Le PCNA V46C stimule
les ADN polymérases lors de tests d’extension diae®(données non montrées), cependant

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

0,205

Figure 35 : Liaison du PCNA a I’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—Vi46C 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 ;. ,
« Matériels et Méthodes ».
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[1.1.3. Liaison du PCNA a I’ADN L34 hybridé a différentes anorces

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

Tout d’abord, une étude a été réalisée sur laoliathi PCNA sur ’ADN L34 hybridé,
soit a une amorce de 32-mer marquée a la fluores¢®13cut32FAM), soit a une amorce
17-mer marquée a la fluorescéine (M13cutl7FAM) (Feg36). La valeur d’anisotropie
augmente en fonction de la concentration en PCNAlgye soit 'amorce utilisée. Les
courbes représentant la liaison du PCNA a I'ADN ridé aux difféerentes amorces sont
superposables, suggérant que le PCNA se lie deéneaitientique, quelgue 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
[
=

0091 —e— L34-M13CUt32FAM croissantes. La titration a été effectuée a 25°C,
0,08 —8— 1.34-M13cut17FAM dans le tampon décrit dans la partie « Matériels
0,07 : : ‘ ‘ ‘ et Méthodes ».
0 100 200 300 400 500
[PCNA] nM

11.1.4. Liaison du PCNA a I'ADN, a différentes températures

La figure 37 illustre la liaison du PCNA sur I'ADMN34, hybridé avec I'amorce
M13cut32FAM marquée a la fluorescéine, en fonctilentrois températures d’incubation
différentes (25°C, 42°C et 50°C). La valeur d'atrigpie augmente en fonction de la
concentration en PCNA, quelque soit la températiii€agit bien la d’'une interaction entre
les deux molécules. Plus précisément la valeuiaieitet I'amplitude de la variation
d’anisotropie diminuent avec la température. lltpEagir ici, d’'un effet du tampon. A noter
gu’'un test a été effectué a 55-60°C, sans résuligaat donné le bullage trop important du
tampon. L'utilisation d’'une cuve hermétiguementiée, grace a un septum, sera a envisager.
Dans ce cas, I'ajout de molécule se fait par unegae. Nous avons, pour la suite de I'étude,

privilégié la température de 25°C.

0,14

*

0,13 4

Figure 37 : Liaison du PCNA a I'ADN a
différentes  températures  mesurée  par
011 anisotropie de fluorescence.

011 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

0,12 4

0,09 4

Anisotropie

0,08

0,07 1 croissantes. La titration a été effectuée
0,06 | —+—25¢ indépendamment a 25°C, a 42°C et a 50°C,
B —— , . . ;.
005 | ¢ dans le tampon décrit dans la partie « Matériels

) 50T -
et Méthodes ».
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[PCNA] nM
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[1.1.5. Liaison a 'ADN du complexe PCNA/RFC

Nous avons également étudié I'affinité du RF-C ptADN L34, et I'effet de celui-ci
sur la liaison du PCNA a I’ADN. Plusieurs études démontré la potentialité d’anisotropie
pour I'étude de liaison a I'ADN de plusieurs progs. C'est notamment le cas, chez
P. furiosus ou le PCNA ameéliorerait la liaison de 'ADN polgrmase a 'ADN (Emptaget
al., 2008). Ici, le RF-C semble se lier a 'ADN de n@&ma non spécifique et non affine. Nous
avons également pu améliorer la liaison du PCNAJesméme ADN, comparé aux résultats
précédents (Figure 38). De plus, lorsque le RFiQoesncubé avec le PCNA, on note une
amelioration de la liaison des protéines a 'TADNes$t cependant difficile d’'interpréter la
courbe dans le sens ou nous ne pouvons savoir conseéfectue l'interaction entre les trois
molécules présentes a I'équilibre : I'ADN, le RFe€Cle PCNA. Nous pouvons néanmoins
supposer que le RF-C améliore le chargement du PSINAADN. 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 L, . . o Z
décrit dans la partie « Matériels et Méthodes ».
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[I.1.6. Liaison a 'ADN des ADN polymérases D mutées au ndau du motif
PYF box

Nous avons étudié ici I'affinité des ADN polyméraseutées au niveau du motif PYF
box pour I'ADN (cf. chapitre 3) (Figure 39). Il fanoter que des travaux préliminaires, nous
permettaient de conclure que les meilleurs conastipossibles, pour I'étude avec le PCNA,
étaient identiques a celles utilisées pour les AlolNmérases, a savoir : 'ADN L34 hybridé
a 'amorce M13cutl7FAM, a une température de 23@us avons augmenté également le
nombre de points de titration afin de permettre analyse des courbes. A noter que I'étude

de la liaison de 'ADN polymérase D sauvage a 'ADiins les mémes conditions, n'a pu
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étre réalisée en raison de problemes techniguess [douvons constater que la liaison, a
'ADN, du mutant PabPol Dmut2, parait étre plubl@aque celle du mutant PabPol Dmutl.
Ces travaux pourraient compléter I'étude menée adsapitre 3.

La liaison des ADN polymérases a I’ADN conduit &wugmentation d’anisotropie
de fluorescence, a partir de laquelle les constadee 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 —a— 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 qusde de fluorescence, peut étre
envisageable, afin de démontrer l'interaction ed&ex molécules. Par exemple, des travaux sur
I'interaction, entre la calmoduline et la caM kieak ont été realisés grace au suivi de la
fluorescence intrinséque d'un peptide correspondan& zone d'intérét dans les protéines
(Gomeset al, 2000). Egalement, il est possible de détermim@éhétration, dans une membrane
cellulaire, d’'un peptide correspondant a la stmgctyprimaire d’'un domaine protéique
(Christiaenst al, 2002).

Dans le cadre de ce doctorat, afin d’étudier lliatéion du motif PIP box dealbPol B
avec le PCNA, nous avons utilisé le peptide PIRBrespondant & la structure primaire du motif
PIP box ddPabPol B. Ce peptide a la séquence suivante : QKTKQWAWLKF (cf. Matériels
et Méthodes). Par ailleurs, le PCNA ne possédalpdsyptophane dans sa structure primaire. |l
posséde néanmoins 5 tyrosines. Ainsi, la longuéexcdation a été fixée a 295 nm, afin
d’exciter au maximum le tryptophane sans interféeeavec les tyrosines. La fluorescence du

tryptophane, appartenant au peptide PIPB, pourrageséequent étre étudiée.
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Le PCNA a été ajouté, en présence d’ADN, dans & @ontenant le peptide PIPB. A
chaque point de titration, un spectre d’émissiaitéaobtenu aprés excitation du tryptophane a
295 nm. Ici, en plus du PCNA sauvage, le PCNA nautéiveau de son extréemité C-terminale
(PR245) et le PCNA muté au niveau de I'IDCL (EIEL2ht été étudiés (respectivement,
Figure 40A, B et C).

A PCNA B PR245
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Figure 40 : Spectre de fluorescence du peptide RHPBrésence du PCNA sauvage (A), du PCNA PR24%t(BY
PCNA EIE120 (C). Le PCNA a été ajouté, directendaris la cuve, a des concentrations croissantetitrazon a
été effectuée, a 25°C, dans le tampon décrit dampaitie « Matériels et Méthodes ». D, fluorescerdtative du
peptide PIPB en présence du PCNA sauvage, du PGRRAP et du PCNA EIE120. Les courbes sont consgruite
sur le rapport entre l'intensité de fluorescenceeéptide PIPB seul sur celle du peptide PIPB esgmée du PCNA.
Les valeurs sont les maxima d'intensité de fluczase des courbes obtenues en A, B et C.

Le peptide seul montre un maximum d’émission a 861 (Figure 40A, B et C). La
fluorescence du tryptophane du peptide diminue &veoncentration en PCNA, suggérant que
nous sommes en présence d’'un quenching statigger€~0A). C’est également le cas avec les
PCNA mutés (Figure 40B et C). Ainsi, lors de ceétaction, le peptide PIPB peut étre considéré
en tant que molécule fluorescente (M) et le PCNévage ou muté en tant que quencheur (Q).
Par conséquent, l'interaction entre le PCNA (Q)eepeptide (M) conduit a la formation du

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

La diminution de la fluorescence, par ajout craissie PCNA, a ensuite été étudiée en
prenant en compte le maximum de l'intensité derlsoence du tryptophane, pour chaque point
de titration. Les courbes de titration ont été pbés en tracant la valeur relative de la
fluorescence du tryptophane du peptide PIPB, erctimm de la concentration en PCNA
(Figure 40D). Ces courbes semblent décrire la @utassique représentant l'interaction entre
une molécule fluorescente et un quencheur (FiglijeEn effet, généralement, la fluorescence
diminue progressivement et tend vers une asymp@apendant, I'incubation avec le PCNA
muté PR245 semble avoir moins d’effet sur la flsoesce du peptide, suggerant une plus faible
affinité du peptide pour ce PCNA, qui est muté aeau de I'extrémité C-terminale.

Il ne semble pas qu’il s’agisse d’'un quenching dyigaile pendant lequel, une partie des
molécules fluorescentes transmettraient I'énergiguencheur. En effet, lorsque le rapport de la
fluorescence, en absence de quencheur, et la $keemee, en présence de quencheglF)Fest
porté en fonction de la concentration en quenchiean résulte une droite qui permet le calcul
de la constante de Stern-Volmer (Figure 41) (Val200€4).

FM
E =1+Kg [Q]
Fu,
‘. Fy/Fy- 1
[Q] [Q]
A B

Figure 41 : Représentation théorique d'un quenclstagique ou dynamique (A). Relation de Stern-Valrat
rapport de la fluorescence initiale sur la fluosw®e en fonction de la concentration en quench@unB). La
constante de Stern-Volmergi s’exprime en L.mat.

Durant notre étude, aucune droite n’a été obtemgecg soit pour le PCNA sauvage ou
les PCNA mutés PR245 et EIE120. Ceci ne nous pedmet pas de déterminer la constante
Ksv (Figure 42). Il est indubitable gu’il faut compéices travaux préliminaires.
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Figure 42 : Représentation du quenching obtenwsagaiit croissant du PCNA sauvage (A), du PCNA rRiR245
(B) et du PCNA muté EIE120 (C). Le rapport de Binsité de fluorescence initiale sur la fluorescersteporté en
fonction de la concentration de PCNA.

