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Introduction




1 Introduction

Le maintien de I'intégrité de 'information génétique, c’est-a-dire la séquence nucléotidique
nécessaire au développement et au fonctionnement d’un organisme viable ainsi quau
développement de sa descendance, est indispensable au bon fonctionnement d’une cellule.
Cette information est portée par la ou les molécules ’ADN' de la cellule. Cette molécule est
composée d’un enchalnement de nucléotides dont 'ordre d’assemblage définit I'information
génomique. 11 est capital que PADN soit dupliqué et transmis dans son intégralité aux
générations filles avec le moins d’altérations possibles. Il est notable que la molécule d’ADN
présente des liaisons susceptibles d’étre clivées du fait méme de sa composition de type
polymere. En effet lors de la synthése de PADN, plusieurs milliers de nucléotides (Bases
azotées liées par une fonction 1’-N-glycosidique a un désoxyribose, lui-méme portant un
phosphate en 5’) sont liés covalemment et chacune des liaisons entre la base et le sucre est
susceptibles d’étre clivée. Il en est de méme de la liaison entre le phosphate et le sucre. Si des
dommages de PADN (aussi appelés 1ésions) sont maintenus dans le génome de la cellule, des
mutations ou des aberrations chromosomiques peuvent ¢tre transmises aux cellules filles et
ces dernieres peuvent étre stabilisées dans la lignée cellulaire. La plupart de ces mutations
sont généralement silencieuses, ayant lieu dans des zones dispensable pour le métabolisme de
IP’ADN, et resteront sans phénotype particulier, mais certaines plus graves conduiront a
I'apoptose de la cellule, ou a des processus tumorigenes et 'apparition de cancers.

Au cours de ’évolution, ont été sélectionnés, pour tous les organismes vivants des processus
pour limiter 'apparition des Iésions de PADN et assurer une surveillance fine de 'intégrité
des génomes, notamment de la structure de PADN (Hoeijmakers, 2001). Chacun de ces
systemes de réparation fonctionne sur un méme schéma général qui consiste a détecter la
lésion parmi 'ensemble du génome puis a effectuer la réparation de ce dommage pour
restaurer un ADN non-endommagé. Ces Iésions sont d’origines tres variées. On distingue les
lésions dues a I'action de deux types d’agents : les agents exogenes et les agents endogenes.
Parmi les exogenes nous pouvons distinguer les agents : chimiques (tels que les
xénobiotiques (agents intercalant de ’ADN, agents pontant et agents oxydants),
environnementaux (tels que la javel et le peroxyde d’hydrogene) et les agents physiques
(comprenant majoritairement des rayonnements). Un certain nombre de lésions sont
¢galement dues a I'action d’agents endogenes. On trouve parmi ces causes, le métabolisme
énergétique (conduisant a la production d’espéces réactives de 'oxygene), ainsi que toutes les
étapes du métabolisme de PADN qui, si elles sont altérées, conduiront a la formation de
lésion. Ces dernieres sont nombreuses et nous pouvons citer pour exemple le blocage des
fourches de réplication (arrét de la DNA polymérase en cours de replication), 'inhibition des
topoisomérases lors de la relaxation topologique de TADN (introduit une coupure simple ou
double brin de PADN selon la famille de topoiomérase impliquée) et I'altération de l'activité
de ligation des ADN ligases (lors de la religation de deux brins d’ADN disjoints, par exemple
lors de la réplication et la prise en charge des fragments d’Okazaki)Cette introduction portera
principalement sur un seul type de dommage que sont les cassures double-brin* de PADN.
Nous nous pencherons d’abord sur les origines plus ou moins directes de ces Iésions, ainsi
que sur la diversité chimique des extrémités générées. Dans un second temps, nous
présenterons I’ensemble des systemes de réparation prenant en charge ce type de dommage,
conduisant a la re-ligature des brins ’ADN. Nous terminerons par une desctiption
approfondie de la voie c-NHE] (Pour classical Non Homologous End Joining), la voie de
réparation majeure de prise en charge de ce type de Iésion chez les mammiferes.

I Acide Désoxyribo Nucléique
2 CDB, ou Double Strand Break (DSB) en anglais



1.1 I’ADN et les cassures double-brin :

I’ADN est un polymere constitué¢ d’un enchalnement de nucléotides (Adénine, Thymine,
Cytosine et Guanine) reliés entre eux par une liaison phosphodiester (Fig.1), associés en une
double hélice (Watson and Crick, 1953) pour former une structure bicaténaire antiparallele..
La structure chimique de PADN présente de nombreuses liaisons covalentes qui peuvent étre
les cibles d’agents génotoxiques. C’est au niveau des liaisons phosphodiester, liant les
nucléotides entre eux, que apparition d’une Iésion peut conduire a la formation d’une
cassure simple ou double brin. Nous allons maintenant nous pencher sur les causes de
'apparition de Iésion au niveau des liaisons phosphodiester des molécules d’ADN.

Figure I.1 : Schéma de la structure de PADN. Les bases sont colorées en vert (Adénine), violet (Thymine), bleu (Guanine) et
rouge (Cytosine). Les liaisons phosphodiester sont les groupements reliant deux désoxyribose (orange) par un groupement
phosphate (cercle rouge). Ce dessin permet aussi de comprendre la structure bicaténaire anti parallele de PADN avec
I'appariement classique des bases (A-T et G-C) de deux brins orienté dans des sens opposés.

Les cassures doubles brins (CDB) sont les dommages de ’ADN les plus toxiques car ils
correspondent a la rupture de la continuité d’un chromosome ; phénomene incompatible
avec la poursuite de la vie cellulaire notamment lors des étapes de mitose et de réplication. Si
ce genre de lésion n’est pas réparé, il y aura altération du matériel génétique, activation des

points de contréle du cycle cellulaire, et la cellule sera conduite a 'apoptose (Roos and
Kaina, 2000).



Cependant, parfois, une altération du fonctionnement de la cellule fait que celle-ci ne sera
pas conduite a 'apoptose, et donc la CDB sera maintenue et pourra conduire a la
tumorigenisation de cette méme cellule. C’est ce type de cas qui fait des CDB une altération
dangereuse du matériel génétique.

Les CDB sont de natures chimiques tres variées. En effet les fonctions chimiques présentes
aux extrémités sont souvent fonction de 'origine de la lésion, et donc en conséquence la
réparation de celles-ci nécessitera des activités enzymatiques spécifiques lors de I'étape de la
maturation des extrémités. Nous appelons maturation des extrémités, tous les processus
enzymatiques qui vont permettre de modifier ces extrémités de fagon a les rendre
compatibles avec I'action de la ligase et la re-solidarisation des deux brins ’ADN. La ligase
ne peut en effet effectuer son activité de ligation que si les extrémités de la CDB sont de type
3-OH et 5’-Phosphate. Cette activité de maturation est trés souvent synonyme de
modification du matériel génétique (du fait de la prise en charge des extrémités 1ésées par des
enzymes aux activités peux spécifiques, qui souvent présentent une activité exonucléase, pour
oOter la/les bases 1ésées), et donc que cette étape est a Porigine de la génération de diversité
génétique par la voie de réparation NHE]. Une autre voie possible de réparation de ces
lésions est la recombinaison homologue, ou une étape de maturation par dégradation du brin
1ésé est nécessaire. Cette voie utilisera ensuite la chromatide sceur comme modéle pour
reformer un brin complet sans perte d’information. Cette voie n’aura donc lieux que lors de
la présence de ce brin mode¢le, c’est-a-dire apres la phase S dans le cycle cellulaire.

1.1.1 Formation accidentelle des CDB :

Les cassures double-brin sont 'accumulation de deux cassures simple-brin (rupture de la
liaison phosphodiester entre deux nucléotides) sur les deux brins opposés d’un méme
chromosome, sur un espace restreint (de 0 a 250 paires de bases 7 vitro), autorisant la rupture
de la continuité de celui-ci. Les facteurs impliqués dans la génération de ces CDB sont
nombreux et pour la plupart des agents connus pour leur toxicité et leur implication dans
'apparition de cancers. On trouve ainsi des agents d’origine exogene tels que les
rayonnements ionisants ainsi que des facteurs endogenes tels que les especes réactives de
Poxygene ou des activités enzymatiques agissant sur PADN (ligases, polymérases,
topoisomérases, ...) interrompues en cours de cycle catalytique. L’ensemble de ces facteurs
exogenes conduit en général a la formation d’environ 10 a 50 CDB par cellule et par jour
(Haber, 1999; Vilenchik and Knudson, 2003). Il est cependant notable que ces 1ésions ne
représentent qu’une petite partie de 'ensemble des Iésions que peut subir PADN (on estime
a environ 75 000 lésions de PADN par cellule et par jour (Lindahl and Nyberg, 1972)), qui
peuvent pour certaines conduire dans un second temps a des CDB comme les sites
abasiques.

