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1) Introduction

I-1) Le cycle cellulaire bactérien

La réplication du génome et la division cellté sont les deux étapes du cycle cellulaire. Aument
de la division, le génome doit étre dupliqué etdesx copies doivent étre physiquement séparéesldan
cellule de telle sorte que chacune des deux cslfilles contienne un exemplaire du génome. La
réplication du matériel génétique, la ségrégatiesmaeux chromosomes fils et la division cellulabat
des événements qui doivent étre rigoureusementdéstet coordonnés les uns par rapport aux autres
'ensemble de ces actions participent dans |la reaarice de ’ADN qui est partie intégrante du cycle
cellulaire. Des connexions existent également datcgcle cellulaire et le métabolisme puisque &sse

des cellules filles naissantes est en moyenne aaest

I-1-1) Coordination du L’initiation de la réplic ation avec la croissance de la cellule

L’initiation de la réplication du chromosorest coordonnée avec le rythme de croissance aiedul
dansEscherichia coli le rythme des initiations est une fonction de lichesse » de I'environnement
dans le quel se trouve la cellule (Bateal.,1996). Chez les eucaryotes, un nombre important d
régulateurs du cycle cellulaire et de points deréda (checkpoint assurent la régulation de l'initiation de
la réplication et de la division, ainsi que la pesgion de la réplication (Sclafani and Holzer®@7)0, Le
modele de la masse a l'initiation développé pamiittg Hansen dans les années 90 est relativement
accepté aujourd’hui (Hansemal.,1991). Ce modéle propose que l'initiation de fdication de 'ADN
est liée a I'accumulation de protéine activées A P) pendant la croissance de la cellule (Lgbner-
Olesen et al.,1989). En d'autres termes, DnaA~ATP s'accumulauantgé suffisante ariC pour tordre

la molécule d’ADN et conduire a la séparation degxdbrins d’ADN lorsque les cellules atteignent une



taille particuliere (masse a l'initiation) (Hanseinal.,1991). Ce modele propose que le rapport protéine
DnaA~ATP/masse de la cellule reste proportionnedaus de la croissance.

Le potentiel d’initiation représente la gtignde protéine DnaA active ; provenant soit dsylathese
de novade la protéine DnaA soit de la réactivation dprtatéine inactivee (DnaA~ADP). Cependant une
étude récente a montré que le modeéle du poteringiation a une masse particuliere, n’est pas
applicable pour tous les organismes (Htlal.,2012). Ces données obtenues dBasjllussubtilis,un
organisme dans lequel DnaA, a l'instar de la pratédnaA deE.coli, est un facteur qui définit le rythme
de l'initiation de la réplication, indiquent querkgplication peut étre initiée a un potentiel plable dans

un mutant qui a une masse 25% inferieure a cefleekules sauvage (Hikkt al.,2012).

[-1-2) La division cellulaire est couplée avela réplication du chromosome

Il existe des mécanismes dans la cellulegsiurent la coordination entre la réplication elivésion.
Ces mécanismes assurent en particulier que lesaddiules filles recoivent chacune la moitié du
matériel génétique synthétisé au cours de la @#pic. Dan<E. coli, la division cellulaire est initiée par
la constriction d’un anneau formé par la polyméiisade la protéine FtsZ au milieu de la cellule
(septum) (Rothfieldet al.,1999). Le recrutement de la protéine FtsZ et lgrpérisation au milieu de la
cellule se fait a la fin de la Réplication (Den &lavenet al.,1999). L’oscillation d’'un pdle a I'autre de la
cellule des protéines MinCDE assure la fixatiorFt&Z au milieu de la cellule (Raskin DM and de Boer
PA, 1999). La protéine MinD spécifie une activit€éPase et forme un complexe avec MinC, la quelle est
ancrée dans la membrane - qui inhibe I'assemblades¥ aux poles de la cellule (Bi and Lutkenhaus,
1993 ). La dissociation du complexe MinC-MinD derlambrane est provoquée par MIinE qui oscille
sous la forme d’un anneau d’'un péle a l'autre deellule (Rowlanckt al.,2000). Ces oscillations
régulieres générent un gradient de concentratiorochplexe MinDC dans la cellule ; au cours du temps
I'occupation du complexe MIinCD aux péles est max@nalors qu’au milieu de la cellule — ou la

division sera initiée — cette concentration semimale (Hu and, Lutkenhaus, 2001 )

-7-



Pendant la réplication, la protéine SImA rege 'ADN et empéche la polymérisation de I'anneau
FtsZ dans I'espace occupé par la molécule d’ADNtr{Bardt, 2005). Des études récentes ont montré que
la protéine SIMA interagit avec des séquencesgramiques de 12pb (séquences répétées 24 fois sur |
chromosome . coli) et la protéine FtsZ. Cette derniére interacte@npéche la polymérisation de FtsZ

a un stade tardif de la réplication du chromosofhesathat , 2011.Cho , 201}

L’organisation spatiale du chromosomE.dEolirepose sur I'existence de quatre grandes régions
structurées, appelées macrodomaines (ori, teyrrigiit), et de deux régions moins structuréesdnsit
al., 2004). Les macrodomaines sont des structures d’ADNs spatialement les uns des autres dans la
cellule. Un travail récent a démontré que la pragdvatP, impliquée dans 'organisation et la ségftiég
du macro-domaine Ter, (Merciet al.,2008), reconnait aussi la machinerie de la diisellulaire par
l'intermédiaire de ZapB ; cette interaction permetbon positionnement du Marco-Domaine Ter au
milieu de la cellule au moment de la division. Iganisation et la ségrégation du Macro-Domaine $er e

intégrée aussi dans le contrdle du cycle cellul@speli,et al.,2012).

Les mécanismes impliqués dans la coordinardre les différentes étapes qui constituent édecy
cellulaire restent flous, et notamment lorsqueieal est perturbé. En particulier, gu'advient-il d
contrble de linitiation de la réplication lorsgleeréplication est inactivée? Des mécanismes $®nt-i
spécifiés dans la cellule qui empéchent la colisles nouvelles fourches de réplication dans cglies
n’ont pas encore été réactivées ? Les systemesntidle de l'initiation de la réplication connue jour

et impligués dans un cycle « normal » sont-ils &&mpux conditions de stress ?

I-2) La réplication du chromosome dEscherichia coli
Dans cette section nous verrons les diff@eatapes qui constituent la réplication du chrames
bactérien. Nous nous intéresserons plus partiemiént aux études qui ont été faites dans I'orgasmism

modele, la bactérik. coli. Nous nous intéresserons a la réplication du chsmme dans des conditions
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« normales », c’est-a-dire lorsqu’elle est ini@ékunique origine du chromosome bactérienC, ainsi
gue dans des conditions particulieres de croissaivo@ plus bas). De cette revue de littératuoeisn
essayerons de dégager les contraintes biologigsesiaes a la réplication de ’ADN ainsi que les
systemes que la cellule a développés au courgwdauition pour assurer la processivité de la raphn
(régulation de l'initiation, réparation des dommsgausés sur I’ADN, progression des fourches de

réplication (RF), etc.).

La synthése du génome circulair.ctoli est bidirectionnelle. Elle est initiéeo&C et se termine au
niveau d’'une région relativement large (la régiem située a 'opposeé driC. La réplication dure
environ 40 minutes, et ceci quelque soit le mitlewculture (Chandlegt al.,1975). La nature
antiparallele de la double hélice d’ADN impliqueediun des 2 brins de I'hélice est répliqué de faco
continue [eading strangl, tandis que l'autre sera répliqué de facon disnoe (agging strand tout en
maintenant la processivité de la réplication.
[-2-1) Le réplisome
A) La polymerase
E. coliposséde cinqg ADN polymérases connues (Garcia-@didZBebenek, 2007). L’ADN
polymérase Il (Pol Ill) est 'ADN polymérase régditive qui assure la synthese du génome (Schekman
R, et al.,1974). Les ADN polymérases Il, IV et V sont indsitpendant la réponse SOS ; elles sont
impliquées dans la réparation de ’ADN (Napolitat@l.,2000). L’ADN polymérase | (Pol I) est
impliquée dans la synthése des jonctions des fratgikOkazaki, ainsi que dans la réparation d’ADN
(Savic,et al.,1990).
Chaque Pol lll est composée d’'un assemblage deat€impes comprenant trois éléments essentiels: Le

complexe Pol lll-core, 'anneduet enfin le complexe qui charge I'anneaf. (figure 1)



1) Le complexe Pol lll-core, spécifie I'activitétalytique. Il est composé de la sous-uwit@naB) qui
est impliqguée dans la synthése d’ADN, de la soutar{dnaQ), impliquée dans I'activité
« proofreading» et enfin de la sous-uni®&holE) de fonction inconnue (Reyes-Lamotkeal.,2010).
2) L’anneauB est un facteur de la processivité (Fagtaal.,2011). Cet anneau est composé du produit du
genednaN Il est rechargé lors de la synthése de chaggen&at d’Okazaki (Stukenbend al.,1994).
3) Le complexe est impliqué dans le chargement et le déchargedseldnnealp
(Indiani and O'Donnell, 2003). Ce complexe est cosépdes sous-unitéety, codées par le gemmaXx,
Le genadnaXlorsqu'il est transcrit et traduit dans sa totalé@duit & la protéine (71kDa). Lors de la
traduction de I'ARN messager en protéine, il peytr®duire un décalage du cadre de lecture conttuisa
a un arrét prématuré de la traduction, et & lah&g®t d'une forme tronquéedd s'agit de la sous-unité
(47,5kDa). (Tsuchihashi and Korenberg, 1990). dmmpglexey, par I'intermédiaire de la sous-unité
assure un lien physique entre Pol Il et I'hélicesaicative.s (holA) permet I'ouverture de I'annedi
&’ (holB), x (holC) assurent la liaison avec la protéine SSB. ErfifholD) interagit aveg ety et permet
'accrochage dg ay (Xiao, et al.,1993).

Des études récentes ont montré que le réptismmtient trois polymérases. L'une de ces 3 ueisés
associée a la réplication du brin continue (Reyasiithe et al.,2010). Les deux autres unités
s’échangent au cours de la réplication et assilaesynthése du brin a réplication discontinue (ktaal.,

2012) (Figure 1).

B) Les facteurs annexes
B-1) La protéine SSB

La réplication du chromosome génére de I'Agdple brin pendant la réplication discontinue, la
protéine SSB (Single Strand DNA Binding) se fixe IS&DN simple brin et forme un nucléofilament
(Lohman and Ferrari, 1994). Cette fixation a pansgquence la protection de ce brin de la dégmadati

ainsi que la non fixation de RecA (Mackay and Libh875). La sous-unitginteragit avec la protéine
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SSB, et du fait de cette interaction avec SSB,reliére en compétition avec la primase qui regteefi
(via une interaction avec SSB) a l'extrémité 3'-@H'amorce qu'elle vient de synthétiser. Du fait
l'interaction entre SSB etla primase est déplacée, ce qui libere 'amorceaurra ainsi étre allongée

par Plolll(Yuzhakovet al.,1999).
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Pollll core
(oe-6)

Two Engaged Polymerases

10 nm

Figure 1 : Schema de la composition du Replisome ¢es-Lamothe Ret al., 2007)

La sous-unité& permet la cohésion de la structure de I'holoenzgmeouplant les trois

Polymérases, le complexe DnaX et I'hélicase DnaBabilise I'anneafi associé a la polymérase, ce qui confére
une plus grande processivité du systénman contactant I'hélicase DnaB stimule son actiet@ugmente la vitesse
de progréssion du réplisome. Le recyclage de lgnpédase « lagging » est assuré gracegui en contactant

I'ADN au niveau de core Pollll détecte la termsman d'un fragment d'Okazaki et autorise alors éotuve de
'annealf. Le complexe DnaX permet de fixer et d'ouvrirasmeatp afin de le charger au niveau d'une
amorce/matrice. Le ciblage au niveau du brin «ilage est assuré pamui contacte 'ADN couvert de SSpest
relié au complexe DnaX par la sous-unitqui interagit aveg ety.
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B-2) L’helicase (DnaB)

L’ouverture de la molécule 'ADN daiis coliau cours de la réplication est assurée par I'agéic
réplicative, DnaB. DnaC est le chargeur darwoli. Cette protéine assure la constitution de I'hexamer
d’hélicase autour du brin a réplication disconti\i&ahle ,et al.,1989). L’hélicase réplicative est
chargée sur I’ADN sous la forme d’'un complexe DndB&C6 mais ne sera active qu’apres le

décrochage des sous-unités DnaC (Makowska-Graysttdaguni, 2010.). Du fait de la réplication

bidirectionnelle de ’'ADN chacun des brins a régation discontinue portera une helicase réplicative
(Prescott and Kuempel, 1972). Mellisa L Meittial propose que I'orientation des complexes DnaBC
résulte d’interactions spécifiques de la régionresxierminale de DnaB avec la région amino-terminale
de la protéine DnaA, et du domain AAA+ de DnaCcaes domaines Il et IV de DnaA (Al al.,

2007., Mottet al.,2008). Ces interactions assurent la progressismékcases devant chacune des 2
fourches de réplication (un modele expliquant larggment symétrique des hélicases est présentédadans
Figure 2). L’activité hélicase spécifiée par Dnal® &' vers 3') est ATP-dépendante (Roychowdteiry,

al., 2009), Son activé est rendue processive par seractton avec la sous unitée Pol Ill et la vitesse
d’ouverture de la molécule d’ADN passe de 30 plB8@bp/s lorsque Pol Il et DnaB sont en contact
(Kim, et al.,1996)

L’activation de la protéine DnaB se fait au momaaia dissociation de DnaC de DnaB (Skarstad

and Wold, 1995). Celle-ci est réalisée lorsquerimase, DnaG, interagit avec la protéine DnaB tla¢a
synthese de 'amorce ARN (Makowska-Grzyska and Kggl010). Cette interaction est importante pour
la réplication, car I'interaction de la primase @a@naB stabilise la conformation en hexamere de

I'hélicase réplicative et augmente la processidééd’hélicase réplicative (Bailegt al.,2007)
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...........................................

DnaA @ DnaA DnaC O DnaCAAA+ DnaB ierm @ DnaBeorm

n-term

....................................................................................

Figure 2: Modele du chargement symeétrique des hélicase rephtives aoriC (Mott et al., 2008)

A- assemblage de DnaA au niveaoniC et ouverture de 'ADN au niveau de la region riemeA/T (DUE) (trait
vioIet).B@-chargement de I'hélicase sur le brin inferieurfasilité par I'interaction directe entre dnaB atdA. B
®@- Dnac grace a une interaction directe avec Dnakgehle complexe hélicase réplicative sur le hujpésieur
d’'oriC. C- I'hydrolyse de I'ATP par DnaC libére les ddwexameres dnaB qui migrent dans les sens du
movement des fourches de réplication.

B-3) La primase (DnaG)

La primase est une ARN polymérase qui syrghdétes amorces ARN qui serviront a la synthése des
fragments d’Okazaki. Ces amorces sont synthétmdds brin a réplication discontinue environ ttes
1000 paires de bases (Rowen and Korenberg, 18@8)rimase est recrutée au niveau du réplisome
grace a son interaction avec I'hélicase réplicaffauigu and Mariang,996). Aprés synthése de
'amorce, la sous unitgdu réplisome déplace la primase afin de libésmbrce pour Pol li{Yuzhakov

et al.,1999. La partie ARN des fragments d’Okazaki est ensuégradée par la RNAse H et remplacée
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par de 'ADN synthétisé par '’ADN polymérase | (RplLes fragments sont ensuite joints par la kgas

(Montecucceet al., 1988).

I-2-2) Gestion de la topologie de ’ADN au cours daycle cellulaire

La progression de la fourche de réplicatraplique I'ouverture de la double hélice d’ADN. Darp
la nature fermée du chromosome bactérien chaquelfoélicase ouvert est converti en un supertour
positif devant la fourche de réplication (Figure)3Aeur accumulation conduit a la création d’'ueesion
empéche progressivement I'hélicase réplicative DadiaBvrir la molécule d’ADN. La processivité de la
réplication réclame que ces supertours positifsrgaliminés a proportion de leur introduction dans
I’ADN. Dans les bactéries, la Gyrase - une topoiémase de type Il - est la principale enzyme
responsable de leur élimination. La Gyrase eseégaht responsable de l'introduction de supertours
négatifs devant la fourche (Gellegt,al.1976) (figure 3A). Certains de ces supertours fgegieuvent
étre également éliminés par la rotation de la foeire réplication sur elle-méme (Figure 3A)
(Zechiedrichand Cozzarellil995). lls sont alors convertis en (pré)caténansgifs en amont de la
fourche de réplication. L’accumulation de (pré)oaiges est supposée devenir le mode principal
d’élimination des supertours positifs accumulésatiéVa fourche de réplication a un stade tardiade
réplication du chromosome, du fait de la diminutitenl’espace d’ADN accessible par la Gyrase

(Zechiedrichand Cozzarelli, 1995) (Figure 3B).
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Figure 3 : Fonctions des Topoisomérases de typedéndant la réplication dansk. coli.

La progression de la réplication conduit & la farorade supertours positifs en aval de la fourabheéggplication
(A). La gyrase est principalement responsabledliriination de ces supertours, mais Topo IV peiut ag
secondairement sur ces structures. La disparitiomslpertour positif, par rotation de la fourcleerdplication sur
elle-méme, provoque I'apparition de précaténanéeseguésentent le principal substrat de Topo IV. @) fin de
réplication la région d’ADN non répliquée entre th=ux fourches est tres réduite, empéchant l'acteola gyrase.
La polymérase est supposée pivoter sur elle-métarsément & ce moment pour permettre I'achéveneelat d
réplication, conduisant a 'accumulation d’'un nombmportant de caténanes.
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| I-2-3) Ségrégation des deux chromatides sceurdaafin de la réplication

A) La décatenation de 'ADN

L’entrelacement des chromosomes nouvellemgthétisés provient de la rotation du réplisome au
cours de la réplication (les pré-caténanes).ékalution des caténanes est assurée par la Topsses
IV (Topo IV), la deuxieme Topoisomérase de typspécifiée paE. coli(Adamset al.,1992; Peng and
Marians,1993). Cette enzyme est un hétérotétrafoared de deux sous-unités (ParC et ParE). Les deux
sous-unités ont un profil de localisation qui éeopendant le cycle cellulaire (Espéi,al.,2003 ). Alors
gue la localisation des deux sous-unités est distipendant la plus grande partie du cycle, leur co
localisation est observée en fin de cycle. Cettcalisation pourrait résulter de I'activation lEnzyme
en fin de la réplication, et plus particulieremarnttape de décatenation des chromosomes. Cette
conclusion reste débattue, et des résultats pgssdans ce manuscrit indiquent que l'activité dpolky
n'est pas restreinte a la terminaison de la réfiinamais bien au contraire pendant toute la ddegka

réplication.

B) La recombinaison XerCD

Dans un microorganisme a chromosome cir@jlam nombre impair d’événements de recombinaison
homologue pendant la réplication conduit a la faromad’'un dimere de chromosome (Steiner and
Kuempel, 1998)Ce dimere empéche les cellules filles de se diviaefes chromosomes ne peuvent étre
physiquement séparés dans les cellules fillesi(&teand Kuempel, 1998). La recombinaison des
diméres de chromosomes est assurée par deux gsasicombinases site spécifique XerC et XerD
(Blakelyet al.,1993; Barreet al.,2001 et Aussedt al.,2002). La résolution des dimeres de chromosomes
chezE. colise produit sur un site de recombinaison de 28lipl(deletion induced filamentatipsitue

dans la région terminale du chromosome (Kuengted|.,1991).

I-2-4) Redémarrage des fourches de réplication quont avortées
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La progression des fourches de réplicatimrzdes procaryotes et les eucaryotes est pertarpaela
rencontre d’obstacles divers. La survie de I'orgiae devient alors dépendante a la fois de I'élitimna
de I'obstacle et de la reprise de la réplicatidnsiBurs causes peuvent conduire a l'inactivaties d
fourches de réplications. La collision d’une fowake réplication dans une bulle de transcriptioestn
une (De Septenvillest al., 2012). C’est vraisemblablement ce qui expliquelgusens des unités de
transcription sont majoritairement dans le senkadéplication. L’arrét de la réplication peut étre
provoquée aussi par des coupures d’ADN (Zhergg BJ.,2005 ), des espaces simple brin dans la
molécule d’ADN « gap » (Kuong and Kuzminov, 2Q10accumulation de supertours positifs devant
la fourche de réplication (Michedt al.,2007). Les mécanismes impliqués dans le redénmeades
fourches ont été essentiellement investigués Hanosli. Les mécanismes de réactivation des fourches
sont relativement bien compris.

Différents mécanismes — qui dépendent du dgpkésion sur ’ADN - assurent la réactivation des
fourches de réplication. Les réversions des fowwrcpe peuvent résulter d’'un avortement des RF, de
méme que les coupures doubles brin (BSD) sont ggaele complexe RecBCD et RuvABC. Le
complexe RecBCD reconnait les DSB, se fixe auxeéextés et initie la dégradation des deux brins
(Romanget al.,1991). Lorsque le complexe RecBCD rencontre unGHil () (Spieset al.,2003), il
perd son activité exonucléase et ne maintien quotivité hélicase (Spiest al.,2003). RecA est alors
recruté au niveau de ’ADN simple brin généré pacdmplexe RecBCD (Spiest, al.,2005). L'invasion
simple brin induite par RecA entraine la formatdimtermédiaires de recombinaison a quatre branches
(les Jonctions de Holliday (HJ)) (Mullet al.1990). Ces HJ peuvent étre résolues par le complexe

RuvABC ou par RecG (Michedt al.,2007).

Au cours de la réplication, le blocage dpriagression de I’ADN polymérase peut conduire Hal |
contourner I'obstacle en sautant littéralementdemsus celui-ci (Yeeles and Marians, 2011). Lasstro

laissés sur I’'ADN mobilisent le complexe protéiRecFOR (Kowalczykowski, 2000). Celui-ci reconnait
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la jonction entre la région simple brin et doubfmblLa fixation structure-spécifique permet aldes
déplacer la protéine SSB de I'ADN, fournissant enRecA un substrat simple brin d’ADN (Morimatsu
and Kowalczykowski, 2003). La formation du nucléofient de RecA se poursuit a I'intérieur de la
région d’ADN encore sous forme double brin et enlé processus de recombinaison et la formation des

HJ (Bell, 1999).

L’avortement des fourches de réplication meuntduire a la formation d’une structure, appelée D
loop, dans laquelle les deux brins d'une molec\l®MN, séparés sur une certaine longueur, sont
maintenus écartés par la fixation d’un troisiénia QIADN (figure 4). Cette structure est reconnae lp
produit du gen@riA (McGlynnet al.,1997). Des études biochimiques ont montré que RrtAnnait
'extrémité de la fourche et particulier I'extrédni’-OH du brin a réplication continue, ce qui ¢cdntera
a positionner PriA sur le brin a réplication distoune (Nursegt al.,1999). PriA en se fixant sur la
fourche de réplication change de conformationeetnet le recrutement de PriB qui se fixe a son sour
I’ADN simple brin libéré par I'activité hélicase d&iA et forme le complexe ternaire PriA : PriBDN.
Le recrutement de DnaT au niveau de ce complexéopiotéique conduit a la libération de 'ADN
simple brin par PriB, créant ainsi un site surdelde complexe hélicase réplicative peut étre ghar
(Lopper,et al.,2007) (Figure 4).

Toutefois, quelques points restent encorertats comme la fonction de la protéine DnaT dans
formation du primosome de méme que le redémarre@e-éRpendant des fourches de réplication. L’état
des fourches inactivées est un deuxieme pointefiitade. Que deviennent les composants du

réplisomes apres inactivation des fourches ? Laexl@s inactivées sont-elles homogénes ?
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Figure 4 : Modéle d'assemblage du primosome (Lopper Mgt al., 2007)

(1) PriA se lie a 'ADN d’une fourche de réplicatitnactivée ou une D-loop, subit une modificatitensa
conformation, exposant ainsi le site de liaisofPdB sur le domaine helicase (HD) de PriA. (2) RiéB
le complexe nucléoprotéine PriA:ADN, en se fixamt Is. sous unité HD de PriA via son interactiinecte
avec le dimere PriB et se liant en méme temps BABN simple brin.
L’interaction ternaire PriA:PriB:ADN stabilise Prigur 'ADN et renforce son activité hélicase, ce qu
facilite le déroulement du brin retardé synthétsSiéest présent (Cadmaat al ; 2005. Ng
and Mariens ; 1996a). (3) DnaT est recruté suoteptexe PriA: PriB:ADN et se lie a PriB. Cette irstetion
provoque la libération de I’ADN simple brin par BriLe complexe DnaBC est recruté sur le primosome,
potentiellement par une interaction directe aveaDrf4) DnaB est chargé a partir du complexe DnaBC
sur I’ADN du brin discontinue. (5) Le recrutememt@naG conduit a la réinstallation du complexelRol
HD : Helicase Domain
DBD : DNA Binding Domain
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[-2-5) La réponse SOS

La réponse SOS est induite lorsque de 'ADNpge brin est générée (Janion, 2008). Cette r&pon
est induite par RecA, la quelle est activée lorsligi’'est fixée a ’ADN simple brin. Celle-ci condai
I'auto-protéolyse de LexA qui est le répresseulad@ponse SOS. Le clivage de LexA conduit a la dé-
répression de I'expression des genes impliquésldagponse SOS. Un des phénotypes associés a
l'induction de la réponse SOS est la filamentaties cellules qui résulte de I'expression de Sfidiet

blocage de la division cellulaire (Huisma,al., 1984).

