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« La vérité, c’est de chercher toujours la vérité. »

« La vérité est une illusion et l'illusion est une vérité. »
« Vérité dans un temps, erreur dans un autre. »
« La vérité peut attendre, elle y est habituée. »

« Ce sont rarement les réponses qui apportent la vérité, mais I’enchainement des
qguestions. »

« Ce qu'il y a de terrible quand on cherche la vérité, c'est qu'on la trouve. »
« Le moyen d'étre cru est de rendre la vérité incroyable. »

« Le doute est un hommage que I'on rend a la vérité. »



Remerciements

Je profite de ces quelques lignes pour remercier tous ceux qui m’ont accompagnée
ces cing derniéres années et sans qui ce manuscrit n’aura jamais pu étre réalisé.

Je tiens d’abord a remercier les différents membres de mon jury, merci M. Pasero et
M. Constantinou d’avoir accepter d’étre mes rapporteurs malgré vos emplois de temps
chargés. Merci a mes deux examinateurs, Mme. Prioleau et M. Rosselli qui ont suivi mon
travail de prés pendant toutes ces années et l'ont nourri avec leurs remarques et
commentaires. Je remercie enfin Pr. Devaux pour avoir accepter de présider cette thése.

Je tiens a remercier M. Olivier Brison, j’aurai jamais pu accomplir ce travail sans vous,
merci de m’avoir fait confiance, merci pour votre disponibilité et votre soutien quotidien,
pour votre patience, je sais que cela n’a pas été toujours facile et que je suis loin d’étre
I’étudiante parfaite, maintenant, vous allez avoir votre retraite pour vous en remettre ©
merci encore pour |'aide pour la rédaction de ce manuscrit.

Je tiens a remercier Mme. Michelle Debatisse, merci de m’avoir permis d’effectuer
ma these dans un environnement scientifique de trés grande qualité, merci pour votre
disponibilité et pour l'intérét assidu que vous avez manifesté pour mon travail. Je me
souviens encore du premier cours que j'ai eu avec vous a I'lUPMC, le soir méme je vous ai
pubmedé et googlé et j'ai espéré pouvoir travailler un jour dans votre laboratoire.

Je tiens a exprimer ma reconnaissance a Michelle et Olivier qui m’ont soutenue dans
mes différentes demandes de bourses pour que je puisse rester au laboratoire pour ma
thése ainsi que pour la quatriéme année.

Merci a Mme. Anne-Marie Lachages pour tout le travail fourni et dont les fruits sont
visibles dans ce manuscrit, merci pour tout Anna-Maria! Merci d’étre toujours a I'écoute, de
savoir toujours trouver les mots qui réconfortent et qui motivent, merci d’avoir toujours rit a
mes blagues pourries! Et répondre a mes questions bizarres, je continuerai a t'en envoyer
par mail.

Merci a Mme. Sandra Carignon (Sandrou) quoi te dire... merci d’avoir toujours été la
pour moi, pour ton soutien, je savais que je pouvais toujours compter sur toi. Sandrouuu je
veux des JEFF !!

Merci a Mme. Anne Letessier, merci pour toutes nos discussions, nos fou-rires, et les
moments agréables que nous avons partagés ensemble.

Merci a Mlle. Marion Blin, merci de m’avoir supporté dans mes moments les plus
extrémes ;) c’est toi la prochaine. Bon courage pour la derniére ligne droite.

Merci a Benoit Le Tallec, je penserai a toi a chaque fois que j’écouterai let it be et elle
est d’ailleurs et plein d’autres. Et non j’ai plus besoin de la hotte !!

Merci a Stéphane Koundrioukoff, que jai connu comme professeur avant de le
connaitre comme collégue de travail.

Merci a Mme. Marie-France Lavigne. Merci pour tout ce que tu as fait pour moi,
merci d’avoir été la pendant les moments difficiles pour me faire sourire comme tu sais tres
bien le faire.



Merci a toute l'unité UMR3244, travailler parmi vous c’était un plaisir. Merci Karina,
Marina, Anne G, Sara, Eléonore, Julien, Rachida, Mylene, Win-Yan, Nicolas, Raphaélle...

Merci a Thérése Wilhelm (Rése), tu sais bien que tu étais beaucoup plus qu’une
simple collegue. Merci pour tous ces moments partagés au laboratoire et en dehors du
laboratoire, pour ton amitié, tes conseils, ton soutien... inutile de te dire a quel point tu m’as
manquée.

Merci a Hervé Técher (Jijou), c’était un plaisir de partager le bureau avec toi, merci
pour tous les moments agréables et les discussions scientifiques et non scientifiques que
nous avons eu.. Shou !! ©

Merci a Pr. Claude Thermes et M. Chunlog Chen ainsi que toute I'équipe pour notre
collaboration.

Merci a Dr. Bernard Dutrillaux de m’avoir consacré un peu de son temps et de son
expertise pour analyser mes expériences.

Merci aux membres de la plateforme de cytométrie, merci Zosia, Annick et Sophie.

Merci Papa, Merci Maman, Merci Ahlam, Aline, Amal, mon trés cher petit frére
Milad. Merci a mes neveux et niéces, a mes deux petits Christina et Nicolas qui ont toujours
su me faire rire dans les moments les plus durs. Merci a mon beau-frere Elie. Merci pour
votre amour et votre présence.

Merci a Yasmine Rattel, un grand merci pour ton amitié, ton soutien et ta présence.
Merci a Elie Abdo (Lalous) et Paul Sawan (Boulos). On est riche que de ses amis ©

Merci a Denise Abboud (Dandoun) loin de mes yeux mais proche de mon coeur, merci
d’étre toi-méme. Une source d’enthousiasme et d’énergie. J'attends de voir ton manuscrit
bientot.

Merci a Sarah Ayad avec qui j'ai partagé les meilleurs moments parisiens. A bient6t
dans le pays des céedres.

Merci a Gérard Chalhoub, merci de faire partie de ma vie.



Résumeé

Les Sites Fragiles Communs (SFC) sont des loci incluant des grands genes ou des
cassures chromosomiques apparaissent chez des cellules soumises a un stress réplicatif. Il
est couramment admis que ces sites sont des régions dont la réplication n’est pas terminée
lorsque les cellules entrent en mitose mais le mécanisme sous-jacent restait mal compris.
Notre laboratoire a montré par la technique du peignage moléculaire que l'instabilité du site
FRA3B chez les lymphocytes est due a la présence d’une grande région pauvre en origines de
réplication actives (coeur) dont la réplication ne peut pas se terminer en cas de stress
réplicatif. Dans le but de généraliser ces conclusions, j'ai étudié par la technique de « Répli-
Seq», le timing de réplication a I'échelle du génome entier chez des cellules
lymphoblastoides humaines traitées ou non a l'aphidicoline. Les résultats confirment
clairement que les SFC connus dans ce type cellulaire correspondent a des régions incluant
un grand gene et qui sont déficitaires en réplication sous un stress réplicatif.

D’autre part, j’ai montré que retarder I'entrée des cellules en mitose par I'utilisation
du RO-3306, un inhibiteur de CDK1, abolit complétement la fragilité des SFC induite par
I'aphidicoline chez des lymphocytes et des fibroblastes humains. De plus, j’ai montré que
cette suppression des cassures au niveau de FRA3B et FRA16D chez les lymphocytes et de
FRAI1L chez les fibroblastes ne s’accompagne pas d’une diminution de la transcription de
FHIT, WWOX et NEGR1, les trois grands génes contenus respectivement dans ces trois SFC.
Par ailleurs, j’ai corrélé I'expression des génes FHIT, WWOX, NEGR1 et LSAMP a la fragilité
des sites FRA3B, FRA16D, FRA1L et FRA3L dans 7 lignées de fibroblastes et 7 lignées de
lymphocytes. J'ai aussi mis en évidence une expression atypique de ces génes dans certaines
de ces lignées et montré que cette expression atypique s’accompagne d’une fragilité
atypique du SFC correspondant. Cependant, j’ai montré que l'inhibition de la transcription
par deux inhibiteurs différents, le triptolide et I'a-amanitine, ne diminue pas la fragilité
induite par I'aphidicoline. Je propose un modeéle pour expliquer ces résultats apparemment
contradictoires.

Enfin, j’ai corrélé la disparition des cassures au niveau de FRA3B dans les cellules
traitées a I'aphidicoline et au RO-3306 a une augmentation des événements d’initiation dans
la région coeur. J’ai montré que 'inhibition de CDK1 par le RO-3306 permet I'accumulation a
la chromatine des facteurs CDC6, CDT1, ORC1 et MCM7 dans les cellules bloguées en phase
G2 et que I'accumulation de CDT1 et de CDC6 est indispensable a la diminution de la fragilité
sous RO-3306. Je propose un modele permettant de rendre compte de ces observations qui
postule I'existence d’origines de réplication latentes partiellement chargées en complexes de
pré-réplication.
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Introduction

l. Les sites fragiles communs

1. Définition et généralités

Les sites fragiles communs (SFC) sont des loci présentant des cassures récurrentes
visibles au niveau des chromosomes métaphasiques dans des conditions ou la réplication de
I’ADN est perturbée (stress réplicatif). lls sont présents chez tous les individus, d’ou leur
nom. L’aphidicoline, un inhibiteur des ADN polymérases réplicatives (a, 6 et €), est 'agent le
plus largement utilisé pour induire des cassures au niveau des SFC. Les SFC se caractérisent
par une réplication tardive au cours du cycle cellulaire. lls sont conservés chez plusieurs
espéces ce qui suggere un role biologique. Il a été montré que ces sites constituent des
points préférentiels de recombinaison homologue, d’échanges entre chromatides sceurs,
d’intégration d’ADN exogéne ainsi que de réarrangements chromosomiques dans les cancers
tels que les délétions, les amplifications et les translocations. Ces sites ont été, pour des
raisons historiques, d’abord caractérisés par des cytogénéticiens dans les lymphocytes
humains. Actuellement, chez ’lhomme, les SFC sont cartographiés chez les lymphocytes, les
fibroblastes, les cellules épithéliales du colon et du sein et dans les cellules érythroides. Les
différentes cartes des SFC montrent qu’ils sont spécifiques de tissu et ne présentent pas tous
la méme fréquence de cassures. On distingue ainsi des SFC majeurs présentant une
fréquence de cassures élevée et d’autres, mineurs, qui cassent moins fréquemment. Les SFC
sont associés de facon significative a des grands génes (>300 kb). Parmi ceux-ci on trouve
des génes oncosuppresseurs. C'est le cas de FRA3B et FRA16D, les deux SFC majeurs dans les
lymphocytes qui contiennent respectivement les deux grands genes FHIT (1,5 Mb) et WWOX
(1,1 Mb). Trois principaux modeles ont été proposés pour expliqguer le mécanisme

responsable de la fragilité des SFC.

2. Les SFC sont conservés au cours de I’évolution

Les SFC sont conservés au cours de I"évolution chez les mammiféeres. Des orthologues

des SFC humains ont été trouvés chez d’autres primates (Durkin and Glover, 2007), ainsi que

13



chez le chat, le chien, le porc, le cheval, le beeuf, le rat et la souris (Elder and Robinson,
1989). Cette derniere espece a été la plus étudiée en dehors de ’lhomme. En effet, huit SFC
ont été identifiés chez les lymphocytes de souris et sont des orthologues de sites humains :
Fral14A2 (FRA3B) (Glover et al.,, 1998), Fra8E1 (FRA16D) (Krummel et al., 2002), Fra6C1
(FRA4F) (Rozier et al., 2004), Fra12C1 (FRA7K), Fra2D (FRA2G), Fra6A3 (FRA7G), Fra6B1
(FRA7H), Fra4C2 (FRASE) (Helmrich et al.,, 2006). Cette conservation concerne aussi les
grands genes hébergés par les SFC. Il semble probable que la conservation des SFC soit la
conséquence de la conservation des grands génes qu’ils renferment. C'est le cas des genes
Fhit et Wwox murins. Par ailleurs, il a été montré que, chez S. cerevisae, des cassures
bicaténaires se produisent de facon récurrente au niveau de régions spécifiques qui ont été
appelé replication slow zones, et certains auteurs ont suggéré que ces zones soient des
analogues des SFC. La conservation des SFC suggere un rble biologique et une fonction
commune a ces sites. Il a d’abord été suggéré que ces régions étaient conservées pour
favoriser la recombinaison homologue (Glover and Stein, 1987). Plus récemment, il a été
proposé par notre laboratoire que la réplication des SFC constitue un signal qui marque la fin
de la phase S et le passage en mitose (Debatisse et al., 2006). En effet, les SFC sont les
derniéres régions a étre répliquées dans le génome. Ce point sera développé dans le

prochain paragraphe.

3. Les SFC ont une réplication tardive

En 1998, Le Beau et coll. ont proposé pour la premiere fois un lien entre réplication
tardive et fragilité. En étudiant le programme temporel (timing ; voir 1I-5) de réplication de
FRA3B dans des lymphocytes humains par la technique de FISH, ces auteurs ont montré que
ce site est répliqué tardivement pendant la phase S et que sa réplication est encore retardée
sous aphidicoline. Ils ont trouvé que 16,5% des sites FRA3B n’ont pas achevé leur réplication
dans les cellules en phase G2 en présence d’aphidicoline (Le Beau et al., 1998). Un an plus
tard, Wang et coll. ont montré que les deux alleles de FHIT dans les lymphocytes humains
n’ont pas le méme timing de réplication et que I'alléle le plus tardif est I'allele le plus fragile
(Wang et al., 1999). De méme, il a été montré que le timing de réplication de FRA7H est
spécifique pour chaque alléle et qu’un traitement a I'aphidicoline retarde la complétion de la
réplication de cette région par rapport a des régions de référence (Hellman et al., 2000). Plus

tard, I'étude du timing de réplication de WWOX par PCR semi-quantitative sur des cellules
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triées selon différentes phases du cycle cellulaire (Palakodeti et al., 2004) a montré que
FRA16D présente aussi une réplication tardive dans des lymphocytes humains. Une étude
réalisée dans notre laboratoire a généralisé le caractere tardif de la réplication des SFC (El
Achkar et al., 2005). Dans cette étude, il a été montré que la condensation précoce de ’ADN
dans des cellules en phase G2, induite par un traitement a la calyculine A, révele des
cassures au niveau des SFC. La calyculine A est un inhibiteur spécifique des phosphatases a
sérine-thréonine qui induit la condensation prématurée des chromosomes a tous les stades
du cycle. Plus récemment, des données obtenues par la technique de Repli-Seq, qui permet
I’étude pan-génomique du timing de réplication, ont mis en évidence le timing de réplication
tardif des SFC d’une facon globale (Hansen et al., 2010). Les cassures au niveau des SFC ont
donc été attribuées a une entrée des cellules en mitose alors que la réplication de ces sites
n’est pas achevée.

Dans une étude récente, Barlow et coll. (Barlow et al., 2013), ont décrit une nouvelle
catégorie de sites fragiles, les Early Replicating Fragile Sites (ERFS) qui contrairement aux SFC
se répliguent précocement. Ces sites ont été identifiés par immunoprécipitation de la
chromatine comme des régions enrichies en protéine RPA chez des lymphocytes B murins
bloqués en début de S par des doses élevées d’hydroxyurée. La protéine RPA recouvre I’ADN
monocaténaire au niveau des fourches de réplication. Ces ERFs présentent des cassures au
niveau des chromosomes métaphasiques apres traitement des cellules par I'hydroxyurée
suivi d’une reprise du cycle cellulaire consécutif au retrait de la drogue. Ces cassures ne sont
pas localisées au niveau des SFC. Les ERFS sont préférentiellement localisés dans des régions
riches en genes fortement transcrits. Enfin, les auteurs rapportent que plus de 50% des
amplifications et délétions identifiées chez des patients ayant un lymphome diffu a grandes
cellules B par Lenz et coll. (Lenz et al., 2008) se produisent au niveau des ERFS. Dans I'étude
de Barlow et coll. Iinstabilité des ERFS a été attribuée a des conflits entre la machinerie de

transcription et les fourches de réplication au niveau de ces sites.

4. Les SFC sont spécifiques de tissu

Pendant longtemps il a été implicitement admis que les SFC caractérisés chez les
lymphocytes humains étaient universels, c’est-a-dire présents chez tous les types cellulaires.
Récemment notre laboratoire a montré que FRA3B et FRA16D, les deux sites majeurs des

lymphocytes sont peu ou pas fragiles dans les fibroblastes. Ceci suggérait que les SFC étaient
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spécifiques de tissu et que leur position dépendait de caractéres épigénétiques (Letessier et
al.,, 2011). Des analyses plus exhaustives portant sur une lignée de fibroblastes humains
(MRC5) (Le Tallec et al., 2011), trois lignées de cellules épithéliales de cancer du colon
(HCT116, LoVo, LS174T), deux lignées de cellules épithéliales normales (MCF10A) ou
tumorales de sein (CAL51) et une lignée de cellules érythroides (K562) (Le Tallec et al., 2013)
ont été réalisées. Elles ont montré que deux types cellulaires différents partagent moins de
20% de leurs SFC et que, méme si un SFC est partagé entre deux types cellulaires, sa
fréquence de cassures n’est pas la méme entre les deux types. Néanmoins, ces études ont
aussi montré que I'ensemble des SFC caractérisés correspond seulement a environ 50 loci
différents susceptibles de devenir des SFC cassant avec une fréquence supérieure a 1% dans
un de ces différents types cellulaires. Ces résultats indiquent qu’il existe un ensemble de
régions chromosomiques qui peuvent devenir des SFC dans un type cellulaire donné selon le
contexte épigénétique. Ceci souléve la question de l'existence d'une (ou plusieurs)
caractéristique(s) commune(s) a ces loci qui les prédisposent a devenir fragiles. Ces résultats
soulévent aussi la question de I'existence et de la localisation de SFC dans les cellules
souches embryonnaires ainsi que de leur devenir au cours de la différenciation cellulaire.

Cette intéressante question n’a pas été documentée a ce jour.

5. Les SFC renferment des grands génes

Il avait été remarqué que les SFC étaient fréquemment associés a des grands genes
couvrant plusieurs centaines de kb (Helmrich et al., 2006). Cette observation a été confirmée
et généralisée dans notre laboratoire (Le Tallec et al., 2013). En effet, il a été montré que 80
a 100% des SFC humains et 100% des SFC murins hébergent un grand gene (>300 kb).
Sachant que la taille moyenne des génes humains est de 20 kb environ, les génes de plus de
300 kb ont donc une taille plus de 15 fois supérieure a la moyenne. Ces grands génes ne
représentent que 3% du génome humain. Etant donné que la carte des genes annotés dans
le génome humain varie constamment du fait de la découverte de nouvelles unités de
transcription, il est tout a fait possible qu’une partie des SFC (voire tous) non encore associés
a des grands génes ne le devienne ultérieurement. Une question essentielle reste pour

I'instant sans réponse : quelle est la base de cette association?
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6. Les SFC sont impliqués dans le cancer et d’autres maladies

L’instabilité génétique constitue une caractéristique bien établie des cellules tumorales.
Néanmoins, nous pouvons distinguer plusieurs catégories d’instabilité génétique chez ces
cellules. La forme Ila plus répandue dans les cancers humains est ['instabilité
chromosomique. Elle se manifeste par des délétions ou des amplifications de trés grande
taille (de quelques centaines de kb a plusieurs Mb) initiées par des cassures bicaténaires et
est trés majoritaire dans les cancers sporadiques. D’autres formes d’instabilité se traduisent
par I'accumulation de mutations ponctuelles ou de microdélétions et de microduplications.
La forme la mieux documentée de cette derniere est l'instabilité des microsatellites. Ces
types d’instabilité sont fréquents parmi les cancers héréditaires. lls sont dus a la
transmission génétique d’'une copie défectueuse d'un des genes impliqués dans la
réparation de I’ADN par excision de bases ou de nucléotides ou dans la réparation des
mésappariements de bases.

De nombreuses études montrent que les SFC sont des régions préférentielles de
réarrangements chromosomiques dans toute une panoplie de cancers: cancers de
I'cesophage (Fang et al.,, 2000), cancers gastriques (Lee et al.,, 2001), cancers des voies
aérodigestives supérieures (Virgilio et al., 1996), cancers des poumons (Sozzi et al., 1996),
lymphomes (Kameoka et al.,, 2004), cancers du sein (Negrini et al., 1996), cancers
pancréatiques (Shridhar et al., 1996), cancers rénaux (Ohta et al., 1996). Ces réarrangements
correspondent majoritairement a des délétions et entrainent souvent I'inactivation du géne
qui se trouve au sein des SFC. De plus, notre laboratoire a montré que les SFC sont des sites
préférentiels de cassures au cours de I'amplification chromosomique par des cycles de
cassure-fusion-pont (Coquelle et al., 1997). Par exemple, I'oncogene CMYC humain est
localisé entre deux sites fragiles (FRA8C et FRA8D) et est amplifié dans de nombreux de
cancers (Ferber et al., 2004; Ferber et al., 2003). Les SFC sont aussi des sites préférentiels
d’intégration de I'ADN de virus qui sont impliqués dans le développement de certains
cancers. C’est le cas du papillomavirus HPV16 dont on trouve I’ADN intégré au niveau de SFC
dans plus de 50% des cas de cancers du col de I'utérus (Thorland et al., 2003).

Une relation supplémentaire entre SFC et cancer vient du fait qu’il a été rapporté que
plusieurs grands génes inclus dans des SFC avaient des propriétés de genes
oncosuppresseurs (Drusco et al., 2011). C'est notamment le cas des genes FHIT et WWOX

hébergés par les sites FRA3B et FRA16D. Ces deux grands genes ont été les plus étudiés et
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leur caractere oncosuppresseur a été discuté par certains auteurs (Bignell et al., 2010). Ces
génes sont effectivement fréquemment altérés dans plusieurs types de cancers. Cependant
il n"est pas actuellement clairement établi si c’est une simple conséquence de l'instabilité
des SFC ou si leur inactivation a activement participé a la progression tumorale.

Il faut noter que toutes les études portant sur l'implication des SFC dans les
réarrangements chromosomiques associés aux cancers ne prenaient en compte que les SFC
cartographiés dans les lymphocytes. Or nous savons aujourd’hui que d’autres SFC existent
dans d’autres types cellulaires et les tumeurs les plus prévalentes chez ’lhomme sont des
carcinomes (sein, colon, prostate) qui dérivent de cellules épithéliales. Il faudrait donc
reprendre ces études en tenant compte des SFC qui sont fragiles dans le tissu d’origine de
chaque type de tumeur. Ainsi, en reprenant les données de deux études récentes
(Beroukhim et al., 2010; Bignell et al., 2010) portant sur les délétions récurrentes
cartographiées dans les tumeurs humaines et dans des lignées cancéreuses et en incluant les
SFC nouvellement caractérisés dans notre laboratoire, nous avons constaté que certaines
régions préférentiellement délétées et pour lesquelles les auteurs n’avaient pas
d’explication correspondaient en fait a ces nouveaux SFC (Le Tallec et al., 2013).

Dans I'étude de Bignell et coll.,, des régions préférentielles de délétions ont été
identifiées dans 746 lignées cancéreuses (Bignell et al., 2010). Ces régions ont été classées
selon qu’elles correspondent a des SFC connus au moment de I'étude, a des geénes
oncosuppresseurs ou a des régions connues pour étre réarrangées dans les lymphocytes afin
d’assurer la diversité du systéeme immunitaire. Cependant, 82% de ces régions restaient
« inexpliquées » parce qu’elles ne correspondaient a aucune de ces trois catégories. Dans
cette étude, des signatures ont été attribuées a ces régions selon la proportion de délétions
de grande taille, de taille réduite hémizygote ou homozygote. Les auteurs notaient que la
majorité des régions de délétions « inexpliquées » présentaient une signature comparable a
celle des régions correspondant a des SFC.

Beroukhim et coll. ont étudié en majorité des échantillons tumoraux provenant de tissus
cancéreux de patients (Beroukhim et al., 2010). Ces auteurs ont identifié 82 régions de
délétions localisées. lls ont constaté que, parmi les 73 régions ne correspondant pas a un
géne oncosuppresseur connu, un tiers était localisé au niveau d’un grand géne (>750 kb). En

analysant ces mémes données, d’autres auteurs ont souligné que 8 des 10 régions de
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délétions les plus fréquemment trouvées correspondaient a des grands génes et que tous
ces génes, sauf un, étaient maintenant associés a un SFC (Dereli-Oz et al., 2011).

Dans ces deux études, 70-80% des régions de délétions restaient inexpliquées. La
caractérisation moléculaire de 15 SFC supplémentaires dans notre laboratoire a permis
d’expliquer 10% de ces délétions (Le Tallec et al., 2013). C’est le cas des deux SFC majeurs
des fibroblastes FRAIL (NEGR1) et FRA3L (LSAMP) et de FRA20B (MACROD2), un SFC fragile
dans les cellules épithéliales. La caractérisation moléculaire de nouveaux SFC dans un grand
nombre d’autres types cellulaires permettrait certainement d’expliquer un nombre
supplémentaire de délétions, mais ceci nécessiterait une énorme quantité de travail et serait
tres difficile a mettre en ceuvre pour des cellules qu’on ne peut pas cultiver in vitro. Pour
contourner le probléme, Benoit Le Tallec dans notre laboratoire a émis I’hypothése
suivante : puisque la trés grande majorité des SFC connus correspondent a des grands genes,
les régions de délétions inexpliquées devraient aussi majoritairement correspondre a des
grands genes si elles correspondent a des SFC non encore cartographiés. Il a pu montrer que
plus de 50% des délétions mises en évidence dans les deux études sont effectivement
associées a des grands génes.

Les délétions homozygotes qu’on trouve fréguemment au niveau des geénes
oncosuppresseurs sont tres majoritairement constituées d’au moins une grande délétion (>1
Mb) affectant un des deux alleéles ou de deux grandes délétions inactivant les deux alléles.
Dans le premier cas, le second alléle est inactivé par une délétion de petite taille (<1 Mb) ou
par mutation. Ces événements ont fourni un avantage prolifératif a la cellule porteuse et ont
été sélectionnés au cours de la progression tumorale. Logiquement, on trouve trés peu de
délétions hémizygotes au niveau de ces genes. Au niveau des sites fragiles connus ou
supposés (présence d’un grand géne), la proportion des différents types de délétion est tres
différente. La présence d’au moins une grande délétion n’est trouvée que dans moins d’un
tiers des cas. Vingt-cing a 30% des cas présentent deux petites délétions homozygotes et le
reste (souvent plus de 50% des cas) présente une petite délétion hémizygote. Dans cette
derniere situation, on comprend difficilement comment ceci a pu conférer un avantage
sélectif a la cellule. De plus, il faut noter que le nombre de grands génes associés a des SFC
pour lesquels des propriétés oncosuppressives ont été rapportées est trés faible. On est
donc amené a se demander pourquoi les SFC sont fréquemment affectés par des délétions

dans les cellules tumorales. Les mutations au niveau des genes oncosuppresseurs ou des
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oncogenes sont des mutations initiatrices qui offrent un avantage sélectif a la cellule. Par
contre, les délétions au niveau des SFC et des grands genes qu’ils renferment seraient plutot
des altérations fréquentes mais passives, traduisant une instabilité de ces régions dans les
cellules tumorales et qui sont conservées du fait de la nature clonale des tumeurs (Dereli-Oz
et al., 2011). Le modele de stress réplicatif induit par les oncogénes propose une explication
a I'accumulation de ces délétions (Negrini et al., 2010). Dans ce modele, 'activation d’un
oncogene induit une prolifération incontrolée et un stress réplicatif. Les SFC étant
particulierement sensibles a ce type de stress, ils seraient plus fréquemment touchés que
d’autres régions du génome. Le stress réplicatif induirait donc l'instabilité génétique, une
propriété commune a toutes les cellules cancéreuses (Figure 1).
Activation

d’'un Normal
oncogene

'

Prolifération

aberrante
* ATM
st > 053 > Apoptose
Stress Sénescence
réplicatif T -|-
+ Cassures
bicaténaires Instabilité génétique

(SFC + Instabilité chromosomique)

|

Mutations supplémentaires
favorisant le
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Cancer

_b-
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Figure 1: Modéle de stress réplicatif induit par |'activation d’un oncogéne. L’activation d'un oncogéne
conduit & une prolifération aberrante et & un stress réplicatif endogéne. Deux scénarios sont possibles: 1) le point
de contrle desdommagesal’ADN (ATR, ATM) est activé ce qui active lavoie p53 et conduit al’ apoptose; 2)
le stress réplicatif conduit & I’ instabilité génétique au niveau des SFC notamment ; la cellule échappe ainsi au
point de contrble, continue & cycler et accumule des mutations qui favorisent son développement tumordl.
Adapté de (Halazonetis et d ., 2008).
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Comment I'activation d’un oncogene peut engendrer un stress réplicatif ? Deux types
de mécanismes ont été proposés. L’activation d’'un oncogéne conduit a une phosphorylation
de la protéine Rb en absence de stimulus mitogene externe et a une activation du facteur de
transcription E2F, provoquant un passage forcé des cellules en phase S. Ceci se produirait
sans que la cellule n‘ait eu le temps d’accumuler suffisamment de précurseurs
nucléotidiques et créerait un stress réplicatif endogéne. Le stress réplicatif pourrait aussi
résulter d’'un chargement et/ou d’un déclenchement perturbé des origines de réplication. Le
chargement des origines en complexe de pré-réplication (pré-RC) a normalement lieu
uniguement en phase G1 quand les Kinases Dépendantes des Cyclines (CDK) ne sont pas
actives. L'activation des origines durant la phase S nécessite des CDK actives. Les oncogéenes
et les génes oncosuppresseurs controlent I'activité des CDK et pourraient ainsi perturber le
chargement et le déclenchement des origines (Macheret and Halazonetis, 2015).

L'implication des SFC dans d’autres maladies que le cancer a aussi été avancée. C'est
le cas du site FRA6E qui héberge le grand gene PARK2. Des délétions hétérozygotes et
homozygotes au niveau de PARK2 ont été mises en évidence dans la forme autosomale
récessive juvénile de la maladie de Parkinson (Denison et al., 2003). Le géne NBEA inclus

dans le site FRA13A a été impliqué dans certaines formes d’autisme (Savelyeva et al., 2006).

7. Trois modeéles pour expliquer le mécanisme de I'instabilité des SFC

Le mécanisme responsable de fragilité des SFC fait I'objet d’un intense débat dans la
communauté scientifique. A ce jour, trois modeles ont été proposés. Le plus ancien attribue
la fragilité des SFC a des séquences particuliéres riches en AT et qui auraient tendance a
former des structures secondaires et a bloquer les fourches de réplication (Durkin and
Glover, 2007). Dans le deuxieme modele, les SFC sont des régions dont la réplication se
termine trés tardivement (fin de S-G2) et qui présentent une zone tres pauvre en initiations
de la réplication (Letessier et al., 2011). Dans le troisieme modéle, la fragilité des SFC résulte
de collisions entre les fourches de réplication et les complexes de transcription qui

parcourent les grands génes hébergés (Helmrich et al., 2011).
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7.1. Tout est dans la séquence

D’aprés ce modele, la fragilité des SFC serait due aux caractéristiques intrinséques de
leurs séquences qui favoriseraient le blocage des fourches de réplication dans des conditions

de stress réplicatif (Durkin and Glover, 2007) (Figure2).
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Figure 2: Modéle expliquant le mécanisme d’instabilité des sites fragiles communs. D’ aprés ce modéle, la
fragilité des SFC résulte de structures secondaires formées aprés accumulation d ADN monocaténaire au niveau
d’une fourche de réplication bloguée. La protéine RPA se fixe au niveau de |’ ADN monocaténaire, ce qui recrute
les facteurs de la réponse aux dommages (CHK1, ATR). L’ activation de ce point de contrdle active les voies de
réparation (RAD5S1, Ligase 1V, DNA PKcs). Si la réparation ne se fait pas, ceci engendrera des cassures mono-
ou bicaténaires au niveau des SFC. Adapté de (Durkin and Glover, 2007).