1.1.1.1 Les cassures induites par les rayonnements ionisants

Les organismes sont constamment soumis a des agressions par les rayonnements ionisants. Ces
rayonnements sont d’origine soit naturelle (Rayons X, UV provenant du soleil, ou rayonnements
radioactifs terrestres) ou humaine (la radiothérapie est le cas le plus fréquent, mais on trouve aussi
les cas d’accident nucléaire tels que Tchernobyl ou Fukushima). Les rayonnements ionisants ont
la propriété de pouvoir interagir avec les molécules du vivant. On peut différencier les
rayonnements électromagnétiques (UV, rayonnement X ou y) des rayonnements particulaires
(particule o, B+ et B-) qui n"auront pas les méme cibles de dégradation, mais qui auront tous pour
conséquence d’induire la rupture de liaisons covalentes. Toutes les molécules d’une cellule



peuvent étre altérées par I'action des RI, cependant PADN est la cible la plus sensible. Du fait de
son unicité, de son métabolisme, et de son importance métabolique, une rupture de liaison sera
compromettante pour le maintien de la vie cellulaire et de l'intégrité du génome.

Du fait de la complexité de structure des molécules d’ADN, on distingue plusieurs types de
lésion radio-induites (classées selon leur fréquence d’apparition) que 'on qualifiera de Iésions
d’origine exogene :

e Les cassures simple-brin (1000/Gy/cellule)

e Les modifications de bases (non déterminé)

e [’oxydation des désoxyriboses (2000/Gy/cellule)

e Les pontages covalents inter ou intra brin (30/Gy/cellule)
e Les cassures double-brin (40/Gy/cellule)

Les CDB peuvent étre formées de maniere directe avec I’action des RI sur les liaisons covalentes
de PADN. Le passage d’un premier rayonnement génerera une premicre cassure simple brin. Lors
du passage d’une seconde particule irradiée, sur le brin opposé, 'apparition d’une seconde cassure
simple brin pourra conduire a la formation d’'une CDB (Siddiqi and Bothe, 1987).

La seconde maniere de former des CDB est dite indirecte. Elle fait appel a 'intervention d’une
étape de transfert de 'énergie des RI par une molécule intermédiaire. La plus fréquente de ces
molécules de transfert est I’eau. Par ’'abondance et la composition chimique de ce solvant, les
interactions eau-RI sont tres nombreuses et conduisent a la formation de dérivés tels que les ions
superoxydes et les dérivés radicalaires de 'eau (Fig 1.2) (d’apres « Ionizing radiation and life »,
Arena, 1971). Ces dérivés sont appelés espéces réactives de Poxygéne’. Ces ERO peuvent étre
formées partout dans la cellule, et elles diffusent rapidement. Si 'une d’entre elles se retrouve a
coté d’une molécule ’ADN, elle peut altérer sa structure chimique grace a ses propriétés
d’oxydo-réduction. Suivant le degré d’oxydation de la molécule d’ADN suite a cette rencontre, on
aura une rupture directe d’une liaison covalente et formation d’'une CSB (Friedberg et al., 1987).
On peut aussi avoir uniquement une oxydation des bases. Cette derniere sera prise en charge par
la voie de réparation par excision de base* BER. La voie BER peut générer des CSB notamment
lorsqu’un grand nombre de dommages oxydatifs est présent dans la cellule. Dans les étapes
intermédiaires de cette voie BER, il y a formation de CSB ou de sites abasiques susceptibles de
donner naissance a des CSB (Boiteux et al., 2017). Si ces CSB sont a proximité, les dommages
oxydatifs peuvent ainsi donner lieu a des CDB(Seeberg et al., 1995; Vispé et al., 2000).

3 ERO ou ROS en anglais pour reactive oxygen species
4 BER, pour base excision repair en anglais
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Figure 1.2 : Mécanisme de formation des ERO par interaction de molécule d’eau avec des RI. Les especes dont le
nom est en rouge sont les espeéces « stables » (11/2= 10-%) qui peuvent interagir avec les molécules I’ADN. Les deux
espéces majotitaires produites sont cependant les radicaux hydroxyl (HO®) et les ions superoxydes (02°/HO2°)
(encadrés en vert sur la figure).

Les 1ésions radio-induites exogeénes conduisent a la génération d’une grande diversité d’extrémité
d’ADN, nécessitant une forte adaptabilité des systemes de réparation pour pallier a cela (on
dénombre au moins une dizaine de modifications courantes (Cf {Variété des extrémités d’ADN
présentes lors de la formation de CDB accidentelles)). Dans les chapitres suivants, nous verrons
que certaines CDB sont issues de processus cellulaires spécifiques et que les molécules ’ADN
peuvent étre endommagées suite a une interruption accidentelle d’une étape du métabolisme de
’ADN (réplication, ligation compaction/décompaction, ...)

1.1.1.2 Formation de CDB suite a des activités Topoisomérases avortées

La topologie de PADN est un parameétre finement régulé. Dans une cellule quiescente, ’ADN
nucléaire est en partie enroulé autour de complexes d’histones (hétérochromatine). Lors des
différents processus cellulaires tels que la transcription et plus globalement le métabolisme de
I’ADN des contraintes topologiques apparaissent. Si ces contraintes ne sont pas relachées, la
poursuite du cycle cellulaire sera impossible. Des enzymes spécifiques, les topoisomérases
permettent de relaxer cette contrainte. Cette action se déroule en trois temps. En premier, les
topoisomérases créent une coupure transitoire de la molécule ’ADN, puis il y a relaxation
topologique des brins (par action physique simple ou utilisation d’énergie sous forme d’ATP), et
enfin elles relient les deux brins ’ADN (Figure 1.3). On distingue plusieurs classes de
topoisomérases selon leur substrat. Les topoisomérases de classe I sont des enzymes
monomériques qui ne créent qu'une coupure simple brin, et les topoisomérases de classe 11,
homodimériques, générent une coupure double-brin. Ces deux classes d’enzymes contiennent



plusieurs représentants qui different de par leur cycle catalytique. Ainsi lors de 'action de ces
enzymes, des intermédiaires covalents de type phosphotyrosyl-ADN sont créés impliquant des
extrémités 3’ ou 5’ de PADN. C’est lors de la formation de ces intermédiaires qu’un
dysfonctionnement peut conduire a une lésion de type adduit covalent peptide-ADN.

Pour réaliser cette action de relaxation de PADN, les topoisomérases de classe I (TOP1)
possedent une tyrosine catalytique qui effectue une attaque nucléophile sur un phosphate de
I’ADN et crée une coupure simple brin avec création d’un lien covalent entre 'enzyme et le
substrat (Roca, 1995). Ceci permet de maintenir les deux extrémités d’ADN a proximité lors de
tout le processus catalytique. Une fois que la tension de ’ADN est relaxée, la topoisomérase relie
les deux brins coupés pour reformer un brin ’ADN complet.

Les topoisomérases de classe 11 (TOP2) réalisent une coupure double-brin de PADN de la méme
maniere que peut le faire une enzyme de restriction de classe 2, c’est-a-dire sur le site de fixation
de 'enzyme a PADN avec un décalage de quelques bases entre les deux point de coupure
(fréquemment un décalage de 4 nucléotides est observé). Cette coupure est réalisée par une
réaction de trans-esterification catalysée par 'action d’une tyrosine dans le site actif de chaque
monomere (Roca, 1995). Une fois que la CDB est formée, les brins ’ADN sont croisés en
passant par la coupure créée par enzyme (Fig 1.3).

@O Gsegment T-segment

Figure 1.3 : Mécanisme d’action des topoisomérases de classe 2. Le cycle catalytique se déroule en 5 étapes dont une
fait appel a la création d’'une CDB pour permettre le passage de la seconde hélice ’ADN dans la poche de transfert
aussi appelé segment T. L’interruption du cycle catalytique de la TOP2 peut induire une CDB au sein du génome.

Les deux classes d’enzyme TOP1 et TOP2 sont essentielles pour le maintien de I'intégrité du
génome lors de la réplication et de la transcription. Les cellules tumorales sont plus sensibles que
les cellules saines a une inhibition de la réplication. Des traitements anti-cancéreux ont été
développés avec pour cibles TOP1 et TOP2. On peut citer la camptothecin qui est un inhibiteur
de la TOP1, qui stabilise la forme TOP1-ADN covalemment liée et empéche I’étape de re-



ligation qui suit la relaxation topologique.