I-3) Initiation de la réplication
[-3-1) Initiation a oriC

A) oriC

A l'inverse des cellules eucaryotes qui pdesé plusieurs origines de réplication, la pluplag
cellules procaryotes possédent une seule origiméalieation. Dan&. coli, 'initiation de la réplication
du chromosome se fait habituellement au niveaueddéguence spécifique appetéC (Helmstetter ,
1968). La structure de l'origine de réplicationretativement conservée, avec une organisation agram
entre les bactéries (la présence de la région 6nh®'T et des boites de fixation de la protéin@aBn

(Rajewskeet al., 2012).

DnaA induit la formation d’'un complexe prajge au niveau driC qui assure la séparation des deux
brins de la molécule d’ADNoriC contient plusieurs sites de fixation de la praddnaA, des séquences
appelées: R1, R2, R3, R4 et R5M, et des sitesible fffinité 11, 12, 13,11 ett2. L'ouverture de la
molécule d’ADN se fait au niveau de trois sitehieis en A/T appelés DUBNA Unwinding Bemen}
de 30pb de longueur ou se fait le chargement deéipes réplicatives (Duderstadt,al.,2010) (Figure

5B).

-21-



A)

1 —{E g 2l gl (R3] 13 R
IHF Fis
additional «— New synthesis
DnaA-ATP
Recycled
Co O v80000 90 090 ¢
;3] - THRSMLEE - LT 12 R2 m R4
2—C o D = ===
replication
sequestration
resetting
| A A ]
39 & I =
IHF Fis
B)
1 ar 135 AAA+ motifs 374 467
DnaA I 1l ] v
L . IL . IL . IL . |
» DnaB/DiaA binding Linker » ATP and ADP binding DMA binding
» Dimer formation » ssDNA binding

» ATP hydrolysis
« Multimer formation

Figure 5 : structure de DnaA et site de fixation awniveau d’oriC

A) Assemblage de nucléoprotéine au niveaua'iC au cours du cycle cellulaire(Leonard and Grimwade,
2009)(Etape 1) la protéine DnaA sous la forme DnaA~AigBupe les sites de forte affinité R1, R2 et Ribag
du cycle cellulaire. La protéine Fis possede undit fixation entre R2 et R3. (Etape2) Les sitefaitide affinité
11,12, 11, 12, 13 qui fixent préférentiellement DnaA~RTsont occupés, ainsi que R3 et R5M qui fixe DraA.
protéine Fis est relarguéeodC et la protéine IHF se fixe sur son site entre RR5M. Ceci abouti a la formation
du pre-priming complexet I'ouverture de la molécule d’ADN au niveau dd E>(DNA Unwinding Element).
(Etape 3) Apres le passage de la fourche de réiplicariC est hemimethylé, ce qui conduit SegA a se fixer su
des site GATC hemimethylés. Cercle rouge DnaA~AJé&cle rouge-bleu DnaA~ATP ou DnaA~ADP. Les
hexagone violet représentent SegA, et les triargleges et verts représentent Fis et IHF respeotdne

B) les quatre domaines fonctionnels de la protéin®naA sont représentés. (Katayama Tet al., 2010)Dmaine
| : interaction avec les protéines DnaB et Diafd@tmet ma formation de dimer. Domaine Il : assariekibilité
de la protéine. Domaine Il : Domaine de fixatidrd#ydrolyse de I'ATP, de fixation a 'ADN simplerin et de
multimérisation. Domaine 1V : fixation sur 'ADN.
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B) Ouverture de I'origine de replication d’ADN par DnaA et facteurs annexe

Le complexe ouvert est défini comme I'étapergsulte de I'agrégation de la protéine d’initat
DnaA au niveau a@riC et de I'ouverture de la molécule d’ADN au niveauRIUUE. La protéine DnaA
fait partie de la famille des AAA+ATPaseAssociatedvith various cellulaActivities) elle posséde un
domaine de fixation de 'ATP et une activité¢ ATRps. Elle a une affinité pour 'ADP et 'ATP. C’est

toutefois sous la forme DnaA~ATP qu’elle eshac{Sekimizuget al.,1987).

La protéine DnaA est composée de 4 domalreedomaine | qui interagit avec I'hélicase DnaB, et
participe dans le chargement de cette hélicasévaaundoriC. Le domaine Il qui est lenker, permet la
flexibilité de la protéine. Le domaine Il qui éestdomaine ATPasique ainsi que le domaine

d’oligomerisation. Enfin le domaine IV qui estdemaine de fixation a 'ADN (figureb)

DansE. coli, 20 a 30 protéines DnaA se fixent spécifiquemenbdsC et forment un nucléo-filament
(Fuller, et al.,1984). La protéine DnaA~ADP reste fixée sur lesdsoR1, R2 et R4 pendant la quasi
totalité du cycle cellulaire (Casslketrral.,1999), et c’est au moment de l'initiation de lpliétion qu'il
y a une extension de la fixation de la protéindesiboites R3, R5M, I1, 12 KL ett2 qui conduit a la
formation du complexe ouvert (Leonard and Grimwaa@05). Cette extension est facilité par DiaA,
une protéine qui forme un tétramere et se fixdesdomaine | de la protéine DnaA (figure 5A) (Ishidt
al., 2004). Cette interaction favorise la multimeiisatde DnaA, et la formation d’'une structure

reconnue par le complexe hélicase DnaBC pour &aegé suoriC (Keyamuragt al.,2009).

La protéine DnaA est la cible de plusieurs mécaessqui vont la désactiver, ceci afin d’éviter des
initiations prématurées. Afin de lancer un secana te réplication, la protéine DnaA doit étre tdee
au cours de la réplicatioha cellule doit avoir acquit un potentiel d'initian suffisamment fort pour
pouvoir ouvrir la molécule d’ADN, ce potentiel esatérialisé par la quantité de protéine DnaA active

(DnaA~ATP). Katayama et collaborateurs ont déergysteme DARS (BaA Reactivating $quence)
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qui permet de réactiver DnaA~ADP en DnaA~ATP ;deax séquences de 70 pb appelées DARSL1 et
DRAS2 sont localisées dans des régions inter-gésigatréioD-uvrB (17,49 min.) eygpD-mutH
(63,96 min.), respectivement, c'est-a-dire a miagise enteoriC etter. Les deux séquences sont
capables de catalyser I'échange nucléotidique dsBABADP en DnaA~ATP (Fujimitsiet al.,2009). Il
est proposé que ce systeme contribue a augmenjeatdité de protéine DnaA active dans la cellule,

afin d’obtenir le potentiel d’initiation nécessapeur I'ouverture de la molécule d’ADN.

La réactivation de la protéine DnaA~ADP pseifaire également au niveau des membranes.dl a ét
établi que I'acide phospholipidique (cardiolipirtepbosphatidylglycerol) de la membrane peut réggmér
la protéine DnaA~ATP en présence de DnaA~ADP (Yang Kornberg, 1988Ce modéle propose que
le complexe nucléoprotéiqueiC-DnaA est attaché a la membrane et que le contaet ee complexe et

les phospholipides de la membrane conduit a laivégion de DnaA~ADP.

L’'ouverture de 'origine de réplication nésis la présence d’autres facteurs qui participdat
synchronisation de l'initiation de la réplicatiomaC. Les initiations de réplication se font d'un facon
synchrone, c'est-a-dire que toutes les originggplecations dans la cellule s’allument en mémepem
(Skarstadet al.,1986). Les protéines impliquées dans l'initiatdmnla réplication participent a cette
synchronie. La protéine IHF en se fixant sur t@ spécifique entre2 et R1 contribue a I'agrégation
ordonnée de DnaA soriC (Polaczek,1990 alors quda protéine Fis qui se fixe entre les boites R2 et
R3 tout au long du cycle cellulaire est relargugéen@ment de l'initiation de la réplication (Gillet al.,
1991), ce qui permet I'ouverture de la molécule@M(Michael,et al.,1995). Des études ont montré
que la délétion de ces deux protéines conduigiesanitiations asynchrones de la réplication (Rstan

al., 2004).

La protéine HupA (protéine impliqguée dans l'orgatisn du chromosome) participe dans la

formation du complexe ouvert (Skarstatial.,1990. Deog Su Hwang et Arthur Kornberg ont démontré
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par un test de sensibilité a la nucléase P1 gjeut'ade HupA, rendaibriC plus sensible a la nucléase P1,
et donc que l'ouverture de I'élément DUBAC par la protéine DnaA est améliorée lorsque HugA es
ajoutée lors de la réaction (Hwang and Kornbe®§2). En accord avec les résultats obtenus a partir
d’expériences realiséas vitro, il a été montré que la délétion lepAprovoque des initiations
asynchrones de la réplication suggérant un réla geotéine HupA dans la formation du complexe

ouvert dan€. coli (Bahloul,et al.,2001).

[-3-2) Initiation de la réplication indépendante d'oriC

La réplication peut étre initiee a d’autregimes de réplication qariC et selon un mécanisme
indépendant de la protéine DnaA (Kogoma, 1997)p@ne alors de Réplication stable de 'ADN (SDR).

Il en existe de deux types : la réplication constit et la réplication induite.

A) Initiation a oriK. (cSDR)

L’initiation cSDR (constitutive Stable DNA Bication) se produit dans des souches déficiesnies
activité RNase HI (Kogoma, 1978). La réplicatiomuipétre initiée a 5 sites difféerents appaé& (De
Massy .et al.,1984. Au cours de la transcription, des ARN synthétigéuvent former un complexe
stable avec ’ADN matrice formant ainsi une struetappelée « R-Loop ». La RNase HI dégrade alors
spécifiguement la partie ARN de cet hétéro-hybridkens un mutannhA, ces hétéro-hybrides sont
stabilisés davantage ce qui leur permet d’amoecegplication (Kogoma, 1997). La protéine RecA grac
a son activité échange de brin homologue, poysaaticiper dans ce mécanisme (Kogoma, 1997) (figure
6).

Ce systeme d’initiation de la réplication ’pas compatible avec un rythme soutenu d’initratie la
réplication ; les souches cSDR ne forment pas tnmosur milieu riche (Kogomaet al.,1985). Ceci est

dd probablement a 'absence d’'un systeme de cestaiapte a ce mode d’initiation de la réplication
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(Von Meyenburget al.,1987%. Tokio Kogoma a proposé que dans un ancéieabli, les systemes
DnaA dépendant et DnaA indépendant étaient tous figictionnels. Le géenehA aurait été acquis
secondairement par transfert horizontal (Kogom8y/19ar la suite, ce géne aurait été maintenaitlu f
de I'avantage sélectif qu’il apportait en réprimeafficacement le systéme de l'initiation de la régtion

oriK-dépendant, et donc en assurant que la réplicatibmnitiée exclusivementariC.
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Figure 6: Schéma récapitulatif du processus d'iniaition dans les souches cSDR (Kogoma T, 1997Au cours
de la transcription I'ARN synthétisé peut s’hybrid&ec son brin complémentaire d’ADN, cette streetest prise
en charge par I'enzyme RNAase H qui dégrade cdRd pour liberer le brin d’ADN. En absence de cette
enzyme cette structure est stabiliser, pol | @tilisxtrémité 3' de 'ARN pour amorcer la synth&aSADN. PriA
initie la formation du primosome, au niveau dudaethargement de I'helicase réplicative aura Ipal.l assure
I'extension a partir de I'extrémité 3’. DnaB et @haont chargées encore une fois sur I’ADN simpie pour
formé le deuxieme réplisome et établir une réghcabidirectionnelle.
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B) Initiation a oriM : induite dans la réponse SOS (iISDR)

Ce mode d'initiation est dépendant de l'indueipréalable de la réponse SOS (Masek
and Sedliakova, 1992)e modéle d'initiation de I'i'SDR (inducted Stabl&NB Replication) commence
par des coupures doubles brin au niveau desaitdd etoriM2, ce qui conduit au recrutement du
complexe RecBCD est puis de RecA. Les jonctiondaléday formées par la suite sont résolues par
RuvC (Asai and Kogoma, 1994). La protéine PriAtgdars amorcer le chargement du complexe

hélicase réplicative au niveau du brin retardé paitier la réplication (Kogoma, 1997) (figure7).
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Figure7: modéle de linitiation iISDR (D loop) (Kogoma T, 199).

Un chromosome partiellement répliqué possede depies doriM1 (cases grises), dont I'un est clivé pour donner
une DSB (double Strand Break). La boite noire inditer, le site de terminaison de la réplication normaés

brins d'ADN nouvellement synthétisés et fourchegagitication sont indiquées par des lignes disooet et des
cercles, respectivement. (Voir le texte pour plesidtails).
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I-4) Mode de contréle de l'initiation de la réplcation aoriC

L’initiation de la réplication est fortememéigulée. Dang. coli, trois mécanismes indépendants - tous

ciblant la protéine DnaA - assurent que la réplcaest initi€ée une fois et une seule par cycle.

I-4-1) Séquestration de I'origine de réplication paSegA

La Dam MéthylTransférase (DamMT), codée pagdnedam catalyse le transfert d’'un groupement
meéthyle sur 'adénosine présente dans les sequ&#E€€ (Lobner-Olesenret al.,2009. C’est une
activité post-réplicative. Le temps de vie d’ureSBATC hemiméthylé est trés court ; dans la minuie
suit leur réplication, ceux-ci sont reméthylés (@aell and Kleckner, 1990). Deux sites sur le
chromosome échappent a une remethylation rapiele sites sont séquestrés (Campbell and Kleckner,
1990). Le premier estriC qui contient 11 sites GATC. Ces sites restent heéttiylés pendant une
période d’environ un tiers du cycle cellulaire (pde d’éclipse). Le deuxieme site de séquestration
correspond a la région promotrice du gdnaA(Campbell and Kleckner, 1990).

La protéine SegA est responsable de la séatien doriC (Lu et al.,1994). Dans un mutardiseqA
la réplication est initiee de fagcon anarchiquer( Freieslebergt al, 1999. La séquestration de la région
promotrice dalnaAconduit a la répression de I'expression du genmeédiatement apres initiation de la
réplication (Luet al.,1994). L’analyse des sites de fixation de la pna&t&eqgA au cours de la
séquestration montre que cette derniére blogugddn de DnaA @riC au niveau des boites DnaA a
faible affinité (figure 5) (Leonard and Grimwad®0®). Cette organisation de SeqA au moment de la
séquestration participe aussi a I'agrégation orderde la protéine DnaA au niveaowlC (Nievera,et

al., 2006). Le modele qui découle de I'étude du putdilfixation de SegA pendant la réplication du
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chromosome suggeére un réle double pour la protéssgA réprime I'ouverture de la molécule d’ADN
tout en assurant la réinitialisation du nouveau turéplication (Nieveraet al.,2006)

L’estimation de la surinitiation de la réplimn dans un mutaatseqgAreste controversée ; en
cytométrie eu flux, la quantification de l'initiath de la réplication est mesurée par le traiterdest
cellules par la Rifampicine et la Cephalexine,logue linitiation de la réplication et la divisio
cellulaire, respectivement. La surintiation esrsilestimée par la mesure de la quantité d’ADN a
I'intérieure de la cellule. Ceci correspond aux boes de chromosomes et donc aux nombre des
initiations produites au cours du cycle cellulaette estimation est de I'ordre de 3 fois plusangnte
dans les celluledseqApar rapport au cellules sauvages (@tual.,1994. Toute fois, I'analyse du rapport
ori/ter par puce a ADN ou par Southern blot, montre ummisiation plus modeste de la réplication dans

les cellulesdseqA(de I'ordre 1,3 plus)Gamareet al.,2005.

SegA est impliquée dans I'organisation ddDM\et la ségrégation des chromosomes pendant la
réplication {Veitaoet al.,1999, 2000). Il a été observé par double hybrigelg protéine SeqA interagit
avec la sous unité ParC de Topo |V, et que cetéedation stimule 'activité de relaxation et de
décaténation de Topo IV ; un mutafgeqAest caractérisé par un défaut de ségrégationeet un
augmentation de la quantité de supertours négatifSADN. Ces phénotypes supportent I'idée que la
protéine SeqA est impliquée dans la régulatioriat#ivité de Topo IV au cours de la réplication (ia
et al.,2003). Afin d’identifier 'impact d’'un mutarfisegAexclusivement pendant l'initiation de la
réplication 2oriC, (Bach T and Skarstad K, 2004), les sites GAT®&i@ ont été mutés en GTTC, afin
de perturber la fixation de la protéine SegA (Bawuid Skarstad , 2004). Cette étude a montré que la
disruption des huit sites GATC réduit le temps éigugstration et conduit a de la surinitiation, aomdint
ainsi I'implication de SegA dans le contrdle deitiation de la réplication. Cependant, les phépesydu
mutantoriC sont moins sévéres que ceux associés a un ndgagh Les auteurs suggérent que les

phénotypes associés a un mutdsgegAne sont pas exclusivement attribuables a un détns le
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contrble de linitiation de la réplication, maisssiulaux autres activités spécifiée par SeqgA auscoeia
réplication de 'ADN (Bach and Skarstad , 2004).
I-4-2) Titration de la proteine DnaA sur les siteslatA

Le locusdatA (DnaA Titration) titre la protéine DnaAK(tagawa,et al.,1999. Le modéle du
contrble de linitiation de la réplication pdatApropose que, lors de la réplication du loda#A - situé a
10,6 minute driC, cette séquence dupliquée arrive a titrer la pretBinaA. La quantité de protéine
DnaA libre est baissée a un niveau sous-optimal imitier la réplication. L'implication delatAdans le
contr6le de linitiation de la réplication, a étnéirmeé par une étude indiquant que la délocabisatie
cette séquence a un autre site sur le chromosdroategie pour l'initiation ; une duplication taxe de
datAn’affecte plus linitiation, sauf lorsque ceti@gsience est intégrée au niveau du terminus du
chromosomeKitagawa,et al.,1998.

La caractérisation du mutafidatAn’a révélé aucun effet de surinitiation de la iégilon (rapport
ori/ter identique entrelatA” et AdatA), a part des initiations asynchrones. Il a ététmnéoque la délétion
de la séquenadatArendait les cellules résistante a la Rifampicawec un nombre de chromosomes a
l'intérieure de la cellule supérieur a celui préstems les cellules isogénique sauvages (Morigedb )2
Les initiations résistantes a la Rifampicine sdrgesvées egalement dans le mugiht (Von
Freiesleberet al.,2000) et certains mutantsaA® (dnaA5 dnaA60letdnaA60§ ( Hansen FG1995)
ainsi que dans des cellules sauvages cultivéasitiau pauvre (acétate) (Flattenal.,2009). Méme s'il
parait tres clair que la Rifampicine bloque I'étajgel’initiation de la réplication, le mécanismeaite
inhibition reste a déterminer.

Une étuden vitro de I'effet de la Rifampicine sur l'initiation a mwé que la protéine DnaA interagit
avec I'ARN polymérase ('enzyme ciblée par la Rifaoine) et que cette interaction confere une
résistance de 'ARN polymérase a cette drogueétbgproposé que la résistance a la Rifampicindteés

d’un surplus de protéine DnaA au niveau de I'orgite réplication (Flattert al.,2009)
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La séquencdatAn’est pas essentielle pour la croissance dedelila délétion de cette séquence
n’a aucun effet sur le taux de viabilité, sur lddgau sur la morphologie des cellules, qu’ellegest
cultivées sur milieu riche ou sur milieu pauvretfgiawaet al.,1998). Ces observations suggerent que ce
mode de contrble n’est pas le systéme principbsétparkE. coli pour contrdler I'initiation de la
réplication, mais plus vraisemblablement un outléoulaire visant a diminuer ponctuellement le

potentiel d’initiation.

4-3) Inactivation de DnaA pendant la réplication (gsteme RIDA)

Le troisieme mécanisme de contrdle de iatitn de la réplication consiste en l'inactivatala
protéine DnaA. La molécule d’ATP complexée a DnaAadficacement hydrolysé en ADP, convertissant
la forme active de la protéine d’initiation (DnaA¥R) en une forme inactive (DnaA~ADP) (Katayaeta
al., 1998). Dans ce systéme, I'hydrolyse de la mo&diUATP est assurée par I'activité phosphatase
spécifiée par la protéine DnaA mais qui est stimlaér la protéine HddlpmologouDnaA), elle méme
activée pendant la synthése d’ADN grace a sonaoten avec I'anneafl du réplisomeKato and
Katayama, 2001

RIDA est étroitement lié a la réplication’attivité de ce systeme dépend de la progresseda d
réplication: La question se pose de savoir ce @adviient de ce systéme aprés avortement des faudehe
réplication. La fourche de réplication qui rengenin obstacle, peut conduire a la dislocation du
réplisome, et donc a l'inactivation de RIDA. En ahse de RIDA, le rythme des initiations de la
réplication peut étre altérée, ce qui peut condainee augmentation du risque de collision de<fas
de réplication. Il est primordiale pour la cellgle maintenir la période qui sépare les deux fosrclee
réplication, afin de permettre a celles qui doiv&ingé réactivées de I'étre avant le passage d’'ooealle
fourches de réplication. Une étude récente scadactérisation du mutadhaA®® a montré que la

surinitiation de la réplication observé dans ceantutésulte de I'inefficacité du systeme RIDA aciiner
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DnaA. La |étalité associée a la culture d’'un muthraA°° a température non-permissive résulte de la
collision des fourches qui initient la réplicati@s une apres les autres (Simmenal.,2004).

Des trois mécanismes de contrble de I'indrate la réplication darts. coli décrits préecédemment, le
réle central de RIDA est confirmé par une étudeagyportori/ter, qui montre que ce rapport est plus

important dans un mutadhdaque dans les mutantklatA et AsegA(Camaraet al.,2005).

I-4-4) Mécanisme de contréle de I'initiation de laéplication chez les autres organismes
A) Contrdle de l'initiation chez Bacillus subtilis

RIDA est également présent d&nsubtilis Un interactome dB. subtilisa montré que YabA
interagit a la fois avec DnaA et I'annegude Pol 111 (Noirot-Grosel at.,2006). Cette interaction semble
essentielle pour le contrdle du rythme des indgraide la réplication. En effet, la réplication ®stinitiée
dans un mutant dégnaAqui spécifie une protéine incapable d'interage@YabA (Choet al.,2008). A
'appui d’'une implication de YabA dans le contrdle I'initiation de la réplication par le biais d'&n
interaction avec DnaA et 'anne@ule Pol Ill, il a été montré aussi que YabA co-liseaavec la fourche
de réplication pendant la réplication (Goramb\al.,2009). Ces résultats suggerent que le systeme

spécifié par YabA danB. subtilisest semblable a celui spécifié par Hda dansol..

B) Contrdle de linitiation chez Caulobacter crescentus

C. crescentusst une alphaprotéobactérie, cette bactérie sgedie facon asymétrique donnant
naissance a une cellule mobile et flagellée etcatiale immobile et pédonculée. Dans le cycleutaiie
deC. crescentusseules les cellules pédonculées sont capablasiatila réplication du chromosome
(Quon et al.,1998). Dans les cellules flagellées la protéimpilarice de la transcription, CrtA, se fixe
sur l'origine de réplication d€. crescentugCori) et inhibe l'initiation de la réplication (Bastedad
Marczynski, 2009). CrtA est une protéine abonddates les cellules flagellées et sa phosphorylgtarn

CckA ameéliore la fixation de CrtA au niveau degsitori (Bastedo and Marczynski, 2009). Au moment
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de la différenciation cellulaire — les cellulesgidiées deviennent pédonculées - la protéase ClpXP
dégrade CrtA, permettant ainsi l'initiation de éplication (McGrath PTet al.,2006).

Récemment, il a été montré dahsrescentugue l'activité de DnaA est également régulée géace
un systeme similaire a celui spécifiee par Hda dar®li. HdaA, deC crescentugst un orthologue
d’Hda d’E. coli(Collier and Shapiro, 2009). Cette protéine réprlgs surinitiations dans les cellules
pédonculées. Elle co-localise avec 'annpgendant la réplication de 'ADN (Collier and Shapi
2009), ce qui suggeére une inactivation de la pnet€inaA couplée a la progression de la réplication.

Dan<C. crescentuSADN est méthylé au niveau de I'adénosine d’'ugquence spécifique GANTC
grace a I'enzyme CcrM (Zweiget al.,1994). Il a été montré que la surexpression dée esizyme

impacte la morphologie des cellules et conduitsukdnitiation de la réplication (Zweiget al. 1994).

C) Controle de l'initiation chez les Eucaryotes

Le systeme RIDA est conserveé dans le mécandarégulation de I'initiation de la réplicatiomez
les eucaryotes. L'inactivation des protéines dwtiation par I'équivalent de I'anneau beta chez le
bactéries (PCNAProliferating Cell Nuclear Atigenchez les eucaryotes) a été démontré dans les
Schizosaccharomyces pomlégaenorhabditis eleganXenopus laevist les cellules Humaines (Ht
al., 2004., Arias and Walter ,2006., Kim and Kipre@907., Guarinogt al.,2011). Chez les eucaryotes
les protéines Cdtl et Cdc6 interagissent avec (Rigine Recognition Complex, composé de 6 sous-
unités) (la fonction du complexe ORC est la mémeaplle spécifiée par DnaA chez les bactéries) au
niveau de I'origine de réplication. Le complexe MEMini Chromosome Maintenance complexe), un
hexamére Mcm2-Mcm7, qui sert d’hélicase réplicativecours de la phase S est recruté au niveau du
complexe ORC. La fixation séquentielle de Cdc6ee€dtl active I'hélicase et conduit a l'initiatide la
réplication (Bell and Dutta , 2002). Apres inittat de la réplication, la protéine Cdtlest ubiomdtpuis
dégradée pour éviter une surinitiation. La celludéveloppé deux mécanismes distincts pour inhiber

cette protéine. La premiére stratégie, consisia phosphorylation de la protéine Cdtl par Cdk2jue
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conduit a sa reconnaissance par le complexe uimnguijase. L’'ubiquitination de Cdtlest un signai q
conduit a la dégradation de la protéine €tial.,2003). Le deuxieme systeme qui dépend de la
réplication, consiste en l'interaction entre lengta(PCNA) et Cdtl, ce complexe est reconnu paruire a
complexe qui contient une ubiquitine ligase, ehowe le premier mécanisme, l'ubiquitination de Cdtl
conduit a sa dégradation. Prélude a la dégraddédpdtl ; l'initiation de la réplication est répém
(Arias and Walter ,2006). Ainsi, il est proposé da fonction de PCNA en tant que plate-forme pour
dégradation de Cdtl, assure l'inactivation efficetdemporelle d'un facteur clé du cycle cellulaire

(Figure 8).