Par ailleurs, lorsque le PCNA est ajouté en fodecentration, i.e., 70 et 100 nM, le
maximum de fluorescence du tryptophane se déplagi851 a 345 nm (Figure 40A). Ce
blue-shift suggére que le tryptophane se retrowares din environnement hydrophobe, pour un
exces de PCNA ou pour le PCNA muté. Nous pouvoraginer que le peptide se retrouve au
sein de la poche hydrophobe formée entre I'IDCleeC-terminus du PCNA. En revanche, la
fluorescence se déplacait de 351 a 348 nm, poucalesentrations élevées en PCNA mutés
PR245 et EIE120 (Figure 40B et C). Ce faible bloétsiémontre que le tryptophane se retrouve
dans un environnement ayant une hydrophobicitéréégent plus élevée que lorsque le PCNA
est ajouté en plus faible quantité.

Cette étude est incompléte et demande a étre e2pét@méliorée. Néanmoins nous
pouvons émettre I'hypothése que le peptide PIPBragfirait directement avec le PCNA au
niveau de l'extrémité C-terminale. De plus, ce aibwvnous amene a dire que les résidus
constituant le peptide PIPB, autour du tryptophgmyrrait interagir de maniere moins affine
lorsqu’une mutation est présente, soit sur I'IDGait sur le C-terminus. Eu égard a la littérature
et les résultats menés dans le chapitre 1, nousopsiainsi émettre I’hypothese que le motif PIP
box de 'ADN polymérase B pourrait interagir avecRCNA, a la fois au niveau de I'extrémité
C-terminale, mais aussi au niveau de I'DCL du dactde processivité (Vijayakumat al,
2007).

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

L'utilisation de sondes fluorescentes extrinsegestsde plus en plus intéressante pour
des travaux portant sur la caractérisation deséjmres pour les phénomenes d’agrégation, de

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

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

des cavités hydrophobes créées apres mutationpieté&ne.

Conclusion et perspectives

Les mesures en anisotropie nous ont permis de $ailiaison du PCNA a I'ADN, en
fonction de différents parametres, tels que la taipre et la longueur de I'amorce d’ADN.
Nous avons également pu comparer la liaison, alNA@es ADN polymérases mutées au niveau
du motif PYF box. Toutefois, une amélioration esapporter afin que I'on puisse déterminer
avec certitude les constantes d’association. Hifa#galement réaliser les contréles nécessaires
pour valider les interactions ADN-protéine, et étier les artéfacts dus a l'interaction avec le
fluorophore. Pour cela, I'expérience classique, laguelle nous nous sommes initié (données
non montrées), est de réaliser une titration conineetentre un ADN marqué et un ADN non
marqué (LiCata & Wowor, 2008, Reat al, 2001). Lorsqu’on utilise un ADN amorcé, il existe
trois zones d’interactions : la zone double branzéne simple brin et la jonction double-simple
brin. Cette configuration rend plus complexe I'mpi&tation de I'interaction d’'une protéine pour
cet ADN.

A trés court terme, l'anisotropie nous permettra@tuaiier la liaison a 'ADN des
différents facteurs protéiques impliqués dans [digation de 'ADN, comme par exemple le
RPA, nouvellement produit au laboratoire, et le RCBE ceci vis-a-vis de divers substrats ADN
simple ou double brin. Tous les parametres sontvésager, comme la longueur de l'acide
nucléique, méme si celle-ci ne doit normalementdigsasser 40 pb (LiCata & Wowor, 2008),
ou encore l'affinité en fonction de la températuigalement, il serait intéressant de suivre

I'affinité des protéines pour différents types d’NDromportant des erreurs. Il est a noter que
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tout type d’acide nucléique est étudiable graceetdectechnique. On peut également étudier
I'affinité d’une protéine pour une séquence palitze (Reidet al, 2001) ou pour des substrats
ADN endommageés (Gillet al, 2007). Enfin, des travaux, axés sur |'étude desctres
secondaires des acides nucléiques, sont tout arfaisageables, a moyen terme, étant donné le
peu de données disponibles a ce sujet. Ainsi,danique d’anisotropie de fluorescence nous
apportera une meilleure compréhension du comportedes protéines au niveau des pausings
observés lors des tests d’extension d’amorce.

L’étude des interactions entre protéines, graceswavi de la fluorescence intrinseque
d’'un peptide, est largement envisageable a coumeteNéanmoins, cette étude est a améliorer
dans le sens ou il faudra envisager d’autres nautstiau niveau du PCNA, pour pouvoir étudier
un large éventail d’interactions différentes. Etalinné que le motif PIP box de 'ADN
polymérase B est le seul a contenir un résidu apjipdne, cette étude ne pourra pas se porter sur
d’autres protéines (par exemple le motif PIP boxadBol D) et montre I'intérét limité quant a
I'étude de la liaison au PCNA.

La méthode de FRET (Fluorescence Resonance Enemgysfért) est également a
envisager pour étudier le comportement du PCNAI'sWN, en utilisant un PCNA marqué
(Laurenceet al, 2008). Différentes versions du PCNA, portant wystéine permettant un
greffage d'un fluorophore, sont d'ores et déja disples au laboratoire. Par conséquent, le
transfert d’énergie pourrait étre mené entre un ADBrqué 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 psutéles interactions entre les ADN
polymérases B et D, de I'Archaea hyperthermophilrococcus abyssiet leur facteurs
accessoires, le PCNA et le RF-C. Les principauxiltéts nous permettent de parfaire notre

connaissance sur le complexe réplicatif mis engptdez les Archaea.

L’interaction entre les ADN polymérases et leurtdéac de processivité, le PCNA, a été
étudiée fonctionnellement. Le motif PIP box, situdextrémité C-terminale de la Pol B, est
essentiel pour l'interaction au PCNA. L'interacti@emtre la Pol D et le PCNA se fait par
l'intermédiaire de deux motifs. Le premier motif Stue a I'extrémité C-terminale et ne semble
pas participer a la processivité de 'ADN polymérake second motif se situe au niveau de
I'extrémité N-terminale et ressemble a un motif Bk palindromique. Ce motif, qui est pour la
premiéere fois décrit, parait étre important dansgidesson au PCNA et pour la processivité de

I’ADN polymérase D.

La poche hydrophobe, formée au sein du PCNA pBdLl et le C-terminus, est le siege
de toute interaction avec le facteur de processilies travaux de mutagenéese dirigée au niveau
de cette région ont permis, pour la premiere figsgécrire fonctionnellement, chez les Archaea,
les interactions des ADN polymérases au nivealwadiefir de processivite.

La Pol D interagit spécifiguement au niveau detfémité C-terminale du PCNA, tandis
gue la Pol B interagirait au niveau de I'extréntderminale, mais aussi au niveau d’'une autre

Zzone qui reste a déterminer.

Une étude fonctionnelle du complexe formé entreDM\ polymérase et ses deux
facteurs, le RF-C et le PCNA, a été menée duradbctorat.

Alors que le RF-C n’a aucun effet sur la synthég&D8l polymérase B, il inhibe
spécifiguement la synthese d’ADN par ’ADN polymseeD, uniqguement en présence de PCNA.
Cette inhibition est due au motif PIP box du RFt@ésulte d’'une compétition entre les motifs
PIP box de la Pol D et du RF-C vis-a-vis du PCNA.rhotif PIP box du RF-C, absent chez les
eucaryotes, a la particularité, chez les Archa&dredrelié au reste de la structure primaire par

un long bras de résidus chargés. Il n’interviemeatiement, ni dans le chargement, ni dans le
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déchargement du PCNA sur 'ADN. En revanche, il rmpaiti permettre le maintien de
I'interaction avec le PCNA et former un complexeststable sur ’ADN.

Un schéma récapitulatif de la réplication chezAeshaea, alimenté de résultats obtenus
au sein du laboratoire et d’'une étude bibliograpéjest propose 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 slales interactions de I'ADN
polymérased avec le PCNA eucaryote, a été retrouvé chez tdaseADN polymérases D. Ce
motif, que nous avons renommé PYF box, a été earsétchez la Pol D d@. abyssi

Il a été démontré que ce motif n'entrait pas dasssihteractions avec le PCNA. En
revanche, il est impliqué dans la thermostabileé’ADN polymérase D et pourrait participer
aux interactions entre les deux sous-unités DHIP& de cette enzyme. De plus, ce motif PYF
box est situé a proximité du site actif ; des ttewpermettent de suggérer qu’il pourrait faire
partie intégrante de la région impliquée dansdigdin a ’ADN.

Par ailleurs, pour la premiere fois, la grande sgut DP2 de la Pol D, qui est trés peu
soluble, a été exprimée et étudiée fonctionnellémdléanmoins des travaux futurs sont

nécessaires pour I'étude du complexe de ’ADN pd@sase D.

Enfin, ce doctorat a permis de mettre place plusiéechniques de fluorescence sur le
spectrofluorimétre Edinburgh FLS920 dont s’est deti@boratoire. L'utilisation d’'une sonde de
polarité, le Nile Red, a permis, notamment, de détep les résultats sur la thermostabilité de la
Pol D. Par ailleurs, des travaux préliminaires,aeisotropie de fluorescence, nous ont permis
d’étudier la liaison de difféerentes protéines aDMW, selon différentes parametres, tels que la
température et le type de substrat ADN. Cette tgclennous offre de nombreuses perspectives

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

[.1. Culture d’ Escherichia coli

Difféerentes souches H:. coli ont été utilisées pour le clonage et la productin
protéines recombinantes: les cellules de stabdisaDH5o (Invitrogen) et XL1-gold
(Stratagene), ainsi que les cellules d’expressimseRa (Novagen) et HMS 174 (DES3) pLysS.

Les bactéries ont été cultivées a 37°C, dans uieunilB (Luria Bertani) liquide
(cf. annexe 1), sous agitation (150 rpm), ou eniemilgélosé dans des boites de pétri
(agar 1,5 %). Chaque milieu contenait le(s) antipie(s) approprié(s) permettant de
sélectionner les plasmides d'intérét (ampicillin@0@dg/mL, chloramphénicol 34 pg/mL,

kanamycine 30 pg/mL).