Un autre exemple est le teniposide, un inhibiteur de TOP 2 couramment utilisé dans les
traitements des leucémies infantiles et certaine tumeurs cérébrales.

Ces drogues conduisent a un blocage de la topoisomérase sur ’ADN et donc au blocage des
fourches de réplication. La finalité de ces traitements est la conduite de la cellule a 'apoptose.

11.13 Variété des extrémités d’ADN présentes lors de Ia formation de CDB
accidentelles

I’ADN est soumis 2 de nombreux stress pouvant altérer sa structure chimique.’. I.’ensemble de
ces lésions sont prises en charge par différentes voies de réparation qui passent par une étape ou
il y a apparition d’'une CSB qu’il faudra réparer grace a une étape de ligation (Fig 1.4).
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Figure 1.4 : Enzymes impliquées dans la maturation des extrémités 3’ et 5” des cassures simple-brin (CSB) et double-
brin (CDB). La figure et la 1égende montre les principales fonctions chimiques et intermédiaires rencontrés lors de la
génération de CSB et CDB. Le nom des enzymes impliquées est encadré. Nous noterons que 'ensemble de ces voie
partagent la caractéristique de passer par une étape ou il apparait une cassure simple brin qui peut donner une CDB
en cas d’apparation d’une seconde CSB a proximité. L’ensemble de ces mécanismes fonctionnent sur un schéma
commun qui est de préparer les deux extrémités de la CDB pour qu’elle soit un substrat de la ligase, a savoir pour

qu’elle présente un 3-OH et un 5-Phosphate. LLa derniere étape commune a toutes ces voies est 'étape de ligation
par une ADN ligase. (Andres et al., 2015)

On dénombre environ 30 000 oxydations de bases d’ADN par cellule et par jour (Ames et al.,
1993). La prise en charge de ces 1ésions par la voie de réparation BER (Boiteux et al., 2017) peut

5 Confére pattie 1.1.1.1



conduire a la formation d’une CSB qui, si elle se trouve a proximité d’une autre 1ésion peut créer
une CDB. Ce mécanisme d’apparition des CSB lors de la voie BER fait suite a 'action de deux
familles d’enzymes. Premi¢rement, des DNA glycosylases otent la base 1ésée et créént soit un site
abasique’ soit une incision transitoire pour les glycosylases/lyases. Les sites abasiques créés sont
pris en charge par des AP endonucléases (telle que APE1 (Dyrkheeva et al., 2016)) qui incisent la
liaison phospho-diester reliant le désoxyribose-phosphate au reste de la molécule I’ADN et
laissent une CSB avec une extrémité 3’-OH et une autre 5-dRP (deoxy ribosephosphate). L’ADN
polymérase Pol B comble ensuite la breche créée et génere des extrémités 3>-OH et 5-P. La ligase
11T relie alors les deux brins I’ADN.

D’autres mécanismes conduisent a 'apparition de CSB (Figure 1.4). Nous pouvons noter
I'introduction de ribonucléotides par les ADN polymérases processives de la réplication, I’action
de la primase lors de la synthése de 'amorce tINTP pour la réplication du brin tardif ou alors
'action de polymérases peu spécifiques de la famille des PolX (Nick McElhinny and Ramsden,
2003), qui seront prises en charge par la voie de réparation des ribonucléotides’. Cette voie fait
intervenir la RNAseH2 qui détecte les insertions stabilisées d’ARN dans les molécules ’ADN et
les excise en hydrolysant la liaison phospho-ester en 3>-OH. Les ADN polymérases € ou &
synthétisent alors un fragment chevauchant ’ADN (flap en anglais). Ce flap est finalement clivé
par I'action de la protéine FEN1 (Flap endonuclease 1), puis la lésion est réparée par une dernicre
étape de ligation. I’importance de cette voie de réparation est confirmée par la 1étalité
embryonnaire des souris RNAseH2 . (Nick McElhinny et al., 2010; Reijns et al., 2012).

1.1.2 Les cassures programmées de PADN

Dans la premiere partie, nous avons décrit la formation des CDB qui apparaissaient de maniere
spontanée ou accidentelle. Nous allons voir dans cette partie, la formation de CDB qui
apparaissent de manicre programmée. On prendra 'exemple de la recombinaison V(D)], de la
commutation de classe isotypique qui se déroule dans les lignées lymphocytaires, et de la méiose.

1.1.2.1 Formation de CDB Iors de Ia recombinaison V(D)] lymphocytaire

La recombinaison V(D)] est un phénomene qui se déroule dans les lymphocytes B (issus de la
moelle osseuse, responsables de la réponse immunitaire humorale), et les lymphocytes T (issus du
thymus, responsables de la réponse immunitaire cytotoxique) lors de leur maturation et de leur
spécialisation. Cette recombinaison permet le réarrangement de segments des génes V (pour
variable), D (pour Diverse) et | (pour Jonction, Joining en anglais). La recombinaison V(D)]
contribue a la création de la diversité génétique des populations de lymphocytes. Ce phénomeéne
permet de combiner un segment V (sur 50 variants par exemple pour les chaines lourdes des
immunoglobulines (Ig)), un segment D (sur 20 variants pour les chaines lourdes des Ig) et un
segment | (sur 6 variants pour les chaines lourdes des Ig), la finalité étant la création d’un type de
récepteur IgG parmi les 6000 possibles. Ce processus permet de créer une grande diversité, de
récepteurs T a la surface des lymphocytes T, et d’anticorps synthétisés par les lymphocytes B.
Ceci dans le but de répondre au mieux a une agression antigénique du non soi (Fig 1.5.B).

Ces anticorps sont des complexes protéiques composés de deux chaines lourdes, et de deux
chaines légeres. I’assemblage de ces protéines formera un anticorps mature présentant au niveau
des parties N-terminales une région variable (aussi appelée fragment variable Fv) et au niveau des
partie C-terminales une structure constante (aussi appelée fragment cristallisable Fc) (Fig 1.5.A).
Les chaines lourdes sont codées par un seul gene localisé sur le chromosome 22 alors que les

¢ AP pour apurinique ou abasic site
7 RER pour Ribonucleotides Excision Repair



chaines légeres peuvent étre codées par deux genes différents, kappa et lambda, localisés
respectivement sur les chromosomes 2 et 22.

Les régions variables de ces chaines légeres et lourdes sont composées d’un unique assemblage de
segments V et | pour les chaines légeres, et V, D et | pour les chaines lourdes. Clest le
réarrangement des chaines V, D, et ] (Fig 1.5.B) qui contribuera a donner sa spécificité a
P'anticorps. La spécificité et P'affinité de Panticorps est augmenté dans un second temps par un
processus d’hypermutation somatique

Ce réarrangement est un phénomene trés controlé car il implique la création d’une CDB sur un
site spécifique, puis une religation des brins réarrangés. Pour ce faire, les séquences V, D et | sont
encadrées par des séquences RSS (pour Recombination Signal Sequence) qui sont spécifiquement
reconnues pat 'ndonucléases RAG1/2 (recombination activating gene 1 and 2). RAG1 effectue
une coupure simple brin grace a son activité endonucléase (Fugmann et al., 2000a). Le complexe
nucléo-protéique est stabilisé suite a cette hydrolyse afin que les extrémités d’ADN ne se
retrouvent pas libres dans le nucléoplasme (Fugmann et al., 2000b). On appelle complexe
synaptique ou synapse, le complexe RAG1/RAG2 lié de facon stable a la CDB. L’extrémité 3’-
OH ainsi générée réalise ensuite une attaque nucléophile sur la liaison phosphodiester du brin
opposé conduisant a la rupture de cette liaison, et a la création d’une structure en épingle a
cheveux (Fig 1.5.C) (Lu et al., 2006; Schatz and Swanson, 2011). Cette étape étant faite sur deux
séquences RSS a la fois, un fragment d’ADN est excisé, circularisé et constitue le signal de
jonction.