La fonction d’inhibition de l'initiation deeplication impliquant PCNA chez les eucaryotes ou
'anneau beta des bactéries est tres conservdgreata diversité des protéines impliquées. Cette
fonction est basée sur la reconnaissance d’'unéat@cDN polymérase comme signal d’une réplication,
afin d’'inhiber de nouvelles initiations de la réaliion. La généralité de ce principe suggeére l'irtgotce
de ce systeme de contrble du cycle cellulaire etigid a reposer la question de I'impact de I'ad@€ta

réplication sur le contréle de I'initiation de l@plication.
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Figure 8: Les systémes de contrdle de I'initiation de la piication chromosomique ( Katayama T et al.,
2010).

Ubiquitin

L)

a, b) Mécanismes cheEscherichia colietBacillus subtilis La protéine initiatrice des bactéries, DnaA isal
I'origine de réplication chromosomiquer{C) pour déclencher la réplication de '’ADN. DnaA pétre lié a de
I'ATP (cercle rouge) ou de I'ADP (cercle rose). &ses méthodes de contrble de la concentratiomdAEATP

et de liaison @riC sont représentés, ainsi que d'autres mécanismagigsent au niveauaiC pour prévenir la
réinitiation de la réplicatiorc) Mécanismes che2aulobacter crescentuke régulateur transcriptionnel du cycle
cellulaire (CtrA) se lie a l'origine de réplicatide Caulobacter(Cori) et inhibe l'initiation. DnaA~ATP agit
également au niveau @»ri pour lancer la réplication et peut étre inhibaetgdaA qui est couplé a la réplication
par le biais du clampml) Mécanismes chez les eucaryotes. Apres l'initiatemnolamp PCNA chargé sur I'’ADN
interagit avec Cullin 4 (CUL4)- (DDB1) pour ubidylation et dégradation de la protéine initiatridgt1
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I-4-5) Contrdle d'initiation de la réplication par DnaC

Des étudem vitro etin vivo ont montré qu’'une augmentation de la quantité da@bloque I'activité
hélicase de DnaBn vitro, Allen et Korenberg ont montré qu’un exces de t#gine DnaC inhibe la
réplication, et que 'augmentation de la quantgéXshaC ne bloque pas la formation du
« preprimngcomplexe» mais plus t6t I'activation de ce complexe (Alemd kornberg, 1991)n vivo, il
a été montré que la surexpression de la protéinaCDalentit les fourches de réplication et queecet
effet est diminué, lorsque DnaC est co-exprimée &weB ; les auteurs proposent que la protéine DnaC
peut interagir avec la fourche de réplication aumeot de I'élongation probablement en se fixatian su
DnaB. Par conséquent, le ratio de DnaC a DnaBfénhlté de DnaC pour I’hexamere hélicase au niveau
d’une fourche de réplication sont d'une grande nt@pae pour la vitesse des fourches de réplication

vivo également. (Skarstad and Wold, 1995).

L’initiation de la réplication est déclencHéesque DnaC se dissocie du complexe hélicaseatipke
apres interaction de DnaG sur DnaB (Makowska-Giagskl Kaguni J, 2010). Kaguni et collaborateurs
propose que DnaC pourrait étre impliquée dansn&r@le de I'initiation de la réplication dais coli, en
inhibant I'activité hélicase de DnaB, en attendamecrutement de la primase DnaG au niveau de la

fourche de réplication (kaguni, 2011) (Figure 9).
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DnaA loads the DnaBg-DnaC3 complex

@&ﬁ#_‘)

synthesizes a primer (red),

Primase interacts with DnaB,
and induces DnaC to dissociate

<
l DnaB translocates on the ssDNA,

enlarging the unwound region

Primase synthesizes primers for
Okazaki fragment synthesis (blue)

Figure 9: L'interaction de primase avec DnaB défirtile passage de l'initiation a la phase d'élgation de

la réplication de I'ADN chromosomique cheZ. coli (Makowska-Grzyska M, et al., 2010).Aprés chargement
du complexe DnaB6-DnaC3, le complexe hélicaseadgiifiest inactif en attente de la libération deaDnEnsuite,
la primase interagit avec la région C-terminalé®daB pour induire la dissociation du DnaC. Les atge
proposent que cette étape est couplée avec ldaratien de DnaB sur le brin parental et la sys¢h&amorce. La
Primase synthétise ensuite la premiére amorceo(eger la fleches indiquent I'extrémité 3") quiwdisée pour la
synthése du brin continu par Pol lll alors e &morces suivantes (amorce en bleu) sont utjpisésla
synthése des fragments Okazaki.
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I-5) Contréle des initiations de la réplication losque les fourches avortent
Chez les eucaryotes, 'arrét de la progresdmla fourche de réplication conduit a une casckd

réactions (Heidekest al.,2007) qui assurent la stabilisation des fourchiesjbition des initiations
tardives de la réplication ainsi que le ralentissentle la progression des fourches qui ne sora pas
l'arrét (Jones and petermann, 2012). Chez les ésywe sont les protéines Mecl et Rad53 qui spatifi
cette activité (Segurado and Tercero, 2009). Ghezrevisiada protéine APR se lie a ’ADN simple
brin et déclenche le recrutement de Mecl par Fimésliaire de sa sous-unité régulatrice Ddc2 aeauv
des fourches bloguées (Bonedtaal.,2008). Mecl phosphoryle un médiateur Mrcl etgaa est
transmit a la kinase Rad53, qui est phosphoryl@etetée. Rad53, inhibe I'initiation de la réplicat

des origines retardées, (Segurado and Tercer8)200

Apres arrét de la réplication, 1) l'initiatiales réplications tardives est bloquée pour élgtesque de
collision entre les fourches qui se sont arrétéeslées qui auraient initiées. 2) Les fourches de
réplication non arrétées sont stabilisées. Il abservé qu’en réponse au MMS (methyl metanosuiéna
un agent qui déstabilise les fourches de réplinates cellules mutantad53et meclrépliquent moins
d’ADN que les cellules sauvages. Ce qui suggerecgaenutants accumulent plus de fourches de
réplication inactivé de facon irréversible en régoau MMS. Les auteurs proposent que ces deux
protéines assurent la stabilité des fourches dieafipns qui n’ont pas été inactivées en dimindant

vitesse de leurs progressions. (Tercero and Riff001).

Il a été observé que la synthese des dNTd@®uas de la réplication augmente lorsque ’ADN est
endommagé, cette augmentation de dNTP assurergjpdaation des lésions qui sont crées sur I'ADN

(Elledgeet al.,1993). Une étude a montré que les protéines MeRh@53 sont impliquées dans le
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processus de régulation de la quantité de dNTP ldasedlule, lorsqu’il y a un dommage au niveau de
I’ADN. Le modele propose que lorsqu’il y a une @¢sau niveau de I’ADN, la protéine Mecl active
Rad53, de facon a stimuler la dissociation de ibitbur SIm1 de la sous-unité Rnrl (sous unité de
RiboNucleotide Réductase, RNR), Cette cascadeaddioé conduit a augmenter la quantité de dNTP

dans la cellule (Zhaet al.,1999.

Ce systeme joue un rdle important dans la prodgéssie la réplication lorsque la cellule est exgma

un stress externe. Il serait intéressant de savoe systeme existe dans les bactéries ?

I-6) CycC un candidat dans le contréle du cycle ceilaire

Dans Escherichia coli la Dam Methyl Trans$er@©amMT) est responsable du transfert d’'un
groupement méthyle sur les adénosines situés audroeétranucléotide GATC (Figure 10) ; il s’agit
donc d’'une activité post réplicative. Ainsi, aplepassage de la fourche de réplication, le brixDiN
nouvellement synthétisé est non méthylé — I’ADNdishémimethylé. L’ADN reste hémimethylé
pendent une bréve période - de I'ordre de la reinuavant d’étre reméthylé par la DamMT (Campbell
andKleckner, 1988). L’hypothése de lI'implication derhéthylation de '’'ADN dans le contrdle général
du programme de maintenance de I’ADN repose esdlentient sur cette observation, puisque 'ADN
hemimethyle — exception faite de I'origine de réation et de la région promotrice du géimaA— est
diagnostique du passage récent de la fourche tleatign. Cette hypothése, et le criblage
phylogénomique qui en a découlé (Brezed#ieal.,2006) a conduit a I'identification de plusieursgé

dont les produits sont supposes étre impliqués kdamsintenance de ’ADN.

yjaGest I'un de ces génes. Il a été renonuyeCen raison des déréglements de la progression du
cycle cellulaire associés a un mutant nul de ce ¢eoir résultat). L'étude présentée ici s’attaehér
expliquer I'état actuel de nos connaissances sumizine CycC et de son implication dans le pregss
de réplication de ’'ADN. Nos résultats montrent da@rotéine CycC est impliquée dans la processivit

de la réplication lorsgu’il y a un dommage au nivele 'ADN. CycC spécifie une activité qui condait
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freiner les fourches de réplication, afin de préwvedas avortements des réplisomes. La surexpredsion
CycC blogue l'initiation de la réplication entreliverture de la molécule d’ADN et le chargement de
I'hélicase réplicative. Nous proposons que Cyd€raygisse avec le complexe réplicative et ralésgit
fourches de réplication. Ce ralentissement préwemntouvelles collisions lorsque les cellules stamts

des conditions de stress-qui cause des arrétsréplieation.
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Figurel0 : schéma de I'état de la méthylation deADN au cours du cycle cellulaire.

L'’ADN est completement méthylé pendant la plusigeapartie du cycle (etoile noir). Aprés le passigéa

fourche de réplication, I'ADN nouvellement répligeséiste transitoirement (environ 1 minute) sous fonme
hémimethylée (etoile rouge) ; la Dam Méthyltrana$er assure le transfert d’'un groupement méthyle sur
I'adénosine des séquences GATC du brin nouvellesygrhétisé.
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II) Résultats

[I-1) Présentation de CycC
Le genecycCspécifie une protéine de 196 acides aminés dqgitdst de 4,5. La structure de la

protéine CycC issue dghewanella baltica été utilisée afin d’identifier la position desdes aminés
acides, ainsi que l'orientation de leur chainer&dée lls sont situés de fagcon homogéne sur lasearfle
la protéine, et les groupements carboxyliques s exposés au solvant, ce qui suggéere que CyC n’

pas d’affinité pour les acides nucléiques.

Le géneycCse trouve a quelques minutes de l'origine de capbn du chromosome®! coli (272
kbp) dans le Macrodomairgi (Valenset al, 2004). L’analyse du positionnementae&Cpar rapport a
oriC dans les organismes qui le possedent révéle dqigepreximité, ainsi que la distance par rapport a
oriC est strictement conservée dans les Entérobae®ealdans les Vibrionales. Dans les Pasteurellales

par contre, cela ne semble pas étre le cas (Fidguke
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Figure 11: Localisation decycC. A —cycCest situé a proximité daupAdans les Entérobactériales, les
Vibrionales et les Pasteurellales. Dans les Vibales, quelques orf (entre 1 et 4) peuvent s'iatkncentre les
génesycCethupA Dans les Océanospirillales et les Altéromonad#desontexte synténique dgcCest tres
variable. B — La position deycCdans les Entérobactériales (bleu) et les Vibriemé@louge) est proche de I'origine
de réplication du chromosome (0,065 +/- 0,017 daile du chromosome). Par contre, dans les Padiales, la
position n'est pas conservégl, Actinobacillus pleuropneumonid€0 ; Aac Aggregatibacter
actinomycetemcomitari311S-1 ;Asa Aliivibrio salmonicidaLF11238 (Ch I) ;Cro, Citrobacter rodentium

ICC168 ;Ctu, Cronobacter turicensig3032 ;Dze Dickeya zea&ch1591 Etar, Edwardsiella tardeEIB202 ;Ecl,
Enterobacter cloaca8CF1 ;Etas Erwinia tasmaniensi&t1/99 ;Eco, Escherichia colK-12 substr. MG1655 ;
Gan, Gallibacterium anatisJMN179 ;Gag Glaciecola agarilyticadH-3-7+YE-5 ;Hdu, Haemophilus ducreyi
35000HP Hin, Haemophilus influenzaRd KW20 ;Hpa, Haemophilus parainfluenza&TCC 33392 Hpa,
Haemophilus parasuiSH0165 Hsg Haemophilus somnuz336 ;Kpn, Klebsiella pneumoniasubsp. pneumoniae
MGH 78578 ;Msu Mannheimia succiniciproduceMBELS55E ; Pan Pantoeasp. At-9b ;Pmuy Pasteurella
multocidasubsp. multocida str. Pm7®c¢a, Pectobacterium carotovorusubsp. carotovorum PCPpr,
Photobacterium profundu®S9 (Ch 1) Plu, Photorhabdus luminescessbsp. laumondii TTO1Rah Rahnella

sp. Y9602 Sen Salmonella entericaubsp. enterica serovar Typhimurium str. LB&f Serratiasp. AS12 Van,
Vibrio anguillarum775 (Ch 1) ;Vch Vibrio choleraeO1 biovar El Tor str. N16961 (Ch I)/fi, Vibrio fischeri
ES114 (ChI) Vha, Vibrio harveyiATCC BAA-1116 (Ch 1) ;Vpa Vibrio parahaemolyticuRIMD 2210633 (Ch

) ; Vsp Vibrio splendidus. GP32 (Ch 1) ;Vvu, Vibrio vulnificusCMCP6 (Ch 1) Xbo, Xenorhabdus bovien$S-
2004 ;Yps Yersinia pseudotuberculodiB 31758.



Il — 2) CycC et les Topoisomérases de type |l

L’implication de CycC dans la maintenance de I'AB#nonte a une analyse préliminaire menée sur
les géneslam™. Lors de cette étude, I'implication du produit desesdam® dans différentes fonctions
impliquant la reconnaissance de |'état de méthyadie 'ADN avait été testée, comme la réparaties d
mésappariements, a été verifiee en mesurant ledfagguisition de mutations spontanées conférant la
résistance a la Rifampicine et a I'Acide Nalidixeg{Chopra kt al.,2003). Les résultats obtenus étaient
surprenants et inexplicables ; alors gu’'un mufsrycCacquiert la résistance a la Rifampicine a une
fréquence identique a celle d’'une souche isogérsguegage, une soucheycCsemblait incapable
d’acqueérir la résistante a I’Acide Nalidixique. Bauie les mutations qui conférent la résistancacidie
Nalidixique s’accumulent principalement dans leegyrA — le gene spécifiant la sous-unité non
catalytique de la Gyrase — il était possible diiptéter 'absence de clodeycCrésistant a I'’Acide
Nalidixigue comme la conséquence d’'une incompadthdntre la perte deycCet une altération de la

Gyrase, I'enzyme la plus sensible aux quinolonds(irsky and Kozzarelli,1998).

[I-2-1) L’hypersensibilité d’'un mutant AcycC résulte du ciblage de Topo IV

a mutatiom\cycCn’est pas incompatible avec I'acquisition d’'unetation conférant la résistance
L tatiom\cycC t tibl I tion d’'unetat f tl t
aux quinolones ; nous avons pu transférer effiv@rd une mutation conférant la résistance aux
quinolones @yrA™®*) dans un mutaricycC Nous avons alors compare la sensibilité & lalboatine
des cellulegyrA"*3AcycCa celle des cellulegyrA®cycC et établi que les cellulegrrA-**AcycCsont

plus sensibles aux quinolones que les cellulegisiggescycC (figure 12).
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Nous avons continué I'investigation afin deéedéniner 1) si I'activité de I'une, de l'autre oasldeux
Topoisomeérases est affectée dans un meytCet 2) quelle(s) activité(s) de cette/ces enzyme(s)
est/sont ciblée(s).

Nous avons introduit un all&arC®* et créé une souche spécifiant une Gyrase et upe Wb
résistante aux quinolones. L’hypersensibilité dedachecycC gyrA®® est supprimée par I'alléle
parC®*, ce qui indique que I'hypersensibilité de la saisbycC gyrA®® aux quinolones résulte du
ciblage de Topo IV (Figure 12). Si seule Topo ¥ @blée dans un mutafAcycC alors la sensibilité des
cellulescycC etAcycCaux quinolones doit étre identique, en raison deuda grande sensibilité aux
guinolones de la Gyrase que Topo IV. CependantdisliesAcycCdemeurent plus sensibles a la
Norfloxacine que les cellulesycC lorsque Topo IV est sauvage (un facteur 10 sdpari@bilité des
cellulescycC de celle des cellulecycC(Figure 13). Nous avons également observé quedtniction
d’'un alléleparC*®* augmentait considérablement et spécifiquemenpghsensibilité des cellulésycC
a la Norfloxacine (Figure 13). Ce résultat surprémaste néanmoins compatible avec une implicaten
CycC dans l'activité spécifiee par Topo IV. Si Tdpoest impliquée dans la relaxation de 'ADN detvan
la fourche de réplication, alors la plus faiblenat# spécifiée par Topo IV du fait d’'une combirais
entre la production d’une enzyme mutante et deséabe de CycC contribue a 'accumulation de
supertours positifs SC(+) devant la fourche deic@pbn, qui en retour conduisent a la formationrd’
plus grand nombre d’adduits ADN::Gyrase, d'un mtand nombre de collisions des RF dans ces adduits

et donc a une plus grande sensibilité des cellMgsCparC*®* & la Norfloxacine.
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Figure 12 : le mutantAcycC est plus sensible a la Norfloxacine.

Huit souches spécifiant différentes combinaison$afmisomérases de type Il résistantgs A, parC*®) ou
sensiblesdyrA®, parC®) aux quinolones ont été cultivées en milieu minimai30°C jusqu’a atteindre la phase
exponentielle de croissance. Des dilutions en skriees différentes souches (-1 & -5) ont enstditdéposées sur
boites en milieu MMA-Glucose complémentées de ldlNxacine (2uM) ou sans Norfloxacine (@M). A,
AcycC; +,cycC.
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Figure 13 : Sensibilité des cellulesycC" et AcycC spécifiant une Gyrase sauvage a la NorfloxacinBes

cellules cultivées en milieu minimum Glucose juaque D@so comprise entre 0,1 et 0,2 sont étalées sur boites
complémentées en Norfloxacine. La fraction survieaoorrespond au rapport entre le nombre de caaumpté
sur milieu complémenté en Norfloxacine et celui ptérsur milieu sans drogue.
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[I-2-2) Topo IV est impliquée dans la relaxation dd’ADN devant la fourche de réplication

En premier lieu, nous avons cherché a véfifiraplication de Topo IV dans la relaxation de DN
devant la fourche de réplication dans des conditaans lesquelles la Gyrase est active. Lorsque la
Gyrase est inactive, Topo IV peut relaxer de 'ADN/ivo et assurer la synthése d’'une certaine quantité
d’ADN (Hardy and Cozzarelli, 2003). Neanmoins, eetttivité n’est pas suffisante pour supprimer la

thermosensibilité associée & un mugyrB”® (Khodurskyet al, 2000).

Pour ce faire, nous avons mesuré la quart®M synthétisé en présence de Norfloxacine darss de
cellulescycC etAcycCsynchronisées du point de vu de l'initiation dedplication et spécifiant une
Gyrase résistante a la Norfloxacine. La Norfloxaast ajoutée dans les cultures immédiatement apres
initiation de la réplication. Ainsi, la quantitéADN synthétisée dans une cellule est proportioensii
temps de réplication de ’'ADN avant la collisiorude fourche de réplication dans un adduit ADN::Topo
IV. Les cellulescycC et AcycC ont été synchronisées au niveau de l'initiatieriadréplication soit par
DnaCz2, soit par DnaA46 (figure 14A). Les cellulestsensuite fixées, soit 40 minutes apres initratie
la réplication (ce temps est inferieur a celui 38e@re pour effectuer un cycle complet jusqu’aivesabn,
et approximativement suffisant pour terminer ldiocgpion du génome). La quantité d’ADN synthétisée
dans ces conditions expérimentales a été mesurégtpanétrie en flux (Methodologie dans Saifi and
Ferat, 2012). La quantité d’ADN synthétisée pend@nininutes diminue avec la quantité de
Norfloxacine, ce qui indique que Topo IV relaxe[DN devant la fourche de réplication lorsque la
Gyrase est active (figure14C). Afin de vérifier dagliminution de la quantité d’ADN synthétiséeuiés
du ciblage de Topo IV par la Norfloxacine, nous@ias mesuré dans une souche spécifiant et une&yras
et une Topo IV résistantes a la Norfloxacine (FegiC, courbes pointillées). La quantité d’ADN

synthétisée dans la souapgA-®® parC®* en absence ou en présence de Norfloxacine sarttdes
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jusqu’a une concentration de 0,5 uM (Figure 14@udNavons verifié que la formation d’adduits deerie
la fourche de réplication ne pouvait pas contritudéstabiliser le replisome. Si tel était le dasg

pourrait que la diminution apparente de la quafiédN synthétisée représente en fait 'accumulatio
des fourches de réplication arrétées et non réegidans un mutadhaC2 Cette expérience a été
réalisée dans cellules synchronisées avec DnaA¥éanant thermosensible de la proteine d'initiatio

La quantité d’ADN synthétisée dans les cellulechyonisées par DnaA46 est supérieure a celle
synthétisée dans les celluisaC2(Figure 14B). Dans nos conditions expérimentdésscellules sont
synchronisées, c’est-a-dire qu’elles ne possedgunng copie de leur génome. Ainsi, les collisiors d

RF dans un adduit ADN::Topo représente un arréhiti€e la réplication, car celles-ci ne peuvéhte
réparées. Il est donc plutét vraisemblable qudusa faible quantité d’ADN synthétisée dans les sesc
dnaC2résulte de la combinaison d’'un avortement descfoes de réplication indépendant de la collision
des fourches dans un adduit ADN::Topo, et d’'unuedi@ réactivation de ces derniéres. Néanmoins, que
les cellules aient été synchronisées par DnaC2apDpaA46, les quantités d’ADN synthétisées dasis le
cellulescycC etAcycCne sont pas significativement différentes. Nousctuons de cette série
d’expériences 1) que Topo IV relaxe 'ADN, y congiidrsque Gyrase est active, et 2) que cette g&tivi

n’est pas affectée dans un mutanycC
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Figure 14 : Effet decycC sur l'activité de relaxation de Topo IV.A - Protocole expérimental de synchronisation
des cellulesUne dilution d’une culture de nuit est incubée &3fusqu’a une D, = 0,1 (phase exponentielle de
croissance). Les cellules sont ensuite transfé&@@SC pendant 90 minutes de fagon a les synclemoaisniveau
de l'initiation de la réplication. L'initiation dia réplication est déclenchée en baissant la teatynéra 30°C
pendant 6 minutes. Ensuite, les cellules sont e=s@s40°C pour éviter une nouvelle initiation deélglication. La
Norfloxacine est ajoutée 10 minutes apres initratle la réplication. B — Histogramme d’ADN de ckdhifixées

40 minutes apreés initiation de la réplication (dmubleue). La quantité d’ADN total a été calculémme le

produit de la valeur de FL3 par celle du nombreelkiles (courbe rouge). La quantité d’ADN a étignes dans
chaque échantillon. La fraction d’ADN synthétis@ipune condition donnée a été estimée commefixelifce
entre la quantité d’ADN présente dans I'échantil@minutes apres initiation 4E) et celle présente dans
I'échantillon 10 minutes apres initiation de laliégtion (D,g) rapportée sur [, £ = (Dso — D1g)/D1o. Le taux de
replication en présence de Norflocacine a été éstmmme SuitZnon = (Daopon — Dio)/D1o €t l€ pourcentage
d’ADN synthétisé dans une condition donnée &gt ff / ~) x 100]. C — Représentation graphique des valeurs
[(Znon / Z) X 100] en fonction de la concentration en Norfloxe dans les cellules
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[I-2-3) L’activité de décaténation de Topo IV n’es$ pas affectée dans un mutanticycC

Puisque I'hypersensibilité des celluhas/cCa la Norfloxacine n’est pas associée a I'actidie
relaxation de I'’'ADN spécifiée par Topo IV, nous asaherché a déterminer si elle pouvait résulter du
ciblage de l'activité de décaténation spécifiéeTagro IV. Nous avons testé cette hypothése en rassur
le taux d’inhibition de la division cellulaire edponse a la Norfloxacine. Nous avons considérému’u
défaut de résolution des caténanes pourrait bloouarterférer avec le déroulement de la division
cellulaire. Nous avons ajoutée la Norfloxacine dées cultures de cellules synchronisées, différents
temps aprés initiation de la réplication dans desies de cellulegyrA-®3cycC etgyrA-®® AcycC

(Figure 15).