1.2. PCR

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

Les genes d'intérét ont été amplifiés, a partit ABN génomique deP. abyssidans un
volume total de 5QL, contenant 125 ng d’amorces spécifiques, 180de dNTP et 2,5 Unités
de 'ADN polymérasePfu. Cette polymérase est hautement fidele, possédiaat activité

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

|.3. Extraction de 'ADN plasmidique

L’ADN plasmidique a été extrait, a partir des susgpens bactériennes transformées, a
l'aide des kits QIlAprep Spin Miniprep (Qiagen) etlAfiter Plasmid Midi (Qiagen),
respectivement, pour les petits volumes (2 mL)estdrands volumes (50 mL) de production.

L’extraction plasmidique repose sur une technigeiéyde cellulaire alcaline.

l.4. Visualisation de I'ADN plasmidique

L’électrophorése en gel d’agarose permet de sémmerfragments d’ADN de tailles
comprises entre 0,2 et 50 kpb. Les fragments d’ABdies ajout d’une solution de dépbt 6 X
(cf. annexe 2), ont été déposés sur un gel d'agaad3,8 %, dans un tampon Tris-acétate 1 X
(TAE : Tris-base 40 mM, EDTA 1 mM pH 8, acide aqég glacial 0,1 %). L’électrophorése a
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été réalisée sous un voltage constant de 110 Wramure d’éthidium (BET) a été directement
incorporé et les bandes d’ADN ont été visualis@ess $ltraviolet, a I'aide d’'un GEL Doc 2000

(Bio-Rad) couplé a une caméra CCD. Un marqueuradie tSmartLadder (200 - 10 000 pb,
Eurogentec) a été déposé sur le méme gel, afiird@sla taille et la quantité des fragments
d’ADN.

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

Les difféerentes enzymes de restriction disponilaledaboratoire provenaient du méme
fournisseur (New Englands Biolabs). Les incubationat été réalisées selon les
recommandations de ce fournisseur, et en réglergiéna 37°C, pendant 1 h, dans le tampon
dans lequel leur activité est optimale. Pour vérifa présence du gene d’intérét, une double
coupure a été realisée, par deux enzymes de testridifferentes, 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 ldes travaux, étaient le pET25b(+), le
pPET26b(+) et le pET28a(+) (Novagen). Ces plasmigessedent un gene conférant une
résistance a I'ampicilline pour pET25b(+), ou &#mamycine pour pET26b(+) et pET28a(+)).
De plus, les plasmides possedent une région carttena multitude de sites de clonage uniques,
ainsi que le promoteur T7, situé en amont du gémeec et reconnu par '’ARN polymérase du
phage T7.

[.6.2. Préparation des inserts et des plasmides

Avant d’étre inséré dans le plasmide, le gene é'@ita subi une double digestion par
deux enzymes de restriction. Le vecteur d’expresaiéte linéarisé par les mémes enzymes. Les
produits de réaction ont ensuite été séparés dud’'ggarose a 0,8 % (p/v). Les bandes
correspondant a l'insert et au vecteur linéariséévé découpées avant d’étre purifiees a l'aide
du kit QIAquick PCR purification (Qiagen).
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1.6.3. Ligature du vecteur linéarisé et des inserts digég

Le volume réactionnel de 20 pL contenait: 2 pLta®mpon 10 X, 1 uL de T4 ADN
ligase (Promega), x pL de plasmides linéariséd, y'jinserts digérés. Les quantités x et y ont
été choisies de maniére a avoir un rapport y/x agal 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 ajout® alsde cellules compétentes Ddd5
(Novagen) ou XL1-gold (Stratagene). Le mélange éaigtubé pendant 30 min a 4°C, puis
pendant 45 sec a 42°C, et enfin pendant 2 min a @#&fte suspension, a laquelle 800 pL de
milieu SOC (cf. annexe 1) ou de milieu LB ont éj@ugés, a été incubée pendant 1 h a 37°C,
sous agitation a 200 rpm. De 50 a 350 pL de sugpebsctérienne ont été étalés sur une boite
de pétri LB-agar contenant I'antibiotique séledtiés boites ont été incubées pendant une nuit a
37°C.

Les clones obtenus ont été contrélés par extragilaamidique, suivie d’'une double
digestion par des enzymes de restriction. Les sl@usitifs, portant le gene d’intérét, ont été
conserveés pendant 24 h a -20°C, puis a -80°C danslgbu LB- glycérol 20 % (v/v).

1.7.2. Cellules d’expression

L’ADN plasmidigue, issu d’'une extraction en grarmume (50 mL), a été intégré dans
des cellules d’expression, également par choc fihgeen La transformation des cellules
HMS174 (DE3) pLysS a été realisée dans les mémeditmmns que celles décrites pour les
cellules de stabilisation. La transformation delfutes Rosetta (Novagen) a été effectuée dans
les conditions suivantes : 5 min a 4°C, 30 sec @4auis 2 min a 4°C. Cette suspension, a
laquelle 800 uL de milieu SOC ou de milieu LB ord @joutés, a été incubée pendant 1 h a

37°C, sous agitation a 200 rpm, avant étalemenbaite de pétri.

1.8. Mutageneses dirigées

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

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

Protéines Mutations au niveau de la PIP box

PabPol B 4sPAVERILRAFGYRKEDLKYQKTKQVGLGAWLKF 450
PabPol BApip +4sPAVERILRAFGYRKEDLKYQKT,,

PabPol D 1421 TEKAEKAEKPRKKSDEKPKKKRVISLEEFFSRKSK 4c:
PabPol DApip 1421 TEKAEKAEKPRKKSDEKPK ; 430

Tableau 3 : Mutations réalisées au niveau du rRdBfbox, situé a I'extrémité C-terminale de I'ADNIpmérase B
et de la grande sous-unité de 'ADN polymérase & inotifs PIP box sont notés en bleu.

Les mutations concernant la modification de laag@dPYF box, au niveau de la grande
sous-unité de I'ADN polymérase D, consistaient Bstituer les acides aminés incriminés par
des alanines. Ainsi pottabPol Dmutl, les résidus choisis étaient les glycemeposition 934 et
941 et pourPabPol Dmut2, en plus de ces deux mutations, la tyeo846 et la phénylalanine
947 (Tableau 4).

Protéines Mutations au niveau de la PYF box

PabPol D 624 TSAGIVGRIIGFVDALVGYAHPYFHAAK g,
PabPol Dmutl 4, TSAGIVGRIIAFVDALVAYAHPYFHAAK g,

PabPol Dmut2 o, TSAGIVGRIIAFVDALVAYAHPAAHAAK g,

Tableau 4 : Mutations réalisées au niveau du n@¥F box de I'ADN polymérase D. Les acides aminés,
déterminant le motif PYF box, sont notés en bleas tubstitutions en alanine sont notées en rouge.

Les mutations concernant la délétion de I'extrémitterminale de 'ADN polymérase D
consistaient a introduire un site de restrictioreNidiste 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 moff Box situé de I'extrémité N-terminale de la grasdes-unité de
I’ADN polymérase D. Le motif PIP box est noté eaiblLa méthionine remplagant ce motif est notémage.

Le gene comportant la mutation a ensuite été digaréNdel et réintroduit dans le
plasmide pET25b+. Enfin, le géne a été cotransfatamsE. coli HMS174(DE3) pLysS avec le
plasmide pET28a+ contenant le gene codant pourekitepsous-unité de l@abPol D
(Figure 43).

Ndel BamHI Ndel Sall

A ¢ ) DP1 Hi7Hkc] ¢) DP2 )

Ndel BamHI Ndel ~ Ndel Sall
B ¢ ) DP1 {7kl c) DP2

Ndel .9;50 Ndel Ndel
N-ter
Sall +
] Ndel
Q’ @00 de
Sall 5443
5443 Ndel

C

D

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

A) Construction du géne codant pdabPol D (Guegueret al, 2001) ; B) Mutation au niveau de I'extrémité N-
terminale de la grande sous-unité DP2, permettactdation d’'un site Ndel (noté en rouge); C) Camsion du
plasmide contenant les genes codant pour les dris<umnités DP1 et DP2 dRabPol D, avec présence du nouveau
site Ndel ; D) Digestion par Ndel permettant laati@n d’'un plasmide comportant le géne codant pagrande
sous-unité DP2Ncut de taille totale de 9200 pbrenvilLes tailles des différentes portions d’ADN iées sont
notées en bleu.

Les différentes étapes de la construction de 'Apdymérase Ncut sont présentées
ci-dessous. La méthodologie appliquée est détaibiés les parties précédentes. Tout d’abord, la
digestion du plasmide pET25b+, contenant les géadant pour les sous-unités DP1 et DP2 de
PabPol D, avec la présence du nouveau site Ndel, aéatiisée par I'enzyme Ndel (New

Englands Biolabs) (Figure 44A). La bande correspohdu plasmide pET25b+, contenant le
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géne codant pour la sous-unité DP2 dépourvue deeztrémité N-terminale, a ensuite été
purifiée (Figure 44B). Le fragment d’ADN purifiéemsuite été ligaturé, avant d’étre transfecté
dans les cellules XL1-gold. Les difféerents clonéseaus ont été remis en suspension, dans un
petit volume de 2 mL de culture, avant d’en ex&rdiADN. Les plasmides extraits ont ensuite
été digérés par I'enzyme Ndel (Figure 44C). Suitetée digestion, seul le clone n°3 comportait
le plasmide pET25b+, contenant le géne d’intér20(9pb environ). Le clone n°3 a été conservé
a -80°C avant d’étre remis en suspension dansamdgrolume de 50 mL de culture, avant d’en
extraire 'ADN. Le plasmide extrait a ensuite étgtransfecté avec le plasmide pET28a+,
contenant le géne codant pour la sous-unité DP clomes obtenus ont été remis en suspension
dans un petit volume de 2 mL de culture et unefigation de la présence des deux plasmides
d’'intérét a été effectuée, grace a deux digestimmependantes par les enzymes Ndel
(Figure 44D) et Sall (New Englands Biolabs) (Figu#dE). A lissue de cette double
vérification, seul le clone n°2 contenait les deplasmides d'intérét pET25b+/DP2Ncut et
pET28a+/DP1, faisant respectivement 9200 pb et pBOQI 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 &abPol 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) Dlgestlo_n 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
“~peT28+ pET28 +
DP1 DP1
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Les mutations, concernant les domaines d’interadio PCNA, consistaient a substituer
les acides aminés incriminés par des alanines. Mwass choisi de modifier deux zones qui
constituent la poche hydrophobe, le C-terminusiBCIL (Tableau 6). Ainsi, pour PR245, il
s’agissait de la proline 245 et de l'arginine 24#uées au niveau de I'extrémité C-terminale.
Ensuite, trois mutations différentes ont été creédim de cribler la totalité de I'IDCL. I
s’agissait ainsi pour EIE120 de la glutamine 120 I'doleucine 121 et de la glutamine 122.
Ensuite, pour VDL123, il s’agissait de la valine312le I'acide aspartique 124 et de la leucine
125. Et enfin, pour EL127, l'acide glutamique 127de la leucine 128 ont également été
remplacés par une alanine. Par ailleurs, pour ER24lutamine 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 2 LAAAVEE

Tableau 6: Mutations réalisées au niveau de lahg@oaydrophobe (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 kikC@hange Il Site-Directed
Mutagenesis (Stratagene) pour les versions mutalid3CNA. Un kit spécial pour les grands
fragments, QuikChange Il XL Site-Directed Mutagesdsit (Stratagene), a été utilisé pour
chaque version mutante de 'ADN polymérase D, éthminé que le plasmide comportant le
gene codant pour 'ADN polymérase D fait 11220 pb.