La structure en épingle a cheveux est ensuite reconnue par le complexe DNA-PKcs-Ku et la
nucléase Artémis. Artemis possede une activité endonucléase qui permet d’ouvrir la structure en
épingle a cheveux (Ma et al., 2005). Cette étape créée des extrémités d’ADN possédant 4
nucléotides sortant en 3’. Deux des extrémités générés lors des deux CDBs sont reliés et
permettent de créér un nouveau cadre de lecture ouvert conduisant a Pexpression d’un anticorps
spécifique. Cette réparation constitue le signal codant.
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Figure 1.5 : A. Structure schématique d’un anticorps de type IgG. Les domaines N-terminaux de ces chaines
(respectivement en rose foncé et vert foncé) constituent les régions variables dépendantes de la recombinaison
V(D)], et impliquées dans la reconnaissance de I’antigene. B. Schéma explicatif du déroulement global de la
recombinaison V(D)] pour aboutir a la transcription d’un unique exon V(D)] lors de la maturation des lymphocytes.
Nous pouvons noter que les segments V, D et | non utilisés sont excisés puis dégradés par la cellule. C. Schéma
détaillé de laction du complexe de recombinaison RAG1/2 lots de la phase de condensation des fragments V, D et ]
(d’apres (Schatz and Swanson, 2011))

1.1.2.2 Formation de CDB lors de Ia commutation de classe isotypique des
Iymphocytes B

La commutation de classe isotypique est un mécanisme permettant a un lymphocyte B activé de
changer de type d’'immunoglobuline pour optimiser la réponse humorale spécifique. Au cours de
ce processus, les chaines légeres restent inchangées, ainsi que les segments variables des chaines
lourdes, issus de la recombinaison V(D)]. La partie invariante des chaines lourdes est modifiée au
cours de ce processus suite a la stimulation du lymphocyte B par des cytokines et par des
synapses immunologiques avec des lymphocytes T helper (via 'interaction CD40-CD40L)



(Kawabe et al., 1994). Ce mécanisme conduit a I’élimination d’une partie des chaines lourdes du
chromosome.

Les /oci des différents exons des chaines lourdes (y, 8, e, p, a) sont bordés de séquences
conservées appelées région de commutation (S region en anglais pour Switch region). Ces
séquences sont les cibles de 'enzyme AID (pour Activation Induced Cytidine Deaminase) (Revy
et al, 2000). Cette enzyme Ote une fonction amine en position 4 des cytosines se trouvant au
niveau des motifs WRCY (avec W=adénine ou thymine, R=purine, C=cytosine, Y=pyrimidine),
ou la séquence inverse RGYW (avec G=guanine). La conséquence de cette déamination est
Papparition d’un mésappariement entre I'uracile générée et la guanine qui était face a la cytosine.
Ce dommage est reconnu par la glycosylase UDG (Uracyl DNA Glycosylase) qui hydrolyse la
liaison N-glycosidique de I'uridine, créant un site abasique. La suite de la réparation est faite par
les voie de réparation BER puis NHE] et conduira a 'association d’un nouveau segment C
(codant pour une chaine lourde) avec les segments V(D)] déja en place. Le fragment I’ADN
excisé est ensuite éliminé apres circularisation (Fig 1.6).
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Figure 1.6 : Schéma récapitulatif de la commutation de classe isotypique lors de la maturation des
lymphocytes B. 'enzyme AID initie cette transformation en désaminant le carbone 4 des cytosines des
régions de commutation. (d’apres (Adams and Carpenter, 2000)).

1.1.2.3 Formation de CDB lors de Ia méiose

La méiose est un évenement génétique concernant les organismes poly-ploides permettant une
ségrégation correcte des chromosomes et un brassage génétique lors de la reproduction sexuée.
Cet évenement consiste en un échange de matériel génétique entre deux chromosomes
homologues spécifiquement lors d’une étape du cycle cellulaire appelée la division méiotique.
La division méiotique est une division cellulaire atypique, ne concernant que les cellules
germinales chez les mammiferes, visant a passer de cellules diploides (ou plus), a des gamétes
haploides, c’est-a-dire avec une seule copie du génome. Pour ce faire, la méiose commence par
une duplication du génome suivie de deux divisions du génome : une division réductionnelle, et



une division équationnelle.

Lors de la premiere division (ie. division réductionnelle, aussi appelée méiose I) a lieu une étape
d’échange chromosomique, tandis que lors de la seconde étape (ie. division équationnelle, aussi
appelée méiose II), une simple séparation des chromatides sceurs est effectuée de la méme
maniere que pour une étape de mitose.

Pour qu’il y ait échange de matériel génétique avant la premicre ségrégation chromosomique, les
chromosomes homologues condensés doivent étre alignés le long de la plaque équatoriale et
maintenu ensemble grace au complexe synaptonémal (comprenant les protéines SYCP1,
SMC1/3, mRECS8 et hHR21) qui s’accroche aux cohésines présentes dans le chromosome
condensé, on patle de la phase de zygotene (Zickler and Kleckner, 2015).

Lors de la seconde phase (pachytene), il y a ’échange du matériel génétique grace a un
enjambement chromosomique (crossing over en anglais®). Cette étape est initiée par 'action de
Penzyme SPO11 , enzyme de la famille des transestérases (méme famille que les protéines de type
TOP1/2) (Fig 1.7) qui réalisera de nombreuses coupures dans le génome au niveau des régions
homologues appariées (Keeney, 2001). Le mécanisme de 'ouverture de PADN par SPO11 est
identique au mécanisme d’action des topoisomérases TOP1 (cependant, ’association de deux
protéine SPO11 lors de cette étape, conduit a comparer de préférence le mécanisme a une action
de type TOP2, car conduit a la formation d’une coupure double-brins) et de par ce fait, il y aura
formation d’un complexe covalent SPO11-ADN qui devra étre résolu. C’est le complexe
protéique MRN (MRE11-RAD50-NBS1) qui viendra effectuer cette tache en hydrolysant
I’ADN et donc libérant du chromosome, un complexe covalent SPO11-ADN simple brin de 12 a
40 nt (Bosch et al., 2003). L’activité de résection de MRN couplée a celle de 'exonucléase EXO1
(activité 5-3’) va par la suite empécher le recrutement de la voie de réparation NHE], et favoriser
le recrutement des protéines DMC1 et RADS51. Ces protéines ont une activité permettant
'invasion du chromosome homologue pour que se continue le CO (Fig 1.7). Une succession
d’enzymes viendra ensuite réaliser ’échange de brin a proprement parler (parmi lesquelles
ZMM,), conduisant les deux chromosomes a adopter une conformation de jonction de Holliday
(HJ, Fig 1.7). Cette structure spécifique séquestre les deux chromosomes réparés ensemble, et doit
étre résolue par I'action de nucléases parmi lesquelles on peut citer les complexes Mutly
(composé des protéines Mlh1 et Mlh3) et MUS81-EME1 (des complexes a activité nucléase
structure spécifique) (Hunter, 2015).
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Figure 1.7 : Mod¢le de déroulement de Pinitiation de la meiose. Les protéines SPO11 vont venir créer la CDB puis
étre déplacée par le complexe MRN. Les Extrémités sont ensuite maturées pour la formation des long 3’ sortant
permettant P'invasion de la chromatide sceur.

1.1.3 Formation de CDB a des fins thérapeutiques

Comme nous I’avons vu précédemment, les CDB sont tres dangereuses pour la vie de la cellule
et, si elles ne sont pas prises en charge, elles conduisent celle-ci a 'apoptose Parmi les traitements
anti-cancer utilisés actuellement, I'utilisation d’agents induisant des CDB est une approche tres
fréquente. Les cellules cancéreuses sont plus sensibles que les cellules saines a un certain nombre
de stress incluant les stress génotoxiques (reference elledge 2009). La stratégie consiste a créer un
maximum de CDB afin de saturer leurs systemes de réparation et les conduire a 'apoptose.

Ces traitements ont des effets secondaires importants car ils frappent également les cellules saines
et des recherches importantes visent a trouver des thérapies tout aussi efficaces mais moins
agressives pour les années a venir. En ce sens, 'immunothérapie a ouvert récemment des
perspectives intéressantes.

Un des premiers moyens fut d’utiliser des rayonnements ionisants et plus particulierement des
Rayons X. L’objectif est d’irradier de maniére relativement précise la zone contenant les cellules
tumorales. Un second moyen est I'utilisation de médicaments dont 'action sera d’imiter ’effet des
rayonnements ionisants (on parle alors de drogues radiomimétiques), ou de bloquer des activités
enzymatiques comme celles des topoisomérases pendant leur cycle catalytique.

1.1.3.1 Formation de CDBS par des agents radiomimétiques a des fins thérapeutiques

De maniere complémentaire aux traitements par radiothérapie, des agents radiomimétiques ont
été isolés de différentes plantes. Ces agents induisent des CDB sur les molécules ’ADN de par
leur propriété inductrice de radicaux libre sur les sucres constituant le squelette désoxyribose-



phosphate. Parmi ces molécules, nous trouvons comme principaux agents la bléomycine, la
néocarzinostatine, la calicheamicine et la C-1027 (Povirk, 1996).