Les auteurs qui ont proposé ce modeéle se sont basés sur plusieurs observations : 1)
les séquences de certains SFC sont riches en AT. C’'est le cas de FRA3B (Boldog et al., 1997),
FRA7H (Mishmar et al., 1998), FRA16D (Ried et al., 2000), FRAXB (Arlt et al., 2002). Ces
séquences auraient la capacité de former des structures secondaires (structure en tige-
boucle ou en cruciforme) qui bloqueraient la progression des fourches de réplication. 2) les

mesures d’angles de torsion des séquences d’ADN au niveau de certains SFC montrent que
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leur flexibilité est élevée par rapport a des séquences contrbles non fragiles. C'est le cas pour
FRA2G (Limongi et al., 2003), FRA3B (Mimori et al., 1999), FRAXB (Arlt et al., 2002), FRA7H
(Mishmar et al., 1998), FRA8C (Ferber et al.,, 2004), et FRA16D (Ried et al., 2000). 3) la
délétion dans deux lignées tumorales d’une région de 500 kb incluant les séquences riches
en AT supprime la fragilité du site FRAXB (Arlt et al., 2002). A I'appui a ce modeéle, il a été
rapporté que l'intégration ectopique d’une partie de la séquence de FRA3B s’accompagne
d’une augmentation de la fragilité de la région d’insertion (Ragland et al., 2008). D'autres
auteurs ont affirmé que le nombre de fourches bloquées au niveau des séquences riches en
AT de FRA16C (Ozeri-Galai et al., 2011) ou de FRA16D (Zhang and Freudenreich, 2007)
augmente sous stress réplicatif.

Cependant des arguments ont été avancés contre ce modéle. En effet, d’autres
études n‘ont pas pu mettre en évidence une aptitude particuliére des séquences riches en
AT des SFC a former des structures secondaires par rapport a celle de régions non fragiles
ayant la méme composition en bases (Helmrich et al., 2006). De plus, il a été montré que la
délétion des séquences riches en AT a flexibilité élevée de FRA3B (Corbin et al., 2002) ou de
FRA16D (Finnis et al., 2005) ne diminue pas leur fragilité. L'étude de la dynamique de
réplication au niveau de FRA3B (Letessier et al., 2011) ou de FRA6E (Palumbo et al., 2010)
n‘a pas pu mettre en évidence un blocage des fourches significativement plus élevé au
niveau de ces sites. Enfin, la spécificité de tissu des sites fragiles plaide d’une facon évidente

contre le fait que la fragilité soit dictée par la séquence de I’ADN.

7.2. Complétion tardive de la réplication

Ce deuxieme modele a été proposé par notre laboratoire apres étude de la
dynamique de réplication au niveau de FRA3B par la technique du peignage moléculaire
couplé a la technique du FISH dans des cellules lymphoblastoides et des fibroblastes
humains (Letessier et al., 2011). FRA3B est le SFC majeur chez les lymphocytes mais il n’est
pas fragile chez les fibroblastes. Ce site inclut le grand gene FHIT dans lequel se trouve la
région la plus fragile du site. Les différents parametres de la dynamique de réplication
(vitesse de réplication, cartographie des événements d’initiation et de terminaison, blocage
des fourches) ont été étudiés dans ces deux types cellulaires dans des conditions normales
de culture et dans des conditions de stress réplicatif. Les résultats obtenus montrent que la

vitesse de réplication au niveau de FHIT est la méme qu’au niveau du reste du génome et
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qgu’il n'y a pas plus de fourches bloquées au niveau de FHIT que par rapport au reste du
génome sous stress réplicatif. Ces résultats ne sont pas en accord avec le premier modéle
présenté ci-dessus qui prédit des ralentissements et/ou des blocages de fourches au niveau

de la région fragile.
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Figure 3: Représentation schématique de la dynamique de réplication de la région coaur de FRA3B chez
les lymphocytes et les fibr oblastes. La région coeur est délimitée par les barres orange verticales. A gauche sont
indiquées les phases du cycle cellulaire avec la phase S divisée en quatre fractions. A droite sont mentionnées les
conditions de culture des cellules, avec ou sans stress réplicatif. Chez les lymphocytes, la région coeur est
répliguée par des fourches de réplication provenant des régions flanquantes qui ne se rejoignent qu'en G2. En
présence d aphidicoline, les fourches convergentes ne se rejoignent pas et la région reste non répliquée. Dans le
cas des fibroblastes, le coaur présente une densité normale en événements d'initiation de la réplication qui se
déclenchent pendant la deuxiéme moitié de la phase S. En présence d'aphidicoline, la densité des événements
d’initiation dans le caeur augmente en réponse au ral entissement des fourches. Adapté de (Debatisse et al., 2012).

La carte des événements d’initiation et de terminaison montre que, chez les
lymphocytes, le géne FHIT possede une région coeur de 700 kb trés pauvre en événements
d’initiation et qui est répliquée grace a des fourches progressant a partir des deux régions
flanquantes. Ce n’est pas le cas chez les fibroblastes ou la région cceur n’existe pas et ol une
densité normale d’événements initiation a pu étre mise en évidence tout le long du géne. En
conditions de stress réplicatif, les événements de terminaison sont exclus de la région cceur
chez les lymphocytes alors qu’ils sont présents tout le long du géne chez les fibroblastes. La

fragilité a donc été corrélée a I'absence de terminaison de la réplication sous stress
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réplicatif. Comme nous I'avons déja évoqué, la complétion de la réplication de FRA3B se fait
tardivement pendant la phase S, voire en G2. Le modéle proposé est le suivant : la fragilité
des SFC est due a la présence d’une région pauvre en événements d’initiations qui est
répliquée par des fourches progressant a partir des régions adjacentes. Quand ces fourches
sont ralenties par un stress réplicatif, elles n"ont pas le temps de se rejoindre et de finir la
réplication de la région, ce qui engendre sa fragilité (Figure 3). A I'appui a ce modeéle, I'étude
ultérieure des deux sites fragiles majeurs des fibroblastes FRAIL et FRA3L par la technique
de Repli-Seq a montré que ces deux sites ont le méme profil de réplication que FRA3B dans
les lymphocytes, a savoir un cceur répliqué tardivement pendant la phase S par des fourches
progressant a partir des régions encadrant le site. Chez les lymphocytes ou ces sites ne sont
pas fragiles, la région cceur n’existe pas. La fragilité est donc attribuée de la méme facon a
un déficit d’initiations et une complétion tardive de la réplication. Le timing de réplication et
le positionnement des origines de réplication actives sont mis en place cours de la
différentiation cellulaire par des mécanismes épigénétiques. Ce modele explique donc

parfaitement pourquoi la fragilité de différents loci varie selon le type cellulaire.

7.3. Réplication versus transcription

L'ADN sert de matrice pour la réplication et la transcription. Afin d’éviter des
collisions entre la machinerie de transcription et les fourches de réplication, ces deux
processus ont généralement lieu séparément dans le temps et dans I'espace (Aguilera and
Garcia-Muse, 2013). Contrairement a la situation chez les procaryotes, les ADN polymérases
et les ARN polymérases avancent a des vitesses comparables chez les eucaryotes: 17-33 nt/s
pour la fourche de réplication et 17-72 nt/s pour la machinerie de transcription, ce qui limite
la probabilité de rencontre entre les deux. Un des mécanismes réduisant encore cette
probabilité est I'existence de points de pause de la fourche de réplication dans le génome.
Ces points de pause résultent de I'existence de barriéres empéchant la progression de
fourches de réplication a travers des séquences hautement transcrites telles que les génes
qui codent pour les ARN ribosomaux (Lopez-estrano et al., 1998). Une régulation temporelle
existe aussi : les génes transcrits tendent a étre répliquer précocement pendant la phase S
(Ryba et al., 2010). Une autre forme de régulation concerne les genes a multiples copies.
Leurs différentes copies n’ont pas les mémes séquences régulatrices et la transcription peut

donc avoir lieu au niveau de certaines copies pendant que d’autres sont répliquées. C'est le
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cas des geénes codant pour I'histone H4 (Holmes et al., 2005). Néanmoins, malgré ces
systémes de régulation, de multiples études montrent que des conflits entre la transcription
et la réplication existent in vivo et que I'absence de leur résolution conduit a des dommages
de I’ADN et a des cassures bicaténaires (Kim and Jinks-Robertson, 2012; Tuduri et al., 2009).
Le troisieme modeéle proposé pour expliquer le mécanisme de I'instabilité des SFC I'a
été par Helmrich et coll. (Helmrich et al., 2011). Il attribue la fragilité des SFC a des collisions
non résolues entre les fourches de réplication ralenties par un stress réplicatif et la
machinerie de transcription. Comme nous I'avons déja mentionné, une large majorité des
SFC héberge des grands génes. Beaucoup de ces genes sont exprimés au cours de la
différentiation terminale des cellules. Si la transcription de ces génes joue un réle dans
I'instabilité des SFC, ceci expliquerait la spécificité de tissu de ces derniers. Dans leur article,
ces auteurs décrivent d’abord une corrélation entre le niveau d’ARNm de 5 grands genes
(CNTNAP2, DMD, FHIT, WWOX, IMMP2L) dans deux types cellulaires (lymphocytes et
myoblastes) et le niveau de fragilité du SFC correspondant. lls rapportent ensuite que la
transcription de ces grands genes, a cause de leurs tailles, dure plus d’un cycle cellulaire, ce
qui doit conduire a des collisions entre les fourches de réplication et la machinerie de
transcription au niveau de ces sites. Ces collisions engendreraient la formation de structures
appelées R-loops, qui sont des hybrides entre 'ADN qui a servi de matrice et I'ARN
néosynthétisé sortant de I’ARN polymérase Il. Il a été rapporté que de telles structures
peuvent étre responsables d’une instabilité génétique (Lin and Pasero, 2012). Les auteurs
affirment enfin que I'élimination de ces structures par la RNase H réduit la fragilité des SFC
induite par I'aphidicoline. lls ont donc proposé le modele suivant: quand la fourche de
réplication est ralentie par un stress réplicatif, il y aurait formation et stabilisation de R-loops
ce qui perturberait la progression des fourches de réplication et engendrerait la fragilité des

SFC (Figure 4).
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Figure 4: Modée expliquant le mécanisme d’instabilité des sites fragiles communs. A gauche sont
indiquées les phases du cycle cellulaire. En A) est représentée la réplication d'un SFC dans des conditions
normales (DNA pol : ADN polymérase, TOP1 : topoisomérase |). En B) est présentée la réplication d'un
SFC : une fourche de réplication perturbée rencontre la machinerie de transcription (RNA pol 1l : ARN
polymérase I1). 1l y a formation d’une structure hybride entre I’ ARN naissant et I' ADN monocaténaire (R-
loop) puis extension et stabilisation de la R-loop, ce qui bloque I'avancement de la fourche et conduit a

I'instabilité du site. Adapté de (Helmrich et al., 2011).

Cependant, ce modéle semble peu compatible avec des résultats obtenus dans notre
laboratoire. Les résultats d’une analyse du transcriptome de cellules HCT116 obtenus par la
technique de RNA-seq ont été comparés par Benoit Le Tallec avec la fragilité des SFC dans
cette lignée. Cette analyse montre que, dans ces cellules, il n’y a pas de corrélation entre le
niveau d’ARNm des grands genes et la fragilité des SFC (Le Tallec et al., 2013) (Figure 5).
Notamment, il existe des grands genes transcrits a un niveau élevé qui sont stables et ne
correspondent pas a des SFC. Le modele des collisions ne semble pas pouvoir expliquer a lui
seul le mécanisme de la fragilité. De plus, si des R-loops sont formés fréquemment au niveau

des SFC sous stress réplicatif, cela doit se traduire par une augmentation tres significative du
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nombre de fourches bloquées. Or, comme nous l'avons déja mentionné, I'étude de la
dynamique de réplication au niveau de FRA3B dans des lymphocytes JEFF, ol le gene FHIT
est exprimé, a montré qu’il n’y a pas plus de fourches bloquées au niveau de ce site que dans

le reste du génome (Letessier et al., 2011).
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Figure 5: Niveaux d’expression des grands genes (> 300 kb) dans les cellules HCT116. Le niveau
d’expression des génes est donnée en Fragments Per Kilobase per Million reads (FPKM) d’ aprés les données
tirées du projet ENCODE 2011. Adapté de (Le Tdlec et al., 2013).

8. Prise en charge des SFC et réparation

Il a été montré que sous stress réplicatif, les SFC colocalisent avec des foyers yH2AX,
RAD51 et DNA-PK (Schwartz et al., 2006) ce qui suggére que des cassures bicaténaires sont
formées au niveau des SFC. L’activation de la réponse aux dommages a ’ADN a de multiples
conséquences: la stabilisation des fourches de réplication, le redémarrage des fourches
bloquées, le déclenchement d’origines de réplication supplémentaires, |'activation des
différents voies de réparation ainsi que la restriction de passage des cellules en mitose. Un
nombre important de facteurs de cette réponse a été impliqué dans la protection des SFC. I
a été montré que l'invalidation de ces facteurs augmente l'instabilité des SFC. C’'est le cas
d’ATR (Casper et al., 2002), de CHK1 (Durkin et al., 2006), de BRCA1 (Arlt et al., 2004), de
RAD51, de la Claspine (Focarelli et al., 2009), de FANCD2 (Howlett et al., 2005), de BLM
(Naim et al., 2013) et d’autres. Cependant pour interpréter correctement ces données, il faut
prendre en considération un ensemble de résultats qui montrent que la carence ou

I'inhibition de certains de ces facteurs induisent par elles mémes un stress réplicatif.

28



Notamment, il a été montré que la protéine BLM contribue a maintenir I'équilibre des pools
de précurseurs pyrimidiques dans les cellules et que son invalidation réduit la vitesse de
réplication par cette voie (Chabosseau et al., 2011). Il a aussi été montré que l'invalidation
de CHK1 (Koundrioukoff et al., 2013; Petermann et al., 2006), de RAD51 (Daboussi et al.,
2008) ou de la Claspine (Petermann et al., 2008) diminue la vitesse de réplication et donc
que leurs effets sur l'instabilité des SFC peut s’expliquer, au moins en partie, par le stress
réplicatif induit par leur inhibition. De plus, il a été montré au laboratoire que l'invalidation
de CHK1 n’a pas d’effet propre sur la stabilité des SFC, en dehors de celui résultant de la
diminution de la vitesse de réplication. Par contre, l'invalidation d’ATR affecte
spécifiguement la stabilité des SFC en plus de son effet via |la réduction de vitesse. Cet effet
passe par une stabilisation des fourches et non pas par l'activation de la réponse aux
dommages (Koundrioukoff et al., 2013).

Vu le danger que des régions non répliquées et des cassures bicaténaires
représentent pour la cellule, une question se pose: comment se fait-il que, sous stress
réplicatif modéré tel que celui induit par les doses modérées d’aphidicoline qui sont utilisées
pour induire la fragilité des SFC, la réponse aux dommages ne soit pas activée et que la
cellule puisse passer en mitose avec des sites sous-répliqués? D’une part, il est possible que,
comme chez la levure, la réponse aux dommages ne se déclenche pas lorsqu’une trés faible
fraction du génome est non répliquée (Torres-Rosell et al., 2007). De plus, plusieurs résultats
suggerent fortement que les lésions résultant d’'un non-achévement local de la réplication
peuvent étre prises en charge par la cellule jusqu’au cycle suivant.

A I'heure actuelle, nous ne connaissons pas le mécanisme exact responsable de la
création des cassures au niveau des SFC. Deux hypothéses non exclusives sont proposées :
les cassures se créent mécaniquement au moment de la condensation des chromosomes
et/ou les structures intermédiaires résultant des régions sous-répliquées sont résolues par
des nucléases spécifiques. Des études récentes commencent a apporter une réponse a cette
question. En effet, il a été montré que les endonucléases MUS81/EME1 et ERCC1 qui
participent a la résolution des structures inappropriées dans I’ADN telles que les fourches
bloguées ou les jonctions de Holliday, sont recrutées au niveau des SFC en fin de phase G2 et
en début de mitose. L'invalidation de ces nucléases conduit a une diminution des cassures
au niveau des SFC, ce qui suggere qu’elles participent activement a la création des cassures

(Naim et al., 2013; Ying et al., 2013). De méme, il a été montré que FANCD2 et FANCI sont
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recrutées au niveau des SFC et que, si les structures aberrantes résultant d’une réplication
inachevée ne sont pas résolues par les nucléases, il y a formation, au cours de I'anaphase, de
ponts interchromosomiques (ponts anaphasiques). Ces ponts sont protégés par |’hélicase
BLM en association avec la topoisomérase llla, les facteurs RMI1 et RMI2 (RecQ mediated
genome instability 1 and 2) et PICH (PLK1 interacting checkpoint helicase) et leurs extrémités
sont associées avec les facteurs FANCD2 et FANCI (Chan et al.,, 2009; Naim and Rosselli,
2009). Ces structures permettent a la ségrégation chromosomique d’avoir lieu. Néanmoins,
des anomalies structurales persistent et se manifestent par une augmentation pendant la
phase G1 suivante, du nombre de micronoyaux PITCH qui sont des marqueurs des erreurs de
ségrégation, et des foyers 53BP1. On trouve alors les SFC préférentiellement associés a ces
structures. La protéine 53BP1 est un facteur clé dans la réparation des cassures bicaténaires.

Ceci suggere que les SFC pourront étre réparés pendant la phase G1 suivante (Figure 6).
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Figure 6: Modéle représentant les mécanismes moléculaires de prise en charge d’un SFC incomplétement
répliqué. Les chromatides soaurs sont marquées au niveau du site fragile non répliqué par le recrutement pendant la
phase G2 du facteur FANCD?2 qui reste associé pendant lamitose. La coupure de |’ ADN par I’ endonucléase MUS81 en
complexe avec la protéine EMEL est nécessaire pour la ségrégation des deux chromatides soeurs pendant I’ anaphase. Si
le complexe MUSB1-EMEL est invalidé, la coupure n'a pas lieu et il y a formation d’un pont anaphasique pendant la
ségrégation des chromatides soaurs qui est marqué au niveau de ses extrémités par FANCD2 et recouvert de la protéine
PITCH. Ceci conduit pendant la phase G1 du cycle suivant ala formation de micro-noyaux contenant le facteur PITCH
ainsi qu’a une augmentation du nombre de foyers contenant le facteur de réparation 53BP1. Adapté de (Minocherhomyji
and Hickson, 2014).

Dans la premiére partie de l'introduction nous avons exposé les principales
caractéristiques des sites fragiles communs. Nous avons vu qu’il existe une relation tres
étroite entre leur fragilité et leur profil de réplication. En effet, les SFC se caractérisent par
une réplication tardive et une pauvreté en origines de réplication actives. Pendant ma these,
j’ai entrepris d’explorer le réle de ces parametres dans le mécanisme de I'instabilité des SFC.
La deuxieme partie de l'introduction va donc porter sur la réplication de 'ADN chez les

eucaryotes.
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Il. La réplication de ’ADN

Avant de se diviser, une cellule doit dupliquer son génome afin de pouvoir transmettre
une copie conforme de son ADN a chacune de ses deux cellules filles. La réplication de ’ADN
a lieu pendant la phase S du cycle cellulaire. Elle comporte trois étapes: l'initiation,
I’élongation et la terminaison. Ce processus constitue un enjeu majeur pour la cellule et il est
extrémement régulé afin d’assurer la fidélité de la réplication aux niveaux quantitatif et

qualitatif.

1. Le modeéle du réplicon

En 1963, Cairns a inventé l'autoradiographie des fibres d’ADN néosynthétisé en leur
incorporant de la thymidine radioactive tritiée (Cairns, 1963). Il a ainsi pu montrer que la
réplication du chromosome circulaire de la bactérie Escherichia Coli commence a partir d’'un
seul point et qu’elle est bidirectionnelle. En 1963, Francgois Jacob, Sydney Brenner et Francois
Cuzin ont proposé le modeéle du réplicon pour expliquer la régulation de la réplication chez
les bactéries. Selon ce modeéle, la réplication nécessite l'interaction d’'une protéine
(initiateur), codée par un géne de structure, avec une séquence spécifique de I’ADN
(réplicateur, appelé aujourd’hui origine de réplication) (Jacob and Brenner, 1963). Des
années plus tard ces deux éléments, 'initiateur (oriC) et le réplicateur (DnaA) ont été isolés,

ce qui a permis la reconstitution du réplicon in vitro (Bramhill and Kornberg, 1988).

2. Les origines de réplication chez les eucaryotes

L'étude de la réplication chez les eucaryotes par la technique d’autoradiographie a
montré qu’il n’y a pas un seul réplicon mais plusieurs, espacés de 20-400 kb (Huberman,
1968). Les points de déclenchement de la réplication (origines de réplication) étant
multiples, le réplicon a été redéfini pour désigner la séquence d’ADN répliquée a partir d’'une
seule origine de réplication.

Les origines de réplication ont été d’abord identifiées chez la levure Saccharomyces
cerevisae dans les années 1970 (Stinchcomb et al., 1979) en isolant des séquences de 100-
200 pb qui permettent la réplication autonome de plasmides et ont été donc appelées
Autonomously Replicating Sequence (ARS). Les ARS ont alors été considérées comme

I’équivalent du réplicateur chez les bactéries. Elles se composent d’'une séquence consensus
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de onze nucléotides riche en AT, I’ACS (ARS consensus sequence) et de séquences moins
conservées en 3’ de I’ACS.

Le facteur initiateur a été d’abord identifié chez S. cerevisiae comme étant un complexe
hétéro-hexameérique, appelé Origin Recognition Complex (ORC) (Bell et al., 1993). Ensuite, il
a été montré que le complexe ORC est fixé en permanence sur la chromatine pendant le
cycle cellulaire et que d’autres facteurs se fixent au niveau d’'ORC pendant la phase G1 pour
former ce qui a été appelé le complexe de pré-réplication (pré-RC) (Diffley et al., 1994). Tous
les ACS ne portent pas de complexe ORC. Seulement 400 environ parmi les 20000 ACS sont
chargés en complexe ORC et peuvent ainsi fonctionner comme des origines de réplication.
De plus, tous les ARS chargées en complexe ORC ne se déclenchent pas a chaque cycle
cellulaire. Chaque ARS se déclenche avec une probabilité variant de 0 a 100% par cycle.
Cette valeur exprime son efficacité: plus la probabilité est élevée, plus I’ARS est dite efficace.
Les ARS ne se déclenchent pas toutes au méme moment au cours de la phase S. Le temps de
déclenchement des origines est déterminé par le programme temporel de la réplication ou
timing de réplication. On distingue ainsi des origines précoces et d’autres tardives. Il faut
noter que le caractere exclusif attribué pendant des longues années aux ARS comme seul
élément faisant fonction d’initiateur chez S. cerevisiae a été récemment remis en question.
En effet, il a été montré in vitro que les ARS ne sont pas absolument requises pour le
démarrage de la réplication mais que ces séquences deviennent indispensables a la
réplication en présence d’ADN compétiteur ou lorsque certains facteurs de réplication sont
limitant (Gros et al., 2014).

Le caractere bien défini des origines de réplication chez S. cerevisae est apparu au fil du
temps comme une exception parmi les eucaryotes. En effet, toutes les études visant a
chercher une séquence consensus reconnue par le complexe ORC chez les autres
eucaryotes, a commencer par la levure S. pombe, ont échoué. Ainsi, il a été montré chez le
xénope et chez I'homme que toute séquence peut faire fonction de réplicateur (Takeda et
al., 2005). Malgré de multiples études a grande échelle utilisant diverses techniques, jusqu’a
aujourd’hui nous n’avons pas de réponse claire sur ce qui définit le réplicateur chez les

eucaryotes supérieurs.
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3. Mécanismes de déclenchement des origines de réplication chez les eucaryotes

Le fonctionnement des origines de réplication est régulé a trois niveaux: elles sont
chargées avec le complexe de pré-RC en phase G1; elles sont activées en phase S pour
démarrer la réplication et enfin, dans les régions ou la réplication a déja eu lieu, elles sont
réprimées pour éviter la re-réplication. Le chargement des complexes de pré-RC sur les
origines a lieu quand les activités des CDK sont basses. Par contre, |'initiation et I'inhibition

de la re-réplication ont lieu quand les activités des CDK sont élevées (Figure 7).

3.1. Chargement des origines par les complexes de pré-RC

Cette étape a lieu strictement pendant la phase G1 du cycle cellulaire. Son but final est
de charger les hélicases réplicatives au niveau des origines de réplication. Le chargement
commence avec le recrutement du facteur ORC1 sur le complexe ORC2-6 en fin de mitose
pour former un complexe ORC complet. Durant la phase G1, CDC6, une protéine codée par
un gene paralogue de celui de ORC1, se fixe au niveau du complexe ORC. CDC6, ainsi que les
facteurs ORC 1 a 6 font partie de la famille ATPase AAA+. Leur fixation a la chromatine est
dépendante de I’ATP (Speck et al., 2005). Le complexe ORC/CDC6 fonctionne alors comme
une plateforme de recrutement des protéines MCM 2 a 7. Le complexe MCM2-7 constitue
I’hélicase responsable de I'ouverture de 'ADN pendant la réplication. Son recrutement
nécessite la protéine CDT1. Celle-ci possede au moins deux domaines d’interaction avec les
MCM : un au niveau de son domaine N-terminal et un autre au niveau de son domaine C-
terminal. La formation du complexe CDT1/MCM2-7 dans le cytoplasme permet son
importation dans le noyau (Tanaka and Diffley, 2002). Il a été montré récemment que
I'interaction entre CDT1 et MCMS6, léve une inhibition au niveau du domaine C-terminal de
cette derniére (Fernandez-Cid et al., 2013) et permet ainsi la formation du complexe
ORC/CDC6/CDT1/MCM2-7 (OCCM). La formation de ce complexe déclenche les activités
ATPase d’ORC1 et de CDC6, ce qui induit un changement conformationnel indispensable a la
stabilisation du complexe ORC/CDC6/MCM2-7 (OCM) et libéere CDT1. La formation d’un
complexe OCM stable enclenche le recrutement d’un second complexe CDT1/MCM2-7 afin
de former un dimére du complexe MCM2-7 nécessaire a une réplication bidirectionnelle a
partir de I'origine. Théoriquement, un double hexamere des complexes MCM2-7 suffit au
démarrage de la réplication. Néanmoins les complexes MCM2-7 sont en trés large exces

dans la cellule par rapport aux autres protéines impliquées dans la construction des
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complexes de pré-RC et au nombre d’origines de réplication et un grand nombre
d’hexameres sont chargés au niveau de chaque origine, probablement par répétition du
cycle de charge décrit ci-dessus et glissement des hexaméres déja chargés le long de I’ADN.
La raison du chargement de plusieurs complexes MCM2-7 par origine est mal comprise.

Chez les eucaryotes supérieurs, il a été montré que d’autres facteurs peuvent
accompagner cette étape de chargement des complexes MCM sans lui étre indispensables.
C'est le cas de MCM9, un facteur paralogue des autres MCM et de I'acétyltransférase HBO1
(Lutzmann and Mechali, 2008) qui assiste CDT1 dans le recrutement des hélicases. C'est
aussi le cas de ORCA qui a été proposé comme facteur assistant le positionnement de ORC1

sur le complexe ORC (Shen et al., 2012).

3.2. Démarrage de la réplication

Pendant la phase G1, on ne peut pas détecter d’ADN monocaténaire, ni chez la levure
(Geraghty et al., 2000) ni dans un systéme in vitro basé sur I'utilisation d’extraits de xénope
(Walter, 2000). Ceci montre que les hélicases sont chargées en G1 sous une forme inactive,
contrairement a ce qui a lieu chez les bactéries. Leur activation nécessite I'addition d’une
trentaine de protéines au niveau du complexe de pré-RC qui se transforme en complexe de
pré-initiation (pré-IC) (Gambus et al., 2006). Cette étape a été largement étudiée chez S.
cerevisiae, néanmoins ses grandes lignes sont conservées chez tous les eucaryotes. Deux
types d’activité kinase contrélent le déclenchement des origines : les kinases dépendantes
des cyclines de phase S (S-CDK) et la kinase dépendante de DBF4 (DDK) (Siddiqui et al.,
2013). Les kinases agissent de fagon locale au niveau des origines. Elles déclenchent donc les
origines précoces au début de la phase S et les origines plus tardives en avanc¢ant dans la
phase S. Au cours de la transition G1/S, I'activité des complexes S-CDK (CDK2/cycline E et
CDK2/cycline A) et des DDK augmentent. Le complexe DDK est composée de la sous-unité
régulatrice DBF4 (DumbBell Former 4) et de la kinase Cdc7 (Cell Division Cycle 7). Une fois
activée, DDK phosphoryle les protéines MCM2, MCM4 et MCM6. Cette phosphorylation
modifie la conformation spatiale du complexe MCM et permet le recrutement du facteur
Cdc45. Les complexes S-CDK sont également indispensables a I’activation des origines. Chez
les mammiferes, les mécanismes d’action des S-CDK dans I'activation des origines restent
peu documentés. Des travaux récents chez S. cerevisiage ont pu mettre en évidence

I'importance des S-CDK dans la phosphorylation de deux protéines essentielles a l'initiation
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de la réplication, Sld2 et SId3 (Muramatsu et al., 2010; Zegerman and Diffley, 2007)

3.2.1. Déclenchement des origines chez S. cerevisae

En fin de phase G1, l'activité de DDK permet I'association des facteurs Sld3, Sld7 et
Cdc45 aux complexes de pré-RC. Ensuite, les activités CDK déclenchent, via une interaction
entre Sld3 et Dbp11, le recrutement des facteurs Sld2, Dpb11, du complexe GINS et de ’ADN
polymérase €. Ceci aboutit a la formation du complexe CMG (Cdc45-MCM2-7-GINS).
L’activation de I'activité hélicase du complexe CMG requiert le facteur MCM10. Enfin, par
I'intermédiaire du facteur Ctf4, il y a recrutement de I'ADN polymérase a qui permet le
démarrage de la synthese de I’ADN par son activité primase. Cette polymérase synthétise
une amorce d’ARN de 10 pb sur chacun des deux brins de ’ADN. Cependant, ayant une tres
faible processivité, cette polymérase ne peut synthétiser qu’une vingtaine de nucléotides et
sera ensuite remplacée par la polymérase € sur le brin direct et par la polymérase & sur le

brin retardé (Labib, 2010; Siddiqui et al., 2013).

3.2.2. Déclenchement des origines chez les eucaryotes supérieurs

La recherche de facteurs homologues a ceux du complexe de pré-IC connus chez la
levure a permis d’identifier les facteurs Treslin/Ticrr, RecQ4 et TopBP1 comme étant les
homologues respectifs de Sld3, SId2 et Dbpll. Ces facteurs présentent des divergences
notables dans la séquence ainsi que dans la structure par rapport a leurs homologues de
levure. Comme c’est le cas chez S. cerevisae, Treslin/Ticrr (SId3) recrute Cdc45 sur les
origines. Le domaine responsable de l'interaction entre Sld3 et Cdc45 est conservé chez
Treslin/Ticrr. De plus, chez ’lhomme et le xénope, Treslin/Ticrr est phosphorylée par les S-
CDK sur les mémes sites conservés et est capable de se lier au domaine N-terminal de
TopBP1 (Dbpl11). Un argument supplémentaire en faveur de I’homologie fonctionnelle de
ces facteurs est fourni par la réponse aux dommages de I’ADN. Chez la levure, la réponse aux
dommages implique I’activation du facteur Rad53 et réduit I'interaction entre Sld3 et Dbp11.
Il est apparu que la méme réponse existe chez les eucaryotes supérieurs : une fois activée le
facteur CHK1 impliqué dans la réponse aux dommages inhibe I'interaction entre Treslin et
TopBP1.

L’'homologie fonctionnelle entre RecQ4 et Sld2, est moins claire. En effet, les deux

protéines présentent trés peu de similitude de séquence. L’association de RecQ4 aux
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origines est dépendante de TopBP1. RecQ4 comporte un domaine C-terminal a activité
hélicase qui n’est pas requis pour le recrutement de TopBP1, Cdc45 et GINS sur les origines.
Ceci suggére que RecQ4 joue un réle supplémentaire. De plus, TopBP1 et RecQ4 peuvent
interagir sans étre phosphorylées par les S-CDK, ce qui n’est pas le cas pour Sld2-Dpb11.
Contrairement a Sld2, la liaison de RecQ4 au complexe CMG est dépendante de MCM10.
Ceci suggére que, contrairement a la levure ou MCM10 n’intervient que pour activer le
complexe CMG, chez les eucaryotes supérieurs MCM10 semble participer a la formation de
ce complexe. Enfin, concernant I'homologie entre TopBP1 et Dbpll, le recrutement de
TopBP1 est dépendant des S-CDK, comme c’est le cas pour Dbp11.

Parmi tous les facteurs qui interviennent dans le déclenchement des origines chez la
levure, il n’y a que SId7 qui n’a pas d’homologue connu chez les eucaryotes supérieurs. Il a
été proposé récemment que le facteur MTBP pourrait étre son homologue. En effet, MTBP
interagit avec la Treslin et son absence empéche la formation du complexe CMG et inhibe la
réplication. Enfin, deux facteurs participant au recrutement de Cdc45 chez les eucaryotes
supérieurs n’ont pas d’homologues connus chez la levure. Il s’agit de GEMC1 et DUE-B

(Labib, 2010; Siddiqui et al., 2013).