La PCR a été réalisée selon les recommandatiorigsudnisseur. Les amorces choisies,
ainsi que les conditions de PCR, pour chaque muypamduit au cours du doctorat, sont
répertoriées dans le tableau 7. Les oligonucléstiBrvant 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 | B-AGGATAATAGCCTTTGTCGATGCCCTAGTTG | 18 cycles: [ 95°C, 50 sec
p Dmutl | CITACGCT-3' et 3-TCCTATTATCGGMAAC 60°C, 50 sec
0 MUl | AGCTACGGGATCAACGAATGCGA-5 68°C, 12 min
© 1 cycle: 68°C, 7 min
\©
£ 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 cyclesy™ 95°C, 30 sec
PR245 | 3' et 3-GACTATAAGGAGGACCGACGGCGTAAC 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-TAGCTTCAACTGAACGGTCGCCGGG idem
o GAAGTGC-5'
5-ACGATAAAGTTCGGAAACGCGATGCCGATGC
E224 | AAATGGAG-3' et 3-TGCTATTTCAAGCCTTTGCG idem
CTACGGCTACGTTTACCTC-5'
5-ATAGATGTTGAGGCGGCCGCATTGACTTGCC
EIE120 | AGAG-3’ et 3-ATCTACAACTCCGCCGGCGTAAC idem
TGAACGGTCTC-5'

Tableau 7 : Conditions de PCR utilisées pour I'nbts des plasmides portant les génes codant psuvdrsions
mutées de I'’ADN polymérases D et du PCNA. Les ceduantés sont soulignés.

1.9. Séquencage de 'ADN

Afin de s’assurer de la présence des mutationségsset qu’il n'y a pas eu de mutations
ponctuelles au niveau des genes d'intéréts, uneséqge a été réalisé sur les ADN
plasmidiques. Les amorces flanquantes a l'insert]T promoter primer #69348-3 et le T7

terminator primer #69337-3, ont été utilisées. €guencage a été effectué par Cogenics.
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Les séquences obtenues ont été analysées a l'aide gkrveur
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/bl2seq/wblast2.cgigr alignement avec les séquences des génes

natifs obtenues a l'aide du serveur (http://wwwasthuk/Databases/nucleotide.html).

. Techniques de biochimie

lI.1. Techniques de production des protéines recombinarge

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

Le systeme RTS (Rapid Translation System) pernetptimer des protéines vitro en
moins de 24 h, en se reposant sur le couplageé&desions de transcription et de traduction.
L’apport des réactifs et des composés énergétigaedait a travers une membrane de dialyse
semi-perméable séparant les deux compartimentsedeeinte
réactionnelle. La production des PCNA mutés a éecteiée a
I'aide du kit RTS 50CE. coliHY (Roche Diagnostics) (Figure 45).
Le compartiment réactionnel était composé du lysatterien
(apport en ribosomes+ facteurs...), de 'ARN polyrsérdu phage
T7 pour la transcription et de 1@ de plasmide portant le gene
codant pour le PCNA. Lautre compartiment, alimentda
réaction, était composé des substrats nécessail@graduction

N

(substrats énergétiques, ARN de transfert, acidesés). La cuve .
Figure 45: Systéme RT!

a été incubée pendant 22 h & 30°C, sous une agii@i 990 rpm, ProteoMaster 500.

dans le Proteomaster (Roche).

[1.1.2. Expression des protéines recombinantes en grand wohe

L’ADN polymérase B, qui est commercialisée par @Béne (MPBiomedicals), et
I'ADN polymérase D, qui est issue d’'une producteffectuée selon (Guegues al, 2001),
étaient disponibles a mon arrivée au laboratoire.

Le RF-C et le PCNA sauvages ainsi que le Rfpi ont été exprimés et purifiés selon
(Hennekeet al, 2002). Le PCNA, tagué histidine, a été exprimgueifié selon (Mesiet-Cladiere
et al, 2007). Enfin, TADN polymérase Bpip a été exprimée et purifiee selon (Rouillon, @00

Les différentes ADN polymérases mutantes ont ééptes dans un volume de 3 L de
milieu LB. Une préculture de 2 mL, dans du milieB, la 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(+) portagiene d’intérét. Ensuite une cascade de
précultures a été réalisée jusqu’au volume de mtaatu(3 L). L'induction a été effectuée a une
DOsoonm de 0,6 avec 1 mM d'IPTG (Isopropyl-béta-D-thiogatgpyranoside). Pour chaque
préculture, une quantité déterminée d’antibiotiaesélection a été ajoutée.

La sous-unité DP1 de 'ADN polymérase D a égalenat produite selon le méme
protocole. Une préculture de 2 mL, dans du mili®j & 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 egitéculture, une série d’'ensemencements a été
réalisée jusqu'au volume de production (3 litreBprés une centrifugation de 40 min a
6000 rpm, les culots bactériens ont été remis aspension dans un tampon de broyage
(Tris-HCI pH8, 50 mM,B-mercaptoéthanol 2 mM, et un mélange d’inhibitedes protéases
(«complete», Roche Diagnostics). La lyse des adlal été effectuée a I'aide d’'une presse de
French (Aminc8 —SLM Instruments) & une pression de 1000 PsiGjesdiune centrifugation
de 45 min a 12000 rpm a 4°C, puis d’'un chauffag®aC pendant 15 min afin d’éliminer les

débris cellulaires et la plus grande partie detepres bactériennes.

[1.1.3. Expression des protéines recombinantes en petit wohe

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

II.2. Purification des protéines recombinantes

[1.2.1. Purification de protéines exprimées par RTS

Dans le cas de I'expression de protéines par RM&,plnase de purification par FPLC
(Fast Protein Liquid Chromatography) n’était pasassaire, étant donné que seule la protéine
d’intérét est exprimée. L'échantillon récupéré ddiesceinte réactionnelle a néanmoins étée
soumis a un chauffage de 15 min a 75°C, puis degé&ipendant 10 min a 13000 rpm. Une
dialyse de 2 x 2 h a été réalisée dans le tamperHICI 50 mM, pH 8, DTT 1 mM, NaCl 0,5 M.
Une vérification en SDS-PAGE a été réalisée surAENA mutés au niveau de la poche
hydrophobe (cf. Matériels et Méthodes, I11.4.1.) g(fe 46A). Afin de s’assurer de la
trimérisation des PCNA, une vérification sur geliina également été réalisée (cf. Matériels et

Méthodes, 11.4.2) (Figure 46B).Les triméres sonjarires, méme Si Nous pouvons apercevoir
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les PCNA sous forme de dimeres et de monomerespiadines ont été conservées a -20°C
dans le tampon Tris-HCI 50 mM, pH 8, DTT 1 mM, N&C3 M.

o B AN P
kDa PUASR R Vo 6 B® A P
Q < < ) R Q:],b‘ ?/\' NJ 0\,'\' 0$?~
250 kDa TV Ve
150 : i 1
100 669 | et
75 440
232 (8
'A. " ]
50 140 s
37 - <— trimére
67 — <— dimére
T N e
' ~ | <+— monomere
25 .-
20 -
15 A I B

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

Dans le cadre de I'étude d’'un PCNA fluorescenBEGNA a tout d’abord été exprimé par
RTS, suivant les conditions présentées précédemipaista subi une réaction de marquage par
greffage du fluorophore TMR (cf. Matériels et Médles, 11.14.4.). La fraction protéique a
ensuite été déposée sur une colonne Hipfrép FF (16 cm x 10 cm), équilibrée dans un tampon
Tris-HCI 20 mM, pH 7, EDTA 0,1 mM, DTT 1 mM. L'élign a été réalisée, a un débit de
1 mL.min?, par I'application d’un gradient de concentratem NaCl de 0 & 1 M. Les fractions
colorées magenta (couleur du TMR) ont été rasseasbiét concentrées sur Centriprep-10
(Millipore). Ensuite, afin d’éliminer le sel et kees 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 (kie 47A). Les fractions colorées et
correspondant au pic d’absorption ont été rassesbléa protéine finale a été concentrée a
I'aide du systeme Centriprep-10 (Millipore) et cenge a -20°C. Un suivi de purification a été
réalisé sur gel d’électrophorése SDS-PAGE (Figui)4
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Figure 47 : Purification du PCNA marqué au TMR.

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

[1.2.2. Purification des ADN polymérases

Les différentes ADN polymérases recombinantes tiparifiées sur un systéme FPLC
(Akta, Amersham). Les extraits protéiques ont égodés sur une colonne HipfpQ FF
(16 cm x 10 cm) équilibrée dans un tampon NaP 50 @i 6,5, DTT 1 mM. L’élution a été
réalisée, & un débit de 1 mL.nfirpar I'application d’un gradient de concentrateamNaCl de 0
a 1 M. Une deuxiéme étape de purification a éthséig dans les mémes conditions de débit et
de tampon, sur une colonne Hep&fitdiprep (Amersham Biosciences). Apres chaque élape
purification, un test d’activité a été réalisé &g fractions en sortie de colonne (cf. Matéri¢ls e
Méthodes, 11.8.1.). Les fractions ayant une fort&évéé ont été rassemblées et concentrées a
I'aide des systemes Centriprep-10 puis CentricorfMillipore). Les différentes étapes de la
purification des ADN polymérases sont illustrées lsufigure 48 ou seule la purification de
I’ADN polymérase Dmutl est présentée. Enfin letgines ont été conservées dans le tampon
Tris-HCI 20 mM pH 7,5, DTT 1 mM, Glycérol 55% (v/e} conservées a -20°C.
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Figure 48 : Purification de 'ADN polymérase Dmut1.
A) profil délution sur colonne Hiprep Q FF. B) pilod’élution sur colonne d’Heparin. En rouge, laurbe
théorique du gradient de NacCl, en vert la conduwetagt en noir I'activité ADN polymérasique. Leschians
comprises entre les séparateurs ont été collectées.
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Le suivi de la purification de la Pol Dmutl a étalgsé sur gel d’électrophorése SDS-

PAGE (Figure 49). Nous pouvons constater que ladémcorrespondant aux protéines d’intérét

présentent de légéres stries signifiant la préséi#d@N dans les fractions collectées.
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Figure 49 : Profil de purification de la Pol Dmuypar
analyse en SDS-PAGE a 12 %.