Le mécanisme d’action de ces différents composés est sensiblement identique. Il consiste en une
attaque radicalaire du complexe composé-métal sur un des sucres de TADN (Fig 1.8). Suite a cette
attaque, il y a génération d’un carbone déshydrogéné et oxydation de ce carbone par 'oxygene
dissout dans le nucléoplasme. Cette forme tres réactive réagit ensuite de nouveau pour conduire a
la rupture de la liaison N-glycosidique reliant le sucre a la base. La drogue effectue alors une
seconde attaque sur le brin complémentaire (Absalon et al., 1995; Povirk, 1996). Il est notable que
ces drogues semblent avoir une spécificité pour certaines séquences d’ADN (Fig I .8) (Povirk,
1996) et une efficacité plus importante, 7 vitro, que les rayonnements ionisants tel que les rayons
X (6Gy sont moins destructeurs que 1nM de calicheamicine). (Elmroth et al., 2003).
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Figure 1.8 : A. Mécanisme proposé du mode d’action de la bléomycine. Celle-ci chélate un ion métallique, ce qui
transforme le complexe en pseudo-enzyme. Ensuite ce pseudo-enzyme réagit avec une molécule d’O2 Pour la
transformer en ion superoxyde. C’est cet ion superoxyde qui vient introduire des cassures dans la molécule I’ADN
proximale B. Spécificité de séquence de I'action des différentes drogues radiomimétique citées. Il est notable que
cette action se fasse a chaque fois sur les deux brins de PADN. Pour une drogue telle que la calicheamicine, il existe
en théorie plus de 16 000 sites potentiels de cassure dispersés dans le génome humain contenant le motif préférentiel

de coupure. (Povirk, 1996).

1.1.3.2 Formation de CDB par des inhibiteurs de topoisomérase ou de ligase

Les topoisomérases et les ligases sont des enzymes qui forment au cours de leur cycle catalytique
des intermédiaires covalents avec PADN, appelés aussi adduits enzyme-ADN. Dans le cadre de
traitements anti-cancers, des molécules ont été caractérisées pour stabiliser ces intermédiaires



enzyme-ADN et entrainer 'accumulation de CSB ou CDB.

1.1.3.2.1 Les inhibiteurs de topoisomérase

Comme nous I'avons vu précédemment’, les topoisomérases sont des enzymes capables de
réaliser une coupure simple ou double brin de PADN afin de relaxer les contraintes topologiques
qui lui sont appliquées. Le mécanisme d’action de ces topoisomérases est assez bien caractérisé
(Roca, 1995). Des molécules ont été caractérisées dont la fonction est de bloquer I’étape de
religation des extrémités d’ADN par la topoisomérase.. Différents agents chimiques ayant ce type
d’action ont pu étre isolés et caractérisés. Parmi ceux-ci, nous pouvons citer I’étoposide, un
inhibiteur de la famille des topoisomérases de classe 11, qui vient former un complexe ternaire
stable avec la TOP2 et PADN clivé (code PDB : 3QX3). La formation de ce complexe empéche
Pactivité de trans-esterification de la TOP2, stabilisant I'intermédiaire réactionnel, et donc, inhibe
activité de ligation de la topoisomérase (Gordaliza et al., 2004; Hande, 1998; Maanen et al.,
1988). Ceci conduit a 'apparition de CSB, a un blocage de la réplication et de la transcription et
finalement a la mort de la cellule traitée.

Pour l'autre famille de topoisomérases de classe I, 'objectif reste le méme que pour les
topoisomérase de classe 11, a savoir de faire avorter le cycle catalytique. Une molécule, la
camptothécine, fut découverte en 1966 lors d’un criblage systématique de petites molécules aux
propriétés anticancéreuses. (Fig 1.9) (Monroe E. Wall et al.). Cette molécule présente une grande
activité anticancéreuse, car elle est capable de lier trés fortement le complexe covalent Top1-ADN
en réalisant un réseau d’interactions hydrogenes avec la protéine et d’interactions - n avec PADN
(Redinbo et al., 1998) (Fig 1.9). De méme que pour les inhibiteurs de TOP2, les dérivés de la
camptothécine conduiront a la formation de cassures de PADN.

A. B. u
+
5':1 —_ 5 —3
3+ 5 —_— S’l 5
Topoisomerase | Covalently Stabilization of the
Bound to DNA “Cleavable Complex”

3 3

VY /4

, /4 7 //

\ &

ﬂ_\ — 3:._\
N o

5 5!

Interaction Between the Double-Stranded DNA Break

Cleavable Complex and
DNA Replication Fork

Figure 1.9 : A. Structure chimique de la camptothécine. Les cycles portant les fonctions cétones sont impliqués dans
interaction avec la protéine dans le complexe covalent TOP1-ADN, et les autres cycles viendront interagir en
formant des liaisons m avec les bases de PADN. L’association de ces deux interactions rend ce complexe ternaire
extrémement stable et empéche sa dissociation. B. Schéma du mécanisme d’action de la camptothécine (®) lors du
cycle catalytique de la topoisomérase 1, et ses conséquences avec la formation d’une CDB lors de la réplication
suivante.
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1.1.3.2.2 Les inhibiteurs de Ligase

Nous avons vu qu’au cours de plusieurs mécanismes de réparation, une étape de ligation permet
de finaliser la réparation. C’est pourquoi elles sont au méme titre que les topoisomérases une cible
privilégi¢e pour le développement de nouvelles molécules anti-cancéreuses. La compréhension du
cycle catalytique (Fig 1.10) de ces enzymes a permis d’¢lucider les étapes clés de cette réaction et
de proposer un design rationnel de petites molécules susceptibles de bloquer, a savoir I'étape
d’adénylation.

NH, A
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N g 2~ 9 ) ﬁ
ATP Binding to Ligase Adenosma—o—z—o-z—o-q-o lenylylation
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DNA + AMP ﬂ{
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Figure 1.10 : Schéma du cycle catalytique conservé chez les ligases humaines. La premiere étape consiste a former un
complexe covalent AMP-Ligase, qui constitue la forme activée de la ligase. Par la suite il y aura adénylation du 5’
grace a une attaque nucléophile du 5’-phosphate sur le complexe covalent AMP-ligase. Enfin, le 3-OH viendra
réaliser une attaque nucléophile sur le 5’-Adénylé, permettant la création d’une liaison phosphodiester et le relargage
de PAMP. A la fin de ce cycle, la ligase devra étre ré-adénylée pour étre de nouveau active.

C’est donc cette étape qui est préférentiellement a cibler. Une des approches utilisées fut de se
servir de la structure du domaine catalytique de la Ligl en complexe avec son substrat AMP,
comme base de recherche (Pascal et al., 2004). A partir de cette structure dévoilant la
configuration de l'intermédiaire réactionnel, plusieurs approches de conception i silico ont été
mises en place (Chen et al., 2008).Plusieurs dizaines de molécules ont ainsi été testées sur leur
capacité a affaiblir ou abroger I'activité des trois ligases. Cette étude se basant sur ’'homologie
existant entre les domaines catalytiques des Ligase I, III et IV a ainsi permis de découvrir
plusieurs inhibiteurs qui inhibent les ligase humaines 7z vitro (Chen et al., 2008). Plus récemment,
une seconde étude a permis de proposer un inhibiteur de la ligase IV, le SCR7 (Stivastava et al.,
2012). Ce composé est depuis fréquemment utilisé pour améliorer Iefficacité de I’édition
génomique en utilisant le systeme CRIPR Cas-9 probablement en limitant la voie de réparation c-
NHE] qui utilise la Ligase 4. Cependant, une étude plus récente propose que c’est a un dérivé de
synthese de ce composé qu’il faudrait attribuer les propriété inhibitrices (Greco et al., 2016). Ce
domaine d’étude des inhibiteurs reste donc un sujet ouvert pour lequel beaucoup de travaux
restent a faire.