L’ajout de Norfloxacine pendant la réplicati@mtre 20 et 40 min.) inhibe séverement la divisio
cellulaire dans les cultures de cellubysC etAcycC L'inhibition de la division cellulaire, qui est
identique dans les cellules sauvages et mutargesne fonction quasi linéaire du temps (1 ghB.
Cette inhibition provient vraisemblablement du ad# de I'activité de relaxation de I'ADN par Topb
pendant la réplication. Lorsque la Norfloxacineagettée 40 minutes apres initiation de la réplbcat
(c’est-a-dire, a la fin de la réplication, (esg@let al.,2003)), I'inhibition de la division cellulaire en
réponse a la Norfloxacine est indétectable a uneartration de 1M et seulement de 10 %, a une
concentration de @M. Puisque Topo IV est ciblée par la Norfloxacimmsl les cellulegyrA®® aux
concentrations de 1 et 2 uM (Figure 12 et 14), rmnluons que les adduits formés dans ces cellules
pendant la décaténation de ’ADN ne sont pas ptésnquantité suffisante pour bloquer
significativement la division cellulaire. Toutefpia modeste inhibition de la division cellulaicgdque la
drogue est présente a une concentration;dd,2nais identique dans un fond génétigyeC et AcycG
indique que Il'activité de décaténation spécifi@e popo IV n'est pas affectée dans un mutsrycC
Nous concluons que la méthode que nous avons eéglwy/ permet pas d’estimer l'inhibition de

I'activité de décaténation spécifié par topo IV ulefois, les résultats que nous avons obtenus nous
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permettent de conclure que I'hypersensibilité diuntantAcycCne résulte pas du ciblage de I'activité de

décaténation de Topo IV.
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Figure 15 : la délétion decycC ne modifie pas I'activité de décaténation de Topd®l. A — Méthodologie de
calcul de l'inhibition de la division cellulaire eaponse a la Norfloxacine. Cytogrammes de celsyeshronisées
0, 40 et 120 minutes apres initiation de la réfilica La quantité de cellules présentes dans |esifisade cellules
contenant 1 (A) ou 2 génomes (B) est calculéen&lieur du polygone. Les formules permettant disst la
fraction des cellules ayant initiées la réplicatigg) et ayant diviséespb) sont données. B — Efficacité de division
cellulaire aprés traitement & la Norfloxacine delfutescycC gyrA™ et AcycCgyrA™ synchronisées avec
dnaC2 Les barres d’erreur correspondent a I'écart gugeur de la moyenne de 3 expériences indépendantes
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[I-2-4) La topologie de ’'ADN n’est pas affectée das un mutantAcycC

Etant donné que nous n’avons pas pu connéeyeersensibilité des cellulescycCa la
Norfloxacine a une modulation de I'activité de Tdpo nous avons cherché a vérifier si la topolaige
I’ADN était affectée dans un mutantycC Nous avons utilisé la Novobiocine, qui est un urhibiteur
des Topoisomerases de type I, afin d’étudier laeipde CycC sur la topologie de '’ADN. Les
expériences présentées dans ce chapitre ont &tateffectuées dans un fond génétifyaerA. AcrA est
un des composants de la pompe d’efflux des drodamesE. coli (Okusu and Nikaido, 1996). Dans un
mutantAacrA les drogues sont séquestrées dans la celluleoii@®guence, la concentration inhibitrice de

Novobiocine est plus faible dans des celllasrA que dans les celluleerA™ (Khodurskyet al.,2000).

Dans un fond génétiqgdeaC2 les cellules\cycCsont également plus sensibles a la Novobiocine
que les cellules isogéniquegcC’. Nous avons analysé la topologie de plasmidesiéxtles souches
cycC etAcycCcultivées en présence de Novobiocine (Figure é3. cultures de celluleycC+ et
AcycC,transformées par un plasmide dérivé de pBR322¢t@nhcubées en présence de Novobiocine
pendant 4H, avant d’étre extraits. La distributil@s topoisomeres de ces plasmides a par la séite ét
analysée sur gel de Chloroquine (Figure 16). Dantes les conditions testées (avec ou sans
Novobiocine), la distribution de Topoisomeéres desmides extraits des cellulegcC etAcycCest

identique.

Les mesures de 'activité de relaxation etléeaténation spécifiée par Topo IV nous ont permis
d’exclure la possibilité que I'activité de Topo Béit modulée par CycC. Le fait que la topologie de
I’ADN n’est pas altérée dans un mutaycCnous permet a présent de conclure que CycC 1) ne

module pas la topologie de I'ADN et 2) ne module pactivité des Topoisomérases de type Il.
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Figure 16 : La topologie de '’ADN n’est pas affec& dans un mutant4cycC. Des cellulesinaC2etdnaC2
AcycCont été transformées par un plasmide dérivé de3gBR_es ADN plasmidiques ont été extraits aprés un
incubation de 4h a 30°C avec la Novobiocine a umeentration de 0, 2 et 5 pug/ml. Les ADN extraits &é
déposés sur un gel d’agarose (1%) complémenté lemoghine (2Qug/ml) et mis a migré a un voltage de 2V/cm
pendant 4h. 'ADN a été révélée par I'addition deBure d’Ethidium. La position de migration de nwlies
d’ADN double brin linéaire de 1,5, 2 et 3 kbp estiqué sur la droite du gel.
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[I-2-5) CycC n’affecte pas la vitesse de réplicatio

Nous nous sommes intéressés a mesurer $s@itke réplication dans un mutaeycC car une
augmentation de celle-ci pourrait expliquer unenagigtation d’autant de la fréquence des collisia@s d
RF dans des adduits ADN::Topo et donc I'hyperseilitgilles cellules\cycCa la Norfloxacine.

Le temps nécessaire a la réplication du chsmme dE. coli est d’environ 40 minutes. Ce temps est
indépendant du milieu de culture (Chandieal.,1975). Afin de tester I'hypothése d’'une accélératie
la vitesse de réplication dans un mutaoycC nous avons incubé des cultures synchroniséeslidées
cycC etAcycCa I'hydroxyurée (HU). HU inhibe la RibonucléotiB&ductase (Sinha and Snustad,
1972), 'enzyme responsable de la réduction derBiT dNTP et donc de la production du pool de
nucléotides (Browrt al.,1969). L'ajout de HU bloque la production de dNda@hs la cellule, ce qui a
pour conséquence l'arrét de la réplication et liition de la division cellulaire (Sinha and Snukta
1972). L’expérience a été réalisée dans des celtyeC et AcycCsynchronisées. Différents temps aprés
initiation de la réplication, HU a été ajoutée aukures a une concentration inhibitrice (FigureI¥gs
échantillons de culture ont été prélevés 120 mgapees initiation de la réplication et analysés pa
cytométrie en flux. La fraction de cellules ayaffiéetuées la division cellulaire a été estimée (Fégl7).
La courbe d'inhibition de la division cellulaireteiphasique. La premiére partie de la courbe,|jlzs40
minutes, voit I'inhibition de la division cellulardécroitre de fagon trés importante avec le taaupsel
HU est ajoutée ; cette phase rend vraisemblablecoenpte de 'effet de HU sur la synthése d’ADN.
Dans la seconde partie de la courbe (lorsque Hdjestée 40 minutes et plus apres initiation de la
réplication), I'inhibition de la division est toujos importante, mais moins marquée. Il est vraidabid
gue 40 minutes apres son initiation, la réplicasioit finie dans la plupart des cellules. Il essgible que
la faible inhibition de la division observée loregdU est ajoutée tardivement (apres 60 minutes)
corresponde a celle de la division dans les calldéns lesquelles la réplication a d( étre redémakes

cellules ont été synchronisées par DnaA46 de fagéviter I'interférence créée par la réactivaties d
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fourches de réplication dans un contekt@C2 Nous concluons de cette série d’expérience quidase

de progression de la fourche de réplication esttigee dans une cellutyycC et une cellule\cycC
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Figure 17 : la vitesse de réplication n’est pas mdfée dans un mutantAcycC. HU a été ajoutée a une
concentration inhibitrice (125 uM) dans des cukle cellulesycC dnaA46et AcycC dnaA4&ynchronisées du
point de vue de l'initiation de la réplication dféients temps apres initiation de la réplicatioss cellules ont été
fixées 120 minutes apres initiation de la réplmatet le taux de division cellulaire a été estirméqytométrie en
flux. La formule utilisée dans le calcul est inddgudans la figure 18. Le taux d’inhibition de igéslon dans des
cultures de cellulesycC etAcycCest présenté. L’évolution de la division celluaitans les cellules/cC et
AcycC(courbe pointillée verte). Le rapport entre lextdlinhibition de la division cellulaire dans leslitles
AcycCetcycC reste constant et centré sur 1 (violet).
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1I-3) CycC et le redémarrage des fourches de réplition

[I-3-1) La sensibilité des celluleszcycC a la Novobiocine est contexte génétique-dépendant

Nous avons investigué I'implication de Cycaéhd le redémarrage des fourches apres avoir observé
gue la sensibilité des cellulasycCdépendait de la nature de I'alléleaCprésent dans la souche, nous
avons observé avec surprise que I'hypersensibilité mutantAcycCa la Novobiocine est effective dans
un contexte génétiqunaC2mais pas dans un fond génétiginaC (Figure 18). Nous avons élargi cette
observation dans d’autres contextes génétiquesenisibilité des souchegcC etAcycCa la
Novobiocine s’est révélée identique dans des msidiititiation de la réplicationdhaA46§, des mutants
de recombinaisordfecB, 4ruvC), ainsi que dans un mutant de réactivation dexfms priA2).

Quoique surprenant, ces résultats sont compaties une implication de CycC dans le redémarrage de
RF, a condition que les RF inactivées puissentréttémarrées dans un mutdnaC2a température non-
permissive, mais qu’elles ne le soient pas dans&ses conditions lorsque CycC n’est pas présent. A
cette condition seulement, I'hypersensibilité deldutesdnaC2AcycCa la Novobiocine pourrait

s’expliquer par I'accumulation de RF inactivéesgincellule.
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Figure 18 : un mutantAcycC est hypersensible a la Novobiocine dans un contexgénétiquednaC2. A — Le
mutantAcycCcorrespond a une délétion en phase. La séquestemtede la phase ouverte est présentée. Les
codons d'initiation et de terminaison sont encadBés Les cellulesycC hupA™ (bleu),AcycChupA (rouge) et
cycC AhupA(vert), contenant soit I'allélénaC’, soit I'allélednaC2ont été mises en culture en LB jusqu’a étre en
phase exponentielle de croissance. Les culturesrmutite été étalées sur milieu LB complémenté deda

Novobiocine. Les colonies ont été comptées aprésnaubation de 2 jours & 30°C.
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lI-3-2) Réactivation des RF dans un mutantinaC2 a température non-permissive
Résume de I'article (Saifi and Ferat, 2012):

Dans cet article nous avons étudié I'actidigéredémarrage des fourches de réplication dans un
mutantdnaC2a température non-permissive. La différence d’nsgesibilité entrelnaC2 cycC et
dnaC24cycCa la Novobiocine permettait de suggérer que lesl&®s les cellulesycC avortaient
moins souvent que les celluldsycC et donc que CycC pouvait étre impliquée dansdhil#é des RF.
Nous avons développé une méthodologie expérimeatialele mesurer la quantité des RF désactivées
qui résultent de par I'inhibition de la Gyrase. éaurs de cette étude nous avons montré que lesesell
dnaC2 priA2accumulent plus de RF inactivées que les cellie€2 priA a température non-

permissive

Nous concluons que 60% des RF arrétées &adtivées dans un mutainaC2a température non-

permissive.
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Abstract

Replicative helicases unwind double-stranded DNA in front of the polymerase and ensure the processivity of DNA synthesis.
In Escherichia coli, the helicase loader OnaC as well as factors involved in the formation of the open complex during the
initiation of replication and primosomal proteins during the reactivation of arrested replication forks are required to recruit
and deposit the replicative helicase onto single-stranded DMA prior to the formation of the replisome. dnaC2 is a
thermosensitive allele of the gene specifying the helicase loader; at non-permissive temperature replication cannot initiate,
but most ongoing rounds of replication continues through to completion (18% of dnaC2 cells fail to complete replication at
non-permissive temperature). An assumption, which may be drawn from this observation, is that only a few replication forks
are arrested under normal growth conditions. This assumption, however, is at odds with the severe and deleterious
phenotypes associated with a null mutant of prid, the gene encoding a helicase implicated in the reactivation of arrested
replication forks. We developed an assay that involves an abrupt inactivation of rounds of synchronized replication in a large
population of cells, in order to evaluate the ability of dnaC2 cells to reactivate arrested replication forks at non-permissive
temperature. We compared the rate at which arrested replication forks accumulated in dna(2 prid” and dnaC2 prid2 cells
and observed that this rate was lower in dnaC prid” cells. We conclude that while replication cannot initiate in a dnaC2
mutant at non-permissive temperature, a class of arrested replication forks (Prif-dependent and DnaC-independent) are

reactivated within these cells.
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Introduction

]

The processvity of DNA replication mequies a 3=

replicative helicase < Dnab m Ercfenche cofi - to unwind douhle-
stranded DNA in front o, and in interaction with, the replisome
[1]. The bexamernic Dnal protein forms a stable nng-shaped
struchure that needs o he opened prior o 1= placement o a
single-stranded DINAL In £, colr, this function is ensured by DoaC,
the helicase loader and a dng breaker [2], which remains stably
bound o Doald [3] untl activation of the replicative helicase by
the primase [4].

The replicative helicase needs w0 be loaded onte DNA al
twor diflerent
replication and  the reactivation of amrested  replication forks
(REF). At the time ol replication initiaton, the complex DoaBgD-
(5]

and arvolves the imtator protem, Doado [6], and likely Diad [7].

mally 15 recruited alter the frmaton of the open complex

Ohther mechanisms are specitied to reload the replicative belicase
durng BE reactivaton. The most prominent pathway involves
PriA and the primosomal proteins Prib and DnaT (8] In this
case, the 35" helicase actvity speafied by Prid is required
o make availible a suflicient length of single-stranded DNA 1o
allonw the assembly of the primosomal protems and the subsequent
loading of Dnab onto the lageing strand [9]. Other proteins, such

as Rep, which also specifies a 3'—5" helicase activity, and PriC

';'@'_ PLoS ONE | www plosone.org
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stages  of DNA  repheation:  the imbabon of

may have important hmctions during the reactvation of arested
REF [B-10].

dnal? 15 a thermosensiive mutant of the replicative helicase
lnader described as a slow stop mutant for DNA synthesis [11]:
at non-permissive  temperature, new rounds of replication
cannot tmtate while most ongomng rounds of  repheabon
continues through to completion [11]. The proportion of dee (2
cells in which replication is incomplete was estimated w be 18%
at a non-permissive temperature of 3870 [12], which indicates
that DnaCl activity s not only indispensable tor the initaton of
replication but s also required doring BF reactivation. Yet, the
severe and deletenious phenotypes associated with a pred 2 null
mutant, i which arrested RE camnot be reactivated  (poor
viahility, UV sensitnaty, phenotypeally rec ) [13], appear far
more severe than what would be expected ifa mere 18% of RF
rested  dunng DINA
suggests that the cells, i wlhich

were  ar replicatton.  This  discrepancy

arrested  BE were  not

reactivated, represent only a fraction of those m which RF
were mactivated.

To establish whether some arrested RE are reactivated in
dnal? cells at non-permissive temperature, we designed an assay
allowing ws to compare the accumulation of arrested RE in
dnal’? cells ab non-permissive temperature in a pred” and i a
pridZ background., To Bacilitate the measure, we inactivated
abruptly a large quantity of RF in a population of synchronized
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cells, We chose to inactivate RF with Novobiocin, a drug that
inhibits type 11 topoisomerases and mainly Gyrase [14], alter
establishing that pred? cells were hypersensitive o Novobiocin,
Gyrase eliminates the posiive supercoils that accumulate in
front of the REF and introduces negative supercoils ensurng the

progression of  the polymemse [153]. The accumulation of

positive supereodls in ront of the RE, when Gyrase is inhibited,
halts the progression of the polymerase  and  eventoally
mactivates RF. We measured by flow cytometry the accumu-
lation of mactivated RF in different genetie backgrounds and
tound that dral2 prid? cells accumulated 2.5 times more
arrested  RF  than isogenic  prid” cells at non-permissive
temperature. This work led ws to the identification of a new
class of arrested RF - representing 60% of of them, whose

reactivation depends on PriA but apparently not on DnaC
activity, Implications o terms of DoaC2 o oactvity at non-
permissive temperature and moterms of the Fequency of RF
inactivation during normal growth are discussed.

Materials and Methods

Strains, chemicals and cultures

Strains used in this study and their genetic background are
presented i Table 1. To increase the sensitiaty of the cells to
Novobiorin, a Aaerd mutation was introcduced i the strains used
in this study [16]; AcrA is a component of an efflux pumyp that
expels vadous drugs in the mediom, reducing their intracellular
concentration. In a Aecrd mutant, the amomt of Novobiocin
recuired tooinhibit type I Toposomerase actvity is lower than in
aced™ cells [14,17]. A pred? mutation 15 charactenzed by a high
hasal level of SOS induction [18], Therefore, a gfd” mutation
was introduced o prd? swrains to prevent flamentation [19].
dnal’2 was Pl transduced [rom the onginal PC-2 stran [11]. A
mednff Tn cassette [18] was first introduced within PC-2 to shuttle

Replication Fork Reactivation in a dnaC2 Mutant

e of expernment and eliminated according o the protocoel
described i [19].

Cells were grown m minimal medium (KoHPO, 105 g/1,
KH.PO, 45 g/, (NH 250, 1 g/, Sodiuom Curate 0.5 g/1)
complemented with MgSOy 1TmM, CaCly 001 mM oand with
Glucose (0.2% w/v) as a carbon source. The procedure of cell
cycle synchronization has been described elsewhere [21].

When required, the following chemicals were added (final
concentration): L-Histidine (40 yg/ml), L-Tryptophane (4 ped
ml), Le-Methiomine (W pg/ml), thiamine (1 pg/ml), Spectinomycin
(60 pwg/ml), Kanamyem (30 pg/ml), Tetracycline (15 pgdml),
Chemicals, antbiotics and amino acds were purchased  from
SIGMA and the culture reagents from DIFCO,

Flow cytometry analysis

Cells analyzed by flow cytometry were previously Axed by
adding 5 volumes of ethanol 70% per volune of sample. Before
analysis, the cells were washed twice in filtered TE [Tns-HCL
(pH 7.3 10 mM, EDTA (pH &) 1 mM] and resuspended m TE
supplemented with BNase A and Propidom Lodide (10 pg/ml.
cach), A complee degradation of RNA was ensured by the

sation ol the samples e 2 hows at 37°C pror o the
cytometry analysis. Stained cells were excited at 532 nm with a

incul

Green NdVAG solid state Lser. The light scattered by mdividual
cells and the Hoorescence emitted were detected, and amplified in
a PARTEC Particle Analyzing Systemn, PAS II. The forward
scatter (FSC) gives a rough estimate of the cell mass, and the

Auorescence signal emitted and recovered on the FL3 channel
(=650 nm) was used to quantily the amount of DNA per cell.

100 D00 cells were analyzed per run. Data were analyzed with the
Flowmax software version 2,52,

RF inactivation and RF reactivation

The fraction of cells containng one genome before (00, o), and

the draC2 allele into CM735. The dead46 stram s CM742 [20]. Wy minutes after (40 20, the temperatme downshili (imitiation of
prd cells were propagated with a pAM-pred plasmid ool the replication), was measured on cytograms lor each condition ested,
Table 1. Strains and plamids used in this study.
Strains Genolype reference
BW25113 kacly rnBTT4 AkacZWITe hsadRST4 AaraBADAH33, ArhaBADLDTE [20]
CAGIB430 mdoB:Tnig [ 2]
CM735 metEds, tip3, hisd, thil, galk2, lacYT or lacZ4, milT, arad, tsx3, fonl, ipsk of 1psq supEdd & [20]
11398 AB1157 SIATT priA2=Kn/pAM prid [19]
JW0a52 BW 25113 acrA=Kn [15]
JWioadi BW 25113 sid=Kn [18]
ME 2069 CM735 dnadds [20]
PC2 lews thyAd7 drad stris3 dnaC dnali2 [11]
REP1329 CM735 dnal? mdoB=Tn10 Thits study
REP1952 CM735 aorAzKn This study
REP2139 CM735 AsAAKN AacrAlKn®) prid2-KnipA-prid This study
REP198& CM735 dnal2 mdoB=Tn10 AacrA=Kn Thits study
REF2364 REF2139 dnal? mdoB=Tn1d Thits study
REF2370 REP213% dnaAds tna=Tn1d Thits study
REF2031 REP1952 dnaAds tna=Tmld
Plasmids Description reference
pAM-priA Plasmid, whaose replication is under the control of P, camying a WT copy of prid. 9]
doi10.1371 journal pone 0033613 1001
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Figure 1. Experimental design. A - Synchronization procedure. A
dilution of an overnight culture of dnaC2 or dnad4s cells was grown
during 3 generations at 30°C until exponential phase (exp) and then
incubated at 40°C for 90 minutes (synchro) to synchronize the cells with
respect to the initiation of replication. Replication was initiated by an
abrupt downshift of the temperature of the culture to 30°C. 6 minutes
after the temperature downshift, cultures were reincubated at 40°C to

. PLoS OME | www plosone.org
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prevent the initiation of new rounds of replication. Samples were taken
40 minutes after initiation of replication.Time in minutes is indicated in
brackets B - DMA histograms of a culture of exponentially growing
dnaC2 cells at 30°C before (07) and after being shifted to 40°C for 45
457} and 90 minutes (90°). Similar DNA histograms were obtained with
cultures of dnad4s cells [data not shown) After 90 minutes of
incubation at non-permissive temperature, dnal2 and dnadde cells
are synchronized with respect to the initiation of replication. The
dashed line indicates the position of the peak on a DNA histogram of
stationnary phase cells {ie, cells containing one genome). C - DNA
histograms of dnal2 cells harvested at different time points after the
temperature downshift (07, 10°, 20°, 30" and 407). The dashed line
indicates the position of the peak on a DNA histogram of stationnary
phase cells (ie, cells containing one genomel. D - DNA histograms of
synchronized dnal2 (left) and dnad4s cells (dght) before initiation of
replication (t0) and 40 minutes after replication initiation (140).
Replication was initiated by shifting abruptly the temperature from
407 to 30°C. After 6 minutes of incubation at a permissive temperature
for the initiatien of replication (30°C), the cells were brought back to
40°C. 40 minutes after initiation of replication, cells with active
RFcontain around two genomes.
doi:10.1371/joumalpone 0033613 001

The fraction of cells with activwe RF at 40 was calculated as
oo = 1 =g/ g In order 1o assess the kinetics of RF inactiation
in response o Novobiocin, we caleulated the rato pm.-"pm“ Lo
cach time point and plotted the log value of these ratos over the
time of incubation of Novebiocin at an inhibiting concentration.
pm” represents the proportion of cells with active RE at 1840 that
were not incuhbated with Novobiocin, The function Lopye
pm”}: Bt} is a straight line, whose slope [ =) identifies the rate at
which mactivated BF accumulate when the cells are incubated
with Nowobiocm, The fraction of BF reactivated in dned 46 and in
dnal’? cells at non-permissive temperatire was caleulated  as:
1 _':r]”;_\*.l'l Kmia a)-

Synchronization procedure

Cheernight cultures of dra 2 or deed46 cells were diluted in fresh
MMA Glucose medivm and grown at permissive lemperature
(30°C) for 3 generations {doubling time of 90 min.) until reaching
Lo phiase (OO0 of 0.1, The cultures were then transterved mnto a
shaking water bath preset at 40°C for 90 minutes to synchrontze
the cells with respect to replication initiaton [21]. Replication was
indtiated by shifiing abruptly the cultures to 30°C for 6 minutes,
This operation was performed by the addition of an equal volume
of 20°Ceprewarmed fresh medivm to the culture, followed by the
mwubation of the culture at 30°C in a shaking water bath.
b minutes  after the temperatore downshifi,  the cells were
reicubated at 40°C to prevent the mination of additional rounds
of rephication (Figure 1TA).

Results

Assessing the fraction of cells with active RF

The appreciation of the ahility of dra’? cells to reactivate
arrested REF requires a precise evaluation of the proportion of cells
with active RF in a given population, which is made possible by
Now cytometry, The incubation of exponentially growing dned 46
cells — camrying a thermosensitive allele of the gene encoding the
initiator protein - or deel2 cells at a non-pennissive temperatune
blocks the initiation of replicaion but neither ongoing rounds of
replication, which continwee  through to completion, nor cell
division. During an cubation of 90 mimites at a non-permissive
temperature of 40°C, a population of deeC? or of duedd6 cells 1s
progressively  ennched in cells containing a single  genome
(Fgure 1A and 1B). Afier 90 minutes of such a treatment, most
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cells contain one genome (cells with two or more genomes amount
o a mere 10 to 15%); the cells are synchromzed with respect to
replication initation (Figure 1B). At this stage, a short (6 minutes)
and abrupt downshifi of teraperature to 30°C < of cultures of drat’?
and dnad 46 cells predincubated for Y0 mintes a 40°C - results in
a synchronous ntiation of replication i a large proportion of
cells, The quantity of DNA (followed over FL3) in cells that
matiated  replication shilts over tme from 1 o 2 genomes
(Fgure 1C)L 4 minutes afier the temperature dowoshifi (0400,
which corresponds o the perod of tme required o complete a
round of replication (data not shown), dreC2 and deed46 cells that
initiate replication contain around 2 genomes, These cells are
casily identifiable as a peak on DNA histograms (Figure 10,

It is noteworthy that the peak of replicating cells is broader in a
a2 backgrownd than in a deed46 background (Figure 113, The
peak of doa (2 replicating cells overlaps partially with that of cells

containing one genome while the peaks of doed46 cells with ome
and with two genomes are relatively mnarrow and well separated
(Figure 1D}, From cell to cell, the quantity of DNA replicated in
dna(? cells during 40 minutes is more variable than in deed 46
cells. Assuming that the clongation rate of the DNA polymerase s
not altered in a diad 46 and in a deal? background, the bhroader
shape of the peaks olserved with dreC2 cells at 140 likely reflects
the Fact that within this genetic background, rounds of replication
were arrested and not reactivated at pon-permissive temperature.
Chr data are therelore consistent with previously reported resulis
(Maisnier-Patin et al, 2001}, but still do ot refiute the possibility
that some arrested RF be reactivated in dneC? cells at non
PrErTnissVe Emperature,

To shed hght on this matter, we developed a method allvwing
s to measure the faction of cells with active RF within a
population,

Synchronized cells that initiated and completed a round of
replication accumulate within the peak at 2 genomes per oell
(Fgure 2), while those m which replication did pot initiate
accumnulate within the peak at one genome per cell, Cells in which
I or 2 RE were arrested - before completion of replication - and
not reactivated accumulate i the valley between 1 and 2 genomes
per cell.