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



Afin d’éliminer 'ADN, un autre protocole a été men place, par la suite, pour les
purifications de toutes les ADN polymérases D. Rmla, aprés passage a la presse French, une
DNase (Promega) été ajoutée a la fraction contelaaptotéine d'intérét puis I'extrait a été
incubé, pendant 1 h a 37°C. L'extrait protéique rsuite été déposé sur une colonne de
Hiprep™ Q FF (Amersham Biosciences), dans les conditiortsitdé précédemment. L'étape
finale de purification a été réalisée sur une codode Superdex 200 (Amersham Biosciences),
équilibrée dans un tampon Tris-HCI 50 mM, pH 8. frestions comportant la protéine d’intérét
ont été rassemblées et concentrées a l'aide dbekitriprep-10. Seul le suivi de purification de
I’ADN polymérase DApip est présenté sur la figure 50. Les protéindseti reprises dans le
tampon Tris-HCI 20 mM pH 7,5, DTT 1 mM, Glycérol%5Vv/v) et conservées a -20°C.

-
L 1 M v/ 1

W
Fractions Fractions

kDa collectées KDa collectées
250 4 250
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100 100 = :'.

75 w 75 @uEM™ -4

50 w 50 w
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Figure 50 : Purification de I’ADN polymérase\pip.

A) (haut) profil d’élution sur colonne Hiprep Q EFn rouge, la courbe théorique du gradient de NeChert la
conductance ; (bas) analyse en SDS-PAGE 12 % Bi})(h@rofil d’élution sur colonne Superdex200 ;gpanalyse
en SDS-PAGE 12 %. Les fractions comprises entredparateurs ont été collectées.

Le suivi de la purification de I’ADN polymérase Dtest illustré sur la figure 51. Nous

pouvons constater ici que les deux sous-unitéslégatement dégradées.
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Figure 51: Suivi de purification de [I'ADN
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, apres dialyse ; 5, aprés passage
colonne Superdex 200; 6, éluat de concentration
Centricon-10 ; 7, protéine finale concentrée.
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Un autre protocole de purification a été utilis@ipta petite sous-unité (DP1) de 'ADN
polymérase D. Les extraits protéiques ont été d&pasir une colonne Histrapde 5 ml
(Amersham Biosciences), équilibrée avec le tampo(NA(P) pH 6,5, 50mM, DTT 1 mM,
imidazole 20 mM). L'élution a été réalisée, a urbitdéle 1 mL.mift, par I'application d'un
gradient de concentration en imidazole de 20 a 00 dans le tampon B (Na(P) pH 6,5,
50 mM, DTT 1 mM, imidazole 500 mM). Une deuxiemap# de purification a été réalisée a un
débit de 1 mL.mitt et dans le tampon A, sur une colonne HepMrikliprep (Amersham
Biosciences). L'élution a été réalisée, par I'apgtion d’'un gradient de concentration en NaCl
dans le tampon B. Une dialyse (2 x 2 h) a étégéaldans le tampon suivant : Tris-HCI pH 8,
20 mM, DTT 1mM. Une analyse des fractions obterau&té realisée par SDS-PAGE afin de
vérifier la pureté de la protéine (Figure 52). ffiestions contenant la protéine d’'intérét ont été
rassemblées et concentrées a l'aide du kit Ceefif® (Millipore). Au final, la protéine
concentrée a été conservées a -20°C dans le taimmfiCl 20 mM pH 7,5, DTT 1 mM,
glycérol 55% (v/v).
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Figure 52 : Purification de la sous-unité DP1 ddIN polymérase D.

A) (haut) profil d’élution sur colonne Histrap™. lemurbe théorique du gradient en imidazole estésmtée en
rouge; (bas) analyse en SDS-PAGE 12 % B) (hautjl gfé@lution sur colonne Heparin ; (bas) analyse ®DS-

PAGE 12 %. La courbe théorique du gradient de NsCreprésentée en rouge. Les fractions compriges kes

séparateurs ont été collectées.

Le suivi de la purification de la sous-unité DP1I'&®N polymérase D est illustré sur la

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

nous avons pris la décision d’arréter la purificata ce stade.
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Figure 53 : Suivi de purification de la sous-uriie1

de 'ADN polymérase D par analyse en SDS-PAGE
12 %.

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

Les grandes sous-unités des ADN polymérases Dagaust mutées au niveau de du

motif PYF box, ont été exprimées en volume de 5Q erl_partie a cause de leur probleme de

solubilité. Apreés choc thermique, les fractionst@iques ont été dialysées dans un tampon

Tris-HCI 20 mM, pH 7,5, DTT 1 mM. La concentratiestimée était de a 65 puM pour chacune



des sous-unités DP2. La présence des protéinagsrav@iée par Western Blot (cf. Matériels et
Méthodes, I1.5.) (Figure 54).

& &
DP2 O FF
S O O
T RV U C
kDa Figure 54 : Expression des sous-unités DP2 dell® P®@ol
Dmutl et Pol Dmut2.
250 l La détection a été effectuée par Western Blot gisarnt les
150 . — anticorps anti-DP2. La révélation a été réalisdaide du
variable mode imager Typhoon 9400. C, représente le
100 contr6le du Western Blot.

75

Un autre protocole de purification a été utilise&uip8ADN polymérase DNcut. Aprés
passage a la presse de French, I'extrait étaitviseggieux, d0 a une forte concentration en
d’ADN. La solution, a laquelle a été ajouté du NaClne concentration finale de 0,5 M et de la
Polymine P 0,15 % final, a été mise sous agitationce a 4°C pendant 45 min. Ensuite, une
centrifugation a 12 000 rpm, pendant 1 h a 4°Cjéaeffectuée et le culot a été remis en
suspension dans une solution de sulfate d’ammosatorée a 80%, pendant 1 h dans la glace.
Le culot, issu d’'une centrifugation a 12000 rpmgsert 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, glgmol 10% (v/v). Les extraits
protéigues ont ensuite été déposés sur une cokldistrap™ de 20 ml (Amersham Biosciences),
équilibrée avec le tampon A. L'élution a été résisa un débit de 1 mL.mtnpar I'application
d’'un gradient de concentration en imidazole de ZD@ mM dans le tampon B. Les fractions
protéigues étant invisibles sur SDS-PAGE, un waddot a été réalisé afin d’analyser le suivi
de purification (Figure 55). Nous avons pu constgtes la petite sous-unité DP1 était en exces
par rapport a la grande sous-unité DP2 qui a é& geu exprimée. Ainsi, nous avons pris la
décision d’arréter les étapes de purification astade. Les fractions collectées ont été
rassemblées et concentrées a l'aide du centrifdeptldialysées pendant 2 x 2 h contre le
tampon Tris-HCI 20 mM, pH 7,5, DTT 1 mM. Du glycég® % (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 délution sur colonne Histrap (en haut). taurbe théorique du gradient en imidazole est sgmt€e en
rouge. Les séparateurs en vert représentent lesofia collectées; Analyse par Western Blot enisatilt les
anticorps anti-DP2 (en bas). La révélation a éafis€e a I'aide du variable mode imager Typhoon(94Q apres
passage a la presse de French ; 2, aff&hdc thermique ; 3, apré§ éhoc thermique ; 4, culot aprés traitement a
la polyminine P; 5, surnageant aprés traitemensaltate d’ammonium; 6, culot aprés traitement alfate
d’ammonium.

11.3. Dosage des protéines

La détermination de la concentration finale dertztgine a été réalisée selon la technique
de Lowry, a l'aide du kit DC protein assay (Bio-Raélon les recommandations du fournisseur.
Le dosage a été réalisé avec 25 pL d’échantillarédla DO étant mesurée a 750 nm, aprés la
réaction, a l'aide du spectrophotométre UVIKON 9%®ntron Instruments). Une gamme

d’étalonnage a été réalisée avec de la BEavin Serum Album)n(Figure 56).

0.35

03 ﬁgﬁ’;;;g;/‘/(/ Figure 56 : Courbe d'étalonnage pour le dosage des

025 / protéines par le kit DC protein assay (Bio-Rad)
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I1.4. Séparation et visualisation des protéines par éleciphorése sur gel de

polyacrylamide

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

Les extraits protéiques (10 pL ou 1 pg), auquekaputé du tampon de chargement de
Laemmli (cf. annexe 2), ont été chauffés a 100¥hdant 10 min, avant dépot sur le gel, pour
permettre la dénaturation des protéines. Un margdeumasse moléculairé’recision 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 deslgglslyacrylamide 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.eaxen3). La migration a été

effectuée pendant 1 h a un voltage constant d&/200

11.4.2. Gels natifs
[1.4.2.1. Préparation des échantillons

Les extraits protéiques (10 pug) ont été mis danwahpon de chargement (cf. annexe 2),
avant d’étre déposés sur le gel sans étape defapaufUn marqueur de masse moléculaire
(HMW, Amersham Pharmacia), con¢u pour les gel nématlrants, a été déposé sur le méme
gel, afin de déterminer la taille des protéinesatéiiét.

11.4.2.2. Migration :

Les électrophoréses ont été réalisées sur gel dgogpgamide 4%-20% précoulé
(Tris-HCI Ready Gel (Bio-Rad)). Le gel a été plad&ns une cuve protean Il (Bio-Rad)
contenant du tampon de migration (Tris 25 mM, glgci92 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 agitatiamjape 1 h, dans une solution de
coloration (10 % d’acide acétique, 50 % d’éthabtdu de coomassie 1g/L). Les gels ont ensuite
été placés dans plusieurs bains de décoloratiofo(tiacide acétique, 30 % d’éthanol) jusqu’a
visualisation des bandes correspondant aux pratélres gels ont été conservés par séchage a
I'aide du kit gel drying frames (Diversified Biotec Les gels ont été préalablement incubés

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

température ambiante.