1.2 Les voies de réparation des cassures double-brin

Dans la premiere partie nous avons pu voir que le génome était constamment soumis a des stress
génotoxiques induisant des CDB qui si elles ne sont pas prises en charge et réparées, conduisent
la cellule a I'apoptose ou a la transformation tumorale. Pour effectuer la réparation de ce type de
cassure, plusieurs voies de réparation existent. Lorsque la cellule est dans une phase post-S (soit S
ou G2), alors la présence du chromosome homologue autorise sont utilisation comme modele de
réparation, et la voie HR'" peut étre empruntée, cependant, la voie NHE] reste active (Shrivastav
et al., 2008). Dans toutes les phases du cycle cellulaire et notamment lorsque la cellule est dans
une des phases pré-S (soit GO ou G1), ou il n’y a pas de chromosome homologue, la réparation se
fait par la voie NHE] classique ou alternative.

1.2.1 La réparation des CDB par recombinaison homologue

. Cette voie nécessite la présence d’'un chromosome homologue (chromatide sceur) comme co-
substrat de réparation. Cette voie utilise le matériel génétique homologue présent dans la cellule et
est considérée comme conservative. Elle n’introduit pas de variabilité apres réparation au niveau
du site de la CDB (Fig I.11).

La premiére étape permet de générer une extrémité simple brin 3>-OH sortante faisant jusqu’a
plusieurs milliers de bases (Levikova et al., 2013)(Symington and Gautier, 2011). Cette étape est
médiée par 'action du complexe MRN-CtIP qui réalise une hydrolyse du brin 5’-phosphate sur
40 a 60 bases. On patle de I'initiation de I’étape de résection (White and Haber, 1990). Cette
résection est poursuivie par action de exonucléase EXO1 ou par le complexe entre I’hélicase
BLM (Nimonkar et al., 2011) et Pendonucléase (Dna2). Cette étape conduit a la formation d’un
ADN simple brin 3’ sortant qui est reconnu de fagon concomitante a sa formation par les
protéines RPA (Replication Protein A), protéines de liaison de PADN simple brin. La fixation de
RPA sur de TADN simple brin permet la signalisation cellulaire de la présence de CDB via une
interaction avec la kinase ATR. Ce signal induit un arrét du cycle cellulaire pour laisser le temps a
la réparation de se faire (Liu et al., 2000). Les protéines RPA sont ensuite déplacées de PADN par
la protéine Rad51 qui catalyse ensuite I'invasion de la chromatide sceur. Du fait de sa tres forte
affinité pour sa cible, la protéine RPA est 6tée de PTADN grace a I'action combinée des facteurs
Rad52 et BRCA2, pour laisser la place a Rad51 (Filippo et al., 2008). Une fois formé le nucléo-
filament Rad51-ADN,; catalyse I'invasion, I'appariement et ’échange des brins ’ADN. Des ADN
polymérases réplicatives viennent ensuite copier le brin homologue pour réparer la zone lésée. La
résolution de la structure en jonction de Hollyday, qui se crée a la fin de la copie, est prise en
charge par des résolvases telle queBLM-TOP3-RMI1 (Wu and Hickson, 2003).

10 Homologous recombination en anglais



DNA ‘ A double-strand
break occurs

DsB

¢ Figure 1.11 : Mécanisme général de la recombinaison homologue.
TMAX) (MAX] s La lésion est prise en charge chez ’homme par le complexe MRN

broken DNA ends . . . . . .
qui recrute le cofacteur CtIP. Une fois la résection démarrée, ce

In the S/éz phases: , L, , ., 5
complexe recrute les nucléases pour générer les extrémités 3

Repair by homologous recombination

oK COK-dependnt sortantes. Puis les protéines RPA, Rad51 et Rad52 catalysent
phosphorylation . . . ,
5267 of Sae2/CtIP linvasion du brin homologue. Les résolvasespermettent la

résolution des structures formées sous forme de jonction de
Hollyday. (Bernstein and Rothstein, 2009). Les noms en magenta

L
@ 2 End t b ; .
@ MRXMEN correspondent aux noms des facteurs humains quand ils sont
> and Sae2/CtIP

différents des noms des protéines de levure (noir)

Processive

m ( /: ing by
7" =  Sgsi/BLM-Dna2
</ or Exo1/hEXO1
RPA
—— D ssssssmm  RPA coats
— (S S m— single-stranded DNA
Recruitment of
V4 A Rad51 for DNA
search
Homologous
{ chromosome
DNA repair results
in double Holliday
x x junction formation

fon by
Sgs1-Top3-Rmit1/
BLM-TOP3u-
RMI1(BLAP75)

1.2.2 Réparation des CDB par ligation directe non homologues

La réparation des CDB par jonction directe (NHE] pour non-homologous end-joining en
anglais) peut avoir lieu pendant tout le cycle cellulaire. Ce type de réparation n’as pas besoin de la
présence du chromosome homologue comme mode¢le. La voie NHE] lie directement les deux
extrémités de la CDB. On distingue deux voies de réparation NHE], la voie dite classique ou c-
NHE], et la voie alternative, dite alt-NHE] ou MME]".

12.2.1 Lavoie de réparation c-NHE]

La voie de réparation c-NHE] est la voie de réparation des CDB principalechez les mammiferes.
Chez la levure, la voie principale est la voie de recombinaison homologue. On considére que cette
voie de réparation se déroule en trois phases majeures qui sont :

- La détection des extrémités générées lors de la CDB

- La maturation de ces extrémités pour les rendre chimiquement compatibles pour une

ligation

- Etenfin Iétape de ligation a proprement parlé
Lors de la premiere étape, les CDB sont rapidement reconnue par I’hétérodimere Ku70/80
(moins de 5 minutes (Reynolds et al., 2012)). La fixation de ces hétérodimeres permet le
recrutement de 'apo-enzyme DNA-PKcs (protéine de la famille des kinases PI3K). Ensemble,
Ku et le DNA-PKcs forment le complexe DNA-PK. Ce complexe actif, va stabiliser les deux
extrémités de la CDB ensemble cote a cote, formant ce quon appelle la synapse du NHEJ. 1l a
été proposé que la synapse permettrait de maintenir les extrémités a relier a proximité et

T MME] pour Mictohomologous Mediated End Joining



permettrait aussi de limiter 'action de nucléases et une résection des extrémités (Dynan and Yoo,
1998; Weterings and van Gent, 2004). Ce complexe possede une activité d’auto et trans-
phosphorylation (respectivement sur elle-méme et sur une autre DNA-PKcs de I'autre c6té de la
synapse) essentielle au bon déroulement de la voie NHE] (Chan et al., 2002), notamment pour ce
qui est du recrutement des facteurs de maturation des extrémités.

Dans une seconde étape, selon la nature de la CDB, une étape de maturation des extrémités plus
ou moins importante peut étre nécessaire. Sila CDB est a bouts francs et présente des extrémités
3-OH et 5’-P cette étape n’est pas nécessaire et I’étape de ligation peut avoir lieu directement a
partir de I’étape de reconnaissance. Sila CDB présente des extrémités phosphoglycolate (suite a
des RI) des adduits peptide-ADN (suite a une interruption de la topoisomérase) ou d’autres
extrémités non-utilisables par la ligase4 (voir Figure 1.4), des enzymes de maturation sont
recrutées pour reconstituer une extrémité 3’OH et 5’P. Parmi ces enzymes impliqués dans la
maturation des extrémités, on trouve des nucléases telles qu’APLF ou Artemis, des polymérases
comme les polymérases de la famille X, des kinases telle que ATM, des phosphatases comme
PPPOR1.

L’ensemble de ces protéines travaillent de concert pour conduire a la génération d’extrémités
religables. I.’étape de maturation des extrémités peut s’accompagner du clivage de quelques
nucléotides aux extrémités et de I'ajout de nouveaux nucléotides par des polymérases peu fideles
de la famille PolX. Cette étape de maturation entraine une certaine variabilité dans les produits de
réparation d’'une CDB par la voie NHE]. Les analyses 7z vitro et in cellulo des produits de
réparation par la voie NHE] montre des variations importantes entre la séquence de départ avant
la CDB et la séquence réparée (Figure 1.12a). Pour ces raisons, la voie NHE] a été considérée
comme une voie de réparation infidele. Betermier et al ont récemment souligné que la voie elle-
méme n’était pas particulicrement infidele mais que c’est la diversité des extrémités des CDB qui
amenait cette variabilité (Betermier, Lopez, Plos Genetic)

Finalement, dans une troisieme étape, lorsque les fonctions chimiques terminales des extrémités
satisfont a la possibilité de la ligation (3>-OH et 5-P), le complexe de ligation est recruté par des
mécanismes que nous décrirons plus loin.