The difi of the peak on DNA histograms of cells harvested
belore, and 10 mimtes alier, the temperature downshili s almost
negligible (Figure 1B). Therefore, cells i which both RF were
ol within 1 minutes after the initiation of replication and not
reactivated, acoumulate with those that did not nitiate replication.
Henee, and in order 1w ahility  of  dnal?
cells to reactivate arrested BFa lage proportion of RF was
ramsiently inactivated soon after initation of replication in a

AT

maess the

synchronized population of cells, Then, the cells were brought back
tor growth conditions permissive with respect to replication. Under
awch experimental  conditions,  cells i which replication
didd not nitate and those i which both RF were arrested - during
the inactivation procedure - and not reactivated, accumulate within
the peak at one genome d  (Matenals and  Methods).

We twned to the analysis of cytograms, in which the DNA
content {given by the FL3) is plotted over the FSC, which gives
arvough estimate of cell mass todelineate more precisely the fraction
of cells with one genome (Figure 2}, Given this starting situation, the
proporton of cells undergoing replication under a goven condition
(o) can be extracted from the facton of cells with one genome at

4

0 (otg) and tH (o) (Figure 2, Materials and Methods).
Inactivating RF with Novobiocin

We developed a procedure 1o generate a large quantity of
arvested RF i cultures of synchronized cells o assess the capacity

@ PLoS ONE | www plosone.org
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Figure 2. Assessment of the proportion of cells with active RF
in a population of synchronized cells. Contour plot of cytograms
[FL3 [DMNA] ws. FSC [mass], top) and DNA histegrams (bottem) of dnaC2
synchronized cells before (00} and 40 minutes after replication initiation
[t40). Cells with one genome at t0 and at t40 (a,” and a,*) are circled in
red on cytograms. The corresponding peaks are delineated by dashed
lines on DMA histogram. The total amount of cells within the samples
(332" and a,,, ™) is circled in blue on cytograms. The formula above the
cytograms were used to calculate the proportion of cells with one
genome at t0 and at t40 (2, and xyg) and then the proportion of cells
with active RF (pug) (Materials and Methods).

doi:10.1371joumalpone. 0033613.9002

of dnal? cells to reactivate RF at non-penmissive temperature. We
decided to target Gyrase because PriA was shown o be essential in
gyrase point mutants, revealing a high mate of RF inactivation in
these strains; the mediocre activity specified by Gyrase mutant
proteins and the resulting acoumulaton ol pesitie supercoils in
front of the polymerase was proposed to be responsible for the
high rate of RF inactivation [19]. Novobiocin s a Gyrase
mhibitor. Topo IV, the woposomersse implicated i the resolution
of (prejeatenated DNA that accumulates behind the RE [22], is
also argeted by Novobiocin, Yet, Topo IV is much less sensitive to
Novobiovin than Gyrase [14], implying that Gyrase is the primary
target of Nowobiocin, We werified whether the Novobiocin.

induced inhibition of Gyrase could inactivate RF by assessing
the sensitivity of a pred? mootant — a mmotant i which most amrested
RF is not reactivated — to Novebiocin, pred® and pred2 mutant cells
were plated on minimal medium in which Novobiocn was added
at dillerent concentrations. At a concentration of Novobiocin of
I g/ ml, the colony-lorming unit (chs) of pred? cells was around 1/
10,000 that measured withom Novebiocin, In conrast, the
viability of prd™ cells was unaffected by Nevobiocin up to a
concentration of 2 gegdml (Figure 3A), This result mdicates that
Novobiovin induces the inactvation of RF,

dnal cells synchronized with respect o replication were reated
10 minutes alier replication initiation and during 30 minutes with

Novobiocin at different concentrations and then analyzed by flow
igure 3B, Materials and Methods), Under these
ered at one genome identifies the cells

cytomelry |

conditions, the peak cen
that did not tiate replication and those m which the two RF
were mactivated in response to Novobiocin, The proportion of
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Figure 3. Effect of Novobiocin on RF inactivation. A - prid" (x)
and prid2 cells (A} were grown to log phase in minimal Glucose
medium, diluted and plated on minimal Glucose plates to which
Movobiocin was added. Colonies were counted after 3 days of
incubation at 30°C, normalized to the ofu calculated in absence of
Novobiocin and plotted over the concentration of Novobiocin, Ermor
bars indicate the standard deviation around the mean in three
independent experments. B - Contour plots of dnaC2 cells before
replication initiation (t0) and 40 minutes after initiation of replication
(t40). Cells that initiated replication were incubated 10 minutes after
initiation of replication with different concentrations of Novobiocin for
30 minutes. The final concentration of Movebiocin (in pg/mil} is
indicated above the amows. Cells containing one genome at t0 or at
140 are circled in red. € - The proportion of dnal2 cells with active RF
under each condition tested (ps Matedals and Methods) was plotted
aver the range of concentrations of Novobiocin tested.
doi10.1371/joumal pone.0033613.9003

cells with active RF was measured (Materials and Methods) for
1 plotted over the range of

each condition (Figure 3B) and th
concentrations of Nowobiocin tested  (Fgure 3C) Up
concentration of 2 pg/ml, Novobiocin has virtually no effect on
the proportion of cells with active RF (Figure 3C). In contrast, the

o a

proportion of cells with active RF was significantly reduced when
5 wg/ml (Figure 30C).
We chose to generate arrested RE by treating cultures of cells with
Movobiorin at a concentration of 10 ge/ml (an “mnhibiting”

the concentration of Movobiocin was at leas

concentration) because a large quantity of RF are mactivated at
this concentration of drug: the fraction of cells with active RF was
estimated to be less than 40% (Fgure 30 A concentration of
10 ug/ml of Novobioon was also chosen becase a 100 fold

@_ PLoS ONE | www_plosone.org
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dhilution brings the drog to a concentration at which the proportion
of cells with active BF s merely 1.9% less than that measuwred in
cultures of untreated cells (Figure 30C)

RF are reactivated in dnaC2 cells at non-permissive
temperature

Nowobiocin was added to synchronized cultures of pred® and
prd 2 cells toa hnal concentration of 10 pgd/ml, 10 minutes afier
replication initation and for a length of tme mngng rom 1 o
10 minutes. Then the cultures were diluted o bring Novobiocin to
a concentration at which the drog has an insignificant effect on
Gyrase activity m deal? cells (1 pg/ml) 40 minutes afier i ation
of replication, samples of cells were taken, fixed and processed for
Aow cytometry analysis (procedure summarized in Figure $A), The
experiment was performed in a dneC (Figure 4B) and i a dral™
background (Figure 4C). In the latter case, cells were synchronized
with dnadd .

It was shown in e G2 cells that the inactivation of one REF does
not aflect the fate of the other RF present in the cell [12]. Hence,
we measured the mte at which cells with two inactive RF were
generated, which corresponds to the rate at which the last RF was

inactivated, 1o estimate the mte of RE inactivation in response to
Novobiocin, We followed the fraction of cells with active RE for
each strain tested over the time of incubation with Nowobiocin at
atenials and Methods). pyg was
measured for each time point, divided by Pm“ (whene pmﬂ 15 the
fraction of cells with active RF in the absence of Novebiocing and
the logarithm valwe of these ratios were plotted over the time of

an inhibiting concentrabion

icubation of the cullures at an mhibiting concentration of
Novobiocin (Figure 4B and 4C). For each strain, the distrbution of
these wvalues fits best with a linear distribution (coeflicient of
taticon, [l.'l, above 0.99), which indicates that RF
mactvation i response o Novobiocin s a fist-order reaction.
series of data, the linear regression was assessed and the
slape (= k) was extracted (Figure 4B and 4C), K represents the rate
at which mactivated RF accumulate during the experiment. The
values of K calculated in a deal? pred2 (0.0840.012 min™ I} amd
in a dee€* prid? background (0.0920.009 min~') are not
sigmiticantly different, which indicates that prl? s epistatic o
dneC2. Strkingly, the vahw of K calculated in a drel? ‘hn'.-lf
background (003320004 min™") is much lower than that
caleulated in a dreC2 predZ backeround, This result indicates that
dra (2 pred” cells accumulate less arrested BEF than deal2 pred? cells
n response o Novobiocn,

For e:

Discussion

The primary result of this stdy is that deeC? pred? cells
accumulate more inactvaled RE at non-penmissive temperatune
than dral? pred” cells when the cells are treated with Novobiocin,
a drug that inhibits Gyrase, Two points, however, need further
clanfication i order o conclude definitely from these data that
dua((? cells can
temperature. The first point regards the direct link that we drew
between the inhibition of Gyrase and the inactivation of RF. We
clarilied this point by plating pred? and ped” cells on a medium
supplemented  with Novobiocin, The  mtonale  behind  this
experiment was hased on the requirement of the helicase activity

reactivate amested  RE at non-penmissive

spectfied by Prid and the ollowing recrutiment of the primoesomal
proteins loe the reactvation of amested BEF [9]. Another pathway

driven by PrC and independent of PriA — was deduced from the
synthetic lethality associated with a double mutant pred prc; [8].
Yet the absence of phenotype attributable to a pred single mutant
led to the assumption that the Prid-driven mechanism was the
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Figure 4. RF reactivation in dnaCZ? cells at non-permissive temperature. A - Schematic description of the expedmental procedure.
Replication is initiated synchronously at t0. 10 minutes after replication initiation, Novebiocin is added to the cultures at an inhibiting concentration
(dark grey} before being brought back to a permissive concentration {light grey) until the end of the experment. A control sample, not treated with
Movobiocin, (—N) was also analyzed. Samples incubated with Movobiocin (N} are identified by the time 'f (in minutes) of incubation at a
concentration of Movobiocin of 10 pg/ml. B- Contour plots of dnad’ dnaC2 cells before (L0} and after initiation of replication (—N, Ng My, Nz, MNs and
Mgl in prid”’ (top) and priA2 cells (bottom). The fraction of cells with active RF (peo) under each condition tested was normalized to that of cells that
were not incubated with Novobiodn (py,”), and the logarithm value of these ratios was plotted over the time of incubation with Movobiocin at
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10 pg/ml (plot on the right). Circles (prid') and triangles (prid2) identify the average value for a given time point, and error bars correspond to the
standand deviation around the mean in three independent experiments. C -Same as B except that the cells analyzed are dnad4s draC’ and that emor
bars for prid* cells eomespond to the standard deviation around the mean in two independent experiments.

dot10.1371/joumal pone 00336139004

major RF reactivation patlway. Thus and despite the existence of

an alternative pathway for REF reactivation, we reasoned that the
inhibition of Gyrase by Novobiocin, i it results in the inactiation
of RF, ought w reduce dramatically the viability of pred? mutant
cells at low concentration of drug. We established indeed tha
A2 cells are much more sensitive to Nowbiocin than prid” cells
(Fgure 3A) and concluded that the Novobioon-induced mbabition
of Gyrase leads o BF inactivation. The second point concerns the
rate at which RF are mactivated in de2 and in prd? cells in
response to Novobiocin, This point requires a clanitbeaton as well
tivation in prid? than in prid” cells,
or the destabilization of active RF caused by the absence of the

because a faster rate of RF i

PrA protemn could altematively explain the larger proportion of

cells with arrested RF in a anaC? prid? than in a deal? prd”
background, This hypothesis, bowever, may be excluded since
PriA mteracts with DNA atier RF inactivation - amd not before
[9]. We may also exclude the possibility that a Asfid mutation

which we mtroduced - prid? cells to prevent the pred Zanduced
modulate the stabality of RF
or the rate at which they are inactivated since we established that
the rate, at which macivated RF acoumulate, was dentical
dnal? sfid" and m dhaC2 547 cells (data not shown) An
addiional point may be made with regards to the SOS response: is
it possible that the SCYS response, which s nduced m dnet’2 cells

SO¥S res ponse o mhibit cell division

at non-permissve temperature [ 23], modibes the fate of ongomg

rounds of replication? In this respect, an over-stabilization of

active RE in deaC2 cells in response to the induction of the SOS
response may be excluded since this response 1= induced 100 pred 2
cells as well. We therelore conclde that the same quantity of RF
was inactivated i deal? pred” and in deeC2 pred? cells during the
Novobioon treatment.

We considered also the possibility that some mdocible Stahle
DNA replication (iSDR) - induced during the SOS response [24]

be initiated i dne G2 cells and misinterpreted as REF reactivation.
For this hypothesis to be wabd, bhowever, one would have to
assume that the replicative helicase can be loaded in deaC cells at
non-peanissive  temperature as owell, since DnaCoand  PaA
activities were shown to be required for the initation of SDR
[25—26].

The reduced chi of pred? cells grown with Novohiocm at a
concentration of 1 g/ ml indicates that RF are also mactivated at
this concentration of drug (Figure 3A). Henee, one may argoe that
in addition to the RE that were inactivated dunng the incubation
of the cells with Novobioon at a concentration of 100 myg /ml, other
RF were inactivated during the so-called “permissive condiions”
of our experiment, e, alier Nowobiocmn was diluted to a
concentration of 1 pg/ml. The quantity of mactvated RE was
estimated, The proportion of cells with active RF was merely
reduced by L9 and 4.5% m dneC2 pred” and deaC2 prd? cells,
Tesprotively
Novohiorin at a concentration of 1 pg/ml {rondiion Ny in
Figure 4). In contrast, the proportion of deaC? prd’ and deal2
prd? cells with actw RF was reduwced by 30 and 60%,
respectively, alter a 10 minutes incubation of the cells with
Novebiooin at a concentration of 10 pg/ml, Thus, and although
the objecton 1= legitmate, we considered the fraction of cells n
which RF were imactivated during the incubation of the cells with
Novebiocin at 1 pg/ml to be low enough o be insgmilicant,
Henee, the calculation of the proportion of cells with active RF

alier a 30 minutes incubaton of the cells with

';'@_'. PLaS ONE | waww plosone.org

atber M) mintes of reatment with Novobioom, as presented here,
is appropriate and meaningful o determine whether arrested RF
were or were nob reactivated i deeC2 cells at non-penmissive

I.('.rn}n'.l‘.alurl'..

dnal? prid? and dnaC’ prid? cells accumulate inactivated RF at
a similar rate in response 0 Novobiocin (0,084 and 0.09 min™ ' in
dna €2 predZ and draﬂf."‘ﬁ!i.—l?, respectively), which mdicates that the
rate at which prd? cells accumulate mactivated BF = ndependent
of the allele of deeC, Under the same experimental conditons,
A" dnaC2 cells accumulate inactivated RE at a much lower rate
(0033 min "), while inactivated RF were undetectable in prid*
dnad 4G cellsthe reactivation of a fraction of arrested RE is
dependent on DnaC, in agreement with previous results [12].
Altogether, these results indicate that among the arested RE, 40%
need active DnaC for their reactivation, while 60% do not
(Materials and Methods). Granted that around 18% of dneCY cells
fail o complete replication when cultivated at non-permissive
temperature (Le., cells inowh
[12], and assuming that the ctheoe
cells at non-permissive temperature is the same with and withom
Novobiocin, we may conchedethat around 453% of replicatons are
arrested betore completion, wder normal growth conditons,

arrested BEF were not reactivated)
ey of BF reactivation m dwal’?

This study rmises new questions about the activity and  the
fimetion specified by DnaC2 at non-pennissive temperature. Can
Dinal be loaded onto DNA without the assistnce of DoaC? The
replicative helicase is extremely stable as a hexamenc ring and
DinaC is referred to as a ring breaker in £, ot because it catalyzes
the opemng of the Ang, which is required 0 place the helicase
onto singlestranded DNA [2]. Thus, the loadg of DoaB on
DNA without the belp of a loader may be excluded. 1s it possible,
however, that another factor specily the Lmction ol loading the
replicative helicase onto DNA? During the replication of the
hacteriophage lambda, for example, the loading of DoaBoat the
orgn of replication of the phage 15 ensured by the phage protein
AP and not by DnaC [27]. Our strain is devoad of lambda [20] and
the inspection of its genome (through BLAST) did not reveal the
presence of dose or distantly related copies of the lambda P gene.
Yet, we cammot exclude that an altemative replicative helicase
loading systemn he specified in £ eolt. Since duat’ is an essential
wene, however, such an alternative replicative helicase loadmg
system ought o work specifically during  the reactivabion of
arrested BE and not durng the imitiation of replication.

ls DnaC systematically required o reactivate arrested RE? IF
DnaB were stll present on arrested  RE, for example, its
reactivation should not require Dnall. Such a situation: should
not require PriA either, because the very function of Prid is o
assist the loading of the replicative helicase onto DNA[9]. Thus,
this hypothesis may be excladed. We may instead consider that
DnaC2 is active for reloading DnaB at arrested RF and at non-
permmissive temperature, Yet, i/ DnaB can be loaded at amested RF
by DaC? at non-permissive temperature, why cannot DnaB be
loaded at oy by DnaC2 duning the initiation of replicaton? The
tact that ditferent partoers are mvobved o the recognition of the
helicase complex is most certainly part of the answer. During
replication initation at erC, the replicative belicase complex
mteracts directly with DnaA [6], while the replicative helicase is
presented tooa comples composed of primosomal proteins durng
the reactivation of the RE [9]. It is tempting to specalate that the
aptitnde of the DnaC? muotant protein to load the replicative
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helicase at non permissive  temperature reflects indirectly a
property acquired by the helicase loader through evolution, While
RF reactivation is vital for the cell and has to be ensured by any
means, the blockage of the loading of the replicative helicase
during replication initiation s not deleterions and may in
addition to the already known activities regulating this stage [ 28] -
bring an additonal level of control for the cell o vertly that the
conditions are appropriate o initiate replication of the chromo-
Thus, it is possible that stroctural peculiariies of the
primosomal complex, specific interactions between the primoso-

SOITIE.

mal complex and the helicase complex, or even anas yet unkoown
addiional factor, Tacilitate specifically the loading of the helicase
during RF reactivation.
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[1-3-3) CycC est nécessaire pour redémarrer les faahes dans un mutantdnaC2

Apres avoir établi que les RF sont réactiealslans un mutadnaC2a température non-
permissive, Nnous nous sommes intéressés a veyifeeta réactivation des RF était compromise
dans le double mutadnaC2AcycC(Figure 20). Afin de masurer la quantité de fouschei sont
reactivées et eviter un effet de la Novobiocinel'suitation de la réplication, la drogue a étéw@p
10 min. apres initation de la réplication- a ce reatril y a plus d’initiation de la réplication des
cellules synchronisées (Figure 19). Effectivemgiaipparait que les RF inactivées s’accumulent
plus rapidement en réponse a la Novobiocine dansekulesAcycCdnaC2que dans les souches
cycC dnaC2(Figure 20A). Nous avons vérifié que 'accumulatile RF inactivées dans un mutant
AcycCétait directement dépendante de I'ali@@C2en observant que dans des cellules
synchronisées avec DnaA46, celui-ci était identidaes les cellulesycC et AcycC Nous avons
egalement vérifié que I'accumulation plus rapide BE inactivées dans un mutaaycCdnaC2
n’était pas corrélée a une instabilité des RF aapsé I'absence de CycC en analysant un mutant
priA2 dans lequel les RF ne sont pas réactivées. L'aglaion des RF inactivées est identique
dans des cellulescycCdnaCz2et dans des cellulegycCpriA2, ce qui signifie que les cellules
AcycCdnaC2sont incapables de réactiver les RF. Pourtaastipeu vraisemblable que CycC
spécifie une voie alternative de réactivation desfriisque la réactivation des RF dans des cellules
dnaA46(dnaC) est intégrale et indépendante de CycC (Figure.20Bxacte fonction de CycC
dans la réactivation des RF reste une questionrauv@uoiqu’il en soit, il est possible que
I'hypersensibilité des cellulescycCdnaC2a la Novobiocine reflete la médiocre efficacitécds

cellules a réactiver les RF arrétées du fait dclianulation de SC(+).

-66 -



ori/ter
&y

0

T
0 20 40
time (min.)

Figure 19 : Evolution du rapport ori/ter dans des cellulesinaC2 synchroniséesLes cellulesdnaC2
synchronisées pendant 90 min. & 40°C ont été irsud&0°C pendant 6 min. afin de permettre l'itidia
de la réplication (tO correspond au temps d'iribiaide la réplication). L’ADN génomique a été ektéa
différents temps aprés initiation de la réplicatifixe sur une membrane de nylon et hybridé avecsamde
‘ori’, puis avec une sonde ‘ter’ (voir détail dearsnexe). Le rappodri/ter est représenté en fonction du
temps de prélevement de I'échantillon apres initetle la réplication.
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Figure 20 : cycC est nécessaire pour redémarrer les fourches dans mutant dnaC2. A — Réactivation
des RF dans des celluldsaC2 cycC etdnaC24cycC.Les cellulesinaC2etdnaC24cycCont été
synchronisées au niveau de l'initiation de la i@gilon. 10 min aprés initiation de la réplicatitm,
Novobiocine est ajoutée a une concentration quilgibra I'avortement d’un grand nombre de fourches d
réplication (10ug/ml). Apres un temps variable d’incubation desubet a la Novobiocine dans ces
conditions, la concentration de la Novobiocinebegssée a une concentration permissive pour lecadioin
de 1 pg/ml. Alors, la synthése d’ADN dépend dedpacité des cellules a réactiver les RF arrétéef €6
Ferat, 2012). Les cellules sont fixées 40min ajiéation de la réplication et analysées par cydtne en
flux. Les histogrammes correspondant aux celleye€” sont en bleu et ceux correspondant aux cellules
AcycCsont en rouge. Le calcul de la quantité de fougdweréplications redémarrées est présenté ddins Sai
and Ferat, 2012. B - Réactivation des RF danseledascycC etAcycCdans un fond génétiqumaA46
(gauche) oypriA2 (droite).
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Il —-4) CycC et l'initiation de la réplication
lI-4-1) L’hypersensibilité des cellulesacycC résulte d’'un plus grand nombre de collisions des
RF dans des adduits ADN::Topoisomérase |l

Si I'hypersensibilité d’'un mutanicycCdnaC2a la Novobiocine résulte d’'une efficacité

médiocre de réinstallation du replisome, il estaaux d’'observer que I’hypersensibilité des cellules
AcycCa la Norfloxacine est indépendante de I'alleleldaC Lorsque la fourche de réplication
entre en collision avec les adduits, la dislocatlorréplisome conduit a la formation d’ADN double
brin linéaire qui est pris en charge par le complBecBCD et RecA, avant que le replisome soit
réinstaller. Dans cette situation également, IHales AcycCdnaC2devraient étre plus sensibles a

la Norfloxacine que les cellules isogéniqdesC . Ce n’est pas le cas.

Afin de comprendre ce qui rend les cellllegcChypersensibles a la Norfloxacine, nous avons
testé la sensibilité d’'un mutantycCa la Norfloxacine dans différents contextes gépés et
établi que celle-ci était observée dans un contesdeA (Figure 21), ainsi que dans un contexte
ArecB. Nous concluons de cette série d’expériences’ljyedrsensibilité d’'un mutamcycCa la

Norfloxacine résulte d’'un plus grand nombre deisiolhs des RF dans les adduits ADN ::Topo.
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Figure 21 : L’hypersensibilité des cellulesAcycC résulte d'un plus grand nombre de collisions desR
dans des adduits ADN::TopoLes cellulesArecA cycC etArecAAcycCont été cultivées sur milieu
minimum Glucose jusqu'a étre en phase exponentieltroissance (D) entre 0,1 et 0,2), puis étalées sur
boites complémentées en Norfloxacine et incub&85@ pendent 72heures. Le nombre de colonies
comptées est représenté en fonction de la contientde Norfloxacine. Les barres d’erreur corresfson a

I'écart type autour de la moyenne de trois expéssrindépendantes.
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[1-4-2) L’'augmentation du nombre de collisions @s RF dans les adduits
ADN::Topoisomérase dans un mutancycC n’est pas associée a la surinitiation de la

réplication

Comment réconcilier deux faits inconciliab®ka méme quantité d’ADN est synthétisée en
présence de Norfloxacine dans des cellniggcCetcycC synchronisées (Figure 14) — ce qui
signifie implicitement que la fréquence de collisibes RF dans les adduits ADN::Topo est
identique dans les deux types de cellules — etif@fie les RF entrent en collision plus
frégquemment dans des adduits ADN::Topo (Figure illa fréquence de collision des RF dans les
adduits reste constante, ce n’est pas possibledpae, si cette fréquence varie, alors, il est
possible d’expliquer nos résultats en proposaqug)la fréquence de la premiere collision est plus
élevée gue celle de la deuxieéme collision, et 2 QucC est responsable de la baisse de la
fréquence de la deuxiéme collision. Deux hypothé&d#frent a nous. La premiére propose que
CycC empéche la surinitiation de la réplicationtt€aypothése est tout a fait concevable
puisqu’apres collision, RIDA doit logiquement étmactivée. Ainsi, en absence du principal
mécanisme de contrdle de l'initiation de la réglma, le rythme des initiations de la réplication
pourraient s’accélérer. CycC pourrait dans cesitiond empécher la surinitiation de la réplication
en cas d’'inactivation de celle-ci. AlternativemedycC pourrait contribuer a ralentir la progression

des fourches de réplication encore actives aprasrieenue d’une premiere collision.