3.3. Inhibition de la re-réplication

Afin que I’ADN ne soit dupliqué gu’une fois et une seule au cours de la phase S, plusieurs
mécanismes inhibent le chargement des origines en dehors de la phase G1 et empéchent la

re-réplication.
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Figure 7 : Chargement et déclenchement des origines de réplication. Durant la phase G1, ORCL1 sefixe sur le
complexe ORC2-6 au niveau des origines de réplication et recrute CDC6. Ensuite, il y a fixation du premier
complexe MCM par I'intermédiaire de CDT 1. Le mécanisme de recrutement du second complexe MCM est assez
mal connu. La fixation de deux complexes MCM signe la formation du complexe de pré-réplication. Ce
processus est inhibé pendant les autres phases du cycle. Pendant la phase S, il y a chargement du facteur Cdc45 et
du complexe GINS et formation du complexe de pré-initiation. Les activités kinases S-CDK et DDK permettent
le déclenchement de |’ origine.

3.3.1. Chez S. cerevisiae
Tous les mécanismes connus pour empécher la re-réplication chez la levure impliquent
les S-CDK qui ciblent différents composants du complexe de pré-RC. CDC6 est inhibée de
trois facons différentes : 1) elle est phosphorylée, ce qui permet son ubiquitination par la
ligase E3 SCF*“* et sa dégradation par le protéasome (Drury et al.,, 1997); 2) les S-CDK
inhibent I'importation dans le noyau du facteur de transcription Swi5, ce qui inhibe la
transcription du gene codant pour CDC6 (Jans et al., 1995); 3) la phosphorylation de CDC6 au

niveau de son domaine N-terminal stabilise son interaction avec les CDK pendant la mitose
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et inhibe son recrutement au niveau des origines (Mimura et al., 2004). Le complexe MCM2-
7 est phosphorylé par les S-CDK et exporté vers le cytoplasme (Liku et al., 2005). Etant donné
qgue CDT1 est associée au complexe MCM2-7, I'exportation de ce dernier vers le cytoplasme
aboutit également a celle de CDT1 pendant la phase S. Le complexe ORC est aussi
phosphorylé par les S-CDK, ce qui I'empéche de se fixer a la chromatine. Il a été montré
gu’un seul des différents mécanismes que nous venons d’exposer ne suffit pas a inhiber la

re-réplication, ce qui suggere qu’ils ne sont pas complétement redondants.

3.3.2. Chez les eucaryotes supérieurs

L'inhibition de la re-réplication passe par plusieurs voies faisant intervenir les S-CDK:
la destruction de CDT1, I'exportation de CDC6 vers le cytoplasme, la dégradation d’ORC1, la
phosphorylation des MCM. La différence majeure par rapport a la levure est 'inhibition de
CDT1 d’une fagon indépendante des S-CDK via son interaction avec la géminine. CDT1 est
ubiquitinée et dégradée pendant la phase S. Deux voies de protéolyse de CDT1 sont
connues. La premiére dépend de PCNA. CDT1 posséde un domaine d’interaction avec PCNA
(PIP box) dans son domaine N-terminal. L'interaction de PCNA liée a la chromatine avec

CDT1 induit le recrutement de I'ubiquitine ligase E3 Cul4-Ddb1%"*?

qui ubiquitine CDT1 et
induit sa protéolyse. Cette voie est favorisée pendant la phase S ou PCNA est abondante.
Une autre ubiquitine ligase E3 est aussi impliquée dans la destruction de CDT1 dans les

cellules humaines. Il s’agit de SCFSkp2

qui interagit avec CDT1 apres la phosphorylation de
cette derniére par le complexe CDK2/cycline A. Cette voie est favorisée pendant la phase G2.

CDT1 est aussi inhibée par la géminine. La géminine est une protéine de petite taille
initialement identifiée dans des extraits d’ceufs de xénope comme étant un facteur inhibant
le chargement des MCM (McGarry and Kirschner, 1998). Aujourd’hui, nous savons que cette
inhibition est assurée par la liaison de la géminine a CDT1, ce qui empéche cette derniére
d’interagir avec le complexe MCM (Lutzmann et al., 2006). La géminine est présente en
phase S et G2 et pendant la mitose. Elle joue un double réle : elle inhibe le recrutement des
MCM par CDT1 mais elle protége cette derniére de la dégradation par SCF**"? en G2 afin de
maintenir un niveau suffisant de CDT1 et permettre le bon déroulement du chargement des

origines quand les cellules entrent de nouveau en phase G1. Cette voie d’inhibition de la re-

réplication est spécifique aux eucaryotes supérieurs, étant donné qu’aucun homologue de la
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géminine n’a été identifié chez la levure. C'est aussi la seule voie connue a nos jours qui ne
fait pas intervenir les S-CDK.

Concernant CDC6, il a d’abord été montré que ce facteur est phosphorylé par les S-CDK
et exportée du noyau pendant la phase S chez le xénope et chez ’homme (Petersen et al.,
1999). Cependant, il a été aussi montré que I'expression d’une forme non phosphorylable de
CDC6 n’induit pas de re-réplication et que I'exportation du noyau ne concerne que la
fraction soluble de CDC6 et non pas la fraction chromatinienne (Oehlmann et al., 2004). Par
ailleurs, il a été montré que CDC6 est dégradée en fin de mitose et en début de phase G1.
Elle recommence a s’accumuler en phase G1 et pendant les phases S et G2. Néanmoins,
I’expression d’une forme non dégradable de CDC6 n’induit pas de re-réplication (Petersen et
al., 2000). Il apparait donc que le réle de CDC6 dans les mécanismes qui empéchent la re-
réplication n’est pas clairement établi.

En ce qui concerne le complexe ORC, il semble exister des différences entre espéces de

mammiféres. Dans les cellules humaines, ORC1 est ubiquitinylé par SCF>*P?

et dégradé par le
protéasome pendant la phase S. Par contre, il a été montré que, chez les cellules de
Hamster, ORC1 n’est pas dégradé mais hyperphosphorylé au cours de la transition S/G2M ce

qui diminue son affinité pour la chromatine (DePamphilis, 2005).

4. Déterminants génétiques et/ou épigénétiques des origines de réplication
Comme nous I'avons déja mentionné, I'élément « réplicateur » chez les eucaryotes
supérieurs n’a pas pu étre clairement identifié par sa séquence jusqu’a présent. Néanmoins
le passage de la cartographie de quelques origines (moins d’une trentaine) a la cartographie
des origines a grande échelle grace aux puces d’ADN et au séquencage a haut débit a permis
de mettre en évidence des caractéristiques génétiques et épigénétiques communes a ces
origines. Actuellement, les origines de réplication ont été cartographiées chez la souris, la

drosophile, I'arabette des dames (Arabidopsis thaliana) et ’homme.

4.1. Cartographies des origines de réplication dans les cellules humaines

Nous allons d’abord passer en revue les résultats obtenus par différentes techniques
dans des études indépendantes. Dans une des premieres études cartographiant les origines
de réplication dans des cellules lymphoblastoides humaines (Lucas et al., 2007), les auteurs

ont utilisé la technique d’isolement des petits fragments d’ADN monocaténaire (Short Single
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Strands : SSS) en considérant que ces fragments correspondent a I’ADN néosynthétisé.
Néanmoins, cette technique a été remise en question aprés une étude montrant que 99%
des SSS sont éliminés par une digestion avec I’enzyme exonucléase 5’ du phage A qui ne peut
digérer que les fragments d’ADN n’ayant pas d’amorce ARN en 5. Les fragments d’ADN
néosynthétisés possedent une telle amorce et sont résistants a I'action de cette enzyme
(Cadoret et al., 2008). Dans cette étude, les fragments obtenus a partir de cellules Hela apres
digestion des SSS par I’exonucléase 5’ du phage A (A-SNS A-resistant Short Nascent Strands)
ont été analysés par hybridation sur une puce ne portant qu’une sélection de séquences
couvrant 1% du génome humain (projet ENCODE) et 283 origines ont été identifiées.
D’autres auteurs ont confirmé par la suite que la digestion a I'exonucléase 5’ du phage A
était nécessaire pour obtenir des résultats concluants (Cayrou et al., 2011). Cependant, ceci
a été remis en question par un autre groupe qui a rapporté ne pas avoir trouvé de différence
entre les résultats obtenus avec les fragments SSS et A-SNS (Valenzuela et al., 2011). Pour
expliquer cette absence de différence, ces auteurs se sont appuyés sur les travaux d’un autre
groupe (Gomez, 2008). Ces derniers ont montré qu’au moment de linitiation, il y a une
surproduction de fragments de 200 bp a cause d’'un phénomeéne de re-réplication locale au
niveau des origines de réplication. Cette surproduction de petits fragments due a ces cycles
de réplication abortive expliquerait I’enrichissement de la population de fragments isolés en
fragments correspondant a des origines de réplication. Deux autres groupes ont
cartographié les origines de réplication dans les cellules Hela en utilisant des puces ENCODE :
1) Karnani et coll. (Karnani et al., 2010) ont utilisé deux techniques différentes pour purifier
les fragments d’ADN naissant: celle des A-SNS et celle des BrdU-SNS. Dans ce dernier cas, les
fragments ont été isolés grace au BrdU qgu’ils renfermement aprés un marquage bref des
cellules par cet analogue de la thymidine ; 2) Mesner et coll. (Mesner et al., 2011) ont utilisé
la technique de piege a bulles d’ADN. La comparaison des résultats obtenus dans chacune de
ces trois études indépendantes montre un chevauchement de 11-35% entre les ensembles
d’origines cartographiées (Hyrien, 2015). Les origines de réplication ont été aussi
cartographiées dans les cellules Hela au niveau pan-génomique par la technique des A-SNS
(Besnard et al., 2012). La comparaison de ces résultats avec les trois cartographies
antérieures, a montré une concordance de 51% avec les résultats de Mesner et coll., de 6-
14% avec les résultats de Karnani et coll. et de 80% avec ceux de Cadoret et coll. Par ailleurs,

une cartographie pan-génomique des origines de réplication dans des érythroblastes
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humains primaires utilisant les techniques A-SNS et BrdU-SNS a montré une concordance de
70% entre les données obtenues avec les deux techniques (Mukhopadhyay et al., 2014).

Intéressons nous maintenant a la comparaison des résultats obtenus dans différentes
lignées cellulaires. Mesner et coll. ont trouvé 28-43% de chevauchement entre I'ensemble
des origines cartographiées dans les cellules Hela et celles cartographiées dans les cellules
lymphoblastoides humaines GM066990. Dans I'étude de Besnard et coll., quatre lignées
cellulaires différentes ont été étudiées et 65-84% de concordance ont été trouvés entre les
différents résultats. D’apres les auteurs de cette étude, 50% des origines identifiées sont
ubiquitaires. Parmi les origines ubiquitaires, ils ont retrouvé 91% des origines cartographiées
par Cadoret et coll. et Martin et coll. (Martin et al., 2011) et 81% de celles cartographiées par
Lucas (2007). Enfin, la ré-analyse des données de Besnard et coll. par Picard et coll (2014)
(Picard et al., 2014) a montré une concordance de 65% entre ces données et celles de
Mesner et coll. (Mesner et al., 2013).

A ce jour une seule étude a cartographié les origines de réplication dans les cellules
Hela en utilisant la technique d’immunoprécipitation de la chromatine avec un anticorps
dirigé contre ORC1 (Dellino et al., 2013). Ces auteurs ont trouvé respectivement 11%, 30%,
et 47% de concordance avec les résultats de Karnani et coll., Cadoret et coll. et Mesner et
coll.

D’autres techniques de cartographie des origines existent mais ne peuvent étre
utilisées qu’a petite échelle. C’est le cas de la technique du peignage moléculaire (Figure 8).
J'ai utilisé cette technique pendant ma thése pour I'étude de la dynamique de réplication au
niveau du site fragile FRA3B. Elle sera développée dans la partie résultats.

Une technique tres largement utilisée pour I'étude du timing de réplication est celle
de Repli-Seq. Cette technique ne donne que des indications sur les zones ou se produisent
des initiations. Elle n’est pas assez résolutive pour cartographier précisément les origines.
Néanmoins, les résultats obtenus dans ce cas apparaissent beaucoup plus robustes et
reproductibles.

Malgré toutes les limitations exposées ci-dessus, la combinaison de différentes
approches a permis d’identifier des caractéristiques génétiques et épigénétiques communes

aux origines de réplication que nous allons exposer maintenant.
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Figure 8: Cartographie des événements d’initiation et de terminaison au niveau du géne FHIT par la
technique du peignage moléculaire. L’ADN en cours de synthése est marqué consécutivement par deux
analogues de lathymidine, I'ldU, qui serarévélé en bleu, et le CldU qui serarévélé en rouge. L’incorporation des
deux analogues est arrétée par un excés de thymidine. Les cellules sont récupérées et I' ADN est préparé et peigné
sur des lames silanisées. Les lames sont ensuite hybridées avec un mélange de 33 sondes réparties sur 1,5 Mb
représentées par des traits verts et couvrant la totalité du géne FHIT. La révélation des signaux de réplication
permet de reconnaitre les fourches divergentes et les fourches convergentes et de placer ainsi les initiations et les
terminaisons.

4.2. Déterminants génétiques

Les séquences d’ADN riches en G avec des motifs de type G3N;.7G3N;7G3N;.7,G3 sont
capables de former des structures en quadruplexe G (G4) (Huppert and Balasubramanian,
2005). Il a été montré que ces structures sont fréquemment présentes au niveau des
promoteurs, des régions pauvres en nucléosomes ou des ilots CpG et qu’elles sont
impliquées dans la régulation de la transcription (Halder et al., 2010). L’étude de Besnard et
coll. sur quatre lignées cellulaires humaines différentes a montré que 90% des origines de
réplication cartographiées par la technique des brins naissants comportent des motifs G4 et
que l'efficacité de ces origines et leur déclenchement précoce sont corrélés au nombre de
motifs G4 qu’elles contiennent. Des résultats similaires ont été obtenus en étudiant par la

méme technique les origines de réplication chez la souris, la drosophile et dans des cellules
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humaines (Cayrou et al., 2012). D’apres ces auteurs, les origines de réplication sont
localisées a des endroits précis sans partager une séquence consensus stricte mais plutot un
élément riche en G4 qu’ils I'ont appelé OGRE (Origin G-rich Repeated Element). Les auteurs
rapportent que 90% des origines cartographiées chez la souris, 81% de celles cartographiées
chez la drosophile et 90% de celles cartographiées dans les cellules humaines comportent un
élément OGRE. A I'appui a cette observation, il a été montré que le complexe ORC humain,
qui se fixe d’une fagon aléatoire a I’ADN bicaténaire, se fixe préférentiellement au niveau
des motifs G4 sur de '’ADN monocaténaire (Hoshina et al., 2013). De plus, dans une étude
réalisée chez le poulet, il a été montré que les motifs G4 sont requis pour I'accumulation des
brins naissants au niveau de deux origines de réplication (Valton et al., 2014). Dans cette
méme étude, il a aussi été rapporté que les motifs G4 doivent coopérer avec une séquence
cis-régulatrice qui, d’aprés ces auteurs, pourrait potentiellement fixer des facteurs de
transcription, introduisant un niveau de complexité supplémentaire dans la reconnaissance
des origines par le complexe de pré-RC. Enfin, un autre point commun entre les motifs G4 et
les origines de réplication est leur localisation préférentielle dans des régions pauvres en
nucléosomes.

Malgré ces résultats associant la présence de motifs G4 et les origines de réplication,
le sujet est toujours débattu. En effet, il a été rapporté que les séquences riches en GC sont
résistantes a la digestion par I’exonucléase 5 du phage A et pourrait donc étre
artificiellement surreprésentées dans les préparations de brins naissants (Conroy et al.,
2010). De plus, la cartographie des origines par Mesner et coll. (Mesner et al., 2013) montre
que 36% des origines ne contiennent pas de motifs G4 et que le taux d’enrichissement en
motifs G4 des séquences identifiées dans cette étude n’est que de 1,05 par rapport a des
régions controles. Il faut souligner qu’a nos jours les motifs G4 (ou I'élément OGRE) sont les
seuls éléments de séquence qui ont été associés aux origines de réplication chez les

eucaryotes supérieurs. Tous les autres éléments décrits sont de nature épigénétique.

4.3. Marques épigénétiques

Les origines de réplication sont fréquemment localisées au niveau de promoteurs de
transcription. Il est donc difficile de discriminer les marques épigénétiques associées a la
transcription de celles associées a la réplication. Il est tentant de penser qu’une chromatine

ouverte est plus accessible aussi bien aux protéines de réplication qu’aux facteurs de
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transcription. Il est connu qu’une chromatine transcriptionnellement active est caractérisée
par la présence de formes acétylées des histones H3 et H4 (H3ac, H4ac) ainsi que par la
mono-, di- ou tri-méthylation de la lysine 4 de I'histone 3 (H3K4me1,2,3). Un tiers des
origines cartographiées par Cadoret et coll. sont localisées dans des régions enrichies en au
moins une des trois formes d’histone H3 modifiée : H3ac, H3K4me2 et H3K4me3 (Cadoret et
al., 2008). Sequeira-Mendes et coll. ont trouvé une corrélation entre la localisation des
origines de réplication chez la souris et celles des histones modifiées H3K9ac, H3K14ac et
H3K4me3 (Sequeira-Mendes et al., 2009). De méme, Martin et coll. ont trouvé une
corrélation entre la localisation des origines chez I’homme et celles des histones H3K4me3 et
H3K9ac (Martin et al., 2011). Karnani et coll. ont rapporté un enrichissement en histone
H3K4me2, H3K4me3 et H3ac au niveau des origines (Karnani et al., 2010).

Le role de l'acétylation des histones dans le positionnement et I'efficacité des
origines de réplication est un sujet débattu. Il a été montré que l'invalidation de Rpd3, une
histone déacétylase, induit un déclenchement plus précoce des origines tardives chez S.
cerevisae (Vogelauer et al.,, 2002; Yoshida et al.,, 2014). Il a été aussi proposé que
I'acétyltransférase HBO1 participerait au chargement des origines dans les cellules
humaines. En effet, pendant la phase G1, HBO1 se lie a ORC1 et CDT1 et acétyle les lysines 5
et 12 de I'histone H4, ce qui engendre une décondensation de la chromatine et favorise le
recrutement des complexes MCM (Miotto and Struhl, 2008). Un role similaire a été attribué
a Chameau, l'orthologue de HBO1 chez la drosophile et a d’autres acétyltransférases
(McConnell et al., 2012). L'explication proposée pour expliquer |'effet de I'acétylation est
qu’elle provoque I'ouverture de la chromatine. Néanmoins, d’autres auteurs ont montré que
HBO1 est capable d’acétyler ORC2, MCM2, CDC6 et la géminine in vitro, ce qui suggere un
role de HBO1 n’impliquant pas une action sur I’état de la chromatine (lizuka et al., 2006). De
plus, les résultats de plusieurs études sont en contradiction avec I’explication avancée. Ces
études montrent que beaucoup d’origines se trouvent dans des régions hypoacétylées
(Cadoret et al., 2008). Enfin, une étude réalisée dans notre laboratoire a montré que la
position et |'efficacité des origines au niveau du locus AMPD2 dans des fibroblastes de
hamster est sans rapport avec I'état d’acétylation local des histones (Gay et al., 2010).

Concernant le role de la méthylation des histones dans le positionnement et
I’efficacité des origines, un certain nombre d’observations, parfois contradictoires, ont été

rapportées. Les origines cartographiées par Martin et coll sont préférentiellement localisées
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dans des régions enrichies en histone H3K79me2 (Martin et al., 2011). Néanmoins, une
étude ultérieure a montré que la baisse de la méthylation de H3K79 suite a I'invalidation de
DOTIL, la méthylase qui dépose cette marque, ne modifie pas la distance inter-origines
mesurée par peignage moléculaire (Fu et al., 2013). Un enrichissement en histone
H4K20me1l a été corrélé avec une efficacité élevée des origines cartographiées dans quatre
types cellulaires différents (Picard et al., 2014). Il a été aussi montré que l'invalidation de
I'histone méthyltransférase PR-Set7, responsable de la mono-méthylation de H4K20,
diminue le recrutement a la chromatine de certaines protéines impliquées dans la
construction des complexes de pré-RC (CDC6, MCM5, ORC2). Le recrutement forcé de PR-
Set7 fusionné a un domaine Gal4 augmente localement le recrutement de certains facteurs
des complexes de pré-RC (MCM2, MCM5, ORC1). De plus, il a été montré que I'accumulation
d’une forme non dégradable de PR-Set7 induit de la re-réplication (Tardat et al., 2010). Une
fois mono-méthylée par PR-set7, la position H4K20 est ensuite di- puis tri-méthylée par la
méthyltransférase Suv4-20h. Il a été montré que le domaine BAH de ORC1 reconnait
spécifiguement la forme H4K20me2 (Kuo et al., 2012). Néanmoins, cette modification
semble étre trop répandue (80% des histones H4 la posséde) pour que l'on puisse lui
attribuer un role spécifique dans le positionnement des origines de réplication (Schotta et
al., 2008). Il a été aussi montré que ORCA, un facteur qui interagit avec ORC1 et participe a
son recrutement sur la chromatine, présente une affinité élevée pour la forme H4K20me3

(Beck et al., 2012).

4.4. Transcription et démarrage de la réplication

En 1977, Mcknight et coll. ont montré par microscopie électronique que la réplication
démarre dans les régions non transcrites séparant les genes des ARNr chez des embryons de
drosophile (McKnight and Miller, 1977). Plus tard, cette méme observation a été étendue
aux cellules de xénope et aux cellules humaines (Bozzoni et al., 1981). Le locus DHFR chez le
hamster a été utilisé comme modéle dans plusieurs études pour explorer le lien entre
transcription et réplication. Le démarrage de la réplication de ce locus a lieu dans une région
de 55 kb localisée entre les genes DHFR et 2BE2121. Il a été montré que, suite a la délétion
de la région promotrice de la transcription du géne DHFR, la réplication démarre dans une
zone plus large incluant la région normalement transcrite du gene DHFR (Saha et al., 2004).

De plus, la délétion du terminateur de ce méme gene permet d’étendre la région transcrite a
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la région intergénique et supprime I'activation des origines dans cette derniere (Mesner and
Hamlin, 2005).

Vingt pourcent des origines cartographiées par Karnani et coll. (Karnani et al., 2010) sont
localisées a proximité d’un site de liaison pour un facteur de transcription connu. De méme,
les origines cartographiées par Cadoret et coll. (Cadoret et al.,, 2008) et Martin et coll.
(Martin et al., 2011) sont préférentiellement localisées a proximité de sites de fixation pour
les facteurs de transcription C-JUN et C-FOS. La ré-analyse des origines de réplication
cartographiées par Cadoret et coll.,, par Swarnalatha et coll. (Swarnalatha et al.,, 2012) a
montré que 43% des origines sont situées a proximité d’un site de fixation pour la protéine
CMYC. Ces auteurs montrent que la fixation de CMYC au niveau de son site (E-box) dans le
promoteur du géne de la lamine B2, permet le recrutement de la méthyltransférase MLL1 et
augmente localement le niveau de I’histone H3K4me3. Ceci permet le recrutement de
I'acétyltransférase HBO1 et favorise I'acétylation et I'ouverture de la chromatine et le
recrutement des complexes MCM (Swarnalatha et al., 2012). Il a été aussi montré que la
restriction de la réplication aux régions intergéniques est mise en place aprés la transition

mid-blastuléenne chez I'’embryon de xénope ou de drosophile (Hyrien et al., 1995).

4.5. Association des origines actives avec la matrice nucléaire

La matrice nucléaire est un réseau protéique qui participerait au maintien de
I'architecture nucléaire et a la régulation de la transcription et la réplication de I’ADN. Son
existence et sa nature sont encore |'objet de discussions. Opérationnellement, elle
correspond a la structure protéique qui persiste apres élimination des histones de
préparations de chromatine. Dans ces conditions, I’ADN nu reste attaché sous forme de
boucles a la matrice par des séquences nommées MAR/SAR (Matrix/Scaffold attachement
region). Une relation fonctionnelle entre la matrice ainsi définie opérationnellement et la
réplication est maintenant bien documentée. Il a été montré que certaines origines tres
efficaces sont attachées a la matrice. C’'est le cas de |'origine OriGNAI3 du locus AMPD2 chez
le hamster (Courbet et al., 2008), de 'origine de réplication de CMYC dans les cellules de
xénope (Girard-Reydet et al., 2004), de celle de la lamine B2 chez I’homme (Lagarkova et al.,
1998), de celle du locus DHFR chez le hamster (Dijkwel and Hamlin, 1988) et de trois des
quatre origines du locus du géne de la dystrophine chez ’homme (larovaia et al., 2004). Dans

notre laboratoire, il a été montré que OriGNAI3, I'origine majeure du locus AMPD2, est
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associée a la matrice durant la phase G1. Cette origine est délocalisée dans la boucle en
phase G2, trés vraisemblablement suite a la progression de la réplication au cours de la
phase S (Courbet et al., 2008). Il a aussi été montré que les cohésines, qui participent a la
formation des boucles, sont localisées au niveau des complexes ORC chez la drosophile
(MacAlpine et al., 2010) et que, dans les cellules humaines, les cohésines interagissent avec
les protéines du complexe de pré-RC et sont associées a certaines origines (Guillou et al.,

2010).

5. Programme temporel de réplication

Le programme temporel (timing) de réplication est un autre niveau de régulation du
fonctionnement des origines de réplication. Il concerne le moment de déclenchement
pendant la phase S des origines chargées en complexe de pré-RC. Ce timing est établi en fin
de mitose et en début de phase G1 pendant un processus appelé le timing decision point
(TDP). Le timing de réplication est sous la dépendance de plusieurs facteurs agissant en trans
ou en cis. La régulation en trans implique les facteurs d’initiations de la réplication et celle en
cis met en jeu la structure chromatinienne. Les facteurs agissant en trans sont les kinases de
phase S (CDK et DDK) responsables du déclenchement des origines, ainsi que certains
facteurs du complexe de pré-IC. En effet, il a été montré, aussi bien chez la levure que chez
I’'homme, que certains facteurs d’initiation sont présents en quantité limitante. Apres leur
intervention au niveau des origines précoces, ils doivent étre recyclés pour une réutilisation
au niveau des régions tardives. C'est le cas de Sld2, Sld3, Sld7 et Cdc45 (Mantiero et al.,
2011; Tanaka et al., 2011). Il a aussi été proposé que plus il y a des complexes MCM chargés
sur une origine, plus son déclenchement sera précoce (Yang et al., 2010).

Pour ce qui est du role de la structuration de la chromatine, les études du timing de
réplication a grande échelle chez la souris et chez I’'homme ont permis de mettre en
évidence des domaines de I'ordre de 0,4 a 1 Mb au sein desquels le timing de réplication est
coordonné. Ces domaines contiennent plusieurs réplicons qui se déclenchent en méme
temps. lls sont séparés par des régions de transition qui sont de I'ordre de 0,1 a 0,6 Mb. Il a
été proposé que ces zones de transition soient des zones sans origine de réplication,
traversées par des fourches unidirectionnelles. Néanmoins, d’autres auteurs ont montré
qgu’il y a des origines dans ces zones qui s’activent en cascade au cours de la phase S

(Guilbaud et al., 2011). D’une fagon générale, les domaines de réplication précoce ont été
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corrélés a I'existence d’une chromatine ouverte, accessible aux nucléases, a une richesse en
génes et en GC, ainsi qu’a une pauvreté en séquences répétées de type LINE. Par opposition,
les domaines a réplication tardive correspondent plutot a I’'hétérochromatine pauvre en GC
et en génes et riche en séquences répétées. Néanmoins, ces caractéristiques de séquences
ne dictent pas le timing de réplication puisque les deux alleles d’'un méme géne peuvent
avoir des timing de réplication différents (Hansen et al., 2010).

Par ailleurs, la réplication précoce et la réplication tardive n’ont pas lieu dans les
mémes territoires nucléaires. Ceci a été montré par marquage de foyers de réplication chez
des cellules isolées a différents stades de la phase S. Des données récentes d’analyse de
I'organisation tridimensionnelle de la chromatine a l'intérieur du noyau par la technique de
Hi-C ont confirmé que les domaines précoces interagissent entre eux et les domaines tardifs
aussi, mais que les deux types de domaines n’interagissent pas entre eux (Lieberman-Aiden
et al., 2009).

Il a été montré que l'inactivation d’'un chromosome X dans les cellules femelles
s’accompagne d’un décalage du timing de réplication vers un profil tardif, avec une
augmentation de la compaction de la chromatine et un déplacement vers la périphérie
nucléaire (Hiratani and Gilbert, 2010). Cette localisation périphérique ne concerne pas que le
chromosome X. En effet, d’'une facon générale, la réplication tardive a lieu a la périphérie
nucléaire ou nucléolaire alors que la réplication précoce se fait a I'intérieur du noyau. Le role
de ce positionnement dans le déterminisme du timing n’est pas encore clairement compris.

Environ la moitié du génome des mammiféeres est sujet a des changements de timing
de réplication au cours de la différentiation cellulaire. Ce changement est accompagné d’un
changement au niveau de la transcription (Ryba et al., 2010). Il faut noter qu’étant donné la
taille des domaines de timing, plusieurs genes peuvent avoir le méme timing sans pour
autant avoir la méme régulation transcriptionnelle, ce qui rend I’analyse plus difficile
(Hiratani et al., 2010). Une question reste sans réponse : est-ce que le timing de réplication
est établit d’une fagon passive par une certaine architecture de la chromatine ou est-ce
gu’un mécanisme activement controlé parce que son existence a une fonction biologique ?
Pourquoi la phase S dure-t-elle aussi longtemps alors gu’elle peut étre beaucoup plus
courte? En effet, la phase S est de 20 minutes chez les embryons de xénope et de drosophile
alors gu’elle est de 6 a 8 heures dans les cellules différenciées de I'adulte avec la mise en

place du timing. Plusieurs hypothéses ont été proposées. Réduire le nombre de fourches
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fonctionnant simultanément permettrait de limiter la quantité de protéines de réplication a
synthétiser par unité de temps. Les cellules embryonnaires qui vivent sur un important stock
de protéines maternelles avant le démarrage de la transcription a la transition mid-
blastuléenne ne seraient pas confrontées a ce probléme. La réduction du nombre de
fourches permettrait aussi de réduire la dépense énergétique instantanée. Toutefois, la
différence avec les cellules embryonnaire n’apparait pas immédiatement évidente a ce
niveau et il n’est pas slr que I'économie énergétique réalisée soit significative par rapport
aux dépenses énergétiques totales de la cellule. Réduire le nombre de fourches pourrait
aussi permettre de réduire la quantité de dommages a I’ADN a réparer et donc réduire la

charge des systémes de réparation.

5. Les origines latentes

Il N’y a que 10-20% des origines chargées en complexe de pré-RC qui se déclenchent
pendant la phase S. Les origines chargées en pré-RC sont donc en tres large excés par
rapport aux besoins de la cellule. En accord avec cette idée, il est possible de réduire les
niveaux des MCM de 3 a 10 fois sans géner le déroulement de la phase S (Alver et al., 2014).
En situation normale, la majorité des origines chargées sont répliquées passivement par le
passage de fourches provenant d’origines proximales qui se sont déclenchées plus tot. En
condition de stress réplicatif, les origines latentes, qui ne se déclenchent pas pendant une
phase S normale, deviennent indispensables a I'accomplissement de la réplication.
L'impossibilité de charger des origines en complexe de pré-RC pendant la phase S justifie
I’existence d’un excédant d’origines chargées en G1 afin de pouvoir en recruter en cas de
stress réplicatif. En accord avec cette idée, il a été montré qu’il existe un point de controle
du chargement des origines avant I'entrée en phase S. En effet, I'appauvrissement des
cellules en protéines impliquées dans la construction des complexes de pré-RC (CDC6,
MCM2-7 (Feng et al., 2003), CDT1, ORC (Machida et al., 2005) retarde I'entrée des cellules
en phase S. La perte de ce point de controle peut engendrer une instabilité génétique. C'est
le cas chez certaines cellules cancéreuses. Il a été trouvé que, dans les cellules qui ont activé
le point de controle de chargement des origines, |'activité kinase des complexes CDK4-
6/cycline D et CDK2/cycline E est basse et que le facteur Rb est hypophosphorylé (Liu et al.,

2009). Ceci suggere que l'activation du point de contrbéle de chargement des origines active
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le point de restriction. Le mécanisme par lequel le défaut de chargement est détecté et
signalé n’est pas encore connu. Néanmoins, il a été montré que I'absence de p53 abolit ce
point de contrdle (Nevis et al., 2009).