11.5. Technique de Western Blot

Apres électrophorese sur gel de polyacrylamide 8BG&E, les protéines ont été
transférées sur une membrane de PVDF (polyvinyéidéfiuoride). La membrane a été incubée
dans du méthanol puis dans le tampon de tran3festlfase 25 mM, glycine 192 mM, méthanol
20 % (v/v)), avant d’étre appliqguée contre le glel,coté de la cathode. Des papiers Whatman,
imbibés de tampon de transfert, ont été appliqegsadt et d’autre du gel et de la membrane. Le
transfert a été effectué pendant 40 min, a un geltaonstant de 100 V, dans une cQvierion
Blotter (Bio-Rad), placée dans de la glace et contenatdrdpon de transfert.

Apres transfert, la membrane a été incubée peridantians le tampon TBST (10 mM
Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NacCl, 0,05 % de Tween 20htenant 5% (p/v) de lait en poudre, afin
de saturer les sites libres de la membrane. La maermalPVDF a ensuite été incubée, pendant 1 h
a température ambiante, ou durant une nuit a 4405 tk tampon TBS (10mM Tris-HCI pH 7,5,
150 mM NaCl), en présence de I'anticorps primaxécfique de la protéine d’intérét et dilué au
1/5000. Les anticorps ont été produits chez lenlgpar la société Eurogentec (Seraing,
Belgique). La membrane a été lavée pendant 3 xid5dans du tampon TBST, avant d’étre
incubée pendant 1 h a température ambiante, datanthon TBS, en présence de l'anticorps
secondaire anti-lgG de lapin couplé a I'enzyme eReaslish Peroxidase (HRP).

La révélation a été réalisée a 'aide du kit ECRmersham Biosciences). Cette méthode
est basée sur la chimiluminescence améliorée (Eeka@hemiluminescence). La membrane est
incubée pendant 2 min dans une solution contenardgent luminescent, le luminol, qui est
oxydé en ester d'acridium, grace a I'enzyme HRPpesence de peroxyde d’hydrogéne. Les
produits formés émettent une fluorescence propurétle a la concentration en protéine. La
révélation a été effectuée a l'aide du variable enachager Typhoon 9400 (Amersham

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

11.6. Peptides synthétiques

Les peptides étaient constitués d'une vingtainecidés aminés, correspondant a la
structure primaire de différentes régions des ADN/mérases. lls ont été utilisés en tant que
compétiteurs vis-a-vis du PCNA. Le peptide TEMD exvs de témoin étant donné qu'il
appartient a une région de I’ADN polymérase D geshpas connue pour étre impliquée dans
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des interactions avec le PCNA. Les peptides ontytéhétisés par Eurogentec et fournis sous
forme lyophilisée. lls ont été remis en suspensioune concentration finale de 10 mM, dans de
I'eau milliQ. Exceptionnellement, le peptide PYFDé& repris, a la méme concentration, dans
un mélange DMSO/eau milliQ, vu son hydrophobicl#/ée. Les séquences des peptides et leur

localisation dans les protéines d’origine sontdéspntées dans le tableau 8.

Nom Séquence Protéine d’origine localisation
PIPB KTKQVFLGAWLKF ADN polymérase B Extremite 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 ?Segj%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 duretté @tude.

[1.7. Substrats nucléiques

[1.7.1. Présentation

Tous les oligonucléotides synthétiques, utilisédadoratoire, ont été synthétisés par la
société Eurogentec (Tableau 9). lls ont été pwriidr HPLC-RP (High Performance Liquid
Chromatography - reversed phase) et fournis sauseftyophilisée. Les oligonucléotides ont été

dissous dans de I'eau milliQ, a une concentratmd@D uM, et ont été conservés a -20°C.

169



Tallle
(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 87-mer 5'-CAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGAATTCGAGCTCGGTACCCGG
M13mpl8(+)) GGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGCA-3'
B2 75-mer 5'-GAGCTAGATGTCGGACTCTGCCTCAAGACGGGTAGTCA
ACGTGCACTCGAGGTCATTTTTTTTTTTTTTTTTTTT-3'
B1 75 5'-GAGCTAGATGTCGGACTCTGCCTCAAGACGGGTAGTCAA
‘Mer CGTGCACTCGAGGTCATTTTTTTTTTTTTTTTTTTT-3'Biotine
A2 48 5'-AAAAAAAAAAAAAAAAAAAATGACCTCGAGTGCACGTTG
‘Mer actaccceT-3
L34 34-mer 5-TCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGCA-3

Tableau 9 : Oligonucléotides utilisés durant céttele.

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

La matrice ADN utilisée au cours des expériencestdhsion d’amorce était le vecteur
M13mpl18(+) (Amersham Biosciences), dérivé du bampéage filamenteux M13. Ce vecteur
est un ADN simple brin de 7 250 bases. Une hyhindaa été réalisée entre le M13mpl8(+) et
une amorce M13cut32FAM marquée a la fluorescéiaasdin rapport 1 : 3 et permettant la
création d’'une zone double brin. Le mélange réangt dans un volume total de 312,5 pL, était
constitué de : 125 pL de vecteur M13mpl8(+) a 20Qui, 15,625 uL de M13cut32FAM a
2 UM et 31,25 pL d'annealing buffer 10X (Tris-HCO@mM, pH 7,8 ; NaCl 500 mM). Le
mélange réactionnel a été incubé pendant 15 mim°&,7puis pendant 1 h a température
ambiante. La concentration finale en matrice M1®ade est estimée a 0,090 uM.

Dans le cadre des études du chargement du PCNA]13enpl18(+) était hybridé a une
amorce d’ADN M13cut32 marquée au Cy5, dans un nddpol et permettant la création d’'une
zone double brin. L’hybridation a été réalisée aVamorce M13cut32Cy5 avec le méme
protocole décrit précédemment.

Pour les expériences de détermination de lactiexénucléasique et les EMSA, le
substrat utilisé était le L87. Une hybridation & étalisée entre le L87 et une amorce
M13cut32FAM marquée a la fluorescéine, dans unadpb: 1 et permettant la création d’'une
zone double brin. Le mélange réactionnel, volumalfde 40 pL, contenait: 2 pL de L87 a
100 uM, 2 pL de M13cut32FAM a 100 uM et 4 puL d'aalimeg buffer 10X. Le mélange
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réactionnel a été incubé pendant 15 min a 75°Q pendant 1 h a température ambiante. La
concentration finale en matrice M13 amorcée e giM.

Dans le cadre des études en anisotropie de fllewescle substrat utilisé était le L34.
L’hybridation a été realisée avec I'amorce M13ct8RI ou 'amorce M13cutl7FAM et avec
le méme protocole que pour ’ADN L87. En revanalmee étape de purification était nécessaire.
L’ADN a été déposé sur un gel d’acrylamide natit35%, contenant 50 mM de NaCl pour
conserver le duplex. La migration a été réaliséan &oltage de 130-150V, pendant 3-5 h. Les
fragments d’acrylamide, portant 'ADN d’intérét, toété découpés et incubés dans 400 pL de
tampon d'élution (Tris-HCI 10 mM pH 8, NaCl 100 mEDTA 1 mM), pendant 1 nuit a 37°C et
sous agitation a 250 rpm. Le lendemain, I'échamtila subi une centrifugation de 1 min a
3000 rpm. Le surnageant a été récupére dans umgosoli’acétate de sodium 3 M (1/10 vol) et
d’éthanol 100% -20°C (2 vol). Le précipité a étataéugé pendant 15 min a 12500 rpm et a
4°C. Le culot a ensuite été lavé avec 500 pL deth@0°C, avant de subir une centrifugation
pendant 5 min a 12500 rpm a 4°C. Le culot, préatabht séché au speedvac, a été remis en

suspension dans de I'eau pure, a une concentrfaiele 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 incorporatin de PH]dTTP

Aprées chaque étape de purification, un test d'détia été réalisé sur les fractions, en
sortie de colonne, par incorporation dd]HTTP (tymidine triphosphate tritiée) dans une nicat
d’ADN (fragment de 1000-1500 bases d’adénine p@y thybridé a une amorce de 12-18 bases
de thymine oligo(dT), dans un rapport 1 : 20). Léien de réaction, dans un volume total de
20 pL, contenait 1 mM dNTP, 20 mM Bis-Tris pH 6,5, mM DTT, 2 mM MgC},
200 uM dNTP, 20 pM°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'étraibé pendant 20 min a 60°C. Dix microlitres de
ce mélange ont été déposés sur une rondelle dergapiC (Whatman). Les papiers ont ensuite
éte lavés dans 250 ml de Trichloro acetic acid-T&% / Pyrophosphate de sodium 40 mM
froid, pendant 20 min, lavés 8 x 3 min dans du T&% / Ppi 40 mM froid, et enfin 2 x 5 min
avec de I'éthanol 95% froid. Les rondelles de papig été séchées pendant 40 min, sous une
lampe, et placées dans un tube contenant 3 ml dange scintillant Optifludt O (Perkin
Elmer). Le comptage des émissigha été intégré sur une durée comprise entre Ineh&vec

un compteur 2000 CA/LL (Packard).

[1.8.2. Réactions d’extension d’amorce

Les ADN polymérases B et D recombinantesRdeabyssi sous la forme sauvage ou
mutée, ont été testées, quant a leur activité efeskon d’amorce, sur des matrices d’ADN
amorcées, en présence ou non des facteurs (PCRR-€). Pour une réaction, dans un volume
total de 10 pL, ont été ajoutés : 45 fmol de M13&{p), 2 uM de dNTPs, 1 uL de tampon de
réaction 10X (Tris-HClI 500 mM pH 9, DTT 10 mM, KaloO mM, MgC} 20 mM) et les
protéines désirées ont été ajoutées a une quuaatigint entre 0,02 et 10 pmol. Les réactions ont
été incubées pendant 5 a 30 min & 60°C, puis agé&léns la glace. Un tampon d'arrét de
réaction a ensuite été ajouté (Formamide 98%, EBTAM, pH 8). Eventuellement, avant
incubation les ADN polymeérases et le PCNA ont @iiged respectivement dans un tampon Tris-
HCI 20 mM pH 7,5, glycérol 20 % et un tampon Tri€&H0 mM pH 8, DTT 1 mM.