L'alléle gyrA-®® est récessif devant I'alléle sensighgA°, vraisemblablement parce que la
présence d'un seul adduit ADN::Gyrase est suffipant inactiver une fourche de réplication
(Khodursky and Cozzarelli, 1998). A I'inverse, &tfqu’une combinaison de I'alléfarC®* et
parC° dans la méme cellule soit moins sensible aux doies que les cellulggarC® a été justifiée

par la demi-vie de I'adduit ADN::Topo IV relativemieau temps séparant le passage de 2 fourches



de réplication (Khodursky and Cozzarelli, 1998)tt€aypothése était étayée par I'observation 1)
qu’une augmentation du nombre de copies de I'afi&t€® entrainait & nouveau la dominance de
I'allele sauvage sur l'allélparC®* (Khodursky and Cozzarelli, 1998) et 2) que la enége d’une
copie de I'alléleparC® était dominante sur I'allélearC*®* dans un mutant de surinitiation de la
réplication comme\seqA(Khodursky and Cozzarelli, 1998). Dans ce cadgied particulier,
toutefois, nous ne pouvons exclure la possibilité hypersensibilité d’'un mutafsegAa la
Norfloxacine résulte en partie de la délocalisatieriTopo IV devant la fourche de

réplication (Kang &t al.,2003).

L’allele sensible dparCa été cloné dans un plasmide a faible nombre die ¢ppCYC, ~10

copies par cellule). Ensuite, les cellugsA®® parC®* cycC et gyrA®? parC® AcycCont été
transformées par le plasmide contenant le gén€® (ces souches sont génétiquement qualifiées de
[1R/10S]). En paralléle, les souchpsA®® parC® cycC etgyrA®® parC®* AcycCont été
transformées par le vecteur vide (ces souchegygmdtiguement qualifiees [1S/OR]). Dans un
contextecycC, les cellules [1R/10S] sont aussi sensibles 2okdldkacine que les cellules [1S/OR].
Dans un contextAsegA par contre, les cellules [LR/10S] sont plus ddesique les cellules

[1S/0R] aux quinolones (Khodursky and Cozzaref©8). Nous avons réalisé I'expérience dans un
mutantAcycC La sensibilité des celluldxycCa la Norfloxacine est fortement aggravée lorsque |
Topo IV sauvage est surproduite dans la celluléJ@R], alors que ce n’est pas le cas dans des

cellulescycC (Figure 22).

L’hypersensibilité des cellulescycClorsqu’une Topo IV sauvage est surproduite dans la
cellule est compatible avec une accélération dumgtdes initiations de la réplication dans un
mutantAcycC Nous nous sommes tournés vers la mesure du tagpoe le nombre de copies de

I'origine de réplication et du terminusr{/ter) pour confirmer ce résultat.
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L’ADN extrait de cellules en phase exponentiellecdsssance est fixé sur filtre de nylon
chargé, puis hybridé avec une sonde spécifiqee &pres révélation, la membrane est lavée de
cette sonde et enfin réhybridé avec une samnd@nnexe). Dans un fond génétique sauvage, le
rapportori/ter dans les celluleacycCest identique a celui mesuré dans les celloye€'. Une
observation similaire est faite dans des celldiesC2 ArecAetApriA (Figure 23A). Nous avons

également veérifié que la mutatidiacrA n’affecte pas le rappoari/ter (Figure 23A).

Nous avons donc étudié le rappaoritter dans des cellules synchronisées, dans lesqualles |
réplication a été arrétée peu apres son initiafianinute apreés initiation de la réplication, la
Norfloxacine a été ajoutée a différentes concaptratet 20 minutes apres initiation de la
réplication, '’ADN de ces cellules a été extraies@onditions assurent un arrét rapide de la
réplication et I'analyse des ADN extraits avant tpgégionter ne soit répliquée. Ainsi une
surinitiation de la réplication doit étre visiblarts ces conditions. Des cellules synchronisées avec
DnaA46 ou DnaC2 ont été analysées (Figure 23B)sDeEndeux conditions de synchronisation
analysées, le rappasti/ter demeure identique dans les cellubeycCetcycC (Figure 23B). Nous
concluons de cette série d’expérience qu’il y agesurinitiation de la réplication dans un mutant

AcycC.
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Figure 22 : Hypersensibilité d’'un mutantAcycC en fonction de la quantité de Topo IVA — Les cellules
cycC (bleu) etAcycC(rouge) transformées avec un plasmide faible merdb copies contenant le géne
parC® (trait plein) ou avec le vecteur vide (pointilEt été étalées sur boites LB complémentées en
Norfloxacine. B — Rapport [1R 10S]/[1S 0S] en footde la quantité de Norfloxacine.
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Figure 23 : 1l n'y a pas de surinitiation dans un nutant AcycC. A —Le rapportori/ter (nombre de copies
de l'origine de replicatiorpri, sur le nombre de copies du termines) a été mesuré dans différent contexte
génétiques. Les cellules en phase exponentielbeailesance cultivées en milieu minimum-Glucose (de
DOsso = 0,01 a D@5 = 0,1) ont été lysés pour récupérer 'ADN génoraiqll’ADN a été fixé sur
membrane de nylon chargée et hybridé avec une sengviron 300 pb a 28,12 min sur le chromosome,
annexe), apres avoir été déshybridée, la méme ragmmlar été hybridée avec une sooddgenviron 400 pb

a 82,44 min, annexe). Finalement, le rapparter a été rapporté a la valeur mesuré de celui-crtir pa
d’ADN de cellules en phase stationnaire de croissabes barres d’erreur indiquent I'écart type autie la
moyenne d’au moins trois expériences indépendamtespport entre la valeori/ter mesurée dans les
cellulescycC etAcycCest indiqué pour chaque contexte génétique ané®séB — Mesure du rapport
ori/ter dans des cellulesycC et AcycCsynchronisées avec DnaC2 ou DnaA46. La Norfloxaaiété
ajoutée a la concentration indiquée 1 minute aipigation de la réplication. Le rappati/ter a été mesuré
sur des ADN extraits 20 minutes apreés initiatiodadeéplication. Le rapport entre ces valeurs massidans
les cellulesAcycCet dans les cellulesy/cC est présenté en vert.
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l1-4-3) CycC affect un stade précoce de l'initiatio de la réplication
Résumé du manuscrit :

Dans ce manuscrit nous décrivons I'effebeigsa la surexpression de CycC pendant
I'initiation de la réplication. Nous nous sommet&nessés a lI'implication de CycC dans l'initiation

de la réplication, car la protéine DnaC est egaignmepliquée dans cette étape de la réplication.

La surexpression de CycC bloque la croissalecmutants d'initiation de la réplicatian@A®
etdnaC®). Aprés surexpression de CycC nous observonsaemerailation de cellules & 1
chromosome, ce qui indique que ni la progressi@Rfeni la division cellulaire n’est affectée dans
ces conditions. La surexpression de CycC n’affpatel’initiation de la réplication @riC-
indépendante, et la surexpression de CycC n’imegas avec la formation du complexe ouvert.
Ces résultats nous conduisent a proposer quedamession de CycC inhibe spécifiguement

l'initiation de la réplicatiororiC-dépendante.

Nous proposons que CycC bloque l'initiationaeéplication aprés la formation du complexe

ouvert, et avant ou pendant le chargement du compiélicase réplicative DnaBC.
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ABSTRACT

At the time of the initiation of replication, thetension of the binding of DnaA at the
unique origin of replication of thi. colichromosomegriC, leads to unwinding of the
double-stranded DNA, which serves as prelude tditgpof the helicase, of the primase and
eventually to the formation of the replisome. Thigiation of replication is tightly regulated.
After initiation, the ATP bound to DnaA is rapidhydrolyzed, inactivating the initiator
protein, through the Regulatory Inactivation of Bn&IDA) andoriC is sequestered by
SegA. In addition, DnaA is titrated at the newlplreateddatA sites located minutes away
from oriC. These mechanisms of regulation of the amountifeaDnaA protein in the cell
prevent spontaneous and unprogrammed replicatitations and likely ensure that
replication is initiated all at once (synchronygan coordination with the cell metabolism
(timing). Here, we describe a new geog;C whose activity affects the progression of the
initiation of replication. We found that the overegsion of CycC interferes with the initiation
of replication abriC in mutants of the initiator proteidnaA and of the replicative helicase
loader,dnaC but not in mutants of genes involved at a lateges of the initiation of
replication. Our results suggest that CycC spexcdi@ew activity implicated at an early stage

of the initiation of replication irft. coli

~2~
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INTRODUCTION

Replication is initiated by the aggregation of DnafA AAA+ protein also known as
the initiator protein, at R boxes and | sites ledatvithinoriC, the unique origin of replication
of theE. colichromosome (41). DnaA is bound to the R1, R2 afhtbékes during most of
the cell cycle (10), and the extension of its biigdio the other R and | sites (including the
low affinity sites) located airiC occurs solely at the time of initiation of replicen (30). The
binding of DnaA to the low affinity sites locatetlaaiC, followed by the unwinding of the
two strands of DNA in the A/T rich region ofiC, occurs after SegA is chased from the
GATC sequestered sites located within and arouaed2hl3 and the R5M sites (39) and is
facilitated by the recruitment of DiaA at the iatiibn complex (21, 24). The replicative
helicase — DnaB associated with its loader Dna&Xhen recruited to thaiC::DnaA
nucleoprotein complex and loaded onto the DNA (pneing complex). The primase DnaG
is loaded at this stage, chasing DnaC (34), aatiydnaB and allowing the synthesis of the
primers (priming complex). Finally, the constitutiof the DNA polymerase Il (the core
enzyme and the Clamp) at the primed sites compllkeésormation of the replisome.

The initiation of replication is tightly controlled E. coli. It occurs once and only once
per cycle and it is finely adjusted to the cell afrlism (3, 4). Replication is initiated all at enc
independently of the number of origins of replioatpresent in the cell, ensuring the synchrony
of the initiation process (5). While DnaA can bsasated with ADP or ATP, only the ATP-
associated DnaA protein is competent for the itntraof replication (43). After the initiation of
replication and upon formation of the replicatioaahinery, the initiator protein is rapidly
inactivated by the Regulatory Inactivation of Dn@®DA); the Hda protein, activated through an
interaction with the beta clamp, stimulates therblysis of the

ATP nucleotide bound to the protein into ADP (28).Z'wo other mechanisms, independent
~3~
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of RIDA, participate in the control of the initiath of replication. The first mechanism
involves SegA and the sequestratiomo€ by this protein. SegA binds tightly to
hemimethylated GATC sites located at a few R asitek oforiC that are generated after
the initiation of replication (39, 45), thus pretiag the binding of DnaA at these sites and
the formation of a new open complex and therefloeespontaneous reinitiation of
unprogrammed replication (33). The second mechao@mmists in the titration of DnaA at
the newly replicatedatAsites located minutes away frarC (28).

Among the three mechanisms of control, the oneedrlyy SeqgA depends on the Dam
methyltransferase (DamMT), the enzyme that catalylze post-replicative transfer of a
methyl group to the N6 position of the adenosimabedded in GATC sequences throughout
the genome (8). The organisms that specify Segd\sgdecify a DamMT. The distribution of
thedamgene in thesegAspecifying genomes is monophyletic and congruettt that of the
16S rRNA,i.e., in these organisms, tilkamgene is maintained as a resident gene (6). This
observation led us to develop a phylogenetic ambraaorder to identify other genes that,
like seqA were strictly maintained during evolution in teagenomes that specify the
DamMT (6). This approach, aimed at discovering gewes involved in DNA metabolism

(replication, repair, cell cycle coordination, ¢ied to the identification of 18 genes, which

. dt .
were referred to asamresident genez;l,arnr (6). Six out the seven genes already

characterized are involved in DNA metabolissedA mutH holD, mukgE mukFand a
protein domain omukB. The other genes identified were of unknown fiorctRecently,

one of themmatPhas been characterized as a major organizer diehenacrodomain (36),

. dt . . .
enlarging the number afam genes involved in DNA metabolism.

In this work, we studiedycC- a hitherto unknowdarnrOIt gene formerly named

yjaG. We show that the overexpression of CycC specifi¢atreases the thermosensitivity

associated with replication initiation mutanm@AanddnaQ. We found that the DnaA-
~ 4 ~
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dependent initiation of replication atiC is targeted by CycC and that the inhibiting effect
associated with an oversupply of CycC is exertetheethrough a modulation of the
activity of SegA nor through that of DiaA. Consigtevith an inhibition of the initiation of
replication, we show that the proportion of heminy&itedoriC in dnaA46cells is sharply
reduced upon overexpression of CycC. The implicatibCycC in an early stage of the

initiation of replication is discussed.

~5~
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MATERIALS AND METHODS

Strains, plasmids, constructions and growth conditions

Strains used in this study derived from CM735 (Mutants and Plasmids used in
this study are provided in table 1. P1 transductvas used to shuttle alleles between

strains and DH& was used for routine molecular biology experiments

Cells were grown in LB (Yeast extract 5 g/l, Bacgptone 10 g/l, NaCl 5 g/I) or in
minimal medium (KHPO: 10.5 g/l, KBPO: 4.5 g/l, (NH)2SOr 1 g/l, Sodium Citrate 0.5 g/,
complemented with MgSQL mM, CaCi 0.1 mM and with Glucose, Glycerol or Alanine (062
w/v) as carbon sources. When required, the follgwinemicals were added (final concentration):
L-Histidine (400g/ml), L-Tryptophane (4@g/ml), L-Methionine (4adg/ml), thiamine (1
Og/ml), Ampicilin (1000g/ml), Chloramphenicol (3Qig/ml), Tetracycline (1%1g/ml),
Rifampicin (1500g/ml), Cephalexin (1@g/ml). Chemicals, antibiotics and amino acids were

purchased from SIGMA and the culture reagents fldFCO.

Cytological analysis

Cells analyzed by flow cytometry were previouskefi by adding 5 volumes of ethanol
70 % per volume of sample. Before analysis, this egtre washed twice in filtered TE [Tris-
HCI (pH 7.5) 10mM, EDTA (pH 8) 1 mM], resuspendedliE supplemented with RNase A and
Propidium lodide (1@g/ml, each), incubated for 2 hours at 37°C andyaedl Stained cells
were excited at 532 nm with a Green NdYAG solidestaser. The light scattered by individual
cells and the fluorescence emitted were detectetamplified in a PARTEC Particle Analyzing
System, PAS lll. The forward scatter (FSC) is iatiie of the cell mass, and the fluorescence
signal emitted and recovered on the FL3 channéb(>nm)

~6~
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was used to quantify the amount of DNA per celD 000 cells were analyzed per run.

Data were analyzed with the Flowmax software ver&i®2.

DNA topology

cch+, cycCand hupAcells, transformed with a pBR322 plasmid, were gramv
LB until late exponential phase. Plasmids wereastéd with a QlAprep Spin Miniprep Kkit,
resuspended in water and loaded on a 1% agarosemgeining Chloroquine (2g/ml,
final). The gel was ran for 4 hours at 1.5 V/cnTHEP buffer (Tris-HCL (pH 7.8) 36 mM,
NaH2PO4 30 mM, EDTA 1 mM). After the migration, thel was incubated for 30

minutes in a solution of Ethidium Bromide @/ml).

DNA purification, DNA digestion, probe synthesis and Southern analysis.

Samples of cells (4 ml) were plunged in a 65°C preved solution of SDS (1.4 %,
final) and EDTA (2 mM, final) and further incubatatithe same temperature for 6 minutes.
DNA were precipitated by cooling the samples onfaze2 hours after addition of 0.6
volume of pure isopropanol. The samples were spwndwashed twice with ethanol 70 %
and dried. The pellets were resuspended overmghiml of SSC (0.1 X), proteinase K (100
Og/ml) at room temperature. Finally, DNA were exteactwice with phenol, precipitated
and resuspended in 20 of water.

DNA digestions were performed as recommended bgupelier (NE Biolabs)
with RNase 7@g/ml. After digestion, the samples were precipdaad resuspended in
water prior to a 4 h. migration on a 1% agarosg3&l/cm).

A sets of primers was designed to amplify o€ region (5’

TAATACGACTCACTATAGGGACCGTATAAGCTTG 3" and 5’

GATATCACTCTTATCAG 3’), which was then cloned int&3EM-T (ProMEGA). 10g of

~T7 ~
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each plasmid, linearized witacl, was subjected to linear amplification for 1&leg with
Taq DNA polymerase, dATP, dGTP and dCTP 0.2 rul\lZP,32 dCTP 0.83 mM (3000
Ci/mmol, Amersham Biosciences) and a primer
(5’"CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC?3’) that matches speudily a sequence located
within the sequence of the vector immediately wgastr of the insertion. The resulting

amplification products were purified on a G50 Sejghacolumn.
The transfer on membraneJr(NHybond, Amersham) and the hybridization with probe

was performed as described earlier (13, 42). Mendzavere analyzed through a Storm 850

phosphorimager (Molecular Dynamics) and analyzdd thie program ImageQuant 5.2.

~8~
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RESULTS

. . L t
Overexpression of CycC isdeleteriousin dnaA ® mutants
dt . . oL
Thedam genes were defined as the genes that were systaltyato-maintained

through evolution in genomes containishgm the gene that specifies a Dam

Methyltransferase (DamMT) involved in DNA metabailig6) and particularly in the control
of the initiation of replication (8). We investigat whether otheaiarnrOIt genes were involved

in the initiation of replication and expected,hfs were the case, that the modulation of their
expression, like that afeqA(33), would affect the viability of cells specifg a poorly active
initiator protein. This investigation led us tolesyjaG, which we renamedycCfor cell

cyde C.

We first assessed the impact of the overexpresdi@QycCon the thermosensitivity
associated witlulnaﬁfS mutant strains. AnaA and severadinaﬁfS strains were transformed
with aCycGoverexpressing plasmid, pBA®(cO), or with the empty vector, pBAD(-), and
plated on a Glycerol medium complemented or nat witabinose (Figure 1). The
overexpression of CycC is apparently silent inaA’ strain; the viability and shape of the
colonies are identical whether the cells were growthe presence or in the absence of
Arabinose. On the other hand, the thermosensitofigll the pBAD¢ycO-transformed
dnaﬁfS mutant strains tested was systematically aggrawaltesh Arabinose was added to
thegrowth medium (Figure 1).

The aggravation of the thermosensitivity associatehl the overexpression of CycC in
dnaAtS mutant strains could result directly from CycQgteting of the function of the initiator
protein at the initiation step of replication ordoeindirect consequence of a synthetic synergy
created by oversupply of CycC and a poorly actimaABS protein. To test

these two hypotheses, we analyzed the impact afwbeexpression of CycC in a cSDR
~0~
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(constitutive Stable DNA Replication) strain, whasgiation of replication depends neither
onoriC nor on DnaA (29). For the purpose of this expenitnere analyzed a cSDR strain
carrying the thermosensitive allaleaA46 The strain was transformed with pBAIY¢O or
with the control vector and plated on minimal Giyalenedium complemented or not with
Arabinose. The cSDRnaA46cells transformed with pBAD(-) or with pBADBycQ cells are

fully viable at 30°, 34° and 37°C (data not show#@nce, the combination of the
overexpression of CycC and of a Dr%séarotein is not by itself synthetic lethal at 346€Cat
37°C, which suggests that the deleterious effesti@ated with an oversupply of CycC in

dnaA® strains results from the targeting of the initiatmf replication abriC.

Most pBAD(-)-transformed cells were unaffected by addition of Arabinose (Figure 1).
In a few cases, however, the viability of the pBAEitansformed strains was mildly impaired by
the addition of ArabinosalfiaA5 dnaA46anddnaA602at 37°C, Figure 1), raising the possibility

that the thermosensitivity observed may partly ltfsom the plasmiger se In order to verify

that the deleterious effect induced by the overesgion of CycC iminaA® strains was not

conditioned to the presence of the plasmid, wethtced a CycC-overexpressing construction
within the chromosome at tlyalE locus (in this construction, the transcriptiorcg€Cis under
the control of the B promoter, Table 1). We carried out the experimeatdnaA46background
(in which the cfu of the pBAD(-) transformed celss affected by the addition of Arabinose)
and in adnaA203background (in which the cfu of the pBAD(-) tramshed cells was not
affected by the addition of Arabinose). Consisteith the results of the plasmid assay, the

overexpression of CycC from a chromosomal-bornesitoation was deleterious in the two
dnaA® strains tested (Table 2). IrdaaA46background, the overexpression of CycC from the
Pac-cycCconstruction prevents colony formation at 37°Q, it at 34°C as observed in the

plasmid assay. In @aA203

background, the overexpression of CycC is delaterai all temperatures tested (Table 2).
~10 ~
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We then verified whether@cCmutation suppressed the thermosensitivity
associated witdnaA® mutant strainsdnaA® strains @naA5 dnaA46 dnaA167dnaA203
dnaA508anddnaA602 (17)) carrying either ach+ or a cycCallele were grown to
exponential phase in LB, serially diluted and sgpabtbn LB plates at 30°, 34°, 37°, 40° and
42°C. Inspection of spots (shape and cfu) reveihlata cycCmutation did not affect the
thermosensitivity of any of thenaAmutants tested (data not shown, the same results
were obtained when the cells were grown on minimediia).

cycCis located upstream diupA(Figure 2A),the gene that specifies thesubunit of
the HU protein, which was shown to be involvedha initiation of replication (2, 12, 22,
44). We therefore investigated the possibility tinat absence of suppression ofdiImaAfs
phenotype resulted from a deregulation of the esgpo@ ofhupA

HU restrains negative supercoils (7), which likekplains that the DNA inhupA
cells is less negatively supercoiled than in WTscahd also that ahupAmutant is
hypersensitive to Novobiocin, a drug that inhilbygse Il topoisomerases, among which
gyrase (35) (the gyrase eliminates positive suplsrthat are generated during the replication

and the transcription, and introduces negative rege (11)). We extracted plasmid DNA,

from cch+, cycCand hupAcells and analyzed the distribution of topoisonmrsn

agarose gel (Figure 2B). On the one hand, DNA etdthfrom hupAcells is less negatively

supercoiled than that extracted from WT cells. Bndther hand, plasmids extracted from

cchJr and cycCecells are topologically identicat.ch+, cycCand hupAcells were grown

on LB until exponential phase and dilutions wergd on LB complemented with
Novobiocin, a drug that inhibits the gyrase by &g its catalytic subunit (14). As reported

earlier (35),hupAmutant is significantly more sensitive to Novobiothan WT cells while
cch+ andcycCcells are equally sensitive to Novobiocin (Figuf® 2Ne also established

that a cycCmutant was neither asynchronous with respecteanitiation of replication nor
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hypersensitive to UV (data not shown), two othegrgtypes associated with a deregulation
of the expression of HU (2, 22, 31). Altogether; msults strongly suggest that the

deletion ofcycCdoes not induce polar effects on the expressidrupfAand therefore that
the non-suppression of the thermosensitivity asﬂ;ediwithdnaﬁfS mutants does not result

from a deregulation of the expressiorhapA

Overexpression of CycC during replication initiation

We analyzed whether the overexpression of CycCddoeldeleterious in other
replication mutants. We introduced the-feycCconstruction in a mutant of the replicative
helicase dnaB107, a mutant of the helicase loaddn&C2, a mutant of the core polymerase
(dnaE486 and a mutant of the clamgr{aN159. The resulting strains were plated on
minimal Glycerol medium complemented, or not, WRiTG (Table 2)dnaC2PaccycC
cells, grown with IPTG at 37°C, formed tiny colosiand the cfu was about 1/10 of that
obtained with the same cells grown in absence DGIFSimilar results were obtained when
CycC was overexpressed form the pBA&IO construction (data not shown). On the other
hand, the overexpression of CycC from the chromaddtr-cycCconstruction did not affect
the thermosensitivity associated withaB107 dnaE486or dnaN159Table 2).

DnaA has to date been shown to be required ex@lysat the initiation stage of
replication (37). In contrast, DnaC is needed dytire initiation of replication and during
the reactivation of aborted replication forks (9).1n order to verify whether the deleterious
effect induced by the overexpression of CycC dnaC2background resulted from the
activity of DnaC during the initiation of replicati, we assayed the overexpression of CycC
in a cSDR strain carrying@naC2allele, since cSDR strains initiate replicatiorotigh a
mechanism similar to that used during the readtmadf aborted replication forks (19). The

cSDRdnaC2cells were transformed with pBAD(-) or with pBAE)(O and were plated on
~12 ~
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minimal medium supplemented, or not, with Arabindaghe presence or the absence of
Arabinose, the two types of transformed cells wally viable at 30°C and partially viable at
34°C (the cfu at 34°C was only 1/10 of that obsdrae30°C). At 37°C, none of the
transformed cells gave rise to colonies (data hows). Hence, CycC does not affect the
thermosensitivity oinaC2in a cSDR background, which indicates that thevigtof DnaC?2
during the reactivation of aborted replication ®i& not targeted by CycC.