En réponse a un stress réplicatif, la densité d’origines au sein d’'un domaine de
réplication actif augmente par recrutement d’origines latentes (Taylor, 1977) alors que,
inversement, le déclenchement des origines dans les domaines plus tardifs qui n’ont pas
encore démarré la réplication, est inhibé (Ge and Blow, 2010) (Figure 9). L'inhibition des
domaines plus tardifs semble étre une nécessité. Comme nous I'avons mentionné, certains
facteurs de réplication sont limitant, comme la protéine RPA, et une activation excessive
d’origines engendre des dommages dans I’ADN (Toledo et al., 2013). En ce qui concerne le
mécanisme qui contréle le déclenchement des origines latentes, il reste trés mal connu.
L'hypothése la plus simple pour expliquer le déclenchement des origines latentes au sein
d’un domaine en réplication est que ces origines vont avoir le temps de se déclencher suite
au ralentissement des fourches provenant des origines flanquantes. Néanmoins, d’autres
mécanismes plus actifs ont été proposés faisant intervenir ATR. En effet, ATR phosphoryle
les complexes MCM (Cortez et al., 2004) mais aucun réle d’ATR dans le déclenchement des

origines n’a été établi a ce jour.
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Figure 9: Représentation schématique de la régulation des origines latentes en réponse a un stress
réplicatif. Les cercles verts représentent des domaines de réplication précoce ou tardive. A I'intérieur des
domaines, les origines de réplication actives sont représentées par des bulles. Sous stress réplicatif, la densité des
origines actives au sein du domaine précoce augmente apres activation des origines latentes. Par contre, les
origines de réplication au sein du domaine tardif sont inhibées par ATR et CHK1. Adapté de (Ge and Blow,

2010).
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Matériels et Méthodes

I. Culture cellulaire

Les cellules JEFF (lymphocytes B humains immortalisés par le virus d’Epstein Barr)
ainsi que toutes les autres lignées lymphoblastoides (LLD138, BJ-Lympho, LLD43, LLD86,
HeDe, NaDe) sont cultivées en suspension a 37°C en atmosphére humide contenant 5% de
CO, en milieu RPMI1640 additionné de glutamax (GIBCO Invitrogen), de 10% de sérum de
veau foetal (SVF), et de 1% pénicilline et streptomycine. Les cellules MRC5 (fibroblastes
humains primaires de poumon) ainsi que toutes les autres lignées de fibroblastes (MRC55V2,
BJ-fibro, BJ-hTERT, ICIG7, IMR90, WI38) sont cultivées a 37°C en atmosphére humide
contenant 5% de CO; et 3% O, en milieu MEM contenant 10% de sérum de veau foetal, des
acides aminés non essentiels, 1 mM de pyruvate de sodium, 2 mM de glutamine et 1% de

pénicilline et streptomycine.

Il. Cytométrie en flux

Avant récupération, les cellules sont incubées a 37°C pendant 20 min en présence de
30 uM de Bromo-déoxyUridine (BrdU). Elles sont ensuite centrifugées 5 min a 2800 rpm et
resuspendues dans 1 ml de tampon Phosphate Buffered Saline (PBS: 20 mM tampon
phosphate pH 7,4, 150 mM NaCl). La suspension cellulaire est fixée par ajout de 3 ml
d’éthanol froid. Apres avoir été conservées 24 h a 4°C, les cellules sont centrifugées puis
resuspendues dans une solution de pepsine (0,5 mg/ml pepsine, 0,03 N HCI). Aprés 20 min
d’incubation a 37°C, les cellules sont centrifugées puis resuspendues dans 500 ul de HCI 2 N
et incubées 20 min a température ambiante. Elles sont alors lavées en PBS, centrifugées 10
min a 2800 rpm puis resuspendues dans 1 ml de tampon Bu (0,5% Tween 20, 0,5% sérum de
chevre, 20 mM Hepes pH 7,3). Les cellules sont récupérées par centrifugation et incubées
pendant 45 min dans une solution d’anticorps anti-BrdU (AbD Seroctec OBT 300 dilué au
4/100°™ dans du tampon Bu) puis pendant 30 min dans une solution d’anticorps secondaire
(poulet anti-lgG de rat-Alexa 488, Invitrogen, au 2/100°™ dans du tampon Bu). A la fin, les
cellules sont resuspendues dans une solution d’iodure de propidium (25 pg/ml) avant d’étre

analysées par cytométrie en flux (FACS Sort). Les résultats sont analysés a I'aide du logiciel
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Flowlo (Tree Star, Inc).

lll. Etalement des métaphases

Aprés 2 ou 3 h de traitement au nocodazole (0,2 UM), les cellules sont collectées par
centrifugation (3 min, 1500 rpm a 20°C). Elles sont ensuite incubées 10 min a 37°C dans une
solution hypotonique (14% de sérum de veau feetal, 11 mM KCI), puis fixées par
resuspension dans une solution contenant 25% d’acide acétique et 75% d’éthanol (fixateur)
et conservées la nuit a -20°C. Les cellules fixées sont suspendues dans 500 [l de fixateur et
les métaphases sont étalées en faisant tomber des gouttes de la suspension sur des lames de
microscope. Apres séchage a température ambiante, les lames qui servent au comptage des
cassures totales sont incubées pendant 10 min dans une solution de coloration (Giemsa R
solution, Reactif RAL, dilué a 6% dans du tampon phosphate pH 7,0), puis lavées a I'eau

distillée et séchées a Iair.

IV. Hybridation in situ en fluorescence sur métaphases

Préparation des BAC: les ADN des BAC sont préparés a partir de cultures
bactériennes a I'aide du kit NucleoBond XtraMidi Plus (Macherey-Nagel).

Préparation des sondes : Les ADN des BAC sont marqués par la biotine a I'aide du kit
Bioprime DNA labeling system (Invitrogen). Un mélange des ADN des BAC (200 ng de
chaque) correspondant a chaque site est préparé (3 BAC pour FRA3B et 2 BAC pour FRA16D,
voir tableau). A ce mélange sont ajoutés 200 g d’ADN compétiteur (human Cot-1 DNA,
précipitées sont centrifugées (30 min a 13000 rpm et 4°C), rincées a I’éthanol 70% et puis
centrifugées de nouveau 15 min dans les mémes conditions. Le culot est séché afin
d’éliminer toute trace d’éthanol et resuspendu dans 20 pl de tampon TE (Tris-Cl 10 mM pH
8,0 et EDTA 1 mM). Afin de révéler les centromeres des chromosomes d’intérét, 8 pl (13 ng)
de sondes correspondant aux séquences alpha satellite du chromosome 1 (Aquarius probes
LPE 01 R), du chromosome 3 (Aquarius probes LPE 03 R) ou du chromosome 16 (Aquarius
probes LPE 16 R) (Cytocell) sont ajoutées. Le mélange est ajouté a 68 Hl de solution
d’hybridation contenant 10% dextran sulfate, 50% formamide, 2xSSC et 1% de Tween 20
(SSC: Standard Saline Citrate; 15 mM citrate de sodium, 150 mM NaCl, pH 5,6). Apres

dénaturation des ADN par chauffage a 75°C pendant 5 min, le mélange est incubé pendant
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20 min a 37°C pour permettre la renaturation des séquences répétées des BAC avec celles de
I’ADN compétiteur.

Traitement des lames : Les lames portant les métaphases sont incubées pendant une
heure a 37°C dans une solution de 2xSSC contenant 0,1 mg/ml de RNase A. Apreés 2 lavages
en 2xSSC, elles sont déshydratées par 3 bains successifs d’éthanol a 70%, 85% et 100%. Une
fois seches, les lames sont incubées dans une solution contenant 70% formamide et 2xSSC
pendant 2 min a 72°C pour dénaturer ’ADN des chromosomes. La dénaturation est suivie de
3 bains successifs d’éthanol froid a 70%, 85% et 100%. Apres séchage des lames, 30 ul des
sondes sont déposés sur chaque lame. Les lames sont incubées en chambre humide a 37°C
pendant la nuit. Apres 3 lavages en 50% de formamide et 2xSSC a 45°C suivis de 3 autres en
2xSSC a 45°C et d’un lavage en 4xSSC et 0,05% Tween 20, les lames sont incubées 30 min a
37°C dans un tampon contenant 4xSSC, 0,05% Tween 20 et 5% de lait en poudre écrémé afin
de prévenir la fixation des anticorps sur des sites aspécifiques. L'immunodétection des
sondes se fait grace a la liaison streptavidine-biotine. Cing couches sont réalisées en utilisant
alternativement de la streptavidine couplée au fluorochrome Alexa 488 (Invitrogen,
1/100°™) et de I'anti-streptavidine de lapin biotinylé (Rockland, 1/50°™) dilués dans le
tampon de blocage. Pour chaque couche, les lames sont incubées en chambre humide 20
min a 37°C puis lavées trois fois pendant 5 min dans une solution contenant 4xSSC et 0,05%
Tween 20. Enfin, les lames sont montées avec du Vectashield (Vector labs) contenant du

DAPI pour marquer I’ADN des chromosomes.

Site fragile BAC

RP11-32J15 (AC104161)
FRA3B RP11-641C17 (AC104164)
RP11-147N17 (AC104300)

RP11-105F24 (AC106741)

FRA16D
RP11-57106 (AC092724)

FRA1LL RP11-88425
RP11-729G19

FRA3L RP11-59m6
RP11-10915
RP11-739D3
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V. Marquage des fourches de réplication et préparation des blocs d’ADN pour le peignage
Les cellules JEFF sont traitées ou non a I'aphidicoline (0,6 M) en présence ou en
absence de RO-3306 (5 UM) pendant 16 h. Pendant le temps de traitement, deux marquages
courts (30 min ou 2 h) de ’ADN en cours de synthese sont réalisés grace a deux analogues de
la thymidine, I'lododéoxyUridine (IdU : 20 uM) et la ChlorodéoxyUridine (CldU : 100 pM). En
absence d’aphidicoline, le temps de marquage pour chaque analogue est de 30 min mais en
sa présence, il est de 2 h. Cette adaptation du temps de marquage est nécessaire dans les
conditions de ralentissement important de la vitesse des fourches afin d’avoir des signaux de
réplication analysables. A la fin des 16 h, I'incorporation d’ldU et de CldU est arrétée par un
exces de Thymidine (T: 300 MM). Les cellules sont ensuite récupérées, comptées,
suspendues dans du PBS et additionnées d’un volume d’une solution d’agarose low melting
a 2% (Sigma-Aldrich) dans du PBS conservée a 45°C. Le mélange cellules/agarose est
distribué dans des puits spéciaux a raison de 300 000 cellules/puit (80 ). Les puits sont
ensuite placés 15 min a 4°C afin de permettre la solidification de I'agarose. Les blocs d’ADN
sont transférés dans une solution de protéinase K (Boldog et al.) (1 mg/ml dans 1% SDS et
0,25 M EDTA) puis incubés pendant 48 h a 42°C. Les blocs sont ensuite récupérés et lavés
dans une solution de PMSF (Phenyl MethaneSulfonyl Fluoride - Sigma) (1 mM dans du TE),
un inhibiteur de la protéinase K, pendant 20 min a 42°C, puis deux fois dans du tampon TE
pendant 20 min a température ambiante. L’ADN est ensuite coloré par incubation pendant 2
h dans une solution de YOYO-1 a 3 UM dans du TE (Invitrogen). Aprés fusion de I'agarose par
incubation 15 min a 68°C, il est digéré par addition d’une solution de B-agarase (2,5
unités/ml) (Biolabs) pendant 48 h a 42°C. Enfin, 'ADN solubilisé est dilué 5 fois avec une
solution de MES (2-(N-Morpholino)-ethane-sulfonic acid, Research organics) 250 mM a pH
5,5 et stocké a 4°C pendant au moins une semaine avant de procéder au peignage. L’ADN est
peigné a l'aide d’une machine Molecular Combing System (Genomic Vision). Des lamelles
silanisées sont plongées verticalement dans la solution d’ADN, puis ressorties a vitesse
constante (300 um/s). Ce systéme conduit a un étirement régulier des molécules d’ADN (2

kb/um) sur les lamelles au passage du ménisque formé a I'interface air/eau.
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VI. Immunodétection des signaux de réplication et mesure de la vitesse de progression des
fourches de réplication

L'’ADN peigné est dénaturé par immersion des lamelles dans un bain de NaOH 1 N
pendant 5 min. Elles sont ensuite traitées par la solution de blocage (15 mg/ml de blocking
reagent (Boehringer Mannheim) dans du PBS contenant 0,05% Tween 20). Les analogues
incorporés sont ensuite révélés dans ’ADN peigné par immunodétection spécifique. Les
lamelles sont incubées pendant 1 h en présence d’anticorps de souris anti-BrdU (AbD
serotec, 1/5°™) détectant I'ldU et de rat anti-BrdU (Oxford Technology, 1/50°™) détectant la
CldU. Les anticorps sont dilués dans la solution de blocage. Apres lavage en 0,5 M NaCl, 20
mM Tris-Cl pH 7,8 et 0,05% Tween 20, les lamelles sont incubées avec les anticorps
secondaires anti-IgG de souris couplés a I’Alexa 488 (Molecular Probes, 1/50éme) et anti-lgG
de rat couplés a la Cyanine 3 (Molecular Probes, 1/50éme). Les molécules d’ADN
monocaténaire sont ensuite révélées par la succession de trois couches d’anticorps: un

eme

anticorps de souris anti-ADN monocaténaire (Millipore, 1/25°"°), suivi d’'un anti-IlgG de

souris fabriqué chez la chévre et couplé a la Cyanine 5 (Abcam, 1/100éme) puis d’un anti-IgG

eme

de chévre préparé chez le singe, couplé a la Cyanine 5 (Abcam, 1/100°™). Toutes les couches
d’anticorps (20 min a 37°C en chambre humide) sont séparées par 3 lavages de 5 min en
PBS. La vitesse de progression des fourches est déterminée en mesurant la longueur des
signaux de réplication. Pour chaque signal, la vitesse de réplication correspondante est
calculée en kb/min selon la formule suivante : Vitesse = (longueur du signal (um) x 2) (kb) /

temps de marquage (min).

VII. Hybridation in situ en fluorescence sur ADN peigné et immunodétection des signaux de
réplication

Préparation des sondes: Les ADN des BAC sont préparés comme décrit ci-dessus puis
les 32 sondes du code morse sont préparées par PCR a 'aide du kit Expand 20 kb plus PCR
system dNTP (Boldog et al.) comme décrit dans Letessier et coll. (Letessier et al., 2011). Les
sondes du motif i ont été préparées a partir du BAC RP11-641C17, en utilisant 3 couples
d’amorces : CATCACTCCAAGACATAGTTTCAGGT
CATCAACATGGAGATTACAGGACCT
GCCTGAGGTGACTCACTTAAGCA
TCTGGTCTCTTACAAGTGAAGGGTT
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GGCCTCAGCAAGTGCTAAGAGA
GGTGAACTCTCCTAGCGTTAGCTCT
Les produits de PCR sont marqués par la biotine a I'aide du Kit Bioprime DNA labeling system
(Invitrogen). Un mélange des 32 produits de PCR représentant tous les motifs (a - e, i) (50 ng
de chaque sonde) est préparé. A ce mélange sont ajoutés 10 pig d’ADN compétiteur (human
sondes précipitées sont centrifugées (30 min a 13000 rpm et 4°C), rincées a |’éthanol 70%
puis centrifugées de nouveau 15 min dans les mémes conditions. Le culot est séché afin
d’éliminer toute trace d’éthanol et resuspendu dans 8,8 [l de tampon TE. Le mélange est
ajouté a 21,2 pl de solution d’hybridation (10% dextran sulfate, 50% formamide, 2xSSC et 1%
de Tween 20). L'ADN est dénaturé par chauffage a 75°C pendant 10 min.

Traitement des lames: Les molécules d’ADN peignées sont dénaturées dans un bain
de NaOH 1 N pendant 5 min. La dénaturation est suivie d’'un bain de PBS froid, puis de 3
bains successifs d’éthanol froid a 70%, 85% et 100%. Apres séchage des lames, 30 ul du
mélange des sondes sont déposés sur chaque lame. Les lames sont incubées en chambre
humide a 37°C pendant la nuit. Aprés 3 lavages en 50% formamide et 2xSSC pH 5,6 suivis de
3 autres en 2xSSC pH 7,0 et d’un lavage en PBS, les lames sont incubées 1 h a 37°C dans la
solution de blocage (15 mg/ml de blocking reagent (Boehringer Mannheim) en PBS
contenant 0,05% de Tween 20). L'immunodétection des sondes se fait grace a la liaison
streptavidine-biotine. Cing couches sont réalisées en utilisant alternativement de la
streptavidine couplée au fluorochrome Alexa 488 (Invitrogen, 1/100éme) et de l'anti-

eme

streptavidine de lapin biotinylé (Rockland, 1/50°"°) dilué dans le tampon de blocage. A partir
de la troisieme couche, les analogues de la thymidine (IdU, CldU) incorporés sont révélés par
immunodétection spécifique. Les lamelles sont incubées en chambre humide pendant 1 h en
présence d’anticorps de souris anti-BrdU (BD biosciences, 1/5éme) et de rat anti-BrdU (Abd
serotec, 1/25éme). Apres lavage en 0,5 M NacCl, 20 mM Tris-Cl pH 7,8 et 0,05% Tween 20, les
lamelles sont incubées avec les anticorps secondaires anti-lgG de souris fabriqué chez la

eme

chévre couplés a I’Alexa 350 (Invitrogen, 1/25°"°) et anti-IgG de rat couplés au Texas Red

(Jackson Immunoresearsh, 1/50éme), puis en présence d’'un anticorps anti-IlgG de chévre
couplé a I'Alexa 350 (Invitrogen, 1/25éme). L’ADN monocaténaire est ensuite révélé par la
succession de trois couches d’anticorps : un anticorps de souris anti-ADN monocaténaire

(Millipore, 1/50éme), suivi d’un anti-lgG de souris fabriqué chez la chévre couplé a la Cyanine
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5 (Abcam, 1/100éme) et d’un anticorps anti-lgG de chévre préparé chez le singe couplé a la
Cyanine 5 (Abcam, 1/100éme). Enfin, les lames sont montées avec du Vectashield (Vector
labs) sans DAPI et examinées au microscope a fluorescence. Les images des fibres d’ADN
portant des motifs du code morse et des signaux de réplication sont ensuite traitées avec

Photoshop (Adobe) et modélisées avec Illustrator (Adobe).

VIII. Transfection des cellules JEFF

Des cellules JEFF en croissance exponentielle sont centrifugées puis suspendues a
20x10° cellules par ml dans du tampon C du kit Cell Line Nucleofector (Lonza). Deux millions
de cellules sont ajoutées au mélange des siARN (0,6 nmol de chaque, voir tableau) et
électroporées a I'aide de I’Amaxa nucleofector Il en utilisant le programme Z-001 de la
machine. Apres éléctroporation, les cellules sont remises immédiatement dans 10 ml de

milieu de culture a 37°C.

siARN Référence

Controle All Stars Negative Control siRNA (SI03650318) Qiagen

CDT1 Stealth siRNAs (Set of 3) HSS129994, HSS188618, HSS188619, Invitrogen

ORC1 Stealth siRNAs (Set of 3) HSS107467, HSS107468, HSS107469, Invitrogen

CDC6 Stealth siRNAs (Set of 3) HSS101647, HSS101648, HSS101649, Invitrogen

RIF1 FlexiTube GeneSolution GS55183 (set of 4) SI04349037, SI04186616,

S104172910, SI04150657, Qiagen

IX. Immunoprécipitation de la chromatine

Préparation de la chromatine : Des cellules JEFF non traitées, traitées a I'aphidicoline
(0,6 uM), au RO-3306 (5 uM) ou a l'aphidicoline et au R0O-3306 pendant 16 h sont
récupérées, comptées et resuspendues dans du PBS (5x10° cellules dans 500 pl). Elles sont
ensuite fixées en présence de 1 % de formaldéhyde pendant 10 min a température ambiante
avec agitation. Le formaldéhyde est ensuite neutralisé en ajoutant 1,25 M de glycine. Les
cellules sont ensuite lavées deux fois avec du PBS froid, puis resuspendues a 100x10°
cellules/ml dans le tampon de lyse (50 mM Hepes, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 % Triton X-
100, 0,1 % déoxycholate de sodium et 0,5 % SDS) en présence d’inhibiteurs de protéases.
Aprés 30 min a 4°C, le lysat est dilué avec 500 ul de tampon de lyse et les tubes sont soumis
a une sonication a froid pendant 15 min. Une partie de la chromatine est traitée a la

protéinase K et a la RNase A afin d’analyser par électrophorése dans un gel d’agarose 1,5 %
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la taille des fragments d’ADN obtenus (200-500 pb). Une autre partie de la chromatine
préparée ne subit pas I'immunoprécipitation. Elle servira de référence pour déterminer
I’'abondance des séquences d’intérét dans la chromatine de départ (input).

Immunoprécipitation de la chromatine : Dans un premier temps, les billes sont
couplées aux anticorps qui vont étre utilisés. Pour cela 50 ul de billes portant de la protéine
A (Millipore 16-157) sont resuspendues dans du PBS contenant 2% de BSA puis 5 ug
d’anticorps de lapin non-immun (ab37415-5) sont ajoutés dans les tubes des controles
négatifs et 3 pug d’anticorps dirigés contre la forme phosphorylée de la sérine 5 du domaine
C-terminal de I’ARN polymérase Il (ab 5131) sont ajoutés dans les tubes de test. Les billes
sont incubées en présence des anticorps pendant 2 h a 4°C. La chromatine correspondant a
2x10° cellules est ensuite ajoutée aux billes couplées aux anticorps et les tubes sont incubés
sous agitation a 4°C pendant la nuit. Les complexes (billes + anticorps + chromatine) ainsi
formés subissent une série de lavages a 4°C: 1) dans le tampon de lyse ; 2) dans le tampon
de lyse contenant 500 mM NaCl au lieu de 150 mM ; 3) dans le tampon LiCl (0,25 M LiCl, 0,5
% NP40, 1 mM EDTA, 10 mM Tris-Cl pH8,0 0,5 % sodium déoxycholate) ; 4) dans le tampon
TE.

Réversion du couplage au formaldéhyde : les tubes issus de I'immunoprécipitation et
les tubes contenant la chromatine de départ (input) sont additionnés de 125 ul de tampon
de réversion (25 mM Tris-Cl pH8,0 5 mM EDTA, 0,5% SDS) puis incubés sous agitation
pendant 20 min a 65°C. Apres centrifugation pour éliminer les billes, les surnageants sont
incubés en présence de 100 pug/ml de protéinase K pendant 2 h a 65°C puis en présence de
15 pg/ml de RNase A pendant 30 min a 37°C. Les ADN sont ensuite purifiés grace au
Quiaquick PCR prification Kit de Qiagen et élués dans 100 pl d’eau. Les séquences d’intérét
sont quantifiées par PCR quantitative (qPCR) en utilisant des amorces introniques au niveau
des génes d’intérét. Les quantités sont déterminées grace a une droite de référence obtenue
en se servant de quantités croissantes connues d’ADN soniqué extrait de cellules JEFF. Elles
sont normalisées par rapport aux quantités déterminées dans les input correspondants. Le
résultat final est exprimé en taux d’enrichissement, calculé comme étant le rapport de la

guantité normalisée obtenue pour le test a celle obtenue pour le contréle négatif.

X. La technique de Repli-Seq

Marquage au BrdU et tri cellulaire : Les cellules JEFF non traitées sont incubées
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pendant 1 h en présence de 50 uM de BrdU et les cellules traitées avec 0,6 pM
d’aphidicoline pendant 16 h sont incubées en présence de 50 uM de BrdU pendant les trois
derniéres heures du traitement. Les cellules sont ensuite récupérées, comptées et
resuspendues a 10x10° cellules/ml dans du milieu RPMI sans sérum. Elles seront incubées
pendant 20 min a 37°C en présence de 10 ug/ml du Hoechst 33342 (life technologies H3570).
Les cellules sont ensuite reconcentrées a 75x10° cellules/ml par centrifugation avant de
passer au trieur. Le tri se fait a vitesse élevée a I'aide d’'une machine BD FACS Aria Il.
L'ensemble des cellules a trier est distribué en 3 tubes, chaque tube servant pour le tri de 2
fractions (G1b et S1, S2 et S3, S4 et G2M). Les fenétres de tri sont positionnées par rapport a
la distance qui sépare le pic G1 de celui du pic G2. La largeur des fenétres de tri des fractions
G1b, S1, S2, S3, S4 correspond a la division de cette distance par 6. La largeur de la fenétre
de la fraction G2M correspond au double de cette valeur. Les cellules sont récupérées du
dans du PBS.

Extraction et immunoprécipitation de I’'ADN : Apres centrifugation, les culots cellulaires sont
resuspendus dans un tampon contenant 50 mM Tris-Cl pH 8,0, 10mM EDTA, 0,1% SDS et 50
ug/ml RNAse A puis incubés pendant une heure a 37 °C. Une digestion a la protéinase K (100
pug/ml) est ensuite effectuée pendant la nuit a 37°C en présence de 1 % SDS. L’ADN des
différentes fractions est ensuite extrait par un mélange phénol-chloroforme (50/50) et
précipité par addition de 100 mM NaCl et 2 volumes d’éthanol et maintenu pendant au
moins 2 h a -20°C. L’ADN précipité est collecté par centrifugation, lavé une fois a I’éthanol
70%, séché et dissout dans du tampon TE pour le doser au NanoDrop. L'ADN est ensuite
fragmenté par sonication pendant 10 min. La taille des fragments d’ADN apreés sonication est
vérifiée par migration sur un gel d’agarose 1,5% (fragments entre 200-500 pb). Deux pg
d’ADN de chaque fraction subit une réaction de ligation des adaptateurs. Cette étape est
réalisée par I'’équipe de Claude Thermes. Les ADN issus de la ligation sont ensuite dilués dans
du PBS contenant 0,1% de Tween 20 et dénaturés par chauffage pendant 3 min a 98°C afin
de rendre accessible a I'immunoprécipitation 'ADN néosynthétisé. Celle-ci est réalisée en
incubant, pendant 30 min a température ambiante, '’ADN dénaturé en présence de 2 ug
d’anticorps dirigé contre le BrdU (BD 347580). Ensuite, 30 pug d’anticorps secondaires dirigés
contre les IgG de souris et produit chez le lapin (Sigma M7023) sont ajoutés et une nouvelle
incubation de 30 min a température ambiante est effectuée. Les complexes ainsi formés

entre les séquences d’ADN contenant du BrdU et les deux anticorps sont récupérés par
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centrifugation, lavés dans du PBS contenant 0,1% de Tween 20 puis redissouts dans le
tampon de digestion a la protéinase K (10 mM Tris-Cl pH 8,0, 10 mM EDTA, 0,5% SDS, 100
ug/ml protéinase K) et incubés la nuit a 37°C. L’ADN des différentes fractions est extrait par
un mélange phénol-chloroforme (50/50) aprés addition de 2 pg de glycogene (Boehringer
Mannheim, 901 393). Il est ensuite précipité par addition de 100 mM NaCl et 2 volumes
d’éthanol et maintenu pendant au moins 2 h a -20°C. Apres centrifugation, les culots d’ADN
sont lavés a I'éthanol 70%, séchés et redissouts dans du tampon TE puis envoyés a la
plateforme (Imagif) a Gif-Sur-yvette pour le séquencage. L'alignement des séquences et

I’'analyse des données sont réalisés par I’équipe de Claude Thermes.

XI. Transfert Western

Des cellules JEFF non traitées, ou traitées a I'aphidicoline (0,6 uM), au RO-3306 (10
KM) ou a I'aphidicoline et au RO-3306 sont récupérées apres 16 h de traitement. Elles sont
soit préparées pour étre triées en quatre fractions (G1, S1, S2, G2M), soit utilisées pour la
préparation des extraits chromatiniens de cellules non triées. En ce qui concerne le tri
cellulaire, les cellules sont préparées de la méme facon que dans le cas du Repli-Seq. Des
extraits totaux ou chromatiniens sont préparés a partir des quatre fractions récupérées
apres tri.

Pour préparer la chromatine (cellules triées et cellules non triées), le culot cellulaire
est resuspendu dans un tampon contenant 0,25 % NP-40, 10 mM Tris-Cl pH 8,0, 10 mM
NaCl, 10 mM MgCl, et des inhibiteurs de protéases puis incubé pendant 5 min dans la glace.
Ce tampon provoque la lyse de la membrane plasmique. Apres centrifugation, les noyaux
sont resuspendus dans un tampon contenant 1 % Triton-X100, 20 mM Hepes, 0,35 M NacCl,
10 mM KCI, 1 mM EDTA, 20 % glycérol et des inhibiteurs de protéases puis incubés pendant
30 min dans la glace, ce qui provoque leur lyse. Une centrifugation permet de séparer la
chromatine de la fraction nucléaire soluble. Les culots chromatiniens sont resuspendus dans
le tampon de charge (Biolabs B7709S) (1% SDS, 10 mM DTT, 10 mM MgCl,) puis incubés
pendant 30 min a température ambiante en présence de 25 U/ul de benzonase (Millipore
D0017) pour digérer I'’ADN. Avant d’étre déposé sur gel de polyacrylamide-SDS, les
échantillons sont chauffés pendant 5 min a 95°C.

Pour préparer des extraits protéiques totaux a partir des quatre fractions des cellules

triées, les culots cellulaires récupérés apres le tri sont dissouts directement dans le tampon
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de charge et traités et analysés comme décrit ci-dessus.

Pour I'électrophorése des protéines, nous utilisons des gels pré-coulés de Life
Technologies (gels 4-12% NP0322) et le tampon de migration correspondant (MOPS
NP00O01). Le transfert sur membrane de nitrocellulose est réalisé a I'aide de la machine Iblot
de Life Technologies en utilisant un kit de transfert (Life Technologies 1B301001) et le
programme 3 de la machine. Les membranes sont ensuite saturées par incubation pendant 1
h a température ambiante en PBS contenant 0,05% de Tween 20 et 5% de BSA. L'incubation
avec les différents anticorps primaires (voir tableau) est effectuée a 4°C pendant la nuit.
Celle avec les anticorps secondaires couplés a la peroxydase de Raifort est faite pendant une
heure a température ambiante. Tous les anticorps (primaires et secondaires) sont dilués
dans du PBS contenant 0,05% de Tween 20 et 5% de BSA. L'incubation avec les anticorps
(primaires ou secondaires) est suivie de trois lavages de 10 min en PBS contenant 0,05% de
Tween 20. La révélation du signal de chimiluminescence est faite a l'aide du kit

WesternBright ECL de Advansta (K-12045).