Le complexe de ligation est composé de trois protéines :

- Laligase IV (LiglV) qui est 'enzyme qui effectue la ligation

- Laprotéine XRCC4 (X Ray sensitivity Cross Complementing factor 4), le cofacteur
stabilisant la ligase IV

- Laprotéine XLF (XRCC4 Like Factor autrement appelée Cernunnos), co-facteur du
complexe LiglV-XRCC4

Il a été montré au laboratoire que les protéines XLF et XRCC4 peuvent former des filaments
vitro (Ropars et al., 2011). Plus récemment, la laboratoire de E Rothenberg a confirmé par des
approches de microscopie super-résolution I'existence de ces filaments zz ce//ulo (Reid et al.,

2015) . De plus, il a été montré qu’XLF est un facteur indispensable a la stimulation de Iactivité
de la LiglV (Ahnesorg et al., 20006; Riballo et al., 2009). Un dernier facteur a été récemment
identifié PAXX.. La protéine PAXX (PAXX pour PAralogue of XRCC4 and XLF) est découverte
par deux équipes en paralléle, utilisant une approche de crible par homologie de structure (Ochi
et al., 2015) et par un crible a grande échelle par spectrométrie de masse d’interactants de la
DNA-PKcs (Craxton et al., 2015). Par la suite il a été prouvé que PAXX était un interactant du
complexe Ku70/80 qui se lie au complexe par la protéine Ku70 (Tadi et al., 2016).



On peut séparer les facteurs en deux catégories : les facteurs coeur (core factor en anglais), les
cellules déplétées pour ces facteurs présentent une tres forte radiosensibilité. Les facteurs
accessoires ou redondants, les cellules déplétées pour ces facteurs présentent une radiosensibilité
proche d’une cellule sauvage. Ces facteurs ont soit une activité une redondante avec un autre
facteur (ex PAXX avec XLF) soit ils ne prennent en charge la réparation que d’une sous-catégorie
de CDB peut fréquente. Parmi les facteurs cités ci-dessus, on classe comme facteurs essentiels les
protéines Ku, DNAPKGcs, LiglV, XRCC4 et XLE On classe comme facteurs accessoires les
protéines APLE, WRN, PAXX, PolX, Artemis.
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Figure 1.12 : Mécanisme général de la voie de réparation c-NHE]. ’étape de reconnaissance est faite par le
complexe DNA-PK. Ce complexe ternaire réalise le recrutement des facteurs de maturation des extrémités, puis de
ligation. Finalement, le complexe de ligation prendra en charge de relier les 4 brins deux a deux a partir des
extrémités ligables pour reformer une seule double hélice

1.2.2.2 La voie de réparation alt-NHE]

La voie de réparation alt-NHE] est une voie secondaire (en termes de fréquence d’événements).
Elle peut servir notamment de voie de secours (backup en anglais) lorsque la voie c-NHE] ne
peut pas étre mise en place (Wang et al., 2003) (par exemple dans les cas ou les protéines Ku80 ou



XRCCH4 ne sont pas fonctionnelles) et dans certain type cellulaire lors de processus particuliers tel
que la commutation de classe isotypique dans les lymphocytes (Pan-Hammarstrém et al., 2005).
Cette voie a été mise en évidence par de nombreux laboratoires. Une démonstration forte a été la
mise en évidence d’une réparation des CDB dans une souche de drosophile déficiente pour la
recombinaison homologue et KO pour la ligase IV (McVey et al., 2004). Le modele de
fonctionnement de cette voie se déroule en trois étapes :

- Larésection des extrémités ’ADN

- L’hybridation, des ADN simple-brin générés, par recherche de microhomologies
- La maturation des extrémités d’ADN générées post-résection

- Laligation des fragments ’ADN

L’initiation de cette voie se fait par la reconnaissance de la CDB par la protéine PARP1 (détailler
acronyme) (Figure 1.13). PARP1 est une enzyme qui (décrire sa fonction dans BER). Dans le
contexte d’'une CDB, PARP1 entre en compétition avec ’lhomodimeére Ku70/80 (Audebert et al.,
2004; Haince et al., 2008) pour la liaison aux extrémitéx d’ADN. Le choix entre le recrutement de
ces deux facteurs semble étre fait grace a la nature chimique et la composition en nucléotides de
Pextrémité de la CDB (Audebert et al., 2008). La protéine PARP1 recrute ensuite la kinase ATM
(Aguilar-Quesada et al., 2007) qui forment un complexe de protection des extrémités et recrutent
la protéine CtIP. Ce complexe ainsi formé effectue une résection dans le sens 5-3’ des extrémités
générées au cours de la cassure (Bennardo et al., 2008). Cette étape génére deux flaps de plusieurs
milliers de nucléotides de chaque c6té de la CDB. Les flaps présentent de facon stochastique des
zones de micro homologie. Ces microhomologies permettent 'appariement des deux flaps
(environ 8 paires de bases appariées) et une association stabilisée des deux ADN simples brins.
La derniere étape de ligation est ensuite réalisée majoritairement par la ligase I1I de maniere
indépendante de I'interaction avec -XRCC1 (Simsek et al., 2011).D’autres protéines ont été
proposées comme favorisant la ligation et la réparation par la voie alt-NHE] telle que la ligase 1
(Boboila et al., 2012).

Cette voie de réparation a été longtemps considérée comme une voie de secours en cas de c-
NHE] défaillant, mais de plus en plus elle apparait comme une voie de réparation importante.
Une des principales différences entre cette voie de réparation et la voie c-NHE] est la génération
de variabilité génomique encore plus forte que pour la voie c-NHE] (Guirouilh-Barbat et al.,
2004). En effet cette voie est caractérisée par une modification de la séquence au niveau de la
lésion avec la plupart du temps une délétion de 35 paires de base. Cette infidélité conduit la voie
alt-NHE] a étre impliquée dans l'origine de certains cancers et aussi dans la réponse aux
traitements de cancers notamment par la promotion de translocations chromosomiques
(Stephens et al., 2009; Zhang and Rowley, 2000).
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Figure 1.13 : Mécanisme proposé de réparation des cassures double-brin par la voie alt-NHE]. La cassure est
reconnue par la protéine PARP1 qui recrute le complexe de résection formé par les protéines Mrell et CtIP. Une
fois formé, les régions simple-brin 3’ sortant s’appatient au niveau de zones de microhomologies. L’action
combinée de ligases et polymérases conduit a la reformation d’une hélice I’ADN continue.

1l existe donc plusieurs voies de réparation prenant en charge les cassures double-brin selon I’état
d’avancement de la cellule dans son cycle. Cependant, lorsqu’il est possible de faire appel a
plusieurs de ces voies, un choix doit étre fait selon la nature et le nombre de CDB, ainsi que le
temps nécessaire a leur réparation. Il a été proposé que la voie de réparation la plus adaptée
inhibe les voies les moins performantes principalement a ’étape de reconnaissance et/ou de
résection des extrémités. (Fig 1.13)(Symington and Gautier, 2011).
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Figure 1.13 : Schéma représentant les interactions d’inhibition entre les différentes voies de réparation des cassures
double-brin. Le recrutement de Ku lors de I'activation de la voie c-NHE] inhibe la résection pouvant conduire a la
recombinaison homologue, ou le alt-NHE]/MME]. De méme, P'activité de résection des extrémités par Mrell, CtIP,
EXO1 et DNA2 et la formation d’extrémités simple brin empéche la fixation de Ku et donc inhibe la voie c-NHE].
Lorsque les extrémités des CDB sont trop endommagées (comme lors de la formation d’une extrémité simple brin
de plus de 15 paires de base (Lieber, 2010) elles seront prises en charge par la recombinaison homologue ou le alt-
NHE]. (Symington and Gautier, 2011)

La voie c-NHE] est active tout au long du cycle cellulaire et est considérée comme la voie
majeure pour la réparation des CDB chez les mammiferes, de par la radiosensibilité induite par la
mutation de ses facteurs cceur, ainsi que par 'omniprésence de Ku dans le noyau de la cellule,
prét a détecter la moindre CDB. La mutation d’un facteur cceur de cette voie de réparation
n’altere pas toujours la survie cellulaire mais cependant induit toujours une radiosensibilité des
cellules ou des patients.