Les produits de réaction ont été chauffés pendamin7 a 100°C, avant dépét sur un gel
d'agarose a 1 % (p/v) contenant du NaOH 50 mM et'EBTA 1 mM, qui contribuent a
dénaturer 'ADN. Le marqueur de taille d’ADN (Raaubrkers, MP Biomedicals) a été déposé
sur le méme gel, afin de déterminer la taille dagrhents d’ADN. Le gel a été placé dans une
cuve (Gibco BRL Horizon, 11-14 gel electrophordsie Technologies) et la migration a été
effectuée, pendant 5 h, a un voltage constant d¢, &u pendant 16 h a 30 V. La réaction est
représentée sur la figure 58.

La révélation a été acquise numeériquement a l'diglevariable mode imager Typhoon
9400, a la longueur d’'onde de 488 nm, permettaexaier la fluorescéine situé en 5’ des

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

[1.8.3. Réaction 3>5' exonucléasique

Pour déterminer I'activité exonucléasique, nousnavatilisé comme substrat ADN le
L87 hybridé & une amorce marquée a la fluoresq@ig8cut32FAM). Le mélange réactionnel,
dans un volume total de 10 pL, était constitué d&7: 30 nM, 1 pL de tampon de réaction 10X
(Tris-HCI 500 mM pH 9, DTT 10 mM, KCI 100 mM, Mgg20 mM) et les protéines désirées a
une quantité variant de 0,02 a 10 pmol. Les réastant été incubées pendant 30 min a 60°C,
puis arrétées dans la glace. Un tampon d’arréédetion a ensuite été ajouté (Formamide 98%,
EDTA 5 mM, pH 8).

Les produits de réaction ont été incubés pendamin7a 100°C, avant d’'étre déposeés sur
un gel de polyacrylamide a 12% contenant du TBE (tfXannexe 3), urée 7 M et formamide
3,075 M (condition dénaturante), et APS et TEMER ¢el a été placé dans un tampon
TBE 1 X, dans une cuve Protein Il xi cell (Bio-Rata migration a été effectuée pendant 5 h a

un voltage constant de 300 V.

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

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

Dans un tube de type eppendorf, 200 pg de bpieslablement lavées avec un tampon
« Binding and washing buffer » (50 mM NaP, pH 800 mM NacCl, 0,01 % Tween-20), ont été

mises en présence de 10 pg la sous-unité DP1,edygsidine, et incubée pendant 45 min, a
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4°C, sur un systéme rotatif. Les billes étant m#ignés, nous pouvons procéder a des lavages
en utilisant un aimant. Les billes ont été lavéescde tampon « Binding and washing buffer ».
Ensuite, 20 pg de la sous-unité DP2 ont été ajoutdsnilieu réactionnel a été incubé pendant
1 h a 4°C. Les billes ont été remises en suspem&Eons un tampon de chargement SDS-PAGE
afin de d’analyser les protéines. Dans le cadréétiede des interactions entre le PCNA et les
sous-unités DP1 et DP2 de I'ADN polymérase D, leaditions décrites ci-dessus ont été
respectées sauf au niveau de la quantité des mesteil,5 pg de PCNA, tagué histidine, ont été
mis en présence des billes et les sous-unités DBR2ont été ajoutées a 15 ug.

Les protéines ont alors subi une électrophoréseyaslusDS-PAGE puis transférées sur
une membrane PVDF, avant d’'étre révélées avecrdens spécifiques. La visualisation par

ECL (Enhanced Chemilumineuscence - Amersham) aéstiisée a l'aide du variable mode

imager Tyhoon 9400 (Amersham Biosciences).

11.10. Etude d’interaction protéine-protéine par résonanceplasmonique de
surface (SPR)

[1.10.1. Principe

La SPR est une technique utilisée pour I'étude idesactions entre deux molécules
(protéines, acides nucléiques, polysaccharidepides). Par cette technique, il est possible de
suivre, en temps réel, l'interaction entre un lidammobilisé sur une puce (biocapteur) et un
analyte injecté a un débit constant. L’appareicfanne par la détection des variations de masse
a la surface de la puce. Le suivi de la variatiersighal SPR en fonction du temps est représenté
sous forme de sensorgramme (Figure 59). Il estillesde déterminer les constantes cinétiques
d’association et de dissociation, et d’en déduirevdleur de la constante d’affinité lorsque

plusieurs concentrations d’analyte sont utilisées.
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Figure 59 : Sensorgramme illustrant une associatigre un analyte et un ligand fixé sur le biocapte
L’'analyte (points rouges) est injecté sur la pugelaquelle est immobilisé le ligand (carrés grisd. courbe est
composée de différentes phases représentées an roug

De facon plus détaillée, le ligand est immobilig&ndaniere covalente sur le biocapteur,
puis est soumis a un flux de tampon de course.dléade résonance varie selon l'indice de
réfraction du milieu, au niveau du biocapteur. Epanse SPR, enregistrée sur le sensorgramme,
est constante. Lorsqu’un analyte, injecté sur leeppar un systéme microfluidique, se lie au
ligand et induit un changement de masse a la sudadiocapteur, la réfringence du milieu en
est modifiee et la lumiere réfléchie se déplacerasui un angle de résonance. Ainsi, sur le
sensorgramme, la réponse SPR augmente. En fin ediop, l'analyte se dissocie
progressivement, la lumiere réfléchie est déviéewent a sa position d’origine, se traduisant,
sur le sensorgramme, par une baisse de la répdPRe Ge systeme est représenté sur la

figure 60Figure 60.

Lumiére incidente Lumiére réflechie
Spolarisée b
Loy 12 == Sensorgramme

anal de mesure

Figure 60 : Schéma présentant le principe de anggce plasmonique de surface.

Typiquement, le BlAcore utilise des biocapteurs poses d’'une lame de verre sur
laquelle est appliguée une couche d'or couplée @ mmatrice (dextran). Cette structure

tridimensionnelle peut étre modifiee suivant lesléooles a immobiliser. Par exemple, la
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fixation de molécules biotynilées pourra se réalsg une puce contenant de la streptavidine. Le
signal de résonance est exprimé en unités de nésen@RU). 1000 unités de résonance

correspondent a une quantité de 1 ng de protéixessfpar mm2 de surface active.

[1.10.2. Expériences realisées

Les analyses ont été réalisées sur I'appareil BI&c6 (BlAcore, Uppsala, Sweden)
appartenant au laboratoire INSERM U.613, GénétigMmléculaire et Génétique
Epidémiologique (Brest, France). L'ADN biotynilé Bil été fixé sur la puce (SA sensor chip,
BlAcore) par une réaction streptavidine-biotinea Ieté injecté dans le tampon HBS-P (Hepes
10 mM pH 7,4, NaCl 150 nM, 0,005% (v/v) P20), adébit de 5 pL.mitl. L'amorce A2 a été
hybridée a ’'ADN B1, aprés injection dans le mémmpon avec le méme débit. Le PCNA a
ensuite été injecté sur la puce d’ADN, & un dékit3® pL.mif" et & une concentration de
200 nM. Les ADN polymérases ont été injectées,sapfes, avec le méme débit et a la méme
concentration de 200 nM. Les études d’interactiont été réalisées a 25°C dans le tampon
HBS-P. Entre deux expériences, la puce a été réggngar I'application d’'une solution de
NaOH 50 mM (10 pL & 10 pL.mm), afin de décrocher les protéines et I'amorce B&s

données expérimentales ont été analysées a l'aittgyitiel BIAevolution software.

[1.11. EMSA (Electrophoresis Mobility-Shift Assay)

Le retard sur gel nous a permis d'étudier les auons physiques entre 'ADN et les
protéines. L’ADN utilisé était le L87, amorcé parligonucléotide M13cut32FAM. Pour chaque
réaction, 2,5 pmol d’ADN ont été incubées avecéddhtes quantités (de 5 a 15 pmol) de
protéines (ADN polymérase, RF-C, PCNA), pendaniml® a 60°C. La visualisation a été
réalisée sur un gel d'agarose a 1 %, en conditioatves, dans du tampon TBE 1X

(cf. annexe 3). Ainsi, '’ADN complexé aux protéinesra sa migration freinée.

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

Le glutaraldéhyde possede la propriété de former mlentages covalents entre les
macromolécules. Ainsi, le PCNA chargé sur I'ADN sfgtrouvera fixé apres ajout de
glutaraldéhyde. Nous avons utilisé ce procédé éfidier 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, pB ;7DTT a 5mM ; MgCl a 30mM ;

176



NaCl a 100 mM ; glycérol 40%), avec ou sans 'AT®R IATPYS a 1 mM et les protéines
désirées utilisées a 2,4 pmol. Les réactions @nineubées a 65°C, pendant 0,5 a 120 min. Les
réactions ont été arrétées par I'ajout du glutéaide 1%. Une incubation pendant 10 min a
37°C permet la catalyse de la réaction du glutahglde. Les produits de réaction ont été
déposés sur un gel d’agarose a 0,8 % composé de)BBkK (cf. annexe 3) et de SDS a 0,1 %.
Enfin, le gel a été placé dans une cuve (Gibco BRIizon, 11-14 gel electrophoresis Life
Technologies) et la migration a été effectuée peh8# a un voltage constant de 80 V.

La révélation a été réalisée a I'aide du variabtalenimager Typhoon 9400 (Amersham
Biosciences), aux longueurs d’onde de 532 et 633afim d’exciter le TMR lié au PCNA et le

Cy5 lié a I'ADN, respectivement.

11.13. Mesures de la thermostabilité des ADN polymérases

Afin de tester la thermostabilité de 'ADN polyméeaD et des mutanBabPol Dmutl et
PabPol Dmut2, les enzymes ont été incubées, pendamhba differentes températures (80°C,
90°C ou 100°C). Une quantité de 5 pmol a été agodins le mélange réactionnel, dans un
volume final de 10 puL contenant le tampon de dhui{Tris-HCI 20 mM pH 7.5, glycérol 20 %),
puis refroidies dans de la glace.