Anticorps Référence Dilution
Anticorps ORC1 Abcam ab85830 1/2000
primaires CDC6 Cell signaling 3387 1/1000
CDT1 Cell Signaling 8064 1/1000
MCM7 Santa Cruz sc-56324 1/1000
Histone H4 Millipore 07-108 1/1000
B-actine-HRP Santa Cruz sc-47778 1/20000
RIF1 Bethyl A300-569A 1/1000
Anticorps Anti-Souris-HRP Dako P0447 1/5000
secondaires Anti-Lapin-HRP Dako P0448 1/5000

XIl. Capture des ARN naissants
L’ARN naissant est isolé grace a la technique de Click-It en utilisant le kit Click-iT
Nascent RNA Capture d’Invitrogen (10365). Les cellules non traitées ou traitées 16 h a

I’aphidicoline (0,6 uM), au RO-3306 (10 uM) ou a I'aphidicoline et au RO-3306 sont incubées
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pendant les dernieres 30 min en présence de 1 mM d’un analogue de 'uridine : le 5-éthynyl-
uridine (EU). Apres extraction de I’ARN total, ce dernier subit une réaction catalysée par le
cuivre qui lie la biotine par I'intermédiaire d’'un groupement azide a 'EU. Les ARN naissants
sont alors purifiés par chromatographie d’affinité grace a des billes magnétiques couplées a
la streptavidine (Dynabeads MyOne Streptavidin T1 (Invitrogen 65601)). La réaction de
réverse transcription pour la synthése de I’ADNc est faite a I'aide du kit Superscript VILO
cDNA Synthesis (Invitrogen 11754) directement sur I’ARN capturé sur les billes. La PCR
guantitative est réalisée en utilisant des amorces introniques. Pour I’ARN total, la réaction de
réverse transcription est réalisée en utilisant le Kit SuperScript Ill First-Strand (Invitrogen

18080).
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Résultats

I. Programme temporel de la réplication sous aphidicoline

Les résultats obtenus par peignage moléculaire dans le laboratoire montrent qu’en
absence de stress réplicatif, les évenements d'initiation de la réplication au niveau du gene
FHIT sont exclus d’une région longue d’environ 700 kb (région cceur) chevauchant la zone la
plus instable de FRA3B dans les cellules lymphoblastoides JEFF, alors qu’ils surviennent tout
au long du locus dans les cellules fibroblastiques MRC5. Par contre, des événements de
terminaison sont visibles tout au long du locus dans les deux types cellulaires. En présence
d’aphidicoline, les événements de terminaison ne sont plus visibles dans la région coeur des
cellules JEFF, mais ils sont toujours présents chez les fibroblastes (Letessier et al., 2011). La
technique de peignage moléculaire permet de cartographier les événements d’initiation et
de terminaison mais elle ne permet pas de déterminer a quel moment de la phase S ces
événements ont eu lieu (programme temporel ou timing). Cette information peut étre
obtenue grace a la technique de Repli-Seq mise au point par Hansen et coll. (Hansen et al.,
2010). Les profils de timing de réplication de FRA3B et de FRA16D obtenus par ces auteurs
dans deux autres lignées de lymphocytes humains, ont montré que ces deux régions sont
répliquées tardivement pendant la phase S par des fourches de réplication venant des
régions situées de part et d’autre de la région fragile et que la réplication ne se termine
qu’en phase G2. Ceci engendre un profil de réplication en « V » de la région fragile (voir
figure 11). Ce profil en « V » a aussi été mis en évidence au niveau des deux SFC majeurs des
fibroblastes : FRAIL et FRA3L. Il est important de signaler que les régions possédant des
profils en « V » ne sont pas toutes des SFC. En se basant sur nos résultats de peignage
moléculaire au niveau de FRA3B et sur les résultats de Repli-Seq obtenus par Hansen et coll.,
la fragilité des SFC a donc été expliquée par la présence d’une grande région centrale pauvre
en évenements d'initiation dont la réplication est assurée par des fourches provenant des
régions adjacentes. Ces fourches devant parcourir plusieurs centaines de kilobases, la
terminaison de la réplication de cette région a lieu trés tardivement (fin de S, G2). En cas de

perturbation de la progression de ces fourches, la réplication de la région n’est pas terminée
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lorsque les cellules entrent en mitose, ce qui entraine I'apparition de cassures
chromosomiques.

Ainsi que nous I'avons déja mentionné, I'étude de la dynamique de réplication par la
technique du peignage moléculaire n’a été effectuée que pour un seul SFC (FRA3B) dans
deux lignées cellulaires (lymphocytes JEFF et fibroblastes MRC5). Cette technique étant
extrémement chronophage, nous avons pensé que la technique de Repli-Seq serait une
bonne alternative pour étendre les observations faites au niveau de FRA3B a d’autres SFC.
Bien que les résultats de Repli-Seq soient disponibles pour différents types cellulaires dans
les bases de données, aucune analyse n’avait été faite sur des cellules traitées par
I'aphidicoline. Nous ne pouvions donc pas nous référer a ces résultats pour déterminer
I’effet d’un stress réplicatif au niveau d’autres SFC. Pour cette raison, nous avons entrepris
d’utiliser au laboratoire la technique de Repli-Seq, en collaboration avec I'équipe de Claude
Thermes a Gif-sur-Yvette, afin de visualiser la dynamique de réplication au niveau des SFC en
présence d’aphidicoline.

Notre hypothese de travail était la suivante : si la plupart des SFC (tous ?) présentent
au niveau du cceur un profil en « V » qui refléte une terminaison de la réplication en fin de S
ou en G2, une réplication incompléte en présence d’aphidicoline devrait se traduire par un
profil en forme de V incomplet « \ / » (voir figure 11). Dans ce cas, seuls les loci ayant un
profil en «V» qui se transforme en un V incomplet sous aphidicoline pourraient étre
considérés comme des SFC. Nous voulions donc voir dans un premier temps si ces
prédictions étaient vérifiées au niveau de SFC déja caractérisés. Si tel était le cas, nous
pourrions étendre notre modele a une majorité des SFC. De plus, ceci nous permettrait de
caractériser de nouveaux SFC en repérant des régions ayant ces mémes caractéristiques et
non classées actuellement comme tel.

La technique de Repli-Seq (Figure 10) consiste a marquer pendant un temps court
'ADN néosynthétisé par un analogue de la thymidine, le BrdU, dans les cellules d’une
population asynchrone puis a trier les cellules selon différentes phases du cycle cellulaire
(G1, S1, S2, S3, S4 et G2M). L’ADN est ensuite extrait de ces différentes fractions, fragmenté
par sonication et dénaturé avant d’étre immunoprécipité grace a un anticorps dirigé contre
le BrdU. L’ADN ainsi récupéré a partir de chaque fraction est séquencé par la plateforme de
séquencage a haut débit « Imagif ». Les analyses bioinformatiques et les alignements sur le

génome sont réalisés par I’équipe de Claude Thermes.
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Figure 10: Principe de la méhode du Repli-Seq. Les différentes étapes sont résumées a gauche. A droite est présenté
un histogramme typique de distribution des cellules lors du tri au FACS selon le contenu en ADN. La position des
différentes fractions récoltées est indiquée. Seule la seconde moitié du pic G1 (G1b) est utilisée car selon Hansen et coall.
(Hansen et a., 2010), la premiére (Gla) est inutilisable car elle génére un bruit de fond trés élevé. Sous I’ histogramme est
schématisé le cas d’une origine de réplication se déclenchant précocement (S1) et la progression des fourches de
réplication au cours de la phase S (S2, S3, $4). L’incorporation de BrdU est symbolisée en orange. On voit que les
séguences distantes de |’ origine sont répliquées (et donc marquées par le BrdU) plustard que celles qui sont proches.

Nous avons réalisé cette expérience avec des cellules JEFF non traitées ou traitées
avec 0,6 UM d’aphidicoline pendant 16 h (Figure 11). Ce traitement représente la condition
standard utilisée pour induire la fragilité des SFC. Les résultats obtenus avec les cellules JEFF
non traitées montrent un profil en « V » au niveau des sites FRA3B et FRA16D et d’autres SFC
connus pour étre instables dans les lymphocytes (Mrasek et al.,, 2010). Ces résultats
confirment donc ceux obtenus par Hansen et ses collaborateurs sur les cellules
lymphoblastoides humaines GM12878. Néanmoins le « V » obtenu dans les cellules JEFF
apparait décalé d’un stade par rapport aux cellules GM12878. Ainsi, la complétion de la
réplication du coeur de FRA3B a lieu en S4 dans les cellules JEFF au lieu de G2 dans les

cellules GM12878.
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Les résultats obtenus avec les cellules traitées a [I'aphidicoline montrent
effectivement un déficit de réplication aux niveaux de SFC connus (Figure 12). Par contre le
profil ne ressemble pas a un « V » inachevé mais plutdét a un profil en « U ». En effet, des
signaux de réplication sont détectés dans la région coeur de FRA3B a partir du stade S3.
Néanmoins, conformément aux résultats du peignage au niveau de FRA3B, les fourches de
réplication provenant des deux régions flanquantes ne se rejoignent pas sous aphidicoline ce
qui affecte la terminaison de la réplication. La présence d’ADN néosynthétisé dans le coeur
des sites implique que des événements d’initiation y surviennent en présence d’aphidicoline.
Ceci peut étre expliqué par le recrutement des origines latentes (phénomene de
compensation) que nous avons déja évoqué dans l'introduction. Ce phénomeéne n’avait pas
été observé précédemment (Letessier et al., 2011), possiblement parce que les cellules
avaient été traitées a I'aphidicoline pendant 5 h pour I'analyse par peignage alors que pour
le Repli-Seq, elles ont été traitées pendant 16 h. Nous reviendrons sur ce point
ultérieurement. En tout état de cause, les résultats montrent que le déclenchement de ces
origines de compensation ne suffit pas a terminer la réplication de la région.

Une analyse plus exhaustive au niveau du génome entier est en train d’étre réalisée
dans le but de valider notre démarche comme étant une nouvelle méthode pour
cartographier par séquencage tous les SFC d’une lignée cellulaire donnée. Pour ce faire, nous
essayons d’identifier toutes les régions génomiques qui présentent un déficit de réplication
significatif sous aphidicoline et de voir si ces régions correspondent a des SFC déja

caractérisés ou pas.

68



FHIT (FRA3B)

GM12878 JEFF
A Nt Nt Aph
Gl
l P A,A

st Aot 4

sz Aiaidh _AM .
- AN | e etn st
S4 i R N S = S )
GzM el e e B, acatetiiiten. . sl

: 1Mb N

B HH =44 —-HEu G1bS1 52 53 54 G2M Gib 515253 54 G2M

G1

s1

s2

s3

sS4

G2M

B |¢ APH — NT
S1 G1-G1
Nt S2 +
s3 S1-S1
s4 +
$2-S2
G2M +
$3-S3
+
— S4-S4
G1 +
s1 G2M-G2M
s2
Aph
s3
= ‘. A.A “—
- M ——
G2M

—

Figure 11: Profils de réplication dans la région du gene FHIT obtenus par Repli-Seq dans des cellules
lymphoblastoides humaines. A) Profils de réplication dans les cellules GM 12878 et dans les cellules JEFF non traitées
(Nt) ou traitées a I’ gphidicoline (Aph; 0,6uM). Pour chague phase du cycle (S1 a G2M) est porté en ordonnées le nombre
normalisé de séquences obtenues par fenétre de 50 kb et en abscisse |a position sur e génome dans larégion du géne FHIT.
Une carte de cette région est présentée sous les résultats de GM 12878 avec la position des génes (exons et sens de la
transcription) et I’ échelle. L’aspect en “V” des profils chez les cellules non traitées (Nt) est symbolisé par des traits bleus.
Les profils en noir (en bas a gauche) sont théoriques. Ils correspondent & ce qu’on attendrait de lymphocytes traités a
I"aphidicoline: un aspect en V incomplet (traits rouges). Dans le cas des cellules JEFF les histogrammes de tri sont
présentés comme dans la Figure 10. B) Mise en évidence de séquences présentant un retard de réplication dans la région du
géne FHIT chez des cellules JEFF traitées a |’ aphidicoline. A gauche sont présentés les mémes histogrammes que dans la
partie A. L’ aspect en “U” des profils chez les cellules traitées par I aphidicoline (Aph) est symbolisé par des traits rouges.
A droite, sont présentés les profils obtenus par soustraction des valeurs des cellules non traitées (Nt) de celles des cellules
traitées (Aph) pour chaque fenétre de 50 kb (G1-G1 a G2M-G2M). La somme sur I’ ensemble du cycle des valeurs obtenues
est présentée dans le dernier panneau (=). Les ségquences présentant un retard de réplication sous aphidicoline sont
indiquées en bleu.
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Figure 12: Profils de réplication obtenus par Repli-Seq dans les régions des génes WWOX, NBEA
et EXOCA4 chez les cellules JEFF. Le nom des sites fragiles correspondant est indiqué entre parenthéses.
Les résultats sont présentés comme dans la Figure 11.

Il. Effet du RO-3306 sur l'instabilité des SFC

1. Effet du RO-3306 sur le cycle cellulaire des lymphocytes et des fibroblastes

Dans cette partie nous avons voulu allonger la durée de la phase G2 afin de tester

I’'hypothese suivante : retarder I'entrée des cellules en mitose laissera le temps a la

réplication des SFC pour s’achever et abolira donc leur fragilité. Afin d’allonger la phase G2,

nous avons eu recours a un inhibiteur de CDK. Les CDKs sont membres de la famille des

sérine/thréonine kinases et leur activité dépend de leur liaison avec des cyclines. Il existe 21

génes codant pour des CDKs dans le génome humain. Quatre parmi elles contrélent le cycle

cellulaire. Il s’agit de CDK1, CDK2, CDK4 et CDK6. CDK1 est la kinase responsable de la

transition entre la phase G2 et la mitose. De nos jours plus d’une vingtaine d’inhibiteurs de

CDKs ont été caractérisés. Ce sont essentiellement des analogues de I’ATP. Néanmoins, vu la
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ressemblance entre les différents CDKs, il est difficile de trouver un inhibiteur spécifique de
I'une par rapport aux autres (Cicenas et al., 2014).

Le RO-3306 inhibe in vitro I'activité kinase du complexe CDK1/cycline B1, qui contrdle
I’entrée en mitose, avec un Ki de 35 nM (Vassilev et al., 2006) (Figure 13). Il est trois fois
moins sélectif vis-a-vis du complexe CDK1/cycline A (Ki = 110 nM) et il est dix fois plus
sélectif vis-a-vis de CDK1 que de la kinase la plus apparentée : CDK2 (Ki = 340 nM). Dans un
premier temps, nous avons voulu déterminer la concentration de RO-3306 minimale pour
obtenir une accumulation des cellules lymphoblastoides JEFF et des fibroblastes humains
normaux (MRC5) a la frontiere G2/M sans affecter d’autres kinases, donc sans perturber
I'avancement des cellules dans le reste du cycle cellulaire. Pour ce faire, la répartition de la
population cellulaire dans les différentes phases du cycle a été analysée par FACS aprés 16 h
de traitement par différentes concentrations de RO-3306. Les résultats ont montré qu’une
concentration de 5 PIM permettait une accumulation maximale des cellules en G2. Au dela
de cette concentration, les cellules s’accumulent dans d’autres phases du cycle (Figure 14).
C'est donc cette concentration que nous avons initialement choisie pour la suite des

expériences.

0

i L@
RO-3306
=

N2

Figure 13: Action du RO-3306 sur le cycle cellulaire. Le RO-3306 est un analogue de I’ ATP qui inhibe
spécifiquement I’ activité kinase de CDK1. Les principaux acteurs du contréle du cycle cdlulaire sont
indiqués. CDK4/cycline D et CDK®6/cycline D qui contrélent le déroulement de la phase G1; CDK2/cycline
E qui contrélent e passage en S; CDK2/cycline A qui contrdlent la complétion de la phase S; CDK 1/cycline
A qui contrdlent le passage en G2 ; CDK1/cycline B qui assurent le passage G2/M.
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Figure 14 : Effet du RO-3306 et de I'aphidicoline sur le cycle des cellules JEFF. La répartition des cellules dans les
différentes phases du cycle a été analysée par FACS aprés 16 h de culture dans les conditions indiquées suivie d'un
marquage au BrdU pendant 20 min. Ordonnées : incorporation de BrdU (panneaux de gauche) ou nombre de cellules
(panneaux de droite). Abscisses: quantité d’ ADN. A) Différentes concentrations de RO-3306 ont été testées. B) Effet du
RO-3306 a5 UM en présence d' aphidicoline (0,6 uM). Il est apparu ultérieurement qu’en fonction de I’ état physiologique
des cellules et/ou du lot de RO-3306, il pouvait étre nécessaire d' utiliser 10 uM de RO-3306 pour obtenir les mémes effets.

Ces premiéres expériences avaient été réalisées apres 16 h de traitement, ce qui
représente la durée d’un cycle cellulaire complet pour les cellules JEFF. Nous avons ensuite
voulu déterminer quelle était la cinétique d’accumulation des cellules en G2. Pour ce faire, la

répartition de la population cellulaire dans les différentes phases du cycle a été analysée par
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FACS apres 5 h, 10 h ou 16 h de traitement au RO-3306. Les résultats montrent que le temps
16 h est effectivement le plus adéquat pour une accumulation optimale des cellules en G2
(Figure 15).

5h 10h 16 h

10K 7

Nombre de cellules

200K
Quantité d’ADN

Figure 15 : Cinétique d'accumulation en G2 des cellules JEFF aprés traitement au RO-3306. La répartition des
cellules dans les différentes phases du cycle a été analysée par FACS aprés 5 h, 10 h ou 16 h de culture en présence de 10
uM de RO-3306.

2. Effet du RO-3306 sur 'instabilité des SFC dans les lymphocytes et les fibroblastes

Nous avons ensuite déterminé I'effet du RO-3306 sur |'apparition de cassures
totales (sur I'ensemble des chromosomes) induites par I'aphidicoline dans les cellules
lymphoblastoides JEFF. Ces cassures sont induites de fagon standard en traitant ces cellules
avec 0,6 UM d’aphidicoline. Dans ces conditions, la vitesse de progression des fourches de
réplication est réduite d’environ 8 fois, aussi bien globalement qu’au niveau du site fragile
FRA3B (Letessier et al., 2011). Des analyses par FACS ont montré qu’en aphidicoline seule,
les cellules s’accumulent en phase S, trés probablement a cause du ralentissement des
fourches. En présence d’aphidicoline et de RO-3306, la fraction des cellules qui parviennent
a terminer leur réplication s"accumule en G2 (Figure 14).

Des cellules JEFF ont été traitées pendant 16 h a I'aphidicoline en présence ou en
absence de RO-3306. Elles ont ensuite été placées pendant trois heures dans du milieu avec
ou sans aphidicoline et sans RO-3306 (pour leur permettre d’entrer en mitose) et avec du
nocodazole, un poison du fuseau mitotique qui les blogue en métaphase (Figure 16). Les
résultats obtenus montrent qu’aprés 16 h de traitement par I'aphidicoline et le RO-3306, le
taux de cassures totales dans les cellules JEFF devient comparable a celui observé dans les

cellules non traitées ou traitées avec le RO-3306 seul. Nous avons ensuite analysé les taux de
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cassures au niveau des deux SFC majeurs des lymphocytes : FRA3B et FRA16D. Comme dans
le cas des cassures totales, les cassures induites par I'aphidicoline au niveau de ces deux sites
disparaissent en présence de RO-3306 dans le milieu de culture (Figure 17).

Nous avons ensuite souhaité étendre cette observation en réalisant cette méme
expérience avec des fibroblastes humains normaux (MRC5). Comme dans le cas des
lymphocytes, I'analyse des chromosomes métaphasiques montre que les cassures induites
par I'aphidicoline sont supprimées en présence du RO-3306. Ceci est vrai aussi bien pour les
cassures totales que pour les cassures induites a FRAIL et FRA3L, les deux SFC majeurs dans
ce type cellulaire (Figure 17).

En utilisant le RO-3306, nous avons bloqué les cellules en phase G2 afin de permettre
I'achévement de la réplication au niveau des SFC avant I'entrée des cellules en mitose. Nous
avons pensé qu’un autre moyen permettant I'achévement de la réplication avant I'entrée
des cellules en mitose serait d’avancer le timing de réplication des SFC en invalidant le
facteur RIF1. Les résultats sont présentés en Annexe I.

Des auteurs (Jiang et al., 2009) ont rapporté que le traitement de cellules a la
trichostatine A (TSA) diminuait les cassures au niveau des SFC. Etant donné que nous avons
obtenu ce méme phénotype en traitant les cellules au RO-3306, nous avons voulu vérifier
que le traitement de nos cellules a la TSA produisait effectivement I'effet décrit. Les résultats

de ces expériences sont présentés en Annexe Il.
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Figure 16: Cassures induites par I'aphidicoline au niveau des SFC. Des cellules JEFF ont été incubées 16 h en
présence d’aphidicoline (0,6 uM) puis 3 h en présence d’ aphidicoline et de nocodazole. Des exemples d’ une métaphase
compléte (panneau de gauche) avec plusieurs cassures (fleches), ainsi que de cassures a FRA3B et FRA16D sont montrés
(fleches panneaux de droite). Pour I'analyse des cassures totaes, les chromosomes ont été colorés au Giemsa. Pour le
comptage des cassures a FRA3B et FRA16D, la technique de FISH a été utilisée : leslames ont été incubées en présence de
sondes correspondant aux sites qui sont révélées par un anticorps fluorescent (vert). Les chromosomes 3 et 16 ont été

marqués par des sondes centromériques (rouge). Les chromosomes sont contre-colorés au DAPI (bleu).
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Figure 17 : Effet du RO-3306 sur les cassures induites par |'aphidicoline. A) Des cellules lymphoblastoides
JEFF ont été incubées pendant 16 h dans les conditions indiquées dans le panneau du haut (aphidicoline 0,6 uM,
RO-3306 5 uM) puis pendant 3 h en absence de RO-3306, en présence ou en absence d' aphidicoline et en
présence de nocodazole. Les résultats sont présentés en pourcentage des métaphases présentant des cassures sur
n’'importe quel chromosome (cassures totales) ou spécifiqguement a FRA3B ou FRA16D (sites majeurs des
lymphocytes) (Nt : non traitées ; Aph : aphidicoline ; ARO: aphidicoline + RO-3306 ; RO : RO-3306) Les barres
d erreur représentent |’ erreur standard de la moyenne de deux expériences. B) Les mémes expériences ont été
réalisées avec des fibroblastes MRCS et les résultats sont présentés comme en A. Les cassures totales ainsi que
cellesa FRALL, FRASL (sites majeurs des fibroblastes), ou FRA16D (site mineur) ont été anal ysées.

Comme nous l'avons déja mentionné dans l'introduction, tous les SFC n’ont pas la
méme fréquence de cassures. Le fait que le RO-3306 abolisse apparemment completement
les cassures totales laisse penser qu’il agit de facon similaire sur les SFC majeurs et sur ceux
qui cassent a des fréquences plus faibles. Cependant, étant donné que les cassures a FRA3B
et FRA16D représentent plus que 80% des cassures totales dans les cellules JEFF (Letessier et

al., 2011), I'effet du RO-3306 sur un site a fragilité modérée pourrait étre masqué. Nous
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avons donc choisi de tester son effet au niveau de FRA16D dans les cellules fibroblastiques
MRCS. Ce site représente 3,7% des cassures totales dans ce type cellulaire apres traitement
avec 0,6 uM d’aphidicoline. Les résultats obtenus montrent que le RO-3306 abolit aussi la

faible fragilité de ce site (Figure 17).

3. Cinétique d’action du RO-3306 sur le taux de cassures au niveau des SFC

Ayant montré que le traitement des cellules JEFF par le RO-3306 pendant 16 h
supprime les cassures induites par I'aphidicoline, nous nous sommes demandé si cette
drogue a besoin de 16 h pour réduire le taux de cassures ou si son effet peut étre visible
apres des temps plus courts. Nous avons donc déterminé comme précédemment le taux de
cassures totales ainsi que les cassures a FRA3B apres 5 h, 10 h ou 16 h de traitement des
cellules JEFF a I'aphidicoline et au RO-3306 (Figure 18). Nos résultats montrent que 5 h de
traitement par le RO-3306 ne prévient pas l'apparition des cassures induites par
I’aphidicoline. Aprés 10 h, la fréquence de cassures baisse d’environ 50%. Comme montré
précédemment, les cassures sont completement supprimées apres 16 h. L’effet du RO-3306
ne se manifeste donc qu’aprés un traitement prolongé des cellules. Il faut remarquer que
I'allongement du temps de traitement par le RO-3306 fait varier deux parameétres : le temps
que les cellules passent a la frontiere G2/M et la proportion des cellules collectées en mitose
qui ont traversé une partie de la phase S en présence de la drogue par rapport a celles qui
ont subit son effet exclusivement en G2. Nous ne pouvons pas, a ce stade, savoir le taux de
contribution de chacun des deux parametres dans la diminution des cassures aprés 16 h de

traitement au RO-3306.
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Figure 18: Cinétique d’action du RO-3306 sur les cassures induites par I'aphidicoline. Les expériences ont été
réalisées et les résultats sont présentés comme dans la Figure 17.
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Ill. Relation entre transcription des grands génes et fragilité des SFC

En Décembre 2011, Tora et ses collaborateurs ont proposé un nouveau modele pour
expliquer le mécanisme d’instabilité des SFC (Helmrich et al., 2011). Les auteurs affirment
que, étant donné leur taille, la transcription des grands génes contenus dans les SFC dure
plus d’un cycle cellulaire et donc se poursuit en phase S contrairement a ce qui est décrit
pour la majorité des génes. Ceci conduirait a des collisions entre la machinerie de
transcription et celle de réplication. En situation normale, la cellule gére ces collisions. Par
contre, quand la réplication est ralentie, la collision provoquerait un arrét des deux
machineries, ce qui stabiliserait des structures appelées R-loops (hybrides ADN-ARN) qui
résultent de la transcription. Une fois stabilisées, ces structures bloqueraient I'avancement
des fourches de réplication qui ne pourraient plus terminer la réplication de la région
concernée, la rendant fragile au cours de la mitose. A I'appui de leur modéle, les auteurs
indiquent que pour 5 grands génes dans deux types cellulaires, les niveaux d’ARNm et la
fragilité sont corrélés.

Nous avons donc voulu déterminer s’il existait une corrélation entre expression des
grands geénes et fragilité pour les SFC majeurs des deux systémes cellulaires sur lesquels nous
travaillons : les cellules lymphoblastoides JEFF et les fibroblastes MRC5. D’autre part, si le
modele des collisions est vrai, une variation du niveau de transcription devrait influencer le
niveau de fragilité. Nous nous sommes donc demandé si la diminution du taux de cassures
au niveau des SFC que nous observons en traitant les cellules au RO-3306 est due, au moins

en partie, a une diminution de I'expression des grands genes nichés dans ces SFC.

1. Corrélation entre fragilité des SFC et transcription des grands génes

Afin de déterminer s’il existe une corrélation entre expression des génes et fragilité
des SFC dans nos systemes cellulaires, nous avons mesuré dans 7 lignées de lymphocytes et
7 lignées de fibroblastes humains la quantité d’ARNm des 4 grands génes localisés dans les
SFC majeurs de chacun de ces deux types cellulaires: FHIT (FRA3B), WWOX (FRA16D),
LSAMP (FRA3L) et NEGR1 (FRAIL). Les résultats obtenus montrent effectivement une
corrélation : les niveaux des messagers FHIT et WWOX sont en moyenne 25 et 4 fois plus
élevés dans les lignées de lymphocytes, ou FRA3B et FRA16D sont fragiles, par rapport aux

lignées de fibroblastes ou les deux sites ne sont pas ou peu fragiles (Figure 19, Figure 20).
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C’est aussi le cas pour les niveaux des messagers LSAMP et NEGR1 qui sont en moyenne 20
et 100 fois plus élevés dans les lignées de fibroblastes, ou FRA3L et FRA1L sont fragiles, par
rapport aux lignées de lymphocytes ou les deux sites ne sont pas fragiles (Figure 21, Figure
22). Sachant que les niveaux d’ARNm ne refletent pas nécessairement le taux de
transcription, nous avons aussi quantifié les transcrits primaires de chaque gene en utilisant
des couples d’amorces introniques. Les résultats obtenus sont complétement en accord avec

les résultats obtenus pour les ARNm.
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Figure 19: Niveaux d'expression du géne FHIT dans plusieurs lignées de lymphocytes et de fibroblastes
humains. Les niveaux d ARNm (A) et de transcrits primaires (B) ont éé mesurés par qRT-PCR avec un couple
d’amorces exoniques pour les ARNm (ed-F/e6-R) et différents couples d’amorces introniques pour les transcrits
primaires (i1-F/R ai8-F/R). La carte du géne FHIT avec la position des exons et des couples d’amorce est montrée au
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B.
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Figure 20: Niveaux d'expression du gene WWOX dans plusieurs lignées de lymphocytes et de fibroblastes
humains. Les niveaux d ARNm (A) et de transcrits primaires (B) ont été mesurés par qRT-PCR avec un couple
d’amorces exoniques pour les ARNm (el-F/e2-R) et différents couples d’amorces introniques pour les transcrits
primaires. La carte du gene WWOX avec la position des exons et des couples d’ amorces sont montrés au dessus. Dans
les deux cas, les niveaux de transcrits sont normalisés par rapport acelui de I’ ARNm de la cyclophyline B. Lalignée
présentant un niveau d’ expression atypique est indiquée en rouge.
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Figure 21: Niveaux d'expression de NEGR1 dans plusieurs lignées de lymphocytes et de fibroblastes. Les
niveaux d ARNm (A) et de transcrits primaires (B) sont mesurés par gRT-PCR avec un couple d amorces
exoniques pour les ARNm et différents couples d’amorces introniques pour les transcrits primaires. La carte du
géne NEGRL et la position des couples d’amorce sont montrés au dessus. Dans les deux cas, les niveaux de
transcrits sont normalisés par rapport acelui de I’ ARNm de lacyclophyline B.
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Figure 22 : Niveaux d’expression de L SAMP dans plusieurs lignées de lymphocytes et de fibroblastes.
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Cependant cette régle n’est pas sans exception : pour les genes WWOX et LSAMP
nous avons pu mettre en évidence une variation de leur expression dans certaines lignées.
C’est le cas d’une lignée de fibroblastes (MRC5SV2, dérivée de MRC5 par immortalisation)
dans laquelle le niveau de messagers WWOX est comparable a celui des lignées de
lymphocytes. Par contre, le messager LSAMP est indétectable dans ces cellules ainsi que
dans deux autres lignées de fibroblastes apparentées (BJ fibro et BJ-hTERT). Une lignée de
lymphocytes (LLD138) présente un taux de messager LSAMP comparable a celui des
fibroblastes. Ces exceptions nous ont fourni un outil pour confirmer la corrélation entre
transcription et fragilité. Pour cela, nous avons déterminé si ces lignées qui ont un niveau
d’expression atypique de certains génes, présentent simultanément un niveau atypique de
fragilité des SFC correspondants (Figure 23). Nos résultats montrent que dans ces systemes
particuliers, la corrélation est conservée : quand le géne présente un niveau anormalement
bas ou élevé d’ARNm par rapport aux autres lignées du méme type cellulaire, le site qui lui
correspond présente une fragilité anormalement basse ou élevée, respectivement. Nous
avons vérifié que ce changement de fragilité est spécifique du site concerné en analysant la
fragilité d’autres sites pour lesquels le niveau d’expression du grand géne associé est resté
typique. Nous avons vérifié que FRAIL (NEGR1) est toujours fragile chez les cellules
MRC5SV2 et BJ-hTERT. De méme FRA3B (FHIT) est toujours fragile dans les cellules LLD138
alors que FRA1L (NEGR1) n’est pas fragile dans cette lignée.

Il reste le cas particulier de l'intron 3 du gene FHIT dans la lignée MRC5-SV2. Le
niveau d’ARNm FHIT est trés bas dans ces cellules comme dans les autres lignées
fibroblastiques (Figure 19) et le site n’est pas fragile. Cependant des transcrits produits a un
haut niveau sont détectables avec un couple d’amorces situées a I'extrémité 3’ de l'intron 3
(i3c- F/R) (Figure 19B). lls ne sont pas détectés avec des couples d’amorces situés environ
200 kb en amont (i3b-F/R) ou en aval (i4b-F/R). Ces transcrits ne correspondent trés
vraisemblablement pas a une expression du gene FHIT mais plutét a une unité de
transcription incluse dans le géne et qui est active dans ces cellules. Le haut niveau
d’expression de cette unité n’est apparemment pas corrélé a une fragilité de FRA3B. Nous
nous sommes donc demandé quelle était la taille de cette unité de transcription. Nous

I'avons donc étudiée avec des couples d’amorces distribués autour de I'exon 4 de FHIT
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(Figure 24). Un haut niveau de transcrits est détecté avec les couples d’amorces i3g-F/R a i4f-

F/R. Ces résultats indiquent que cette unité de transcription couvre moins de 10 kb.
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Figure 23 : Fragilité des SFC dans les cellules présentant une expression atypique du grand gene associé.
A) Fragilité de FRA16D dans les cellules fibroblastiques MRC5SV 2. Les cassures a FRA16D ont été déterminées
par FISH et leur nombre est exprimé par rapport aux cassures totales déterminées aprés coloration au Giemsa des
chromosomes. Cette normalisation est nécessaire quand on veut comparer la fragilité d'un site dans des
fibroblastes et des lymphocytes qui ont des sensibilités tres différentes a une méme concentration d’ aphidicoline.
B) Fragilité de FRA3L dans les cellules lymphoblastoides LLD138. Les cassures a FRA3L, FRA3B (contrdle
positif) et FRALL (contréle négatif) ont été déterminées par FISH dans des cellules non traitées (Nt) ou traitées
par I’ aphidicoline (Aph 0,6 uM). C) Faible fragilité de FRA3L dans les cellules fibroblastigues MRC5SV2 et BJ
hTERT. Les cassures a FRA3L et FRAILL (contrdle positif) ont été déterminées par FISH dans les cellules BJ-
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Figure 24: Analyse de|'unité de transcription incluse dans le gene FHIT chez les cellules MRC5SV 2.
Les niveaux des transcrits primaires ont été déterminés par qRT-PCR chez les cellules MRC5 (parentales) et
MRC5SV?2 (dérivées par immortalisation) avec les différents couples d amorces introniques indiqués sur la
carte partielle du géne FHIT. Les niveaux sont normalisés par rapport a celui de I’ ARNm de la cyclophyline
B. Sous I’ histogramme sont indiquées les distances séparant les différents couples d’ amorces.