Granted that CycC overexpression is deleterioamaA anddnaCmutant cells, but
not in mutant cells affected at a later stage efitiitiation of replication, we focused our
investigation on the first steps of the initiatiofreplication,i.e., those prior to the loading of
the helicase complex DnaBC onto the DNA.

Given the finding that a moderate oversupply of/Sprevents the initiation of
replication indnaA46cells (33), we first asked whether CycC impaisittitiation of

replication by modulating the activity or the ambohSegA specified by the cell. If this were

the case, one would expect the overexpression o€@y be silent in aseqA dnaA4@louble
mutant strain. The chromosomadceycCconstruction was introduced intalaaA46 segA
double mutant and the viability of the resultingast was assessed after induction of the

expression of CycC.i&2-cycC dnaAd@nd BecycC dnaA46 seqAcells were fully viable at

30°C, 34°C and 37°C when grown without IPTG. Intcast, when IPTG was added to the
growth medium, both strains gave rise to small mi@l® at 34°C and did not form colonies at

37°C (Table 3). AssegAmutation suppresses the thermosensitivity assatiaithdnaA46

(33). We introduced acycCmutation into alnaA46 segAdouble mutant strain and

established that the thermosensitivity of theycC segA dnaA4@riple mutant was identical

to that of thednaA46 seqgAlouble mutant (data not shown). Hence, CycC doesxert its

deleterious effect idnaA46cells by modulating the activity or the amounSagA.

~ 13 ~
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The extension of the binding of DnaA to the lowrafy sites atoriC is mediated through an
interaction between DnaA and DiaA (26)liaA mutation aggravates the thermosensitivity
associated witnaA46(21). We verified whether the deleterious effeciuiced by the
overexpression of CycC minaA46cells resulted from the impairment of the activfyDiaA by
CycC. CycC was overexpresseddinaA dnaA4ecells from the chromosomakfcycC

construction. The cells grown on a medium compldaeeewith IPTG led to the formation of

small colonies at 30°C and did not produce anyrdgekat 34°C (Table 4): the
overexpression of CycC is even more deleterio@dnaA46 diaAdouble mutant than in a
singlednaA46mutant strain. We noted also that the overexpsassi CycC was more

deleterious in a diaA dnaC2double mutant than in@aC2single mutant. At 37°C, diaA

dnaC2PaccycCcells produced 10 times fewer colonies when growth W TG than without
(Table 4). Moreover, the introduction of aycCmutation did not affect the viability of
diaA mutant strains, whether carryinglaaA46or adnaC2mutation (data not shown).

Hence, the deleterious effect associated with leeexpression of CycC during the initiation

of replication in adlnaA46mutant strain is independent of DiaA.

The overexpression of CycC in dnaA46 cellsleads to a reduction of the fraction of
hemimethylated oriC

oriC becomes hemimethylated after initiation of replmaiand needs to be
remethylated for new rounds of replication to atiéi. The methylation status afiC

could therefore be diagnostic of the impact ofdfierexpression a€ycCon the initiation

of replication. Cultures ofi&-cycC dnaA and Fc-cycC dnaAde&ells were grown to

exponential phase at 37°C. After addition of IPBGe cultures, samples were collected
over a two hour period. A fraction of each sampés\fixed for flow cytometry analysis

while the other fraction was processed for DNA &ation (Materials and Methods).
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Flow cytometry analysis of cultures okdtycC dnaA4&ells revealed that upon
induction of CycC expression (+ IPTG), the samplenriched with cells containing fewer
genomes, but those were integral (Figure 3A), windcates that ongoing replication
continues through to completion. The proportionliedA46cells overexpressing CycC and
containing a single chromosome almost doubled aftesurs of incubation with IPTG, while
that of cells with 2 chromosomes remained constadtthat of cells with 3 chromosomes
decreased by a factor of 2 (Figure 3B), which iaths that under these growth conditions
cell division is not blocked. Also, the mass of tii@A46cells overexpressing CycC, whether
containing 1, 2 or 3 chromosomes, increased condisly over the time of induction (Figure

3C). In contrast, DNA content and cell mass of doteddnaA46Pac-cycCcells (- IPTG)

(Figure 3A, 3B and 3C), like that of induced andnaniceddnaA’ Pac-cycCcells (Figure
3A), remained constant during the whole experiment.

The DNA ofdnaA+ and ofdnaA46cells overexpressingycCwas analyzed by

Southern blot with anriC specific probe (Materials and Methoddje used the assay
developed by Campbell and Kleckner to assess thieylagon status obriC. The assay is
based on the cleavage efficiency &t | restriction site that overlaps a sequestered GAT
sequence located between the R5M box and the att&C (8). When the recognition site
for Hph | encompasses a methylated adenosiegjs embedded in a GATC sequence, the
site is resistant to restriction Ibiph I. After replication, these sequences are hemiyhatid,
and half of them become sensitive to restrictidmeréfore, the amount of cut DNA at this
particular site accounts for half of the amounhemimethylate@riC and is indicative of the
rhythm of initiation of replication (8). After addbn of IPTG, the fraction of cut DNA atriC
in Pac-cycC dnaAdeells falls rapidly ; after 30 minutes of inductjdhe fraction of cut DNA
is around 20 % of that at tO and it remains sordutine two hours of the experiment (Figure

3D). In contrast, the fraction of cut DNA @tiC remains almost constant in uninduced
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dnaA46Pac-cycCcells and indnaA Pac-cycCcells, whether the cells were incubated or
notwith IPTG (Figure 3D).

We measured the amount of initiator proteimhiraA+ and indnaA46cells

overexpressing CycC (+ IPTG) or not (- IPTG) andnfd no significant difference between
these cells (data not shown), which indicatesttiasharp reduction of the proportion of
hemimethylateariC upon overexpression of CycC does not result fraedaction of the

amount of initiator protein in the cell.

~16 ~
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DISCUSSION

In this study, we provide information indicatingatithe overexpression of CycC
results in the blockage of the initiation of replion, likely at an early stage of the process.

To reach this conclusion, we first ruled out thegbility that the overexpression of CycC

was synergistically deleterious with a Dr%Arotein by showing, in dnaA46background,

that the overexpression of CycC had no effect whernnitiation of replication was not
dependent on DnaA ariC (cSDR strains). Second, we established by flowrogtry
analysis that DNA synthesis was not blocked in Gpe€rexpressingnaA46cells; ongoing
replications continued through to completion anids@ccumulated integral numbers of
genomes. Third, we established that upon overegioresf CycC, the mass of tdeaA46
cells increased and the proportion of cells withesal genomes decreased while that of cells
with one genome increased, which indicates thatoabkion per seis not inhibited as a
consequence of CycC overexpression. Similar efigete observed when CycC was
overexpressed idnaA203cells (data not shown). Fourth, the analysis efrttethylation
status of a GATC site located between the R5M bukthe |1 site abriC revealed that after
CycC overexpression the fraction of cells in whilsis site is hemimethylated dropped
quickly to 1/5 of that of cells that do not overeags CycC. This latter result is consistent
with an inhibition of the initiation of replicatiobny CycC. But, since the remethylation of
this site is delayed due to its sequestration mAI83), one might argue instead that the
reduction of the fraction of cells in whidmniC is hemimethylated results from a deficit of
SegA. Two reasons, however, led us to rule outhtithesis. Under such a scenario, the
thermosensitivity associated widmaA46should be alleviated (33) and not aggravated, as

observed. Also, if the overexpression of CycC reslin a deficit of SeqgA, then the fraction

of hemimethylate@riC should have been reducedtinaA cells as well and this was not

observed. Fifth, the mildly detrimental effect iméd by the overexpression of CycC in a
~17 ~
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mutant of the helicase loadein@Q was shown not to be associated with the actofity
DnaC during the reactivation of the replicatiorkirThis strongly suggests that the activity
of the replicative helicase loader is targeted ggduring the initiation of replication.
Finally, the overexpression of CycC was shown tgilent in a WT strain, in mutants of

the replicative helicaselfaB), of the core polymerasdr{fab) and of the clampdfhaN),

excluding the implication of CycC after the loadwigthe helicase.

Granted that both a moderate overexpression of Sefp& protein that sequesters
oriC after the initiation of replication — and the lamkDiaA — the protein that facilitates the
extension of the binding of DnaA on the R boxes amdhe | sites located atiC during the
formation of the open complex — impaired the viipibf dnaA46cells as well (21, 33), one
could envision that CycC blocked the initiationreplication by modulating the activity of
either of these two proteins. Yet, we ruled ous thypothesis as well, because the
overexpression of CycC is epistatic teejAmutation in alnaA46mutant and also because
the overexpression of CycC aggravates the thernsasaty associated with dnaA46 diaA

double mutant.
It is noteworthy that the phenotypes associated mibdulation of the expression @fcC
contrast with those of mutants of other genes whaosaulation of expression affedtse

viability of dnaAtS cells. The emblematidnaA46allele specifies a thermolabile initiator protein,

whose activity at and above 35°C is severely redwoenpared to that of the WT DnJé,@rotein

(20). Hence, the aggravation of the thermosensitofidnaA46when SegA is overexpressed and
the suppression of the thermosensitivitylnBA46in asegAmutant are both consistent with the
function of SeqA as a negative modulator of theation of replication (33). It was therefore

intriguing to note that despite the deleterious@fhissociated with the overexpression of CycC

in all dnaA” mutants tested, the thermosensitivity of nonédnesé mutants was affected in a

cycCmutant. In fact, we could not attribute a



single phenotype to@cCmutant. The progression of the cell cycle seenteto

unperturbed as well. Moreover, in exponential cmlsl;Lofcch+ andcycCcells, grown at

30°C or at 37°C with Alanine (with this carbon soeithe doubling time is about 180
minutes, which permits the fine grained characétion of each step of the cell cycle) the
same proportion of mutant and WT cells were obgktede in the B (prior to replication
initiation), in the C (replication of the chromosejand in the D period (after replication

and before cell division) (data not shown).

Hence, the question to be answered is what retiesverexpression of CycC
deleterious in replication initiation mutants. Wealyzed the sequence of CycC to assess
whether the protein could potentially interact witlcleic acids. We found that CycC is
strongly acidic (pl 4,45) and that the acidic regsl were spread homogeneously along the
protein. We took advantage of a crystal structditi® CycC homologous protein of
Shewanella baltic®S155 (accession PDB: 2Q9R_A) to visualize thetpos of the acidic
residues and noted that all but one of them weratéal on the surface of the protein, making
an interaction between CycC and DNA very unlik&gt, we do not have the data that
allow us to exclude this hypothesis. Another opeestjon in regards to CycC is the function
specified by the protein during the initiation eptication. At this stage, we envision that
CycC could regulate the availability of DnaA duritng ordered aggregation of the initiator
protein atoriC and/or control the recruitment of the helicase plex at theoriC::DnaA
complex by acting during the transition from theopo the prepriming complex. According
to this model, the depletion of CycC could haveiaimal effect on the initiation of
replication, while an oversupply of CycC could peotthe formation of the open complex
and block the initiation of replication. The loopédn this scenario is the absence of

phenotype associated with the overexpression o€QyaNT cells. It is possible that the

amount of CycC produced under our experimental itiong is not sufficient to affect WT
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cells. It is also possible that the inhibitory etfepecified by CycC is stimulated dmaAand
dnaCmutants because the rhythm of the initiations pfication and/or the progression of
thecell cycle is already perturbed in these mutarisc&@hese hypotheses are currently under

investigation.
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Table 1 : Strains, plamids and primers used in thistudy

Strains Genotype reference
AQ12237 oriC209(AR1-4), asn/::CmrnhA22¢ D. Bates
BW25113 laclq rrnBT144lacZWJ16 hsdR514araBADAH33 1
ArhaBADLD78
CAG1843( | mdoB ::Tnll 38
CM73E metE4¢, trp3, his4, thil, galK2, lacY lor lacZ4, mtll, araS, 18
tsx3 tonl, rps8or rps9 supE44

JJ(195¢4 AB1157dnaE48(:Kn B. Michel
JW311¢ BW?25113diaA::Kn 1
JW396: BW25113cycC::Kr 1
JWO045: BW25113acrA ::Kn 1
NK906E CM735dnaAt 18
NK906¢ CM735dnaA4¢ 18
NK907: CM735dnaAl6 18
NK9077 CM735dnaA20: 18
NK908¢ CM735dnaA50:i 18
NK9091 CM735dnaA60: 18
OHP11: JC762ZhupA ::.Cn J. Rouvier
PC= leu6 thyA47 dra3 str153 dnaC2 dna 9
STL184:E AB1157dnaN159 zid31€::Tn10 Kn) S. Lovet
STL127( AB1157dnaB107 mal::Tn10 (Kn S. Lovet
REP52: CM735hupA ::Cn This sudy
REP87! AQ12237dnaA4¢ This stud
REP877 AQ12237Adna’ This study
REP132! CM735dnaC2 mdoB::Tnl This stud
REP1798 CM735 AcycC(KnS This study
REP1822 CM735A4cycC(KnS) dnaC2 mdoB::Tn This study
REP195; CM735acrA ::Kn This stud
REP201 CM735acrA ::Kn AcycC This stud
REP202 CM735acrA ::Kn hupA ::Cn This stud
REP230 CM735galE::lacl *-PLaccycC This stud:
REP231 CM735dnaA46 galE::lacl-Pac-cycC This stud:
REP233 CM735dnaAae 4 segA gaIE::IacI?P|a<>cch This stud'
REP233 e A Q This stud:
REP234. CM735dnaC: galE::lacl *-PaccycC This stud
REP240 CM735dnaA203 galE::lac*-Piac-cycC This stud
REP240 CM735dnaA46 diaA::Kn galE::lacf-PaccycC This study
REP240 CM735 diaA::Kn galE::lacl*-Pac-cycC This stud:
REP241 CM735dnaC: diaA::Kn galE::lacl*-PaccycC This stud
REP242! CM735dnaN159 galE::lact-Pac-cycC This stud:
REP243 CM735dnaE486 galE::lact-PaccycC This stud:
REP243 CM735 dnaB107 galE::lac™-PiaccycC This stud'
REP245! AQ12237dnaC2 mdoB::Tnl This stud
Plasmids Description reference
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pKO3 Plasmid designed for a 2 steps gene replacemerj 32

pREP52! Introduction of galE::lacl *-Pac-cycC construction withi This stud
pKO3 (Cm)

pBAD(-) pBAD18 : pBR derivative plasmid in which the trangtion is 16
under the control of the arabinose promoter (Ap)

pBAD(cycC’ | Introduction of thecycC gene in pPBAD18 (Af This stud
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Table 2 : Overexpression of CycC from a chromosomddorne construction in various
genetic backgroundsThe strains carrying thaaBcycCconstruction at thgalE locus were
grown until exponential phase in minimal Glyceradium. Serial dilutions of the strains
were spotted on minimal Glycerol plates supplengtotenot with IPTG (0.5 mM final) and
incubated at the indicated temperature. After 4&$of incubation, the spots were visually
inspected. The sizes of the individual coloniesnied are noted when the cfu for a given

condition was identical to that at 30°C. L: larye,medium, S: small. The colony size was

+ . .
compared to that of th#naA PaccycCstrain grown under the same conditions. “-”

indicates that the ratio (cfu at the indicate ctindicfu at 30°C [- IPTG]) was 160r less.

-IPTG + PTG
30°C 34°C 37°C|30°C 34°C 37°C
dnaA’ galE:Paccycd L L L L L L
dnaA46 galEP-cycd L L M L S -
dnaA203 galEPjg-cycd L L - - - -
dnaC2 galEPjgc-cycd L M M L M 0.1
dnaB107 galEP3-cycqd L L - L L -
dnaN159 galEP;-cycq L L - L L -
dnaE486 galEPj3-cycd L L 001 L L 0.01
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Table 3. Overexpression of CycC is still deleteriaiin a segA dnaA46 strain. Same

legend as in Table 1. The colony size was comparéuht of thednaA’ Pac-cycCstrain

grown under the same conditions.

30°C | 34°C| 37°C

PTG - +| - +| - +

dnaA galE:Paccycd L L| L L[ L L

dnaA46 galEPaccycd L L | L S| M -

segA galEPaccycd S S| M M| L L

dnaA46 segA galEPaccyc L M| L S| M A
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Table 4. Overexpression of CycC worsens the phengiys associated with adiaA
mutant. Same legend as in Table . The colony size was cadpa that of theinaA” Pac

cycCstrain grown under the same conditions.

30°C 34°C 37°C
diaA | diaA|diaA | diaA| diaA | diaA

IPTG

Piac-cyc(
dnaA46Pac-cyc(
dnaC2Pac-cyc(

—

—r
|+
—
—w|+
—
rwnr|+
—r e
'_I

<2 |
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FIGURE CAPTIONS

. , . . , t t
Figure 1. Overexpression of CycC is deleterious idnaA ® mutant cells.dnaA” mutant

strains transformed with pBAD(-) (x) or with pBA&/cQO (o) were grown to exponential
phase, serially diluted, spotted on Ampicillin nmval Glycerol plates supplemented (+ ara) or
not (- ara) with Arabinose (0.004 %) and incubattthe indicated temperature. After an
incubation of 48 hours, the largest dilution giviige to colonies was identified and plotted

against the temperature of incubation.

Figure 2. A cycC mutation is not polar on the expression ohupA. A —Genomic context
of cycC The in-frame deletion afycCis delimited by dashed lines. The sequence otoghe
represents the junction between the ATG and theslaarboxy terminal codons ofcC
Scale and genomic position are indicated. B — Migneof pBR322 plasmid DNA, extracted
from cch+ (WT), cycCand hupAcells, on an agarose gel complemented with
Chloroquine (25ug/ml). rel.: relaxed DNA, SC(-): negatively supdted DNA, di: plasmid

dimer. The numbers on the right side indicate th&tn of the band in kb of the DNA

ladder. C — Assessment of the sensitivity to thedtl)ti)acin.cycc+ (+), cycC(A) and hupA

(o) were plated on LB complemented with Novobiocibs@ssa). The assay was performed
in aAacrA background; AcrA is a component of an efflux putingt expels various drugs in
the medium, reducing their intracellular concemtra (40). In @AacrA mutant, the amount
of drug required to inhibit Topoisomerases actiwtjower than iracrA” cells (27).The

colonies (cfu) were counted after 48 hours andgiobver the concentration of Novobiocin.

Figure 3. Overexpression of CycC blocks the initiadbn of the replication atoriC.
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dnaA+ anddnaA4é6cells bearing a chromosomaidtycCconstruction were grown in
minimal Glycerol medium until exponential phase @D- 0.1) before being complemented
with IPTG (5000M) for 2 hours. Samples were taken at regular iimervals and fixed or
processed for DNA extraction (Materials and MethoAs- Cytograms ofinaA’ (left) and
dnaAd4écells (right) before (0) or after the addition BfTIG (120). Cytograms of mock-
induced cells (- IPTG) are also presented. In egtttgram, the number of genomes per cell
(FL3) is plotted against the mass (FSC). B — Tlopprtion ofdnaA46Pac-cycCcells
containing 1 (%), 2 (%), 3 (3y) genomes is plotted over the time of inductiorntha

presence of (solid lines), or in the absence ofdRdotted lines). Error bars represent the
standard deviation around the mean in 5 indeperedgrariments. C — Same as above except
that the average mass of cells containingyl, (@ (%), 3 (3y) genomes is plotted against the
time of induction. Error bars represent the statidimviation around the mean in 5
independent experiments. D — Southern blot of DX#haeted from cultures afnaA (top,
left) anddnaA46(top right) cells, incubated with (+) or withou) (PTG, digested wittHph

| andhybridized with aroriC probe (Materials and Methodshattorm) The fraction oHph
I-cleaved DNA cells is plotted over the time of #geriment. The profile is provided for
cells incubated with (solid line) and without IPT@tted line). Errors bars indicate the

standard deviation around the mean in 3 indeperelgrgriments.
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Figure 3
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lI-4-4) Le complexe ouvert est déstabilisé dans umutant 4cycC

La réplication est initiée par I'agrégatide DnaA oriC et par la formation d’'un complexe
ouvert. Le complexe hélicase réplicative DnaBCeesuite recrute sur le complexe ouvert, puis

chargée sur le brin a réplication discontinue.

Les résultats de la partie précédente suggques la surexpression de CycC affecte l'initiatio
de la réplication entre I'ouverture de la régaiC d’ADN et le chargement du complexe hélicase

réplication.

La formation du complexe ouvert est inhipéela Rifampicine (Figure 24A). Des cellules
dnaC2incubées a température non-permissive sont blsouéstade du complexe de pre-
amorcage, c’'est-a-dire apres I'étape sensibleRaféampicine (Withers and Bernander, 1998) ; la
réplication est initiée des lors que la températisteabaissée, y compris aprés une incubation
relativement prolongée des cellutisaC2a température non-permissive en présence de
Rifampicine (Figure 24B). Toutefois, I'efficacit@ dinitiation décroit avec le temps d’incubation
des cellules & température non-permissive en prés#mRifampicinex{yr = 0,038 mift). Dans un
mutantAcycG la dissociation du complexe de pré-amorcagelestde deux fois plus rapideatycc

= 0,088 mir).

Le géndwupAest situé directement en aval@eCdansE. coli. hupAspécifie I'une des deux
sous-unités de la protéine HU, une petite protBasique qui, sous la forme d’un homo- ou d'un
hétérodimere, se fixe a 'ADN et restreint des stques négatifs (Broyles arRettijohn ,1986). Il a
été montran vitro que la libération des supertours négatifs regggar HU au moment de
l'initiation de la réplication favorise I'ouvertuggoriC (Hwang and Korenberg, 1992). vivo, la
synchronie de linitiation de la réplication esteatée dans un mutant nul depA(Bahloul Aet

al., 2001). Toutefois, aucun résultat clair n’a perdesmettre en évidence directement la fonction
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de HupA dans l'initiation de la réplication. Il gaement été montré que HU interagit avec DnaA a
oriC (Chodavarapet al, 2008). L'expression de HupA ne semble pas éfextdfe dans un mutant
AcycC(Figure 18B). Néanmoins, nous avons Vvérifié gunstabilité du complexe ouvert ne
résultait pas d’'une modulation de I'expression d@Aden mesurant la vitesse de dissociation du
complexe ouvert dans un mutasiiupA La dissociation du complexe est plus rapide dens
mutantAhupA (kahupa = 0,072 mift) que dans des cellules isogéniques sauvagesseraiblement
moins rapide que dans des cellueycC Par contre, et a notre grande surprise, le corapavert
est stabilisé dans le double mutatycC-hupA (kacycc-hupa = 0,028 mif). L'absence d’effet du
double mutant(cycC-hupA et des simples mutarteycCet AhupAsur la thermosensibilité
associée dnaA46 nous permet de conclure que la surstabilité dopdexe ouvert observée dans
les cellulesA(cycC-hupA de méme que l'instabilité de ce dernier dansédisilesAcycCet AhupA
n'est pas associée a la formation du complexe ¢uwaiis plus probablement résulte de la stabilité

de celui-ci une fois formé.