Ensuite, afin de mesurer les conséquences du elgaufur I'activité des enzymes, un
test d’extension d’amorce a été réalisé (voir @ste), ou chaque protéine était testée a une
guantité de 2 pmol. Egalement, afin de mesurerclmsséquences du chauffage au niveau
conformationnel, une analyse spectrale de fluoresca été réalisée, en utilisant le Nile Red
comme sonde de polarité (voir ci-dessous), lesépres 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 @éalisl'aide d’'un spectrofluorimetre
Edinburgh FLS920. Afin de limiter I'incidence de liamiere diffusée, un filtre passe haut, ne
laissant pas passer les sources lumineuses deelangionde inférieures a celle de la longueur

d’onde d’émission, a été utilisé systéematiquemanteschemin 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 techniquplein essor, généralement utilisée pour
étudier les interactions ADN-protéine. Elle a naotaemt I'avantage de permettre I'analyse d’'une
réaction, a I'équilibre et en temps réel. Les fapirores utilisés étaient, soit la fluorescéine
greffée a I’'ADN, soit le TMR greffé au PCNA. Les suees d’anisotropie de fluorescence ont
éte réalisées a une longueur d’onde d’excitatioddfenm, avec une largeur de fente de 3 nm.
La longueur d’onde d’émission était de 530 nm, awee largeur de fente de 3 nm. De plus, un
polariseur d’excitation était placé verticalemeesit,un polariseur d’émission était positionné
alternativement dans les positions verticale eizbatale, afin de mesurer les intensités de
fluorescence, et hy, respectivement. La figure 61 nous montre la gumétion utilisée lors

des mesures d’anisotropie.

Figure 61 : Schéma représentant la configuratiola eleesure d'anisotropie de fluorescence.
P1 et P2 représentent, respectivement, le polansetical et horizontal. D’apres (Bailet al, 2001).

L’anisotropie est définie selon I'équation suivanfe= (Iyy - lvi) / (Iww - 2lvh). A chaque
point de titration, I'anisotropie a été mesuréeqciais, avec 10 s de temps d’intégration. Le
facteur G (G=lpv - lnv) représente le rapport des sensibilités du systendétection a des
lumieres polarisées verticalement et horizontalém#nest calculé automatiquement par le
logiciel. L'étude a été réalisée en respectant plrametres décrits dans des études récentes
(Baileyet al, 2001, LiCata & Wowor, 2008, Reeét al., 2001).
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[1.14.2.2 Expériences réalisées lors de cette étude

Dans une cuve de chemin optique de 3 mm, le volunitial était de 120 puL dans le
tampon Tris-HCI pH 7,5, DTT 1 mM. Tous les tampons été préparés avec de I'eau millipore
et filtrés. L'ADN L34, marqué a la fluorescéine ®na été ajouté a une concentration finale de
10 nM. Les réactions ont été réalisées a difféeet@mpératures (25°C, 40°C, 50°C, 55°C). Le
PCNA ou les difféerentes ADN polymérases ont étauté® a I’ADN, selon une gamme de
concentration allant de 5 a 500 nM. Chaque ajoyird&ine était inférieur a 1 pL, afin d’éviter

une trop grande variation de volume.

[1.14.2.3.Traitement des données

Les données ont été traitées comme décrites prdoeeiet (Reidet al, 2001 ; Richards
et al, 2007), a I'aide du logiciel Enzfitter, en utdist I'équation suivante :
A= Anin + [(D + E + Ko) = {(D + E + Kp)* — (4DE)}""] (Amax— Amin) / (2D)

A = anisotropie mesurée a une concentration pdigreude la protéine, E = concentration
totale en protéine, D = concentration totale en ABNi, = anisotropie minimale (ADN libre),

Anmax = anisotropie maximale (complexe ADN-protéinelKgt= constante de dissociation.

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

Le Nile Red est une molécule fluorescente utilisssiquement comme une sonde de
polarité de I'environnement. Il est notamment delesiaux sites hydrophobes des protéines
(Sackett & Wolff, 1987). En conséquence il est galednent employé comme indicateur des
changements de conformation des protéines, commexy@mple I'exposition des surfaces
hydrophobes (Febbragt al, 2004).

Le Nile Red a été préalablement dissout a une corat®n de 0,25 mM dans du MO,
étant donné sa grande hydrophobicite, et conserafiquots de 5 pL a -20°C.

Toutes les analyses ont été réalisées sur le sflaotimétre Edinburgh FLS920. La
cuve, disposant d’'une fenétre de mesure de 3 néte #ermostatée a 20°C. La longueur d’'onde
d’excitation était de 550 nm et les fentes d’exmta et d’émission étaient réglées a 5 nm et
10 nm, respectivement. Dans la cuve, le volumetdetion de 120 uL contenait 0,4 UM d’ADN
polymérase FabPol 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 échamtila une
concentration finale de 1 uM. Aprés 5 min d’équdition, 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 inttozh d’une cystéine, par mutagenese
dirigée, a une position stratégique, déterminéergpport a la connaissance de la structure
tridimensionnelle de la protéine. Il faut précisele le PCNA, a I'état natif, ne contient aucune
cystéine. Diverses mutations ont été réaliséestavan arrivée au laboratoire, et les souches
glycérolées, contenant les genes codant pour |&ARPGutés, étaient stockées a -80°C. Nous
avons décidé de nous focaliser, dans un premigrdesur le PCNA muté en position 211, ou la
cystéine remplace une leucine. La production du RGNité a été effectuée a I'aide du systeme
RTS 500 (Roche) (cf. Matériels et Méthodes, 11)1.1.

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

[1.14.5. Utilisation de la fluorescence intrinséque du peptie PIPB

Toutes les analyses ont été réalisées sur le sflaotimétre Edinburgh FLS920. La
cuve, disposant d'une fenétre de mesure de 3 nété thermostatée a 20°C. La longueur d’onde
d’excitation était de 295 nm et les fentes d’exwita et d’émission étaient réglées a 1,5 nm.
Dans la cuve, le volume de réaction de 120 pL c@itd0 nM du peptide PIPB (cf. Matériels et
Méthodes) dans le tampon Tris-HCI 20 mM pH 8, DTmbM. L'ADN était le fragment B1
hybridé a I'amorce A2, non marqué a la fluorescéatea été ajouté a 10 fM. Ensuite, le PCNA
sauvage ou muté (PR245 et EIE120) ont été ajotitiisés selon une gamme de concentration
allant de 1 a 100 nM. Aprés 5 min d'équilibratide, spectre a été mesuré entre 320 nm et
400 nm.
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[1.15. Numéros d’accession aux séguences

Les numéros d'accession aux banques de donnéegralémes Entrez sont notées ci-
dessous :
NP_070550 Archaeglobus fulgidys NP_248640 Nlethanocaldococcus jannasachii
YP_184316 Thermococcus kodakarengsisNP_125813 Kyrococcus abysgi NP_577748
(Pyrococcus furiosys NP_142130 Ryrococcus horikoshii NP_002682 Hlomo sapiens
NP_596124 $chizosaccharomyces porhleP_067694Rattus norvegicys

L’alignement entre ces séquences a été réalisaicke [du programme « align » sur le site
suivant : http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgineis en page a I'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 50
NacCl 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 dépot 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
SDS2 % 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 69 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 acrglamidc 12 %-urée-formamide

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

* Ajouter extemporanément

200



201



Késumé

La réplication de 'ADN est un mécanisme fonctiollem@ent conservé a travers les trois domaines du
vivant. Le processus est effectué par des ADN péhases, accompagnées de deux facteurs accessoires,
le PCNA et le RF-C, respectivement le facteur degssivité et le facteur de chargement. Notre neodel
d’étude, I'EuryarchaeotRyrococcus abysspossede une ADN polymérase monomérique appatténan
la famille B, et une ADN polymérase hétérodiméricygpartenant a la famille D. En grande majorés, |
protéines interagissent avec le PCNA au niveau e'woche hydrophobe, formée par I'IDCL
(interdomain connecting loop) et la partie C-teratén Ces interactions sont médiées au travers tiésmo
communs, dont le motif PIP box (PCNA interactingtein). Nous avons démontré que la Pol B a juste
un motif PIP box a I'extrémité C-terminale, alorgegla Pol D contient deux motifs d’interaction au
PCNA, situés au niveau des extrémités N- et C-taaites. En outre, un travail de mutagenése dirigée a
été réalisé au niveau de plusieurs sites définidagoche hydrophobe du PCNA et a permis de mettre
évidence le fait que la Pol D interagit précisémanniveau de I'extrémité C-terminale du PCNA. Be |
méme facon, nous avons démontré que le RFHaG0n motif PIP box, maintient le PCNA sur I'ADN et
peut blogquer le complexe Pol D-PCNA. Par ailleurs motif riche en glycines a été caractérisé chez |
Pol D. Ce motif, renommé PYF box, est impliqué denshermostabilité de cette enzyme et pourrait
participer aux interactions entre les deux soug2snbDP1 et DP2. Enfin, des travaux préliminaires en
spectroscopie de fluorescence ont été menés etaffvast de nombreuses perspectives quant a I'étude
des complexes nucléoprotéiques. La recherche defsmmpliqués dans les relations structure-fonati
nous permet de compléter nos connaissances sonélegnismes du systeme réplicatif des archées et sur
la Pol D, qui reste encore largement méconnue.

Mots-clés: Archaea, ADN polymérases, PCNA, RF-C, réplicatienADN, motifs, interactions,
thermostabilité

Abstra ct

DNA replication is a functionally conserved meclsamiamong the three domains of life. This processus
is performed by DNA polymerases with two accessofaetors, PCNA and RF-C, sliding clamp and
clamp loader, respectively. Our model of study, Eheyarchaeotdyrococcus abyssipossesses one
monomeric DNA polymerase, belonging to the Familyd®d one heterodimeric DNA polymerase,
belonging to the Family D. Usually, proteins intdravith PCNA at a hydrophobic pocket which is
formed by the IDCL (interdomain connecting loopdahe C-terminus. These interactions are mediated
through common motifs like the PIP box (motif PClAeracting Protein). We have demonstrated that
Pol B has just one PIP box motif at the C-termimusile Pol D has two PIP-type motifs, at the N- and
C-terminus, respectively, that interact with PCNBesides, directed mutagenesis has been performed at
different sites into the hydrophobic pocket of PCMAd permit to give prominence to that Pol D
precisely interacts at the C-terminus of PCNA.He same way, we have demonstrated that REaGts

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

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