2. Effet du RO-3306 sur la transcription

Afin de savoir si la diminution du taux de cassures au niveau des SFC que nous
observons en traitant les cellules au RO-3306 est due, au moins en partie, a une diminution
de I'expression des grands génes qui se trouvent dans ces SFC, nous avons étudié par
plusieurs approches la transcription des genes FHIT et WWOX dans des cellules JEFF traitées
au RO-3306. Nous avons, dans un premier temps, quantifié les ARNm par gRT-PCR en

utilisant des amorces exoniques. Nous avons ensuite étudié le niveau de transcription en
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qguantifiant les transcrits primaires nucléaires par utilisation de différents couples d’amorces
introniques, répartis tout le long des 2 genes. Nous avons aussi déterminé la densité de
'ARN polymérase Il le long des genes FHIT et WWOX par Ila technique
d’'immunoprécipitation de la chromatine avec un anticorps ciblant les sérines 5
phosphorylées du domaine carboxy-terminal de la grande sous unité de la polymérase. Cette
phosphorylation est spécifique de I’ARN polymérase Il en élongation. Enfin nous avons
qguantifié le taux d’ARN néosynthétisé grace a la technique de Click-It qui consiste a marquer
les cellules pendant un temps court avec un analogue de l'uridine, I’éthynyluridine (EU), a
extraire I’ARN puis a capturer les ARN naissants sur des billes afin de le quantifier par qRT-
PCR. Les différents résultats obtenus montrent clairement que la transcription des génes
FHIT et WWOX dans les cellules JEFF n’est pas diminuée par le traitement au RO-3306
(Figure 25, Figure 26). De méme, la transcription du géne NEGR1 n’est pas réduite dans les
MRCS traitées au RO-3306 (Figure 27). La transcription du géne LSAMP (forme longue du
géne, voir Annexe lll) dans les cellules MRC5 est diminuée (- 40%) par le traitement au RO-
3306 (Figure 28). Ces résultats montrent qu’il est possible de faire varier fortement la
fragilité d’'un SFC sans affecter la transcription du grand géne résident dans les mémes
proportions.

L'ensemble de ces résultats nous permet de conclure d’'une part, qu’il existe une
excellente corrélation entre fragilité et transcription et d’autre part, que nous pouvons
supprimer la fragilité des SFC sans diminuer le niveau de transcription des grands génes qui
leur sont associés. L’ensemble de ces résultats montre donc clairement que le lien entre
transcription et fragilité est plus complexe que celui proposé par Tora et collaborateurs

(Helmrich et al., 2011) et que les mécanismes mis en jeu restent a élucider.
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Figure 25: Expression du géne FHIT dans les cellules lymphoblastoides JEFF traitées au RO-3306. Les
cellules n'ont pas été traitées (Nt) ou ont été traitées a I'aphidicoline (Aph) ou au RO-3306 (RO) ou a
I’aphidicoline en présence de RO-3306 (ARO) comme décrit dans la Figure 14. Pour I'analyse des ARNm (une
expérience) et des transcrits primaires (3 expériences) les ARN totaux ont été préparés puis étudiés par gRT-PCR
avec, respectivement, des couples d’ amorces exoniques (e4-F/e6-R) ou introniques (i1-F/R, i2b-F/R, i3-F/R, i4-
F/R, i5-F/R, i5¢-F/R, i7-F/R, i8-F/R). Dans ce dernier cas, les valeurs présentées correspondent pour chaque
condition a la moyenne des valeurs obtenues avec les différents couples d’amorces introniques et les barres
d erreur représentent la déviation standard de ces valeurs. Pour |'éude des ARN naissants, les cellules ont été
incubées 30 min en présence d'éhynyluridine (1 mM) puis les ARN totaux ont été extraits. Les ARN
néosynthétisés ont été purifiés par chromatographie d affinité (technique Click-1t) puis analysés par qRT-PCR
avec des couples d amorces introniques (i1-F/R, i3b-F/R, i3c-F/R, i4b-F/R, i5d-F/R, i5¢c-F/R, i7¢c-F/R, i8b-F/R).
Dans lestrois cas, les niveaux de transcrits sont normalisés par rapport & celui de I’ ARNm de la cyclophyline B.
Pour la détermination de la densité des ARN polymérases Il le long du géne, les cellules ont été fixées au
formaldéhyde et la chromatine fragmentée a été préparée. Elle a é&é anaysée par la technique
d’immunoprécipitation de la chromatine avec un anticorps dirigé contre la forme phosphorylée de la sérine 5 du
domaine C-termina de I’ARN polymérase Il ou des immunoglobulines d'anima non-immun. Les résultats
présentés correspondent aux taux d’ enrichissement de la séquence testée dans I'immunoprécipité par rapport ala
valeur obtenu avec les immunoglobulines de contrdle. L’ expérience a été réalisée deux fois avec des résultats
comparables.
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Figure 26 : Expression du géne WWOX dans les cellules lymphoblastoides JEFF traitées au RO-3306. Les
cellules ont été traitées comme décrit dans la Figure 14. Pour I’ analyse des transcrits primaires (2 expériences),
les ARN totaux ont été préparés puis étudiés par qRT-PCR avec des couples d amorces introniques (i1-F/R, i5-
F/R, i6a-F/R, i8aF/R, i8b-F/R, i8c-F/R, i8d-F/R, i8e-F/R, i8f-F/R, i8g-F/R, i8h-F/R). Les vaeurs présentées
correspondent pour chaque condition a la moyenne des valeurs obtenues avec les différents couples d amorces
introniques et les barres d'erreur représentent la déviation standard de ces valeurs. Pour I'éude des ARN
naissants, les cellules ont été incubées 30 min en présence d' éthynyluridine (1 mM) puis les ARN totaux ont été
extraits. Les ARN néosynthétisés ont été purifiés par chromatographie d'affinité (technique Click-1t) puis
analysés par gRT-PCR avec des couples d’amorces introniques (i1-F/R, i5-F/R, i6aF/R, i8aF/R, i8b-F/R, i8c-
F/R, i18d-F/R, i8e-F/R). Dans les deux cas, les niveaux de transcrits sont normalisés par rapport a celui de
I’ARNm de la cyclophyline B. Pour la détermination de la densité des ARN polymérases Il le long du géne, la
chromatine a été préparée et analysée par la technique d'immunoprécipitation de la chromatine comme décrit
dans la Figure 25.
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Gene NEGR1
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Figure 27 : Expression du géne NEGRL1 dans les fibroblastes MRC5 traitées au RO-3306. Les cellules
ont éé traitées comme décrit dans la Figure 14. Pour |’analyse des ARNm et des transcrits primaires, les
ARN totaux ont été préparés puis étudiés par gRT-PCR, respectivement, avec des couples d amorces
exoniques (e1-F/e2-R, e6-F/e7-R) ou introniques (i1-F/R, i1b-F/R, il1c-F/R, i1d-F/R, i2-F/R, i2b-F/R, i3-F/R,
i4-F/R, 15-F/R, i5b-F/R). Les valeurs présentées correspondent, pour chaque condition, a la moyenne des
valeurs obtenues avec les différents couples d amorces exoniques ou introniques. Dans les deux cas les
niveaux de transcrits sont normalisés par rapport a celui del’ ARNm de la cyclophyline B.
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Figure 28: Expression du gene LSAMP dans les fibroblastes MRC5 traitées au RO-3306. Les cellules ont
été traitées comme décrit dans la Figure 14. Pour I’ analyse des ARNm et des transcrits primaires, les ARN totaux
ont été préparés puis étudiés par qRT-PCR, respectivement, avec des couples d’ amorces exoniques (e0-F/R) ou
introniques (upl5-F/R, upll-F/R, up5-F/R, upl-F/R). Les valeurs présentées pour les transcrits primaires
correspondent pour chaque condition a la moyenne des valeurs obtenues avec les différents couples d’amorces
introniques. Dans les deux cas, les niveaux de transcrits sont normalisés par rapport a celui de I’ARNm de la
cyclophyline B.

3. Inhibition de la transcription et effet sur la fragilité des SFC

Afin d’aller plus loin dans l'investigation du lien entre transcription et fragilité, nous
avons entrepris de déterminer si l'inhibition de la transcription des grands genes réduit la
fragilité des SFC qui les hébergent. Nous avons eu recours a plusieurs inhibiteurs de la
transcription : 1) 'a-amanitine qui, a faibles concentrations, bloque la progression des ARN
polymérases Il sur ’ADN (Bensaude, 2011). La transcription est inhibée et les ARN
polymérases bloguées sont finalement dégradées au bout de quelques heures (Anindya et
al., 2007) ; 2) le triptolide qui, en moins de trois heures, inhibe la transcription en bloquant
les ARN polymérases au niveau du promoteur puis induit leur polyubiquitination et leur

dégradation (Manzo et al., 2012). Ces inhibiteurs vidangent donc rapidement les ARN
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polymérases des genes et éliminent ainsi d’éventuelles collisions avec la machinerie de
réplication. Nous avons d’abord confirmé I'action de ces inhibiteurs sur la transcription du
gene FHIT et sur celle du gene CMYC dont ’'ARNm a une trés courte demi-vie (30 min)
(McCormack et al., 1984). Nous avons ensuite montré que l'inhibition de la transcription par
I’'un ou I'autre de ces deux inhibiteurs est sans effet sur le taux de cassures totales induit par

I'aphidicoline (Figure 29, Figure 30).
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Figure 29 : Effet de I’a-amanitine sur la transcription et sur les cassures chromosomiques induites par
I’aphidicoline. A) Des cellules JEFF ont été incubées pendant 16 h en présence des doses indiquées d'a-
amanitine puis les ARN totaux ont éé préparés. Le niveau des ARNm (CMYC, FHIT) ou des transcrits
introniques (FHIT introns 1 et 8) a été déterminé par qRT-PCR avec des couples d amorces exoniques (CMYC
F/R, FHIT e4-F/e6-R) ou introniques (FHIT i1-F/R; i8-F/R) (voir Figure 25). Les niveaux de transcrits sont
donnés relativement a celui des cellules non traitées. Remarquer que la transcription du géne FHIT est trés
sensible a I’ a-amanitine mais que le niveau de I’ARNmM ne décroit que modérément, vraisemblablement a cause
de sa longue demi-vie. La demi-vie de ' ARNm de CMYC est d’environ 30 min. B) Effet de !’ a-amanitine sur
les cassures chromosomiques totales. Des cellules JEFF ont été pré-incubées 16 h en absence ou en présence d a-
amanitine (10 pg/ml) puis incubées 5 h en présence ou en absence d' a-amanitine et d aphidicoline (Aph 0,6
uM). Des métaphases ont éé préparées par traitement au nocodazole et les cassures chromosomiques totales ont
été dénombrées aprés coloration au Giemsa.

92



o 3h sh 2h )
* Triptolide * Aph >+ Nocodazole — 5 Métaphases
Marquage EU Marquage EU
+ Extraction ARN + Extraction ARN
250 .
ARN total ARN naissant

BNt k4
120 5

200
g Triptolide 3 h g
z 100 ]
. . "

2 g0 B Triptolide+Aph 8 h 2150
S &
o B

® 60 =100
g x
x 40 E]

2 2 50
2 2 £

z
0 — 0
FHIT Myc FHIT i1 FHIT i3f FHIT i5e FHIT i5h FHIT i8b

= N N w w
ol o « 15} «

% de métaphases cassées
=
1S

5 l l
0 | ||
Nt Aph  Triptolide + Triptolide
Aph

Figure 30 : Effet du triptolide sur latranscription et sur les cassures chromosomiques induites par I'aphidicoline. A)
Des cellules JEFF ont été pré-incubées 3 h en absence ou en présence de triptolide (1 wM) puis incubées 5 h en présence ou
en absence de triptolide et d aphidicoline (Aph 0,6 uM). A la fin de chague période d'incubation, des cellules ont été
marquées pendant 30 min en présence d'éthynyluridine (1 mM) puis les ARN totaux ont été extraits. Les ARN
néosynthétisés ont été purifiés par chromatographie d'affinité (technique Click-1t). Les niveaux des ARNm (CMYC et
FHIT) ou des transcrits primaires (FHIT introns 1, 3, 5 et 8) ont été déterminés par gRT-PCR avec des couples d amorces
exoniques (CMYC F/R, FHIT e4-F/e6-R) ou introniques (i1-F/R, i3f-F/R, i5e-F/R, i5h-F/R, i8b-F/R). Pour chaque couple
d’amorces, les niveaux de transcrits sont donnés relativement au niveau obtenu dans les cellules non traitées. Remarquer
que le niveau d ARNm de FHIT ne varie pas dans les cellules traitées, vraisemblablement a cause de sa longue demi-vie,
aors que celui de I’ARNm de CMYC seffondre (demi-vie de 30 min). Noter aussi que des transcrits primaires
correspondant aux introns situées en 3' du gene FHIT (intron 5 et 8) sont encore détectables apres 3 h de traitement mais
disparaissent apres 8 h. Ce résultat est complétement en accord avec le mode d’ action décrit du triptolide : blocage des ARN
polymérases sur |e promoteur et vidange du gene des polymérases qui terminent la transcription. B) Effet du triptolide sur
les cassures chromosomiques. Des cellules JEFF ont été traitées ou non au triptolide et a |’ aphidicoline comme décrit en A.
Des métaphases ont été préparées par traitement au nocodazole et les cassures chromosomiques totales ont été dénombrées
apreés coloration au Giemsa.
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Le troisieme inhibiteur que nous avons voulu utiliser est le DRB (5,6-dichloro-1-beta-
ribofuranosyl benzimidazole). C'est un inhibiteur de la phosphorylation activatrice des
serines 5 du domaine carboxy-terminal de la grande sous unité de I’ARN polymérase Il
(Bensaude, 2011). En présence de cette drogue, les polymérases fixées au niveau du
promoteur ne peuvent pas entrer en élongation productive. Par contre, les polymérases déja
engagées dans le gene peuvent terminer la transcription. Aprés un certain temps, le géne est
donc vidé des ARN polymérases. Nous avons découvert que le prétraitement de cellules JEFF
avec de faibles doses de DRB (20 puM) réduit des 2/3 le taux de cassures induit par
I’aphidicoline. Cependant, nous avons montré qu’a ces faibles doses, le DRB n’a d’effet ni sur
la transcription du gene FHIT ni sur celle de CMYC. Nous n’avons pas d’explication a cette
réduction des cassures sous DRB qui constitue une observation inédite et intéressante. Nous
pouvons cependant conclure qu’elle est indépendante de I'état transcriptionnel du géne. Le
traitement des cellules avec des doses plus élevées de DRB (40 uM) et plus, qui permettent
I'inhibition de la transcription, induit par lui méme des cassures chromosomiques ce qui rend
I’expérience ininterprétable (Figure 31).

La limite de ces inhibiteurs est qu’ils ont un effet général sur la transcription et
n’agissent pas uniquement sur les génes localisés dans les SFC. Pour éviter ce probleme, le
projet a été poursuivi par d’autres membres du laboratoire en utilisant une méthode qui
permet de moduler spécifiguement la transcription d’'un géne. Elle implique I'utilisation
d’activateurs transcriptionnels dérivés des TALE (transcription activator-like effector) qui
permettent de cibler spécifiquement un gene. De tels activateurs ciblant le promoteur du
géne FHIT ont été construits grace a une collaboration avec la société Cellectis. Je n’ai pas

participé a la suite de ce projet.
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Figure 31: Effet du DRB sur la transcription et sur les cassures chromosomiques induites par
I’aphidicoline. A) Des cellules JEFF ont été incubées pendant 16 h en présence des doses indiquées de DRB
puis les ARN totaux ont été préparés. Le niveau des ARNm (CMYC) ou des transcrits introniques (FHIT introns
1, 4 et 8) a été déterminé par gRT-PCR avec des couples d’amorces exoniques (CMYC F/R) ou introniques
(FHIT i11-F/R; i4-F/R; i8-F/R). Les niveaux de transcrits sont donnés relativement a celui des cellules non
traitées. B) Effet du DRB sur les cassures chromosomiques totales. Des cellules JEFF ont été pré-incubées 16 h
en absence ou en présence de DRB (20 pM ou 40 pM) puisincubées 5 h en présence ou en absence de DRB et
d’ aphidicoline. Des métaphases ont été préparées par traitement au nocodazole et les cassures chromosomiques
totales ont été dénombrées aprés coloration Giemsa. Les barres d’ erreur représentent |’ écart type de la moyenne
de deux expériences, sauf pour le point DRB 40 uM (une seule expérience).

IV - Effet du RO-3306 sur la dynamique de réplication

Nous avons montré que le traitement par le RO-3306 supprime les cassures induites par
I'aphidicoline, ce qui suggere que le blocage en prolongé G2 permet a la réplication de se
terminer au niveau des SFC. Afin de tester cette hypothése, nous avons utilisé la technique
du peignage moléculaire de 'ADN pour cartographier les événements de terminaison et
d’initiation de la réplication le long du geéene FHIT dans des cellules JEFF traitées a
I'aphidicoline et au RO-3306. La technique du peignage moléculaire consiste a marquer
séquentiellement I'ADN néosynthétisé par 2 analogues différents de la thymidine,

I'iododéoxyuridine (IdU) et la chlorodéoxyuridine (CldU). L'ADN est ensuite extrait par une
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méthode permettant de conserver des molécules de grande taille (>200 Kb) qui sont ensuite
fixées par une extrémité et étirées (peignage) sur des lamelles silanisées. Les deux analogues
incorporés in vivo sont ensuite révélés par deux anticorps différents. Ce double marquage
permet de déterminer la direction de propagation des fourches et d’identifier les origines
(fourches divergentes) et les terminaisons (fourches convergentes). Cette technique permet
aussi de calculer la vitesse de progression des fourches de réplication, grace a la régularité
de I'étirement des molécules d’ADN, ainsi que la densité des fourches de réplication. Elle
peut étre combinée a la technique de FISH afin d’étudier la dynamique de réplication au
niveau d’'un locus donné et de cartographier les événements d’initiation et de terminaison

qui ont lieu a son niveau (Lebofsky and Bensimon, 2005).

1. Latechnique du peignage moléculaire

Dans un article publié en 2013 auquel j'ai participé (Techer et al., 2013), nous avons
discuté les aspects techniques du peignage moléculaire. En effet, nous avons mis en
évidence des points critiques qui doivent étre respectés afin de pouvoir obtenir des résultats
reproductibles et tirer des conclusions correctes avec cette technique. Il y a notamment une
ambiguité dans I'analyse des signaux mono-couleur correspondant au premier marquage.
Certains auteurs considerent qu’ils correspondent a des fourches bloquées pendant ce
marquage et d’autres considerent gu’ils correspondent a des terminaisons qui se produisent
pendant ce premier marquage. Nous avons montré que ces signaux doivent étre considérés
comme des terminaisons ayant lieu pendant le premier marquage. Par ailleurs, nous avons
montré, que pour une bonne application du peignage moléculaire, les fibres d’ADN doivent
avoir une taille minimum de 200 kb et que 100 a 200 mesures doivent étre effectuées pour
chaque condition analysée. Il est également important de contre-colorer les molécules
d’ADN par un anticorps dirigé contre ’ADN monocaténaire. Une copie de |’article est fournie

en Annexe IV pour les lecteurs désirant de plus amples explications.

2. Effet du RO-3306 sur la dynamique de réplication au niveau pan-génomique

Dans un premier temps nous avons voulu vérifier que le traitement de cellules JEFF
par le RO-3306 ne change pas la dynamique de réplication globale et, notamment, que
I'action de cet inhibiteur ne compense pas (par un mécanisme inconnu) la réduction de

vitesse de réplication provoquée par le traitement a I'aphidicoline, éliminant ainsi le stress
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réplicatif induit par cette derniére. Nos résultats montrent que la vitesse de réplication et Ia
distance inter-origines sont réduites de 8 et 3 fois, respectivement, dans des cellules JEFF
traitées avec 0,6 uM d’aphidicoline seul par rapport a des cellules non traitées, ce qui est en
accord avec les résultats précédemment obtenus dans le laboratoire pour ces cellules
(Letessier et al., 2011). Ces mémes taux de réduction sont trouvés pour les cellules traitées
simultanément a I'aphidicoline et au RO-3306, montrant que cette drogue n’a pas d’action

générale sur la dynamique de réplication (Figure 32).
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Figure 32 : Effet du RO-3306 sur la vitesse de progression des fourches de réplication et sur les distances
inter-origines. Des cellules JEFF ont été traitées comme indiqué dans la Figure 14 et les vitesses des fourches de
réplication (V) ainsi que les distances inter-origines ont été déterminées par peignage moléculaire. Chaque point
représente une valeur individuelle. Pour chaque condition, la barre horizontale représente la valeur médiane qui
est donnée en haut des graphiques. Les différences entre cellules non traitées (Nt) et cellules traitées au RO-3306
et entre cellules traitées a |’ aphidicoline (Aph) et cellules traitées a |’ aphidicoline et au RO-3306 (ARO) ne sont
pas significatives selon le test de Mann-Whitney.

3. Effet du RO-3306 sur la dynamique de réplication au niveau du site FRA3B

Nous avons ensuite analysé les événements d’initiation et de terminaison de la
réplication dans une région de 1,6 Mb contenant le gene FHIT, chez des cellules JEFF traitées
pendant 16 h a I'aphidicoline en présence ou en absence de RO-3306. Les molécules d’ADN
peignées portant le locus sont repérées par un ensemble de 33 sondes formant des motifs
d’hybridation uniques (a-e, i) répartis sur tout le locus (code morse). Les molécules portant
tout ou partie de cette région et présentant des signaux de réplication sont alignées sur la
carte du locus grace au code morse. Les signaux de réplication sont ensuite analysés de

facon a déterminer la position des événements d’initiation et de terminaison. Il faut noter
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gue pour pouvoir comparer deux conditions différentes par cette technique, il faut corriger
les résultats en fonction de la couverture le long du locus. Ce parameétre correspond au
nombre de fibre d’ADN analysées qui couvrent entierement chaque fenétre de 50 kb du
locus (Figure 33).

Les résultats obtenus montrent d’abord que la région cceur, pauvre en événements
d’initiation et de terminaison est moins aisément discernable dans les cellules traitées
pendant 16 h a I'aphidicoline seule qu’elle ne I'était apres 5 h de traitement. En effet,
quelqgues évenements d’initiation et de terminaison y sont détectés. Ceci est
vraisemblablement du a un mécanisme de compensation qui entraine le déclenchement
d’origines latentes lorsque les fourches sont ralenties. Néanmoins, ce phénomene n’entraine
pas une réduction de la fragilité du site. Quand nous avons commencé ce projet, notre
hypothése était qu’en bloquant les cellules en G2, le RO-3306 laisse le temps a la réplication
des SFC de se terminer avant I'entrée en mitose malgré le ralentissement des fourches en
présence d’aphidicoline. Les résultats montrent effectivement une augmentation trés nette
de la densité des événements de terminaison dans la région cceur aprés traitement au RO-
3306. Ceci indique que, dans les cellules traitées a I'aphidicoline en présence de RO-3306, la
réplication de la région cceur arrive a se terminer malgré la faible vitesse de progression des
fourches, ce qui explique la perte de la fragilité du site dans ces conditions. Cependant, par
peignage moléculaire, nous avons aussi mis en évidence une augmentation importante des
événements initiation dans la région cceur apres traitement au RO-3306. Le profil obtenu
rappelle fortement celui observé a ce méme locus dans les fibroblastes MRC5 ou le site n’est
pas fragile (Letessier et al., 2011). Dans ce type cellulaire, la région coeur n’existe pas, les
événements d’initiation et de terminaison étant régulierement distribués tout au long du
gene FHIT.

Ce résultat indique qu’une grande partie des évenements de terminaison observés
dans le cceur résultent du déclenchement de ces origines et non de fourches hautement
processives venant des régions flanquantes. Ceci suggére que le déclenchement d’origines
dans le coeur du gene FHIT chez les cellules JEFF traitées au RO-3306 est pour une large part

responsable de la suppression des cassures a FRA3B.
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Figure 33: Cartographie des initiations et des terminaisons dans la région du géne FHIT chez les cellules
lymphoblastoides JEFF. Les cellules ont été traitées 5 h (A) ou 16 h (B) par I’ aphidicoline (Aph; 0,6 uM) ou 16
h par |’ aphidicoline (0,6 pM) et le RO-3306 (10 pM) (ARO) (C). Le panneau (A) est repris de Letessier et coll.
(Letessier et al., 2011). Les positions des initiations et des terminaisons ont été déterminées par peignage
moléculaire et sont indiquées sur la carte du géne FHIT avec ses exons. La position de la région coaur pauvre en
initiations déterminée par Letessier et coll. est indiquée par une barre rouge. Les histogrammes représentent la
couverture avec la valeur médiane (trait horizontal), c est-a-dire le nombre de fibres d’ADN qui couvrent
entierement chaque fenétre de 50 kb.

Nous avons donc décidé d’étudier plus en détail ces origines et le mécanisme de leur
déclenchement en posant trois questions :
1) les origines latentes du cceur dont le RO-3306 a provoqué le déclenchement gardent-elles
une « marque » de cet événement leur permettant de se déclencher au cours des cycles

suivants en absence de RO-3306 ?
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2) Le RO-3306 est-il capable, comme dans le cas de FRA3B, de déclencher des origines
latentes au niveau d’autres SFC?

3) Par quel mécanisme le traitement au RO-3306 déclenche-t-il les origines latentes du coeur

de FRA3B?
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Figure 34: Effet du RO-3306 sur les cassures
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Afin de répondre a la premiéere question, nous avons réalisé |'expérience suivante.
Des cellules JEFF ont été traitées a I'aphidicoline en présence ou en absence de RO-3306
pendant un cycle (cycle N), puis le RO-3306 a été retiré du milieu de culture et les cellules
ont été de nouveau mises sous aphidicoline pendant un deuxiéme cycle (cycle N+1). Nous
avons alors déterminé le taux de cassures totales dans les cellules en métaphases. Le
résultat obtenu montre que le taux de cassures dans les cellules qui ont été traitées par le
RO-3306 pendant le cycle N n’est pas réduit par rapport a celui des cellules qui ne I'ont pas
été (Figure 34). Ceci suggere que les origines latentes dont le RO-3306 a permis le

déclenchement au cycle N antérieur n’ont pas pu se déclencher au cycle N+1 en absence de
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la drogue. Ceci montre que ces origines n‘ont pas conservé de marque transmissible a la
génération suivante.
Nous allons essayer de répondre aux questions 2 et 3 dans les deux prochains

paragraphes.

V. Effet du RO-3306 sur le programme temporel de réplication des SFC

Un moyen de savoir si le RO-3306 est capable, comme dans le cas de FRA3B, de
déclencher des origines latentes au niveau d’autres SFC, serait de cartographier les
événements d’initiation et de terminaison au niveau d’autres SFC dans des cellules traitées a
I'aphidicoline et au RO-3306. Répondre a cette question par la technique du peignage
moléculaire nécessiterait de mettre au point un code morse pour chaque locus et serait
extrémement lourd et chronophage. Nous avons donc envisagé d’utiliser la technique de
Repli-Seq pour déterminer le timing de réplication dans ces conditions a différents loci. Nous
avons conscience que cette technique ne permet pas de cartographier les événements
d’initiation et de terminaison avec la méme résolution que le peignage moléculaire, mais elle
permet de vérifier si la réplication a pu se terminer au niveau des autres SFC chez les cellules
traitées au RO-3306 ou si elle est restée inachevée comme chez les cellules traitées
uniquement a l'aphidicoline. Par ailleurs, cette technique donne une information
supplémentaire par rapport au peignage moléculaire. Elle devrait permettre de déterminer
le moment de déclenchement des origines latentes au cours de la phase S dans le cceur de
FRA3B et peut étre au niveau d’autres SFC. Elle va permettre surtout de confirmer que la
complétion de la réplication au niveau de FRA3B ainsi qu’au niveau des autres SFC a bien
lieu. Les expériences sont actuellement en cour, en collaboration avec I'équipe de Claude

Thermes.

VI. Mécanisme d’action du RO-3306 dans le déclenchement des origines latentes du coeur

de FRA3B

En abordant cette question nous avons envisagé deux possibilités : 1) comme chez les
fibroblastes, des origines chargées en complexe de pré-réplication existeraient dans le coeur
de FHIT chez les lymphocytes, mais leur déclenchement serait trés difficile (tres tardif) dans

ces cellules, empéchant leur activation dans les conditions de normales culture. Dans ce cas,
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le RO-3306 aurait un réle passif dans leur activation en leur laissant suffisamment de temps
pour se déclencher; 2) les origines du coeur du gene FHIT ne se déclenchent pas en
conditions normales parce gu’elles n’ont pas été chargées en complexes de pré-RC, ou I'ont
été seulement partiellement. L'inhibition de CDK1 permettrait la mise en place en G2 d’un
complexe de pré-RC fonctionnel et ainsi le déclenchement de ces origines par un mécanisme
restant a déterminer. En situation normale, les origines de réplication sont chargées en fin
de mitose et en G1. Comme nous l'avons déja expliqué dans l'introduction, plusieurs
mécanismes inhibent ce processus pendant les phases S et G2, évitant ainsi la re-réplication.
Ce processus nous parait cependant compatible avec notre deuxieme hypothése si I'on
considére les nombreuses données bibliographiques impliquant CDK1 dans l'inhibition du
chargement des origines au cours des phases S et G2.

En 1997 I'étude d’un mutant conditionnel de CDK1 dans des cellules humaines a
suggéré que CDK1 aurait un role dans l'inhibition de la formation des complexes de pré-RC
au cours des phases G2/M (Itzhaki et al., 1997). En bon accord avec ce modeéle, il avait
préalablement été montré que CDK1 phosphoryle le facteur MCM4 et diminue son affinité
pour la chromatine dans des extraits embryonnaires de xénope (Hendrickson et al., 1996).
D’autres auteurs ont montré ensuite que les protéines MCM2 et MCM4 sont des substrats
du complexe CDK1/cycline B dans les cellules humaines Hela et que l'inactivation de ce
complexe chez un mutant murin thermosensible de CDK1 empéche la phosphorylation de
ces deux MCM et leur relargage de la chromatine (Fujita et al., 1998). Grace a ce méme
mutant, il a été ensuite établi que le facteur CDT1 est aussi phosphorylé par le complexe
CDK1/cycline B et que son inhibition conduit a la refixation de CDT1 a la chromatine dans des
cellules murines synchronisées a la frontiere G2/M (Sugimoto et al., 2004). En se basant sur
un autre modéle murin présentant une délétion dans CDT1 (A®PEST), d’autres auteurs ont
plus récemment montré que la protéine CDT1 murine est phosphorylée en G2/M au niveau
de son domaine PEST, ce qui empéche sa fixation a la chromatine. Chez d’autres vertébrés,
CDT1 possede un domaine apparenté a PEST. Bien que ce domaine puisse présenter des
différences de taille ou de séquence, les sites de phosphorylation potentiels sont bien
conservés et leur phosphorylation pourrait étre assurée par CDK1 (Coulombe et al., 2013).
De plus, l'inhibition de CDK1 par la roscovitine dans des cellules humaines U20S conduit au
recrutement de la forme non phosphorylée de CDT1 a la chromatine. L’inhibition de CDK1

seule pourrait donc suffire a la formation prématurée de complexes de pré-RC (Ballabeni et
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al., 2004). Par ailleurs, il a été montré chez des cellules de hamster que I'inhibition du
complexe CDK1/cycline A par des inhibiteurs de kinase (2AP ou olomoucine) empéche la
phosphorylation d’ORC1 et permet une fixation rapide et stable de ce dernier a la
chromatine (Li et al., 2004). En 2014, une étude portant sur des cellules U20S traitées au RO-
3306 a montré que CDK1 participe a I'exportation de CDC6 du noyau dans les cellules qui
progressent de S en G2 (Clijsters and Wolthuis, 2014). Finalement, une étude récente du
protéome de cellules leucémiques promyélocytaires humaines NB4 a mis en évidence une
surexpression des protéines de pré-RC telles que ORC1, ORC3, ORC5, MCM®6 et CDT1 apres
traitement au RO-3306 (Ly et al., 2015).