La stabilisation du complexe ouveddns un contexte génétigiécycC-hupA ne
s’accompagne pourtant d’aucune modification daédarmhosensibilité associéalnaC2 Cette
derniere n’est d'ailleurs pas directement assazikgctivité de charge de I'hélicase réplicative
(Saifi and Ferat, 2012), mais a une fonction supplétaire — qui reste a identifier — spécifiée par
DnaC pendant linitiation de la réplication. Noumcluons que cette fonction n’est ni affectée par

CycC, ni par HupA.
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Figure 24: déstabilisation du complexe ouvert dangn mutant AcycC. A - Etape ciblée par la
Rifampicine entre I'ouverture de la molécule d’ADM fait de DnaA et de DiaA (Open Complex) et la
charge du complexe hélicase réplicative DnaBC Frireing Complex). B — Le taux d'initiation de la
réplication dans les celluleycC dnaC2etAcycC dnaC2AhupA dnaCztAcychupA dnaCaa été
estimé par cytométrie en flux (formule de calcdlganté dans Saifi et Ferat 2012). Les cellulegteént
synchronisées a 40°C pendant 90 minutes. La Rifane (125 pg/ml) et la Céphaléxine (12,5 pg/mijt
été ajoutées a différents temps (5, 10, 15 et B) aviant de plonger les cellules a température igsive.
Les cellules ont ensuite été incubées pendant 112@ nempérature permissive et fixées pour étréysea
en cytométrie. A droite sont représentés les piatnmes ADN des cellules analysées.
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[I-5) CycC et HupA forment une cassette géenétique

Il est intéressant de noter que la préseateipdAen aval deycCest conservée dans les
Vibrionales et dans les Pasteurellales (Figure 1lLB¥t également intéressant de noter que
'ensemble des protéines HU-A forment une branchaaphylétique et que ces protéines sont
exclusivement présentes dans les génomes coneya@@Figure 25A). Pour étre plus précis, le
genehupAest présent dans les Entérobactériales, les Peltades et les Vibrionales, mais pas dans
les Altéromonadales et dans les autres organisardd'. Un arbre phylogénétique réalisé a partir
d’un alignement des séquences de CycC et de 'ABBlifidique que la distribution de CycC est
convergente avec celle des organismes hotes. Gléatégdique queycCest transmis
verticalement et que sa présence dans les gén@sesghnismedam™ est soumise & pression de
sélection cycCest un gene persistant (Figure 25C et D). La coaman des arbres
phylogénétiques de CycC et du 16S révele une différ dans la taille des branches a l'intérieur
des différents ordres ; les distances génétiqliegérieur de I'ordre des Entérobactériales, des
Vibrionales et des Pasteurellales semblent companaént plus courtes que celles mesurées a
l'intérieur de I'ordre des Altéromonadales et des@nospirillales (Figure 25B et 25C). Le rapport
de la somme des distances entre les différenteeségs de CycC sur celle mesurée pour les
séquences du 16S a été calculé dans chaque ordredlisé par rapport a la valeur obtenue dans
les Entérobactériales (Figure 25D). Ce rapporagsu prés le méme dans les Entérobactériales, les
Vibrionales et les Pasteurellales, c’est-a-dirgnéérieur des especes contenant le gaungA A
linverse, a l'intérieur des espéces ne contenashppA ce rapport est trés supérieur a 1, ce qui
indique que la pression de sélection appliquéeCa I'intérieur des espéeces spécifianpA(les
Entérobactériales, les Vibrionales et les Pastiales) est nettement plus forte que dans les
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organismes ne possédant papA Nos résultats indiquent qagcCethupAforment une cassette

génétique.
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Figure 25 : cycC et hupA forment une cassette génétiqué — Arbre phylogénétique du domaine Pfam
« Bac_DNA _binding » auquel appartiennent les pne®iHupA, HupB, IhfA et |hfB des
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gammaprotéobactéries. Les séquencesddgrobacterium tumefacier(@lphaprotéobactérie) et de
Nitrosomonas europag@étaprotéobactérie) sont utilisées ici commetgroup ». Lorsqu’une branche
monophylétique est clairement identifiée, cellest représentée par une espece emblématique die!’or
Plusieurs copies du gehepont été identifées dans quelques espéces (edleamtist des Pseudomonadales
et des Altéromonadales). Il a été décidé de ldtibaer une designatidmupB lorsque ces séquences étaient
clairement enracinées dans la branche correspoadiapB (HU-B) et non a celle deupA(HU-A). Les
branches monophylétiques correspondant a IHF-AEtB sont présentées par quelques especes
emblématiques de la classe des gammaprotéobactrieArbre phylogénétique des Entérobactériales, d
Vibionales, des Pasteurellales, des Altéromonadsldes Océanospirillales basée sur la séqueribtRg
16S. C — Arbre phylogénétique des EntérobactéridksVibionales, des Pasteurellales, des
Altéromonadales et des Océanospirillales basélka sdéiquence protéique de CycC. D — La somme des
distances génétiques entre espéces a l'intériearatdre a été mesuré pour I'ARN 16S et CycC etpgport
entre la somme des distances CycC/16S a été dtablialeurs de ces rapports ont été normalisées pa
rapport a celle obtenue dans les Entérobactéridégs Buchnera aphidicolatr. APS (Acyrthosiphon
pisum) ;Eca, Erwinia carotovorasubsp. atroseptica SCRI104Bco, Escherichia colK12 ; Plu,
Photorhabdus luminescesgabsp. laumondii TTO1Sty, Salmonella typhimuriurh T2 ; Sgl Sodalis
glossinidiusstr. 'morsitans'\Wgl, Wigglesworthia glossinidiandosymbiont of Glossina brevipalpi¥ps
Yersinia pseudotuberculodiB 32953 Aci, Acinetobactesp. ADP1 ;Aba Alcanivorax borkumensiSK2 ;
Aeh Alkalilimnicola ehrlicheiMLHE-1 ; Bci, Baumannia cicadellinicolatr. Hc (Homalodisca coagulata) ;
Csa Chromohalobacter salexigem3SM 3043 ;Cps Colwellia psychrerythrae&4H ; Cbu, Coxiella

burnetii RSA 493 ;Ftu, Francisella tularensisubsp. holarcticakich, Hahella chejuensi&CTC 2396 ;llo,
Idiomarina loihiensid 2TR ; Lpn, Legionella pneumophilatr. Paris Mca, Methylococcus capsulatigsr.
Bath ;Noc, Nitrosococcus ocealiTCC 19707 Pat, Pseudoalteromonas atlantidébe ; Par,
Psychrobacter arcticug73-4 ;Sde Saccharophagus degrada®s10 ;Son ShewanellaneidensisviR-1 ;
Tcr, ThiomicrospiracrunogenaXCL-2 ; Hdu, Haemophiluglucreyi35000HP Hin, Haemophilusnfluenzae
Rd KW20 ;Hso, Haemophilussannus 129PT Msu, MannheimiasucciniciproducenBELS5E ;Pmuy
Pasteurellamultocidasubsp. multocida str. Pm7®ae PseudomonaseruginosaPAO1 ;Pen
Pseudomonasntomophila 48 ; Pfl, Pseudomonaiuorescengf-5 ; Ppu PseudomonagutidaKT2440 ;
Psy, Pseudomonasyringaepv. syringae B728aPpr, PhotobacteriunprofundumSS9 ;Vch Vibrio
choleraeO1 biovar eltor str. N169621Vfi, Vibrio fischeriES114 Vpa Vibrio parahaemolyticuRIMD
2210633 Mvu, Vibrio vulnificusCMCP6 ;Xax, Xanthomonas axonopodis. citri str. 306 Xca,
Xanthomonas campestiis. campestris str. 800&pr, Xanthomonas oryzgav. oryzae KACC10331Xfa,
Xylella fastidiosa@a5c¢. ENT, Entérobactériales ; PAS, Pasteurel|aiB, Vibrionales ; PSE,
Pseudomonadales ; OCE, Océanospirillales ; ALTerAlhonadales ; XAN, Xanthomonadales ; CHR,
Chromatiales ; LEG, Legionellales. Les différentsupes de géndsipB(de | a IV), notesiupB2ethupB3
font références aux contextes synténiques dansdésges genes ont été identifiés. Le gameBsans autre
précision est celui situé en aval de I'opétigrclpP-clpX-lon.
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lIl) Discussion et perspectives

[1I-1) Discussion

L’hypersensibilité du simple mutafitycCa la Norfloxacine et du double mutaftycC dnaC?2
a la Novobiocine suggeére que CycC participe dapsdeessivité de la réplication ddascoli. Ces
hypersensibilités peuvent résulter : 1) d’une miodifon de la topologie globale de 'ADN ou de
I'activité des Topoisomérases Il 2) d'une dérégatate l'initiation de la réplication dans un mutan
AcycCqui conduit a augmenter la fréquence de collisies RF dans les adduits 3) d’'une moindre
efficacité de réactivation des RF dans un mutleytC 4) de la déstabilisation des RF ou d’'une
combinaison de toutes ces hypothéses.

Ni la topologie de ’'ADN, ni I'activité des Topois@rases Il ne sont pas modifiées dans un mutant
AcycC :

I était legitime de proposer que I'hypersbitisé des cellulegdcycCa la Norfloxacine et de
dnaC24cycCa la Novobiocine résulte d’'un probléme d’acti\d&s Topoisomérases de type Il car
ces deux antibiotiques ciblent la Gyrase et TopaB®/Norfloxacine conduit a la formation de DSB
d’ADN. DansE coli, ces DSB peuvent étre réparées lorsqu’il y a mpéechomologue intacte a
proximité de celle qui n'est pas endommageée (Miehal.,2007). C’est peut étre ce qui explique la
différence de sensibilité des Topoisomérases deltypropo IV, I'enzyme responsable dans
I'élimination des caténanes derriere la RF est meensible que la Gyrase a cette drogue.
Cependant, nous avons montré que ni l'activitéad@yrase, ni celle de TopolV, ni la topologie de
I’ADN ne sont affectées dans un mutaleycC

En conclusion I'hypersensibilité d’'un mutadttycCa la Norfloxacine ne peut résulter d’une

altération de la topologie de '’ADN.
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La Norfloxacine induit la formation d’'un plus gramémbre de DSB dardcycC :
L’hypersensibilité du mutazicycCa la Norfloxacine est maintenue dans un fond ggunét
AdrecAetdrecB. La persistance de I'hypersensibilitédteycCa la Norfloxacine dans des contextes
ArecA etdrecB, nous permet de conclure que I'absence de laipeo@ycC conduit a 'augmentation
de DSB en présence de Norfloxacine. Cette augnientde DSB peut résulter d’'une augmentation

du nombre de RF dans un mutdleycC- surinitiation de la réplication. En effet, unmiore plus
élevé de RF augmente la probabilité de collisiamdRF dans un adduit ADN :: Topoisomerase II.
L’augmentation du nombre de collisions résultele-dlune surinitiation de la réplication?

Pas de surinitiation de la réplication dans un ritdcycC :

Nous avons testé cette hypothése en vérifiaum siutantdcycCse comportait
phénotypiqguement comme un mutalsegA Pour se faire nous avons surproduit une Topo IV
sensible a la Norfloxacine dans un mutarycCet observé que ces cellules étaient, a I'instar de
cellulesdseqA hypersensible a la Norfloxacine.

Le rapporbri/ter a été mesuré dans les cellutgsC etAcycCen absence et en présence de
drogue, et dans différents contextes génomiquess{ststress). Que se soit dans des conditions
stressou stressle rapporbri/ter reste identique entre les cellulsgC+ et AcycC Ce résultat nous
conduit a conclure qu’il y a pas de surinitiatianld réplication dans un mutafitycCen absence ou
en présence de stress.

Nous avons conclu de ces expériences quedisgpsibilité du mutadcycCa la Norfloxacine

n'est pas le résultat d’'une surinitiation de ldiggtion. Cependant nous ne pouvons pas excluiie qu’
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y ait une perte du rythme des initiations de ldicdfion dans un mutaicycC avec des temps
séparant le passage de deux RF plus courts.
Interaction entre CycC et le complexe hélicaseicafive:

L’étude que nous avons menée sur 'effet dritaxpression de CycC sur l'initiation de la
réplication (IR) a révélé que cette protéine blotRi@oriC. Cette surexpression est délétere dans les
mutants a faible potentiel d’initiation de la régliion @naA® ainsi que dans un mutatinaC2)

La surexpression de CycC, par contre, n’affectedgmsellules qui initient la réplication
indépendamment diiC et de DnaA (cSDR). Lorsque CycC est surexprimprdgression de la
réplication d’ADN n’est pas affectée dans les dednaA46,celle-ci conduit a un enrichissement
des cellules contenant 1 génome, indiquant égaleguenla division cellulaire n’est pas affectée.
L’analyse de I'état de méthylation d'un site GATQé&entre la boite R5M et 11aiC révele
gu’apres la surexpression de CycC, la fraction he&ttiiylé de ce site dans les cellulesiA46 chute
rapidement a un niveau basal.

L’absence de I'effet des mutaisegAet AdiaA sur 'inhibition de linitiation de la réplication
associée a la surexpression de CycC, de mémeahselice de la modulation de la thermosensibilité
associée a un mutadéanA® lorsque la protéine CycC est absente, nous oniuiba rejeter

I'hypothese d’une implication de CycC pendant larfation du complexe ouvert.

La synchronisation des cellules avec DnaCguedes cellules au stade de pré-amorcage. Nous
avons montré gue les celluldsycC dnaC2nitient moins la réplication par rapport aux akds
dnaC2lorsqu’elles sont traitées a la Rifampicine a térafpure non permissive (voir résultat). Ce
résultat suggere que CycC pourrait interagir agezomplexe DnaBC et améliore son chargement au
niveau de '’ADN. De plus nous avons montré quediabde délétion des genegcCethupArend

I'initiation de la réplication moins sensible aR&ampicine que les cellules sauvages, ce qui pioura
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confirmer I'existance d’'une cassettegénétique fonetle entrecycCethupA Cependant, les roles

respectifs de CycC et de HupA dans cette étapentegtdéterminer.

La Norfloxacine conduits a des DSBs, et aislodation compléte du réplisome et de tous les
facteurs annexes (SSB, DnaB, ect). L'inactivatiedadRF par la Novobiocine peut permettre a
certains éléments du réplisome d’étre maintend/ ADIN, notamment I'hélicase réplicative DnaB.
Cette différence pourrait rendre compte des diffées d’hypersensibilité d’un mutadtycCa la

Nofloxacine et a la Novobiocine.

Nous avons montré qu’une fraction des RFé&esia la Novobiocine redémarrent la réplication
dans un mutardnaC2a température non permissive (Saifi and Ferat2R @l que cette fraction est
dépendante de CycC et de PriA (figure 23), Cedtadsisuggeérent que CycC est impliqué dans le
redémarrage des RF. Toutefois, le fait qu’un mutlegtCn’affecte pas le redémarrage des RF
dans une celluldnaC rend cette hypothése improbable. Nous proposoasiativement, que

l'activité du mutantdnaC2puisse étre compensée par la présence de larr@gcC.

[11-2) Modele
Le modéle que nous proposons est que Cygiamieipe pas dans le redémarrage des fourches

de réplication, ni dans le contrdle de l'initiatida la réplication. L’accumulation d’un grand nomabr
de coupures double brin dans un mutdaycCen réponse a la Norfloxacine, ne peut s’expliquer
dans ces conditions que par un plus grand nombceltigions entre la RF avec les adduits par
cellule.

Lorsque la fourche de réplication rentre ellision avec un adduit, le réplisome est disloqué
integralement. Nous proposons que CycC spécifieaatieité dans la cellule qui conduit a ralentir

les fourches de réplication lorsqu’il y un dommageniveau de I’ADN.
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Chez la levure, la protéine Rad53 est impoetaour stabiliser les fourches a I'arrét, raleletir
RF encore actives et bloquer les initiations tadige la réplication (Tercero and Diffley, 20019sL
fourches actives sont ralenties a fin de dimineaerdmbre de collisions des RF actives avec les RF
inactivées.

O’donnell et collaborateurs ont montré que lelymérases Il et IV, qui interviennent dans la
réparation des lésions au niveau de '’ADN et gat &xprimées aussi lors de la réponse SOS,
interagissent avec I'hélicase réplicative et réehiida vitesse de I'ouverture de la molécule d’ADN,
alors que la polymérase réplicative Pol Il stimeddte activité (Indiangt al.,2009). Il est proposé
gu’en cas dommage au niveau de I’ADN, la quan& ol 1l et Pol IV augmente dans la cellule et
la présence d’'une des deux polymérases au nivesgptisome ralentisse la progression de la
fourche de réplication, ceci afin de permettre légions causées sur 'ADN d’étre réparées avant
I'arrivé d’'une nouvelle fourche.

CycC pourrait bien spécifier cette activité thbsdlisation des fourches de réplication en
ralentissant celles qui sont encore actives.

Il est aussi possible que la protéine CycOragisse avec le complexe hélicase réplicative eCett
interaction pourrait conduire a un ralentissemenitattivité hélicase spécifiée par DnaB, en cas de
dommage de ’ADN. Ce ralentissement conduirait @ rd@uction de la fréquence de collision et
stabiliserait les RF actives sur la molécule d’ADNous proposons un modeéle dans le quel CycC

spécifie une activité qui maintient la processidé&ila réplication tout en ralentissant sa progoass

[11-3) Perspective
Si la protéine CycC participe dans la stahiien des fourches au cours de la réplication en
ralentissant leurs vitesses pour éviter quelleseanen collision, les une avec les autres, diser

intéressant de mesurer la vitesse de réplicatina das mutantdcycClorsque les fourches de
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réplications ont avorté. La prédiction est queftesches de réplication avancent moins rapidement
dans les cellulesycC par apport aux celluledcycC

Les phénotypes associés a un mufiagtCque nous avons obtenus sont observés aprés
avortement des fourches de réplications. Il a é&#gtré que les fourches de réplication peuvent
avorter méme dans des conditions ou la cellule pas stressée, telle que les collisions entre les
fourches de réplication et les bulles de transomgt(De septenvillet al.,2012). La protéine CycC
intervient-elle dans un cycle normal de croisséh&a tel est le cas alors, nous pouvons prédire une
co-localisation de CycC avec les fourches de réfitin dans des conditions normale de croissance.

Il serait intéressant de définir les partenaileycC. Cette protéine est trés acide, ce g nou
amener a exclure toute interaction directe entreQ0st I'ADN. Toutefois une interaction avec des
éléments du réplisome est possible. La protéin€CGyteragit-elle directement avec le complexe
DnaBC? Une expérience de double hybride devraitmége a cette question.

Nous avons montré que les gengsCethupAforment une cassette génétique, et que la délétion
descycCou dehupAdéstabilise le complexe ouvert. Cependant, le idomoitant montre un effet
inverse aux simples mutants, la stabilité du cormtauvert est plus importante dans le double
mutant que dans les deux simples mutants. Il Setariessant de vérifier si ces deux protéines
forment aussi une cassette fonctionnelle. Nousamayas pu restaurer le phénotype sauvage de
stabilité de I'origine de réplication en exprimé&hycC en trans. Si CycC et HupA forment une
cassette fonctionnelle, il se pourait que pourblélée phenotype sauvage de stabilité du complexe
ouvert, il faut exprimer la cassettgcC -hupAen trans.

Comme ca été cité dans I'introduction la proedHupA participe dans la formation du complexe
ouvert pendant l'initiation de la réplication. lest pas exclu que cette interaction fonctionnesitat
au niveau de l'initiation de la réplication. Uned¢ de la stabilité de complexe ouvert en présetce
en absence de ces deux protéines devrait nousreonhpte scycCethupAforment une cassette

fonctionnelle. Un teste de sensibilité de l'origaeréplication@riC) a la nucléase S1
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devrait répondre a la question du role fonctiomgetette cassette CycC-HupA au niveau de

I'initiation de la réplication.
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VI) Annexes:

1) Analyse par cytometrie

Les cellules sont traitées afin d’étre anadyau cytometre de flux (PASIII, Partec).
Typiquement, 2ml de chaque échantillon sont prél@té&entrifugés a 10000 rpm pendant 5
minutes. Le culot est lavé 2 fois avec 1ml de Tils pepris dans 200 ul de TE. Les échantillons
dont I'ADN doit étre analysé sont traités avec aakition de RNase (10 pg/ml) et d’lodure de
propidium (100ug/ml). Les échantillons sont analysés a raison0flec3600 cellules par seconde et
100000 cellules sont comptées. L’lodure de Propidést un agent intercalant de ’ADN
fluorescent (excitation 535 nm, fluorescence 630). nbes profiles de cytometrie sont analysés par

le logiciel FloMax (version 2.52)

2) Extraction d’ADN, préparation des sondeori/ter, quantification pas southern

Des échantillons de cellules (4 ml) ont dtdhgés dans une solution SDS (1,4%, final) et de
I'EDTA (2 mM, final) préchauffé a 65 ° C etincub la méme température pendant 6 minutes. Les
ADN ont été precipités par le refroidissement auglacependant 2 heures aprés 'addition de
0,6 volume d’isopropanol pur. Les échantillons ébét centrifugés, lavés deux fois avec de
I'éthanol 70% et séchdses culots ont été remis en suspension pendamuihdans 1 ml de SSC
(0,1 X), la protéinase K (100 pug / ml) a tempématambiante. Enfin, les ADN ont été extraits en
deux temps avec du phénol, précipités et remisassigrension dans 20 ul d'eau. Pour hybridation
avec la membrane, 'ADN est dénaturé en le chatffat©00°C avec une solution de soude 0,4M et
EDTA 10mM (finale), puis neutralisé avec acétatpdessium 2M pH7,0. L’ADN est placé dans
la glace jusqu'a son transfert sur membrane (N beHgl, Amersham). Les échantillons sont déposé

sur la membrane et le transfert s’effectue paraspgration sous vide ( Minifold DOT-BLOT). Les
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membranes ont été en suite séchées dans un f@dCgp@ndant 2h sous vide.

Un couple d'amorces a été congu pour amplédieégionoriC (5 '
TAATACGACTCACTATAGGGACCGTATAAGCTTG 3 'et 5'
GATATCACTCTTATCAG 3 ), qui a ensuite été cloné dda plasmide pGEM-T (Promega). La
régionter a été amplifié pas des amorces (5° CCAACAGAGCTCAMGGTAGTAACTATG et
5 TTTCACTCTAGAAGCGATTATTTATTC 3’), ces amorces caspondent a des séquences qui
sont de part et d'autre du gey®U. La séquencter a été clonée dans un plasmide Litmus 29.
1 pg du plasmide contenaniC a été linéarisé par Sac |, et 1 pg plasmide cantéer a
été linéarisé par EcoR I-HF. Les deux plasmidesthsoumis a une amplification linéaire pour 10
cycles avec ADN-polymérase Taq, dATP, dGTP et dG;2AmM, o P*> dCTP 0,83 mm (3000 Ci
/ mmol, Amersham Biosciences) et une amorce (5' CEGGGTTTTCCCAGTCACGAC 3
pouroriC, et (5’ AGCGGATAACAATTTCACACAGGAZ’) pour la régioner, ces amorces
correspondent a des séquences spécifique situédadséquence du vecteur immédiatement en
amont de l'insertion. Le produit d'amplificatiogt& purifié sur une colonne Sephadex G50.
L'hybridation avec des sondes a été réalisée cotéeré précédemment (Sambroetkal.,
1989). Les membranes ont été hybridées avec lasenpuis analysées par Strom
phosphorimager 850 (Molecular Dynamics) et I’ADMté& quantifié avec le programme
ImageQuant 5.2. Aprés révélation de la regamnla membrane subit une dés-hybridation de la
sondeter en la plongeant dans du SDS 0,1% en ébullition aeingluelques secondes. La

membrane est en suite ré-hybridé de nouveau awentieori et analysée avec ImageQuant 5.2.

3) Etude de la topologie des plasmides
Pour doser la modulation de la topologie’ BN due a I'absence de la protéine CycC, nous
avons analysé la distribution de topo-isomeéres darivé pBR, les pREP150, qui a été introduit

dans les souches WT etdeycC Les cellules transformées par pREP150 ont éti¥@es sur
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milieu LB a 37 °C jusqu'a une REIde 0,1 avant l'addition de la Novobiocine (0t 3 @g / ml)

et les cellules sont laissées pousser pendantrésauant |'extraction de plasmide

(Qiagen miniprep kit). Les plasmides ont été chauisy& un gel d'agarose a 0,9% et fait migré dans
un tampon TEP [Tris-HCI (pH 7,8) 36 mM, NaH2PO4r3M, EDTA 1 mM], complétée avec la
chloroquine (20 pg / ml). Le gel a été sous coupandant 6 heures a 1,5V /cm. Le gel a

été incubé dans le bromure d'éthidium (1 pug / ndljipendant 30 min et visualisés sous UV.
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Résumé :

Dans Escherichia coli la Dam Methyl Transferd@mMT) est responsable du transfert d’'un
groupement méthyle sur les adénosines situés audiodétranucléotide GATC; il s’agit donc
d’une activité post réplicative. Ainsi, apres lesgage de la fourche de réplication, le brin d’ADN
nouvellement synthétisé est non méthylé — ’ADNd#shémimethylé. L’ADN reste hémimethylé
pendent une breve période - de I'ordre de la reinuavant d’étre reméthylé par la DamMT.
L’hypothese de I'implication de la méthylation I#®DN dans le contréle général du programme
de maintenance de '’ADN repose essentiellementette observation, puisque 'ADN
hemimethyle — exception faite de I'origine de réalion et de la région promotrice du géeimaA—
est diagnostique du passage récent de la fourchéptieation. Cette hypothése, et le criblage
phylogénomique qui en a découlé a conduit a I'ifieation de plusieurs genes dont les produits
sont supposes étre impliqués dans la maintenanicais.

yjaGest I'un de ces génes. Il a été renonoyeCen raison des déreglements de la progression
du cycle cellulaire associés a un mutant nul dgeee. L'étude effectuée au cours de ma thése
S’attachera a expliquer I'état actuel de nos casaaices sur la protéine CycC et de son implication
dans le processus de réplication de 'ADN. Nosltasumontrent que la protéine CycC est
impliquée dans la processivité de la réplicatiosda’il y a un dommage au niveau de I'’ADN.
CycC spécifie une activité qui conduit a freinex feurches de réplication, afin de prévenir des
avortements des réplisomes. La surexpression d€ Gigrjue l'initiation de la réplication entre
'ouverture de la molécule d’ADN et le chargemeet'tiélicase réplicative. Nous proposons que
CycC interagisse avec le complexe réplicative lentd les fourches de réplication. Ce
ralentissement prévient de nouvelles collisionsdae les cellules sont dans des conditions de

stress-qui cause des arréts de la réplication.

Mots clés:initiation de la réplication, réactivation des folues, processivité de la réplication
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Sammury:

In Escherichia coli the Dam Methyl Transfer@amMT) is responsible for the transfer of a
methyl group on the adenosine located in tetramtide GATC, so this is a post-replicative
activity. Thus, after the passage of the replicafark, the newly synthesized DNA strand is
unmethylated - DNA is called hemimethylated. DNMens hemimethylated in a brief period -
about a minute - before being reméthylé by DamMfie iypothesis of the involvement of DNA
methylation in the general control of the mainteseprogram of the DNA is essentially on this
observation, since the hemimethylated DNA - extleptorigin of replication and the region dnaA
gene promoter - is diagnostic of the recent passhtiee replication fork. This assumption and
phylogenomics screening has led to the identificatf several genes whose protein are supposed

to be involved in the maintenance of DNA.

yjaG is one of these genes. It was renanyed; the cell cycle progression is deregulated with a
null mutant of this gene. The study in my thesi§ fecus on explaining the current state of our
knowledge of theycCprotein and its involvement in the process of Di¢flication. Our results
show that the CycC protein is involved in the pssrety of replication when there is damage into
the DNA. CycC specifies an activity that leadsltmsreplication forks to prevent abortions of
replisomes. CycC overexpression blocks the indrabf replication between the open complex of
the DNA atoriC and the loading of the replicative helicase. Wagppse that CycC interacts with
the replicative complex and slows replication forkkis slowdown replication prevents new

collisions when cells are under stress, causinicegjpn stops.

keywords: initiation of replication, forks reactivation, pregsivity of replication.
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