1. Effet du RO-3306 sur lIaccumulation des protéines du complexe de pré-
réplication

Dans le but de déterminer si CDK1 régule les niveaux de certains facteurs du
complexe de pré-RC dans les cellules JEFF, nous avons évalué la quantité de certaines de ces
protéines (ORC1, CDC6, CDT1, MCM7) par Western dans des cellules traitées ou non a
I’aphidicoline en présence ou en absence de RO-3306. Nous avons étudié des extraits
protéiques totaux ainsi que des extraits chromatiniens. Afin d’étudier de facon plus
spécifique les cellules en phase G2, ou I'activité de CDK1 est maximale, nous avons trié des
cellules JEFF en fonction de leur position dans le cycle cellulaire (G1, S1, S2, G2M) et nous
avons déterminé le niveau de ces protéines dans des extraits protéiques totaux ainsi que
dans la chromatine.

Nos résultats montrent que les protéines ORC1, CDT1 et MCM7 s’accumulent a la
chromatine dans les cellules traitées a I'aphidicoline en présence de RO-3306 par rapport
aux cellules traitées uniquement a l'aphidicoline. Le facteur CDC6 s’accumule a la
chromatine sous aphidicoline seule, sous RO-3306 seul ainsi qu’en présence des deux
inhibiteurs. Nous avons obtenus les mémes résultats pour la chromatine des cellules en
phase G2, a savoir une augmentation des facteurs ORC1, CDT1, CDC6 et MCM7 dans les
cellules traitées au RO-33 06 (Figure 35).
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Figure 35: Accumulation de protéines du complexe de pré-réplication dans les cellules traitées a
I"aphidicoline et/ou au RO-3306. A) Des cellules JEFF ont été traitées comme indiqué dans la Figure 14
puis des extraits protéiques totaux ont été préparés et analysés par Western al’ aide d’ anticorps dirigés contre
les protéines indiquées. L’ histone H4 est utilisée comme contréle de charge. B) Des cellules JEFF ont été
traitées comme indiqué dans la Figure 14 puis les cellules en phase G2 ont été triées au FACS. Des extraits
protéiques totaux ou chromatiniens ont ensuite été préparés a partir des cellules triées et analysés par Western
comme décrit en A. La 3-actine ou une coloration de la membrane au rouge ponceau ont été utilisés comme
contrdles de charge.

Afin de déterminer si les effets du RO-3306 sur la suppression des cassures induites
par I'aphidicoline dépendent ou non de I'accumulation a la chromatine de CDT1, CDC6 ou
ORC1, nous avons entrepris de bloquer leur accumulation. En pratique, nous avons
transfectées des cellules JEFF avec des siRNA dirigés contre les ARNm d’ORC1, de CDC6 ou
de CDT1. Huit heures apres transfection, les cellules ont été traitées ou non a I'aphidicoline
avec ou sans RO-3306 pendant 16 h et les métaphases ont été collectées par traitement au
nocodazole. Nous avons ajouté les inhibiteurs aprés un temps relativement court (8 h) apres
la transfection pour éviter la récupération de cellules ayant traversé une phase G1 en
absence de protéines impliquées dans la construction des complexes de pré-RC. En effet,
pour que I'expérience soit concluante, nous ne devons pas analyser des cellules qui ont subit
un défaut de chargement des origines en G1 mais nous focaliser sur les cellules ont été
carencées plus tardivement au cours du cycle, en phase S et G2, ou ces facteurs ne sont
normalement plus indispensables. Nos résultats montrent que le RO-3306 est incapable de

réduire les cassures induites par I'aphidicoline dans les cellules carencées en protéines CDC6
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ou CDT1. Ce n’est pas le cas des cellules carencées en ORC1 pour lesquelles le taux de
cassures sous RO-3306 est comparable a celui des cellules non traitées. Ces résultats
indiquent que I'accumulation de CDT1 et de CDC6 induite par le RO-3306 est indispensable a
I'abolition des cassures induites par I'aphidicoline. En revanche I'accumulation d’ORC1 ne

semble pas étre indispensable a I’action du RO-3306 sur les cassures (Figure 36).

2. Effet du RO-3306 sur la dynamique de réplication au niveau de FRA3B dans des
cellules appauvries en protéines du complexe de pré-réplication

Nous sommes en train d’étudier, par peignage moléculaire, la dynamique de
réplication au niveau de FRA3B dans des cellules carencées en CDT1 ou en ORC1 comme
contréle, et traitées a I'aphidicoline et au RO-3306. Ces expériences sont délicates a réaliser
car il est difficile d’obtenir des fibres d’ADN en bonne qualité et en nombre suffisant a partir
de cellules ayant subit une transfection. Si FRA3B retrouve son profil de réplication initial, a
savoir un cceur pauvre en initiations ainsi qu’en terminaisons en absence de CDT1, cela
confirmerait que le déclenchement d’origines dans le coeur est nécessaire a I'action du RO-
3306 sur les cassures et cela supporterait un role actif de I'inhibition de CDK1 dans le
chargement (ou la complétion de chargement) de complexes de pré-RC sur des origines
latentes du cceur. Dans le cas d’ORC1, les résultats obtenus sur les cassures totales
suggerent que son absence n’aura pas d’incidence sur la distribution des initiations et des

terminaisons dans le coeur de FRA3B.
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Figure 36: Effet dela carence en facteurs impliqués dans la formation des complexes de pré-RC sur la
prévention de cassures chromosomiques par le RO-3306. Des cellules JEFF ont été transfectées avec des
SIARN sans ARNm cible connu (Ns) ou dirigés contre les ARNm de ORC1 (SIORC1), CDC6 (SiCDC®6),
CDT1 (SICDT1). Huit heures aprés transfection, des extraits protéiques totaux ont été préparés. En paradléle,
les cellules ont été incubées 16 h sans traitement (Nt), en présence d'aphidicoline (Aph 0,6 uM) ou en
présence d’aphidicoline et de RO-3306 (10 uM) (ARO). Des métaphases ont été alors préparées par traitement
au nocodazole et les cassures totales ont éé dénombrées aprés coloration au Giemsa. Les barres d' erreur
représentent les écarts types (Ns et SICDC6 : 5 expériences, SSORC1 et SICDT1 : 3 expériences) Les extraits
protéiques ont été analysés par Western pour controler |I'efficacité des siARN utilisés. Les résultats sont
présentés comme dans la Figure 35.
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Discussion et Perspectives

Pendant ma thése je me suis intéressée a tester et, éventuellement, a approfondir et
généraliser le modeéle proposé par notre laboratoire pour expliquer la fragilité des sites
fragiles communs. En effet, suite a I'’étude de la dynamique de réplication au niveau de
qguatre SFC dans deux types cellulaires, il a été proposé par notre laboratoire que ces sites se
caractérisent par un timing de réplication trés tardif associé a une pauvreté en événements
d’initiation de réplication.

Je me suis donc consacrée d’une part a I'extension de ce modeéle a un grand nombre
de SFC (possiblement tous) par une nouvelle démarche impliquant la technique de Repli-
Seq. J'ai d’autre part exploré la relation entre fragilité des SFC et transcription des grands
génes qu’ils renferment. Enfin, jai étudié I'effet d’une entrée retardée en mitose sur la
fragilité des SFC et sur leur profil de réplication afin de confirmer la contribution de ces
parametres a la fragilité des SFC.

Dans cette derniére partie du manuscrit je vais souligner les principaux résultats
obtenus pendant la thése, discuter leur interprétation et leur contribution a notre
compréhension actuelle du mécanisme de la fragilité des SFC et aborder les questions et les

perspectives qui peuvent en découler.

I.  Cartographie des SFC par la technique de Repli-Seq

Les SFC sont actuellement cartographiés par des méthodes de cytogénétique
classique et moléculaire. Cette cartographie consiste a identifier sur chromosomes
métaphasiques les bandes cytogénétiques qui présentent des cassures récurrentes sous
stress réplicatif, puis a affiner la localisation des SFC ainsi repérés grace a la technique de
FISH en utilisant comme sondes des BAC distribués le long de la région d’intérét. Cette
analyse prend beaucoup de temps et nécessite une quantité considérable de travail
puisqu’au moins une centaine de métaphases doit étre analysée a chaque fois. De plus, nous
avons remarqué au laboratoire que des divergences peuvent surgir entre la cartographie des
sites au niveau des bandes cytogénétiques suivant que le banding réveéle les bandes R ou G

(El Achkar et al., 2005). La cartographie des sites par FISH differe également de celle obtenue
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par banding. Selon les cellules étudiées, les cassures a certains SFC sont en effet plus faciles
a repérer sur les chromosomes traités pour la cytogénétique classique que celles survenant
au niveau d’autres SFC, alors que par FISH les cassures a un locus donné sont beaucoup
mieux recensées.

Une partie de ma thése a donc porté sur la validation d’'une nouvelle démarche pour
cartographier les sites fragiles communs au niveau pan-génomique avec |I'"hypothese qu’ils
correspondent a des régions qui nachévent pas leur réplication sous stress réplicatif. Nous
avons donc comparé les profils de timing de réplication obtenus par Repli-Seq dans des
lymphocytes non traités, ou les SFC présentent un profil de timing en «V », a ceux de
lymphocytes traités a I'aphidicoline ou on s’attendait a mettre en évidence un profil en « V »
incomplet qui refleterait I'absence d’achévement de la réplication. Les résultats obtenus
dans les cellules lymphoblastoides JEFF montrent que le profil en « V » observé au niveau de
SFC déja connus chez les lymphocytes, se transforme en fait en un profil en « U » sous
aphidicoline et non pas en un profil en « V » incomplet. Néanmoins, par des opérations de
traitement de données nous avons pu mettre en évidence un déficit de réplication au niveau
de ces sites dans les cellules traitées a I'aphidicoline par rapport aux cellules non traitées. Le
point fort de ces résultats réside dans le fait que nous avons pu confirmer d’une fagon plus
globale ce qui avait été observé au niveau de FRA3B par peignage moléculaire (Letessier et
al., 2011): les SFC sont des régions sous-répliquées en conditions de stress réplicatif.

Nous avons montré au laboratoire que la carte des sites fragiles varie d’un type
cellulaire a I'autre mais aussi gqu’elle varie, dans de moindres proportions, d’'une lignée
cellulaire a une autre au sein du méme type cellulaire (reflétant probablement des
différences interindividuelles) (Le Tallec et al., 2013). L’interprétation fine des résultats
obtenus par Repli-Seq dans les cellules JEFF nécessitera donc de connaitre la carte des SFC
dans ces cellules. Cette carte n’est actuellement pas établie et nous nous référons aux SFC
déja décrits dans les lymphocytes humains. Nous sommes donc en train de réaliser une
cartographie des SFC dans les cellules JEFF avec I'aide du cytogénéticien Bernard Dutrillaux
(Muséum d’Histoire Naturelle de Paris). La technique de Repli-Seq sera ensuite appliquée
aux fibroblastes MRC5 dont nous connaissons la carte des SFC, afin de vérifier que les SFC
peuvent étre repérés et se comportent de la méme fagon dans ce type cellulaire que dans
les lymphocytes. Au cours de ces analyses des cellules JEFF et MRC5, nous serons attentifs a

I’existence éventuelle de régions présentant un déficit de réplication mais ne correspondant
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pas a un SFC déja caractérisé. Nous vérifierons alors par la technique de FISH que cette
région candidate se comporte effectivement comme un SFC. Lorsque I'approche que nous
avons développée sera completement validée par analyse des cellules JEFF et MRC5, elle
pourra étre appliquée pour établir la carte des SFC dans un grand nombre de types
cellulaires actuellement inexplorés, en particulier les cellules souches embryonnaires.

Ainsi que nous I'avons déja mentionné, le profil en « U » observé sous aphidicoline
dans les cellules JEFF au niveau des SFC connus refléte le déclenchement d’origines dans la
région cceur apreés des temps longs de traitement. Ce profil est totalement en accord avec
'augmentation des événements d’initiations observé par peignage moléculaire dans la
région coeur de FHIT chez des cellules traitées a l'aphidicoline pendant 16 h. Un tel
phénomeéne n’était pratiquement pas observable dans les cellules qui avaient été traitées
pendant 5 h (Letessier et al., 2011). Nous sommes en train de réaliser une analyse par Repli-
Seq de cellules JEFF traitées a I'aphidicoline pendant 5 h afin de vérifier que, dans ce cas,
nous obtenons un profil en « V » incomplet. Les initiations que nous observons au niveau de
FHIT par les deux approches (peignage et Repli-Seq) sont probablement dues au
déclenchement des origines latentes en réponse a la réduction de vitesse induite par
I'aphidicoline. La présence de ces initiations ne permet pas pour autant de supprimer la
fragilité de FRA3B et des SFC en général. Ceci peut étre expliqué par la faible efficacité et le
nombre insuffisant et/ou le déclenchement treés tardif de ces origines.

Outre la cartographie des SFC a grande échelle, la technique de Repli-Seq appliquée a
des cellules sous stress réplicatif pourra servir a étudier d’autres questions. Par exemple,
comme nous l'avons déja mentionné dans l'introduction, il a été montré par étude des
foyers de réplication que, dans des conditions de stress réplicatif, la réplication est régulée
différemment au niveau local (il y a plus de fourches de réplication par foyer donc
déclenchement d’origines supplémentaires) et au niveau global (inhibition des domaines
tardifs donc répression des origines correspondantes) (Ge and Blow, 2010). L'étude du
timing de réplication en conditions de stress réplicatif devrait permettre de visualiser la
régulation du déclenchement des origines latentes au niveau de la séquence nucléotidique
plutdt qu’au niveau des foci de réplication. De plus, il serait intéressant de comparer les
timing de réplication sous stress réplicatif en présence ou en absence de certains facteurs de

la voie de réponse aux dommages de I’ADN tel que CHK1 ou ATR. Ceci permettrait de
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préciser le role de cette voie dans le contréle temporel du déclenchement des origines de

réplication.

Il. Lien entre fragilité et transcription

Nous avons montré qu’un blocage prolongé des cellules a la frontiere G2/M par le
RO-3306, un inhibiteur de I'activité kinase de CDK1, permet de supprimer la fragilité des SFC
dans les fibroblastes et les lymphocytes. Pour les sites analysés, FRA3B, FRA16D, FRA1L et
FRA3L, cette abolition de la fragilité par le RO-3306 n’est pas accompagnée d’une diminution
(FHIT, WWOX et NEGR1) ou est accompagnée d’une faible diminution (LSAMP) de la
transcription des grands geénes qui leur sont associés. Nous avons aussi montré qu’inhiber la
transcription des grands génes par I'a-amanitine ou le triptolide, dans des conditions ou ces
génes sont vidés des complexes de transcription, n’aboutit pas a une diminution de la
fragilité induite par I'aphidicoline au niveau des SFC correspondant. Cependant, en
apparente contradiction avec cet ensemble de résultats, nous avons mis en évidence une
corrélation entre expression de quatre grands génes (FHIT, WWOX, LSAMP, NEGR1) et
fragilité des quatre SFC correspondants (FRA3B, FRA16D, FRA3L, FRA1L) dans sept lignées de
fibroblastes et sept lignées de lymphocytes. De plus, nous avons mis en évidence des
expressions atypiques des genes WWOX et LSMAP dans certaines de ces lignées et nous
avons montré que ces expressions s’accompagnent presque systématiquement d’une
fragilité atypique du site concerné. Le seul contre-exemple est le haut niveau d’expression
d’une petite unité (< 10 kb) de transcription incluse dans le géne FHIT chez les cellules
MRC5SV2 qui n’est pas corrélé a une fragilité du site FRA3B dans ces cellules. Une
explication plausible est que la petite taille de cette unité ne lui permet pas d’influencer la
fragilité. Rappelons que seuls des genes de plus de 300 kb sont significativement associés a
la présence d’un SFC (Le Tallec et al., 2013).

Comme je 'ai déja mentionné, I'étude de la relation entre transcription et réplication
a été poursuivie au laboratoire en modulant spécifiquement la transcription du géne FHIT et
en évaluant l'impact de ces manipulations sur la fragilité du site correspondant. Des
activateurs transcriptionnels dérivés des TALE et ciblant spécifiquement le promoteur de ce
géne ont été développés puis introduits dans les fibroblastes MRC55V2 chez lesquels le géne
FHIT n’est pas exprimé et FRA3B n’est pas fragile. Les résultats obtenus montrent que

I'activation de la transcription de FHIT dans les transfectants stables ainsi obtenus
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s’accompagne d’une augmentation tres importante de la fragilité de FRA3B (O. Brison et A-
M. Lachages, résultats non publiés). D’autres outils (TALEN, CRISPR-Cas) ciblant le promoteur
du gene FHIT) sont en train d’étre développés au laboratoire pour permettre d’inhiber la
transcription de FHIT dans les cellules JEFF et de déterminer I'effet de cette inhibition sur la
fragilité de FRA3B.

Nos résultats, pris dans leur ensemble, montrent que la relation entre fragilité et
transcription est beaucoup plus complexe gu’initialement suggéré par Tora et collaborateurs
(Helmrich et al., 2011) Des études supplémentaires et plus approfondies seront nécessaires
pour élucider la nature de cette relation. Pour le moment nous proposons |I’"hypothese de
travail suivante pour rendre compte de I'ensemble des résultats obtenus: la dynamique de
réplication et la fragilité des SFC dépendraient de la structuration de grands domaines
chromatiniens qui serait elle méme en relation avec I'état transcriptionnel du/des grand(s)
geéne(s) correspondant(s). Cette organisation chromatinienne pourrait par exemple étre sous
le contrbéle d’éléments régulateurs de la transcription des grands génes, éventuellement
situés a distance de l'unité de transcription qu’ils contrélent. En particulier, la capacité de
facteurs se fixant sur les insulateurs, les séquences activatrices (enhancers) ou les
terminateurs a interagir entre eux a depuis longtemps suggéré que ces interactions
conduisent a la formation de boucles de chromatine définissant des domaines ou la
régulation de la transcription est coordonnée. Nous pensons que cette organisation en
boucles pourrait aussi dicter localement la capacité de déclenchement des origines de
réplication. A l'appui de cette hypothese, il faut rappeler que des changements de
programme temporel de réplication pendant le développement et la différentiation
cellulaire sont fréquemment corrélés a des changements transcriptionnels. Dans cette
hypothese, la fragilité serait liée a une organisation chromatinienne correspondant a un état
de « compétence transcriptionnelle » et non a la transcription effective du grand gene. La
corrélation apparente entre transcription et profil de réplication serait due au fait que les
deux phénomenes sont sous le controle des mémes facteurs épigénétiques, et n’impliquerait
donc pas un lien direct entre eux. Remarquons que les situations ou nous n’avons pas trouvé
de corrélation entre fragilité et transcription (RO-3306, a-amanitine, triptolide)
correspondent a des expériences ou nous avons induit un changement rapide et transitoire
d’un des deux parametres. Au contraire, dans le cas des lignées de lymphocytes et de

fibroblastes présentant une expression atypique des grands genes ainsi que dans le cas des
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transfectants obtenus avec les constructions dérivées des TALE, il s’agit de situations établies
depuis de nombreuses générations cellulaires dans lesquelles un éventuel changement de la
structure chromatinienne a eu le temps de se mettre en place et d’étre pérennisé.

Pour tenter de valider cette hypothese de travail, il a été entrepris au laboratoire
d’étudier I'organisation tridimensionnelle du domaine contenant le gene FHIT dans les
cellules JEFF et MRC5 par la technique 4C et par celle de FISH en 3D sur noyaux
interphasiques. Enfin notons que I’'analyse de la dynamique de réplication et du timing par
Repli-Seq que nous avons développée avec lI'équipe de Claude Thermes permettra
d’analyser ces parameétres au niveau pan-génomique dans différentes conditions de
traitement des cellules (a-amanitine, le triptolide ou le DRB) et dans différentes lignées

cellulaires ainsi que dans les transfectants TALE.

lll. Compléter le chargement d’origines de réplication pour finir la réplication

Dans les cellules traitées au RO-3306, nous avons corrélé la disparition des cassures
induites par l'aphidicoline au niveau de FRA3B avec l'augmentation des événements
d’initiation et de terminaison dans la région coeur de FHIT. Ces résultats suggerent que
I'augmentation des événements d’initiation participe a I'achevement de la réplication au
niveau des SFC avant I'entrée des cellules en mitose, en bon accord avec I’"hypothése que la
fragilité résulte d’une pauvreté en événements d’initiation dans la région cceur du site.

Afin d’étendre cette derniere observation aux autres SFC, dont la fragilité est aussi
supprimée par le RO-3306, nous sommes en train d’étudier par Repli-Seq le timing de
réplication dans des cellules lymphoblastoides JEFF traitées a I'aphidicoline et au RO-3306.
Ceci sera aussi fait chez des fibroblastes MRC5. Malgré la faible résolution de cette
technique pour la cartographie des événements d’initiation, nous espérons pouvoir ainsi
mettre en évidence I'achévement de la réplication au niveau d’autres SFC dans des cellules
traitées a I'aphidicoline en présence du RO-3306 et ainsi généraliser le mécanisme proposé
pour FRA3B.

Nous avons de plus montré que l'inhibition de CDK1 par le RO-3306 s’accompagne
dans les cellules en phase G2 d’'une accumulation a la chromatine de protéines participant a
la construction des complexes de pré-RC (ORC1, CDT1, CDC6 et MCM7). Nous avons enfin
montré que la suppression par le RO-3306 des cassures induites par I'aphidicoline dépend de

I"'accumulation de CDC6 et CDT1, mais pas de celle de ORC1. Ces résultats constituent des
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arguments forts en faveur d’un réle actif des initiations détectées au niveau de FHIT dans la
suppression de la fragilité de FRA3B sous RO-3306. Pour définitivement établir ce point, nous
sommes en train d’étudier le profil de réplication de FHIT dans des cellules traitées a
I'aphidicoline et au RO-3306 et carencées en CDT1. Il faut étre prudent dans l'interprétation
des résultats concernant I'apparente dispensabilité de I'accumulation de ORC1 a I'action du
RO-3306. Cette absence d’effet peut étre expliquée soit par le fait qu’'ORC1 est déja chargé
sur les origines activables par le traitement au RO-3306 soit parce que la carence induite par
le SIORC1 n’est que partielle, la fraction d’ORC1 restante étant suffisante pour assurer le
déclenchement des origines.

L'ensemble de ces résultats suggere que I'inhibition de CDK1 par le RO-3306 permet
de charger ou de compléter le chargement d’origines de réplication dans le coeur des SFC.
D’aprés le modeéle actuellement admis de la régulation de la réplication, le recrutement de
complexes de pré-RC sur les origines ne peut s’effectuer que pendant la phase GI1.
Cependant, comme je I'ai déja mentionné, il existe un certain nombre d’arguments laissant
penser que ce processus pourrait survenir en dehors de la phase G1 si CDK1 est inhibée.

Néanmoins, si ce chargement concernait I'ensemble des origines du génome plutot
gu’un sous groupe d’entre elles localisées au coeur des SFC, il conduirait vraisemblablement
a une re-réplication extensive. Nous avons des observations faites au laboratoire qui
indiquent que ce n’est pas le cas. L'analyse par FACS de cellules maintenues 16 h ou plus
sous RO-3306 ne montre pas |'apparition d’une population cellulaire présentant un contenu
en ADN supérieur a 4C. De plus, des cellules accumulées en phase G2 par traitement au RO-
3306 puis remises en milieu normal passent la mitose et rentrent normalement en phase G1
avec un contenu en ADN de 2C. Enfin, aucun foyer yH2AX traduisant la présence de cassures
de "ADN n’est détecté dans les cellules maintenues 16 h sous RO-3306 ou dans ces mémes
cellules apres remise en cycle en milieu normal (O. Brison, résultats non publiés).

Si, malgré l'inhibition de CDK1, toutes les origines non chargées en complexe de pré-
RC au cours de la phase G1 ne peuvent I'étre en phase S ou G2, on peut envisager une
hypothése alternative. Le chargement des origines en complexe de pré-RC se faisant en
plusieurs étapes (voir Introduction) il est envisageable qu’il existe en fin de phase G1 des
origines de réplication possédant des complexes de pré-RC incomplets, peut étre parce que
ces origines sont difficilement accessibles aux facteurs de réplication. Dans les cellules

traitées au RO-3306, I'inhibition de CDK1 et I'accumulation de facteurs impliqués dans la
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construction des complexes de pré-RC (CDT1, CDC6, MCM) permettraient de terminer le
chargement de ces origines en phase S ou G2 et leur déclenchement dans les régions non
encore répliquées comme le coeur des SFC. Dans les régions déja répliquées, le passage des
fourches de réplication pourrait avoir inactivé ces origines comme c’est le cas pour les
origines latentes complétement chargées. Cette hypothese permet d’expliquer pourquoi
I’action du RO-3306 nécessite I'accumulation de CDT1 et/ou CDC6 (et apparemment pas
celle de ORC1) sans induire de re-réplication notable. Remarquons que si des origines
partiellement chargées existent, il n'y a pas de raison pour qu’elles soient spécifiques des
SFC et pourraient donc étre présentes dans d’autres régions du génome, difficilement
accessibles aux facteurs du pré-RC.

Outre l'accumulation de facteurs tels que CDC6, CDT1 et MCM, le chargement
complet de ces origines en phase G2 pourrait étre facilité par d’autres facteurs. Si des
marques épigénétiques jouent un réle dans le positionnement des origines de réplication
(voir Introduction), il est possible qu’un changement de ces marques au cours du cycle
cellulaire facilite le recrutement d’un pré-RC complet sur ces origines. Il est aussi possible
gu’un changement de I'organisation des boucles de chromatine facilite la charge compléte
des origines partiellement chargées. Comme je I'ai déja mentionné, il a été montré au
laboratoire que la taille des boucles de chromatine change au cours de la phase S et qu’il y a
un repositionnement de certaines origines depuis la matrice nucléaire vers les boucles
(Courbet et al., 2008).

Lorsque la réponse aux dommages de I'ADN est activée dans des cellules en
prolifération, elle aboutit, entre autres, a un blocage du passage en mitose (point de
controle G2/M). Ce blocage est consécutif a une inhibition du complexe CDK1/cycline B par
phosphorylation de CDK1. Nous nous sommes donc demandés si 'inhibition de CDK1 par le
RO-3306 et le blocage en G2 ne mimait pas le déclenchement du point de contrdle G2/M.
Dans cette hypothése, la charge compléte en fin de phase S ou en G2 d’origines
partiellement chargées, pourrait étre vue, non pas comme une conséquence bizarre du
traitement par le RO-3306, mais comme faisant partie intégrante de la réponse de la cellule
a un stress réplicatif. Ce phénomene permettrait de recruter cette nouvelle classe d’origines
silencieuses qui, additionnées aux origines latentes classiques (entierement chargées),
fournirait un réservoir d’origines supplémentaires pour terminer la réplication au niveau de

régions non encore répliquées avant I’entrée en mitose.
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Annexes

I. Effet de linactivation de RIF1 sur les cassures chromosomiques induites par
I’aphidicoline

En utilisant le RO-3306 pour bloquer les cellules en phase G2, nous avons permis la
complétion de la réplication sous aphidicoline, ce qui se traduit par une disparition de la
fragilité des SFC. Une autre facon de permettre la complétion de la réplication avant I'entrée
des cellules en mitose, sans allonger le temps de la phase G2, serait d’avancer le timing de la
réplication des SFC qui est tres tardive. Afin de tester cette hypothése, nous nous sommes
basés sur des études récentes impliquant la protéine RIF1 dans la régulation du timing de
réplication chez les cellules de mammiféres.

RIF1 a été dans un premier temps impliquée dans la régulation de la réplication des
régions subtélomériques chez la levure. Ensuite, il a été montré que, chez les levures
carencées en RIF1, les origines tardives se déclenchent plus précocement et qu’inversement
les origines précoces deviennent plus tardives (Hayano et al., 2012). Ces déréglements
engendrent un profil de timing de réplication plus homogéne correspondant a un profil de
milieu de phase S. D’aprés ces travaux, I'invalidation de RIF1 n’affecte pas la formation des
complexes de pré-RC mais I'accessibilité des facteurs d’initiation tel que Cdc45 aux origines
de réplication. Chez la souris ainsi que dans des cellules tumorales humaines, I'invalidation
de RIF1 conduit au méme phénotype que chez la levure, a savoir une altération du timing de
réplication qui devient comparable a celui de cellules en milieu de phase S (Cornacchia et al.,
2012; Yamazaki et al., 2012).

Le modele actuel du mode d’action de RIF1 est le suivant : ce facteur participerait au
maintien de I'organisation des boucles de chromatine et a la formation des nucléosomes.
maintiendrait les régions de réplication tardive dans des zones inaccessibles aux facteurs
d’initiation en attendant que la réplication des régions précoces soit accomplie. En absence
de RIF1, les régions séquestrées seraient libérées et certains facteurs de réplication ayant
accés a un plus grand nombre de régions chromosomiques deviendraient limitant. Ceci
expliquerait que les origines précoces se déclenchent plus tardivement et que les origines

tardives s’activent plus précocement.
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Figure 37: Effet de la carence en facteur RIF1 sur I'instabilité des SFC. Des cellules JEFF ont été
transfectées avec des SIARN sans cible connue (Ns) ou dirigés contre I’ ARNm de RIF1. Vingt quatre heures
apres transfection, les cellules ont été incubées 16 h sans traitement (Nt) ou en présence d’ aphidicoline (Aph;
0,6 uM). Des métaphases ont été préparées aprés traitement au nocodazole et les cassures totales ont été
dénombrées apres coloration au Giemsa. Les barres d’ erreur représentent |’ écart-type lorsque I’ expérience a
été faite deux fois (A). En paralléle, des extraits protéiques ont éé préparés et analysés par Western pour
controler I’ efficacité des SIARN utilisés. Une coloration au rouge ponceau de la membrane a été utilisée
comme contr6le de charge (B). En paralléle, des cellules ont é&é incubées 20 min en présence de BrdU puis
fixées et analysées par FACS. L es pourcentages de cellules dans chague phase du cycle sont indiqués (C).

Afin de tester |'effet de la carence de RIF1 sur la fréquence des cassures induites par
I'aphidicoline, nous avons transfecté des cellules lymphoblastoides JEFF avec un siRNA dirigé
contre 'ARNm de RIF1 ou un siRNA sans cible connue (controle). Vingt-quatre heures apres
la transfection, les cellules ont été traitées a I'aphidicoline pendant 16 h puis mises en

présence de nocodazole pour collecter les cellules en métaphase et les cassures
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chromosomiques ont été dénombrées. Les résultats obtenus montrent que, dans les cellules
carencées en RIF1, le taux de cassures totales induites par I'aphidicoline a fortement baissé
et est a un niveau comparable a celui de cellules non traitées (Figure 37). Ce résultat suggére
que l'invalidation de RIF1 a permis la complétion de la réplication des SFC avant I'entrée en
mitose, peut étre en favorisant un déclenchement plus précoce des origines de réplication
dont dépend la réplication des SFC et/ou en permettant le déclenchement des origines
normalement latentes au sein des SFC. Cependant, comme nous n’avons pas étudié le timing
de réplication dans les cellules carencées en RIF1, nous ne pouvons pas conclure quant au

mécanisme a l'origine de I'absence de cassures dans ces cellules.
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Il. Effet de la trichostatine A sur les cassures chromosomiques induites par I’aphidicoline

La trichostatine A est un inhibiteur des histones déacétylases. Les cellules traitées par
cette drogue présentent une hyperacétylation généralisée des histones car |'activité des
histones acétyltransférases n’est plus contre balancée par celle des déacétylases. Dans une
étude publiée en 2009, Le Beau et collaborateurs (Jiang et al., 2009) affirment que le
traitement de lymphocytes humains par la TSA conduit a une réduction importante de la
fragilité des SFC. Ces auteurs suggerent que I’hyperacétylation de la chromatine résultant du
traitement par la TSA faciliterait la réplication des SFC. Ces résultats, qui décrivaient un
phénomeéne analogue a celui que nous obtenions avec le RO-3306, nous ont interpellé pour
plusieurs raisons. En effet, des travaux effectués précédemment dans notre laboratoire ont
montré que, dans des cellules de hamster chinois, I'efficacité des origines de réplication au
niveau du locus AMPD2 est sans rapport avec le niveau local d’acétylation des histones (Gay
et al.,, 2010). Le traitement de ces cellules par la TSA induit un changement d’efficacité
relative des origines du locus mais nous avons montré que c’est une conséquence de la
réduction de la vitesse de propagation des fourches de réplication. En effet, le traitement
par la TSA réduit le niveau d’expression de deux genes codants pour des enzymes impliquées
dans la biosynthése des pyrimidines: la CTP synthétase et la thymidylate synthase. La
réduction de vitesse induite par la TSA est due a une carence des cellules en précurseurs
pyrimidiques. Elle peut étre supprimée et I'effet sur les origines aboli en ajoutant de la
cytidine et de la thymidine dans le milieu de culture des cellules. La réduction de la fragilité
des SFC par la TSA décrite dans l'article de Le Beau et collaborateurs et |’explication
proposée étaient donc surprenantes.

Afin de déterminer I'effet de la TSA sur la fragilité des SFC dans notre systéme
cellulaire, nous avons mesuré le taux de cassures totales dans des cellules lymphoblastoides
JEFF traitées a la TSA, a l'aphidicoline ou avec les deux. Nos résultats montrent que,
conformément a son effet sur la vitesse des fourches documenté précédemment au
laboratoire, la TSA induit par elle méme des cassures chromosomiques. De plus, il n’y a
aucune réduction du taux de cassures dans les cellules traitées a I'aphidicoline en présence
de TSA. A faibles doses d’aphidicoline (75, 150 et 300 nM), les effets de la TSA et de
I'aphidicoline sont additifs. A 600 nM d’aphidicoline, ou la vitesse de réplication est réduite

de 8 fois, les deux inhibiteurs n’ont plus cet effet additif sur le taux de cassures,
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probablement parce que la réduction de vitesse due a I'aphidicoline est tres supérieure a
celle due a la TSA a la concentration utilisée (trois fois) (Gay et al., 2010). Enfin, afin de
vérifier si les cassures induites par la TSA sont bien dues a son effet sur la vitesse de
réplication, nous avons compté les cassures chromosomiques dans des cellules traitées a la
TSA en ajoutant ou pas dans le milieu de culture de la cytidine et de la thymidine. Nos
résultats montrent que la fréquence des cassures induites par la TSA est réduite de 2/3 par
I'ajout des précurseurs pyrimidiques, confirmant que les cassures qui apparaissent sont en

grande partie dues a la réduction de la vitesse de réplication (Figure 38).
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Figure 38: Effet de la trichostatine A sur les cassures chromosomiques. A) Des cellules JEFF ont été
incubées 16 h en absence (Nt) ou en présence de cytidine et thymidine (CT; 10 uM chaque) ou de trichostatine A
(TSA; 20 ng/ml) ou de trichostatine A, de cytidine et de thymidine (TSA + CT) puis des métaphases ont été
préparées apres traitement au nocodazole et |es cassures totales ont été dénombrées aprés coloration au Giemsa
Les barres d’ erreur représentent |’ écart-type lorsque I’ expérience a été faite deux fois. B) Des cellules JEFF ont
€té traitées ou non comme décrit en A, excepté que la concentration d’ aphidicoline dans le milieu était de 75 nM,
150 nM ou 600 nM comme indiqué. Les cassures ont été analysées et |es résultats sont présentés comme en A
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Ill. Les deux formes du géne LSAMP humain

Le grand géne LSAMP est inclus dans le site fragile FRA3L qui est le site majeur des
fibroblastes MRC5. C'est un géne paralogue du gene NEGR1 qui réside dans le second site
fragile de ces cellules : FRAIL. Cependant, il a été montré au laboratoire (Le Tallec et al.,
2011) que plus de 80% des cassures chromosomiques au site FRA3L se produisent en amont
du géne LSAMP tel qu'il est annoté dans les banques de données (7 exons s'étendant sur
643 176 pb). Il en est de méme de la grande majorité des délétions observées dans les
cellules tumorales humaines (Bignell et al., 2010) et des altérations chromosomiques
décrites dans les ostéosarcomes (Pasic et al., 2010) (Figure 39). De plus, deux régions
présentant un profil de réplication en V sont localisées en amont du gene et I'une d'elles
correspond a la région fragile dans les fibroblastes et altérée dans les cellules tumorales.
Benoit Le Tallec dans notre laboratoire a remarqué qu'une forme 3,5 fois plus longue du
géne LSAMP (8 exons, 2232 654 pb) avait été mentionnée dans la version 19 de la banque de
données GENCODE puis retirée de la version 20. Cette forme beaucoup plus étendue en 5'
engloberait alors la région fragile qui est altérée dans les cancers et qui présente un profil en
V. Elle comprendrait un exon supplémentaire (exon 0) épissé sur une forme variante de
I'exon 1 (1b). Nous nous sommes donc demandés si cette forme du gene LSAMP existait
réellement et si on pouvait détecter son expression dans des fibroblastes humains avec, en
particulier, I'épissage prédit de I'exon 0 sur I'exon 1b. Nous avons donc cong¢u des couples
d'amorces pour répondre a ces questions par gRT-PCR (Figure 39).

Les résultats montrent que des transcrits contenant I'exon 0 (amorces e0-1F/e0-1R)
apparemment épissé sur I'exon 1 (amorces e0-3F/el-1R) sont facilement détectables dans
les lignées de fibroblastes MRC5, ICIG7, IMR90 et WI38 mais trés peu ou pas dans les lignées
BJ-fibro, BJ-hTERT et MRC5SV2 (Figure 40). Ces résultats sont totalement en accord avec
ceux qui avaient été obtenus précédemment avec un couple d'amorces situées dans les
exons 6 et 7 (e6-F/e7-R). Il apparait donc que les lignées de fibroblastes qui expriment le
géne LSAMP le font tres vraisemblablement a partir d'un promoteur situé en amont de
I'exon 0. Dans ces cellules, c'est donc bien la forme de 2,2 Mb du gene qui s'exprime. Dans
les lignées lymphoblastoides, aucun transcrit n'est détecté avec les amorces e0-1F/R et e0-
3F/el1-1R y compris chez la lignée LLD138 qui présentait un niveau d'expression supérieur a

celui des lignées fibroblastiques avec un couple d'amorces situées dans les exons 6 et 7.
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Nous avons réanalysé cette lignée avec I'ensemble des amorces et confirmé les résultats. Il
apparait donc que l'expression atypique de LSAMP dans cette lignée se fait a partir d'un
promoteur situé en amont de l'exon 1 (forme de 643 kb du géne) et non a partir du

promoteur situé en amont de I'exon 0 comme chez les fibroblastes.
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Figure 39: Carte du gene LSAMP humain. A) Carte de la région 3ql3.3. La position des bandes
chromosomiques (en noir et gris), les coordonnées chromosomiques, les directions du centromére et du télomére
(Tel), les régions présentant un profil de réplication en V, la localisation des cassures dans les fibroblastes et les
altérations dans les cellules tumorales et la position du géne LSAMP sont indiqués. Les fléches courtes et longues
représentent les deux formes du géne. B) Cartes de I’extrémité 5° des ARNm du géne LSAMP. Les deux
isoformes d’ ARNm contenant I’exon 1 ou les exons 0 et 1b sont représentées avec la position des exons, des
amorces utilisées pour les expériences de gRT-PCR et les cadres de lecture des protéines. Noter que la protéine O
codée par I’ ARNm issu de la forme longue du géne différe de la protéine LSAMP classique (protéine 1) dans sa
partie N-terminale.
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Figure 40 : Expression des deux formes du gene LSAMP dans des lymphocytes et des fibroblastes
humains. A) Les ARN totaux des lignées indiquées ont été préparés et le niveau des transcrits issus de la forme
longue du géne a été déterminé par gRT-PCR en utilisant les amorces e0-1F/e0-1R (exon 0) ou e0-3F/el-1R
(exon0-exonl). Ces niveaux sont exprimés relativement & celui de I’ARNm da la cyclophiline B utilisé comme
géne de référence. B) Analyse détaillée des isoformes d’ARNm LSAMP produites par les cellules
lymphoblastoides LLD138. Les expériences ont été réalisées et les résultats sont présentés comme en A. Les
lignées MRC5, IMR90, et JEFF ont été incluses dans I’analyse comme références. Les amorces el-F/e2-R ont
été utilisées pour I’analyse des transcrits exonl-exon2.
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Abstract

The factors that govern replication programs are still poorly identified in metazoans, especially in mammalian
cells. Thanks to molecular combing, the dynamics of DNA replication can be assessed at the genome-scale
level from the cumulative analysis of single DNA fibers. This technique notably enables measurement of
replication fork speed and fork asymmetry and that of distances separating either initiation or termination
events. The results presented here aim to evaluate requirements critical to accurate measurement of
replication parameters by molecular combing. We show that sample size, fiber length and DNA coun-
terstaining are crucial to gain robust information concerning replication dynamics. Our results thus provide a

methodological frame to investigate the DNA replication program through molecular combing analyses.

© 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Introduction

DNA replication ensures faithful duplication of the
genome at each cell cycle. Replication of eukaryotic
chromosomes relies primarily on two parameters,
namely, the coordinated firing of multiple replication
origins and the speed of forks emanating from fired
origins.” Over the past few years, genetic and
biochemical methods were teamed up to study the
cellular mechanisms controlling DNA replication.
However, the factors governing the location, the
choice and the efficiency of mammahan replication
origins remain poorly understood.? AnaIyS|s of
DNA fibers stretched by DNA spreading® or molec-
ular combing®® proved to be among the most
powerful tools to address these issues because,
while other techniques provide parameters obtained
from a population of cells, these techniques reveal
the replication dynamics along individual DNA
molecules upon direct visualization of neo-synthe-
sized DNA via immunodetection of thymidine ana-
logs incorporated in cells grown in vitro. In particular,

0022-2836/3 - see front matter © 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.

consecutive pulse labeling with two thymidine
analogs, iododeoxyuridine (IdU) and chlorodeoxyur-
idine (CldU), permits measurement of the speed of
individual forks and determination of their frequency
of stalling, as well as identification of initiation and
termination events.”™® DNA fiber analysis is there-
fore the method of choice to accurately monitor
replication and has been successfully used in a
variety of organisms. **"

Genome-wide estimation of fork progression and
origin activation is commonly used to give a snapshot
of replication dynamics, which has contributed to
identify factors governing the replication program.
Notably, the analysis of DNA fibers has shown that
initiation events cluster in domains along which
multiple initiation events occur in close prOX|m|ty
and in an almost synchronous fashion.” 212~
This observation set the basis for the estimation
of origin density by measuring the distance
between adjacent initiation signals along a, DNA
fiber, named inter-origin distance (IOD).'%75:76
As every beginning has an end, one can also

J. Mol. Biol. (2013) 425, 4845-4855
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measure inter-termination distance (ITD, also known
as inter-termini distance). '” It is worth noting that the
IOD estimated by DNA fiber analysis likely over-
estimates the actual distance between all origins that
fire during S phase because (i) adjacent origins that
fire during a single pulse cannot be resolved and (ii)

(a) Asynchronous

origins that have fired long before or that would have
fired after the labeling periods are missed.'®"®
Similar limitations apply to ITD. 10D is also known
as origin-to-origin (ori to ori)*>?" or i2i** distances.
DNA fiber analysis has also shown that progres-
sion of replication forks ranges from 0.5 to 2 kb/min
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in mammals, depending on the cell lines analyzed,
which indicates that genetic and/or epigenetic
factors influence fork movement.’” Surprisingly,
fork speed can show pronounced variability even in
a given cell line. For example, in Hela cells, fork
speed has been estimated either ~2 kb/min®*2* or
~0.7 kb/min."7#%25 Heterogeneous 10D values
have also been reported for this cell line, ranging
from 40 kb7 to 144 kb.” Similarly, forks have been
reported to travel at 2.16 kb/min,*” 1.05 kb/min®®
and 0.37 kb/min® in U20S cells. Although physio-
logical variations may explain these discrepancies, it
remains possible that differences in the preparation
and the analysis of DNA fibers between laboratories
may account, at least in part, for these differences.

In this study, we aim to provide a robust methodology
to assess replication dynamics through molecular
combing. We therefore investigated which biases and
limitations affect DNA fiber analysis. We first intended
to standardize the interpretation of replication patterns
obtained following a double pulse labeling of neo-
synthesized DNA. We then assessed the impact of the
number and the length of DNA fibers analyzed in each
experiment and that of DNA counterstaining on the
determination of replication parameters.

Results and Discussion

Recognition of replication patterns obtained by
double pulse labeling of forks

In order to determine the direction in which a given
fork progresses along a DNA molecule and thus to
recognize initiation and termination events (see
below), we sequentially label asynchronously grow-
ing cells by two consecutive pulses of halogenated
thymidine analogs (Fig. 1a). We will consider below
that cells are labeled first with IdU, then with CldU
(Fig. 1a). Each pulse routinely lasts 20-30 min but it
has been shown that pulse length has no impact on
the estimation of replication parameters, notably,
fork speed.?® A detailed protocol for molecular
combing has recently been described.?® Briefly,
following pulse labeling, cells are harvested and
embedded in agarose plugs to avoid shearing during

DNA purification. Plugs are melted and DNA
molecules are combed onto silanized coverslips
leading to regular DNA stretching (2 kb/pm).*

Alternatively, stretching of DNA molecules can also
be achieved through the DNA spreading technique. *
Neo-synthesized DNA is then revealed by indirect
immunofluorescence.”® Replication patterns can be
classified into three categories: (i) individual elon-
gating forks that are commonly used to assess fork
speed (namely, ratio of fork length/pulse time; see
Materials and Methods), (ii) initiations and (jii)
terminations (Fig. 1a). Initiation events give rise to
diverging forks, and termination events give rise to
merging forks. In both cases, different replication
patterns (numbered 1-6 in Fig. 1a and b) can be
observed depending on when an origin fires or when
replication forks merge relative to the labeling period.

Single-color tracks from the first pulse
correspond to termination events

Surprisingly, while there is a large consensus to
record single-color signals corresponding to labeling
during the second pulse only (Fig. 1a and b, pattern
3: red only) as initiation events,®’* 5223082 tho
interpretation of single-color signals corresponding
to labeling during the first pulse only (pattern 4: green
only) is disputed in the literature. These signals are
recorded either as termination events occurring
during the first pulse®'®32 or as initiation events
occurring during the first pulse without further
elongation during the second pulse, an outcome of
hypothetical stalling of both nascent forks. '®37:2-35
We reasoned that termination events, or initiation
events, might occur at the same frequency during
either pulse since they last for the same time and, for
the same reason, that termination might occur at the
same frequency during the first pulse than initiation
during the second one. We analyzed the results of
three independent experiments performed with each
JEFF lymphoblastoid cells and mouse embryonic
fibroblasts (MEFs) (Table 1). We found that (i) green-
only tracks (pattern 4) account for 42.7 + 6.4% and
44.8 + 2.5% of terminations (patterns 4 + 5) occur-
ring during the two pulse periods in JEFF and MEF
cells, respectively. Consistently, red-only tracks
(pattern 3) represent 42.4 + 6.2% and 45.2 + 1.6%

Fig. 1. Principles of replication dynamics analyses. (a) Scheme of the protocol used for double pulse labeling of
replication forks in asynchronous cell cultures. Successive pulses with IdU and CldU enable recognition of ongoing forks,
initiation and termination events. Green and red arrows represent neo-synthesized DNA, respectively, labeled with 1dU
and CldU. The labeling pattern depends on whether the considered event occurs before the first pulse, during the first
pulse, during the second pulse or after the second pulse. Six different patterns of initiations and terminations are expected,
numbered 1-6. (b) Examples of DNA fibers harboring initiation and termination events. Blue, DNA; green, IdU; red, CldU.
(c} Examples of replicon clusters. The 10D is the distance separating two adjacent initiations (ori). The ITD is the distance
separating two adjacent terminations (ter). A scheme is shown below each fiber. DNA is shown in blue. (d and e) IOD and
ITD distributions in MEF (d) and JEFF (e} cells. Medians are represented by black horizontal lines and are indicated above
each distribution. Medians rather than means are used as they are less sensitive to outliers in the data. n is the number of
individual measures. Distributions were compared by the mean of the Mann—-Whitney test (see Materials and Methods). ns
indicates that p-value is >0.5. (d) As indicated, we excluded, or not, fibers containing IdU-only tracks (green only).
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Table 1. Frequencies of green-only and red-only tracks

Red only/initiations Green only/terminations Red only/total Green only/total
[3/2 + 3)1" [4/{4 + 5)° [B/2+3+4+5)° [4/(2+3 +4 +5)°
JEFF Experiment 1 71/144 (49.3%) 105/210 (50% 71/354 (20% 105/354 (29.6%)
Experiment 2 67/165 (40.6%) 72/180 (40%) 67/345 (19.4%) 72/345 (20.9%)
Experiment 3 115/309 (37.2%) 117/307 (38.1%) 115/616 (18.7%) 117/616 (19%)
Mean = SD” 424 6.2 42764 194 =07 232 =57
MEF Experiment 1 102/235 (43.4%, 105/248 (42.3%) 102/483 (21.1% 105/483 (21.7%)
Experiment 2 115/252 (45.6%) 97/216 (44.9%) 115/468 (24.6%) 97/468 (20.7%)
Experiment 3 99/213 (46.5%) 124/262 (47.3%) 99/475 (20.8%) 124/475 (26.1%)
Mean = SD” 452 =1.6 44825 222=21 228=28

® Numbers refer to the pattems of replication described in Fig. 1.

® Mean = SD (%) of the three independent experiments presented above.

of initiations (patterns 2 + 3) occurring during the two
pulse periods in these cells. The slight deficit in
single-color tracks we observed in both cases can be
explained by the fact that short single-color tracks
are not distinguishable from the background and are
therefore not counted. (ii) Green-only and red-only
tracks are observed at similar frequencies in both
cell lines. These results strongly support the idea
that the vast majority of green-only tracks are true
termination events. Finally, we used DNA fibers from
MEFs grown under normal conditions to measure
ITDs, taking into account either all fibers displaying
termination events, including those with green-only
tracks, or only fibers displaying two-color termina-
tions. Typical replicon clusters with green-only tracks
present or absent are shown in Fig. 1c. We found
similar ITDs in both cases (Fig. 1d). We also
measured the 10D in the same samples and found
that both the medians and global distributions of
ITDs precisely resemble those of IOD (Fig. 1d). This
latter result was confirmed from an independent data
set obtained from human lymphoblastoid JEFF cells
(Fig. 1e). Together, our data show, as expected, that
initiations and terminations occur at the same
frequency and unambiguously indicate that the
vast majority of green tracks represent genuine
terminations. Therefore, conclusions from studies
using green-only tracks to estimate fork stalling need
to be re-evaluated.

Impact of sample size on I0D and fork
speed estimation

As shownin Fig. 1d and e, measured values for |IOD
or ITD of a given sample are widely scattered. Itis thus
mandatory to analyze distributions, not only means or
medians, to perform correct comparisons of different
samples and/or replication parameters (see Materials
and Methods). Moreover, because of this dispersion,
the number of fibers analyzed in each experiment
might be critical to obtain reliable estimations of
replication parameters. To assess sampling effect on
IOD, we simulated 1000 data sets of bootstrap
samples of various sizes (namely, 10, 25, 50, 100,

200 and 400) from a pool of over 700 |ODs measured
in MEF cells grown under standard conditions. This
process mimics measurement of 10, 25, 50 and soon
|IODs per experiment. The distribution of the median
|OD values for each bootstrap sample is presented in
Fig. 2a. We found that, if one evaluates the median
|OD of a sample from 25 to 50 individual measures,
the estimated value could fluctuate by 2- to 3-fold due
to sampling effects (i.e., the median |OD inferred from
10 individual measures can range from 60 kb to
208 kb). Increasing the number of measures limits
this variability, as illustrated by the decreasing ratio
between the maximal and minimal median |OD values
obtained from 10 to 400 measures (Fig. 2a). Similar
results were obtained when assessing sampling
effects on fork speed (Fig. 2b). Thus, a large number
of measures, at least 100-200, are required for a
reliable estimation of 10D or fork speed in a given
sample and, a fortiori, to compare two samples.

Impact of fiber length on IOD and fork
speed estimation

DNA fiber analysis relies primarily on measure-
ment of signal length or of the length spacing two
signals. Therefore, the length of DNA fibers could
impact the estimation of replication parameters.
Determination of the length of DNA fibers is
commonly achieved through YOYO-1
counterstaining®® or by immunodetection of single-
stranded DNA.?° Alternatively, dig-dUTP labeling of
DNA for the entire length of S phase® ™ or
extremely long |dU/CldU pulses can be used.?® Of
note, at a magnification of 63 x, one microscope field
corresponds to ~250 kb. Observation of longer
fibers thus requires the capture of adjacent fields or
the use of a fluorescence microscope equipped with
a motorized stage that enables scanning of slides
with high precision (see Materials and Methods).

To assess the impact of fiber length on 10D and
fork speed, we choose three samples (named
samples 1-3) of JEFF cells cultured under standard
conditions in which the distribution of fiber lengths
varies importantly, with median lengths ranging from
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Fig. 2. Impact of sample size on measurement of fork speed and |OD. (a and b) From a large data set obtained in MEFs,
we computed random samples of various sizes, namely, of 10, 25, 50, 100, 200 and 400 individual measures. Distributions
of median 10D (a) and median fork speed (b} of random draws bootstrapped a thousand times are shown. The ratio of the
maximal/minimal median is indicated below each distribution in green. The gray horizontal lines represent the observed

median 10D (a) and fork speed (b).

104 to 378 kb (Fig. 3a). We observed that 10D
estimation is very sensitive to fiber length (Fig. 3b).
For example, IOD estimation was almost 5-fold lower
in sample 3 than in sample 1. A significant difference
was still observed between samples 1 and 2
(Fig. 3b). Similar |ODs were estimated from DNA
fiber sets with median lengths from 350 kb to 650 kb
(data not shown), indicating that robust assessment
of IOD requires fiber sets with a median size of at
least 350 kb. Fork speed estimated from samples 1
and 2 was similar, but it was considerably lower in
sample 3 (Fig. 3c). Although fork speed seems less
sensitive to fiber length than |OD, fibers of at least
200 kb are required for accurate speed estimation.

Impact of DNA counterstaining on estimation of
10D, ITD, fork speed and fork asymmetry

DNA staining is crucial to determine if a DNA fiber is
broken and if two replication signals belong to the same
DNA molecule, a prerequisite to 10D or ITD
measurement.”” Broken fibers can lead to the under-
estimation of fork speed and create false asymmetrical
forks (Fig. 4a). Still, DNA staining has often been
omitted in DNA fiber analysis. Strikingly, we found that
DNA fibers are broken at the level of replication signals,
in either IdU or CldU track, in almost one-third of all
replication signals recorded in samples from JEFF cells
cultured under standard conditions (Fig. 4b). The
distribution of fiber lengths of the three independent
samples used to assess the frequency of broken
signals is shown in Fig. 4c.

To test the influence of DNA staining on |OD, ITD,
fork asymmetry and fork speed, we analyzed the same
set of images with or without DNA counterstaining. The

absence of counterstaining was simulated by omitting
to display the signal corresponding to DNA, namely,
that of the cyanine 5.5 filter (see Materials and
Methods). These fibers correspond to sample 1 in
Fig. 3. We observed that omission of DNA counter-
staining altered the estimation of both IOD and ITD
(Fig. 5a and b), most likely because some initiation or
termination events on the same DNA fiber, but
separated by long distances, were considered as
belonging to different fibers. In contrast, fork speed
was not impacted by the absence of DNA counter-
staining (Fig. 5¢). This might be explained by the fact
that sample 1 is constituted of fairly long DNA fibers
(Fig. 3a). One can indeed expect that analysis of a
sample with shorter DNA fibers (i.e., more sheared) will
be more sensitive to the absence of DNA staining. This
was confirmed by analysis of sample 3 (from Fig. 3a),
for which the omission of DNA counterstaining led to an
estimation of median fork speed of 1.05 kb/min, which
is significantly different from 1.22 kb/min estimated with
DNA counterstaining (data not shown).

We next assessed the impact of DNA staining on the
estimation of fork asymmetry, a parameter used to
estimate the occurrence of fork stalling. Abnormal fork
progression during one of the two labeling pulses can
be estimated from the calculation of the IdU/CldU
ratio® (Fig. 5d; see Materials and Methods). Alterna-
tively, it is possible to estimate the synchronized
progression of forks emanating from a given origin
through the ratio between the length of left and right
traveling forks'**® (Fig. 5d; see Materials and
Methods). For both methods, an unbalanced ratio is
indicative of fork stalling. We observed that both the
1dU/CldU and left fork/right fork ratios differ significantly
when measured with or without DNA counterstaining
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(Fig. 5e and f). Omission of DNA counterstaining leads
to an overestimation of fork asymmetry regardiess of
the type of ratio considered. We indeed observed that
ratios measured without DNA staining are enriched in
high asymmetry values, a bias that most likely
originates from broken fibers (Fig. 4a and b). An
independent experiment in MEFs also showed a strong
impact of counterstaining on measurement of fork
asymmetry and showed that this increase is in the
same order of magnitude as that resulting from
treatment of the cells with 250 yM hydroxyurea
(Fig. 5g). Collectively, our results demonstrate that
DNA staining, which is compulsory to discard replica-
tion signals arising from broken DNA fibers, is essential
for accurate estimation of all replication parameters. Of
note, all analyses presented above were performed
with DNA counterstaining.

and 3 described in Fig. 1.

Biological variability

Finally, it remains to be determined what the level of
biological variability of replication parameters is. To
address this question, we compared independent
experiments analyzed according to the abovemen-
tioned standards, namely, median length of DNA fibers
above 200 kb (350 kb for IOD), minimum of 100-200
events recorded and DNA counterstaining. Over the
course of many years of experiments, we have
accumulated 49 independent experiments in JEFF
cells and, respectively, 12 and 10 in primary mouse
and Chinese hamster fibroblasts. In either cell model,
we found a 10-15% fluctuation of median fork speed
independently of cell types or species (Fig. 6). These
data indicate that fork speed measurement and,
presumably, any other replication parameter display
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Fig. 4. Analysis of broken replication signals. (a) Examples of intact and broken replication signals are shown. Schemes
of signals are presented as in Fig. 1, except that here a black cross represents the site of breakage on DNA fibers. (b) We
estimated the frequency of replication signals broken at the level of either IdU tracks or CldU tracks. Frequency of broken
replication signals is shown as a percentage of total signals from three independent experiments of JEFF cells, named
samples a, b and c. Mean + SD is indicated. (c) The distribution of fiber length is shown for samples a, b and c.

inherent variability of ~15%. Differences of less than
15% between samples must therefore be reproduced
several times before being considered as significant.

Concluding remarks

DNA fiber analysis is a powerful technology to
monitor replication dynamics. Here we tested the
most common biases affecting DNA fiber analysis,
providing experimentally determined standards that
should raise the technique to a high level of
robustness, which is presently not the case. In
addition, besides the methodological biases we
have identified and for which we have established
conditions allowing these biases to be overcome, itis
important to keep in mind that stretching of DNA
molecules itself is subjected to some variation,
estimated at ~2% for DNA combing® and ~10% for
DNA spreading.*” Moreover, endogenous physio-
logical variations may influence the rephcatlon
dynamlcs It is well known that replication d namlcs
is exquisitely sensitive to the pool of dNTPs, 34042
The metabolic state of the cells is thus of extreme

importance. The gool of dNTPs is regulated during
the cell cycle,***7 and it has been reported that the
density of actnve forks increases during S phase in
Hela cells.”” When questioning if a factor regulates
DNA replication, it is thus critical to establish if
uncontrolled alterations of S phase progression might
interfere with the estimation of replication dynamics.

Materials and Methods

Cell culture

Epstein-Barr virus-immortalized human B-lymphocytes
(JEFF cells) were grown in RPMI 1640+ GlutaMAX-I
medium (Gibco} and 10% fetal calf serum (PAN Biotech
GmbH). Chinese hamster embryonic fibroblasts (CHEFs)
were grown in MEM (minimal essential medium) supple-
mented with Earle's salts (Gibco), 1% MEM non-essential
amino acids (Gibco), 1 mM sodium pyruvate (Gibco),
2 mM L-glutamine (Gibco) and 10% fetal calf serum (PAN
Biotech GmbH). MEFs were grown for a maximum of 4
passages in DMEM (Dulbecco's modified Eagle's med-
ium) + GlutaMAX medium (Gibco), 15% fetal calf serum
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Fig. 5. Impact of DNA counterstaining on the measurement of replication parameters. Distribution of 10D (a), ITD (b} and
fork speed (c) in JEFF cells. The same set of images was analyzed with or without visualizing DNA counterstaining. Data are
presented as in the previous figures. The sample used here is the sample 1 of Fig. 3 (median length of fibers: 378 kb). (d) IdU/
CldU and left fork/right fork ratios are depicted. An asterisk indicates that the IdU/CIdU or left fork/right fork ratio corresponds to

the ratio of the longest signal over the shortest signal. A ratio

of > 1 indicates fork asymmetry (see Materials and Methods).

(e—g) Distribution of IdU/CIdU and left fork/right fork ratios with or without DNA counterstaining in JEFF (e and f) and MEF cells
(g). In (g), MEFs treated with 250 pM hydroxyurea (HU) are used as an internal control of the left fork/right fork ratio.

(Biowest), 0.1 mM B mercaptoethanol (Gibco) and
0.01 mM non-essential amino acids (Gibco). All media
were supplemented with 100 IU/mL penicillin and 100 pg/
mL streptomycin (Gibco). JEFF cells were grown at 37 °C,
20% O, and 5% CO,; MEF cells, at 37 °C, 3% O, and 5%
CO,; CHEF cells, at 37 °C, 20% O, and 8% CO,.

Molecular combing and immunofluorescent detection

Molecular combing and immunodetection were per-
formed as previously described.®?® Briefly, cells were
pulse-labeled with IdU, then CldU. Pulses lasted 20 min
for CHEF and JEFF cells and 30 min for MEFs. Cells were
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harvested, and DNA fibers were purified by digestion of
proteins in agarose plugs and subsequently stretched at a
rate of 2 kb/um on silanized coverslips prepared as
previously described.*® Immunodetection of neo-synthe-
sized DNA and DNA fibers was performed by successive
incubations with the following antibodies: (1) mouse
anti-bromodeoxyuridine (BrdU) (BD Biosciences,
#347583) and rat anti-BrdU (AbD Serotec, OBT 0030),
(2) A488-conjugated goat anti-mouse (Invitrogen, A11029)
and A555-conjugated goat anti-rat (Abcam, A21434), (3}
mouse anti-single-stranded DNA (Millipore, MAB 3034),
(4) cy5.5-conjugated goat anti-mouse (Abcam, ab6947)
and (5) cy5.5-conjugated donkey anti-goat (Abcam,
abB951). We used an epifluorescence microscope (Axio
Imager Z2; Carl Zeiss) equipped with a 63x objective lens
(PL APO, NA 1.4 Oil DIC M27) and a motorized stage (M-
689 XY Microscope Stage with PlLine Motor; Physik
Instrumente), connected to a charge-coupled device
camera (Cool-SNAP HQ2; Roper Scientific). MetaMorph
software (Roper Scientific) was used for image acquisition
and for building large-scale mosaic comprising up to 100
images. This technology theoretically enables us to
recover long fibers, up to approximately 3 Mb (10 adjacent
fields at a magnification of 63x). Measurements of fork
speed and asymmetry, fiber length and IODATD were
performed either with MetaMorph software (Roper Scien-
tific) or with Photoshop software (Adobe). We systemat-
ically used DNA counterstaining to ensure that replication
signals belong to the same fiber, that two fibers are not
overlapping and that signals are not broken.

Statistical analysis

Replication fork speed was estimated on individual forks
displaying an IdU track flanked by a CldU track. Only intact
forks were recorded as ascertain by DNA counterstaining.
For each fork, the ratio (LI + LCI)/{tl + tCl) was calculated

[LI is the measured track (kb) and tl is the labeling time
(min) for IdU; LCI and tCl are the corresponding
parameters for CldU]. Note that the so-called 1dU/CldU
ratio that estimates fork asymmetry is calculated as the
ratio of the longest track over the shortest. The left fork/
right fork ratio corresponds to the ratio of the longest fork
over the shortest fork. Thus, the IdU/CIdU or left fork/right
fork ratios are =1. IOD and ITD correspond to the distance
(kb) between the centers of two adjacent initiation or
termination signals located on the same DNA fiber. We
used GraphPad Prism (GraphPad Software) to generate
graphs and perform statistical analysis. DNA replication
parameters do not generally display a Gaussian
distribution.?® Statistical comparisons of the distributions
were therefore assessed using the nonparametric Mann—
Whitney rank sum test. Statistical significance was set to
p = 0.05. Two-tailed tests were systematically used. The R
environment was used to compute random samples in
Fig. 2 [R Development Core Team (2011). R: A Language
and Environment for Statistical Computing. R Foundation
for Statistical Computing, Vienna, Austria.{]. R code will be
sent upon request.
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