1.3 Les facteurs de la voie c-NHE]

1.3.1 Le complexe de reconnaissance des CDB

La premicre étape de la voie de réparation c-NHE] (qu’on abregera NHE] par la suite) est la
reconnaissance, et la protection des CDB. Ceci est fait par le complexe de reconnaissance des
CDB comprenant 3 protéines : Ku70 (XRCC6), Ku80 (XRCC5) et la DNA-PKcs. Une de leur
fonction est d’inhiber la résection pour promouvoir la voie de réparation NHE]. L’association de
ces trois protéines forme le complexe de reconnaissance des CDB appelé DNA-PK



1.3.1.1 L’hétérodimére Ku70/80

Ku70/80 (par la suite appelé Ku), est un hétérodimere découvert lors de I’étude de patients
japonais atteints de maladies auto-immune. L.e nom KU découle des deux premiceres lettres du
nom du premier patient japonais étudié. La découverte de ce complexe dans les années 1980
comme cible majeur d’auto-antigenes dans des cas de syndrome de sclérodermose, a rapidement
été reliée a d’autres pathologies telles que des lupus érythromateux systémiques, ainsi que d’autres
sclérodermoses (Mimori et al., 1981). Les premicres études concernant Ku mencrent a la
conclusion que Ku était un complexe abondant, principalement nucléaire (Mimori et al., 1981;
Tuteja et al., 1994). Une des premieres activités identifiée a ét¢ la capacité de Ku a fixer de
nombreux substrats ’ADN avec une affinité¢ de 'ordre du nM (Blier et al., 1993).

La fonction cellulaire de Ku fut découverte grace a des études de complémentation de lignées
cellulaires radiosensibles. Les protéines Ku70 et Ku80 permettent de compenser la mutation de
deux genes (respectivement XRCC6 et XRCC5, pour X Ray Cross complementing factor 6 et 5),
et ainsi de compenser la forte radiosensibilité des cellules déficientes en Ku70 ou Ku80.

1.3.1.1.1 Structure de I’hétérodimére de Ku

La structure de ’hétérodimere de Ku a été résolue en 2001 (Walker et al., 2001) sous sa forme
seule ou en complexe avec un ADN.

Les protéines Ku70 et Ku80 sont des homologues structuraux, et sont décomposables en trois
domaines majeurs (Fig 1.14) : un domaine N-terminal appelé domaine von Willebrand A (vIWA)
composé d’hélices a et de feuillets B, ce domaine est relié au domaine central en hélices «, feuillets
B, et comportant un tonneau 3. Ce domaine central permet Phétérodimérisation et délimite le
sillon dans lequel PADN vient se loger. Le domaine C-terminal est lui un domaine tout en hélices
o relié au reste de la protéine par un linker plus ou moins long, Pour Ku70, ce domaine (appelé
SAP pour SAF-A/B, Acinus and PIAS) est relié par une charniére d’environ 50 résidus au
domaine central. Pour Ku80, ce domaine (appelé simplement CTD Cterminal Domain) est relié¢
au reste de la protéine par une charniére d’environ 30 résidus.
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Figure 1.14 : A. Schéma de la répartition des domaines dans les séquences de Ku70 et Ku80 chez ’'homme et chez la
levure. Les protéines partagent la méme structure en domaine avec en N-ter un domaine de type vWA en hélices o et
feuillets B, puis un domaine central de dimérisation, et enfin un domaine C-terminal en hélice a. La partie C-ter du
Ku80 humain (partie 571-732) contient le domaine d’interaction avec la DNA-PKcs. Le C-ter de Ku70 forme un
petit domaine SAP. On peut voir chez ’humain 'ensemble des sites de modification post-traductionnelles (Ac=
acétylation et P = phosphorylation) détectables. Ku80 chez la levure ne posséde pas région CTD, la levure ne
possede pas de protéine DNA-PKcs. ’homodimere Ku chez les procaryotes est formé du seul domaine central de
dimérisation. B. Structure cristalline du complexe humain de Ku (code PDB : 1JEQ). La coloration respecte la
structure en domaine présentée en A. Les deux domaines centraux délimitent un anneau dont la surface interne
chargée positivement interagit avec ’hélice I’ADN. La partie C-terminale de Ku80 n’est pas visible dans cette
structure.

La structure du complexe Ku contenant une molécule ’ADN (code PBD : 1JEY) indique que le
domaine central forme une structure en anneau dans laquelle vient s’enfiler PADN. La structure
montre une interaction entre Ku et PADN sur une longueur de 14 paires de base. Ku présente
une surface chargée positivement a 'intérieur de 'anneau formé par I'association de Ku70 et
Ku80. Cette surface est formée par des hélices o et des feuillets B appartenant aux deux protéines
et présentent des résidus basiques (Lysines essentiellement) interagissant avec le squelette
phosphate de PADN. Ku interagit avec ’TADN de facon séquence indépendante.

I”ADN utilisé pour la structure cristalline contient une partie duplex de xx nucléotides et une
structure en épingle a cheveux (hairpin). Ku présente la face Ku80 vers la structure en hairpin et
Ku70 vers Pextrémité en duplex classique. Ceci suggere que lors de la reconnaissance des CDB, la



face Ku80 est orientée vers I'intérieur de la CDB et la face Ku70 vers I'extrémité de la CDB.Cette
observation est en bon accord avec des expériences de pontage (cross-linking en anglais) qui
suggéraient la présence de Ku70 aux extrémités (Yoo et al., 1999).

Les domaines N-terminaux vWA présentent des repliements de type Rossman fold avec un
feuillet central de 5 brins 3 entouré de 6 hélices «. Le repliement vWA est un repliement tres
fréquent notamment parmi les protéines extracellulaires des cellules sanguines (complement
factors B, C2, integrines I domains, collagens type VI, VII). On le trouve également dans de
nombreuses protéines intracellulaires et notamment au sein de grands complexes multiprotéiques
(http://smart.embl.de/smart/do _annotation.pl?’DOMAIN=SM00327). Dans le cas de Ku, ce
domaine a été proposé comme ayant un role dans I'interaction avec différents facteurs du NHE]
tels que la protéine XLE, la protéine APLF (Aprataxin PNKP Like Factor) et la protéine WRN
(Grundy et al., 2014; Shirodkar et al., 2013).

Les domaines C-terminaux de Ku70 et Ku80 sont les parties les plus divergentes entre les deux
protéines (en termes de séquences). Elles présentent les signaux de localisation nucléaire de
chacune des protéines, suggérant une possible association des protéines Ku70 et Ku80 dans le
nucléoplasme.

Le domaine C-terminal de Ku80 est un domaine de 15kDa composé d’une longue partie flexible
non structurée (résidus 571 a 595), puis d’une région ordonnée en hélices o (résidus 595 a 684).
Cette structure a été résolue par RMN car la flexibilité de la partie N-ter de ce domaine n’était pas
compatible avec des expériences de cristallographie aux rayons X (code PDB : 1RW2)(Zhang et
al., 2004). Cette région de Ku80 est impliquée dans le recrutement de la DNA-PKcs, notamment
grace a ses 12 derniers résidus qui sont responsables de 'interaction entre la kinase et Ku80 (Yoo
and Dynan, 1999). L’homologue de Ku80 chez la levure ne possede pas ces résidus, ce qui peut
étre expliqué par 'absence la kinase dans cet organisme.

Le domaine C-terminal de Ku70 quant a lui est un petit domaine SAP (pour SAF A/B Acinus
and PIAS motifs) de 5kDa, replié en une structure de type hélice-boucle-hélice, relié au reste de la
protéine par une longue charniere flexible de 50 résidus. Le domaine SAP est visible dans la
structure de Ku ne contenant pas ’ADN (code PDB : 1JEQ), mais n’est pas visible dans la
forme cristalline produite en présence d’ADN (code PDB : 1JEY).

Les régions C-terminales sont aussi les sites cibles de nombreuses modifications post-
traductionnelles, comme les phosphorylations, les acétylations et les SUMOylations, faisant de ces
zones flexibles les zones régulatrices du recrutement, ou de I’élimination de Ku au niveau des
CDB.

1.3.11.2 Le recrutement de Ku aux extrémités des CDB et leur protection

Une fonction cellulaire majeure de Ku concerne la surveillance et le maintien de 'intégrité du
génome. La distribution de Ku dans la cellule est majoritairement nucléaire, mais Ku est aussi
présent au sein du cytoplasme cellulaire (Wang et al., 1998). Des expériences demicro-irradiations
laser permettent de générer au sein de cellules des CDB le long de stries ou de points générés par
ces microirradiations. Dans ces études, on observe un recrutement du variant d’histone y-H2AX,
marqueur des cassures double-brin pour la signalisation et on observe une colocalisation de Ku
avec y-H2AX. (Britton et al., 2013). Grace a des expériences de microscopie a super résolution, il
a été proposé que 2 hétérodimeres de Ku se trouveraient au niveau de la cassure double-brin
(Britton et al., 2013) (la question reste cependant ouverte sur la réelle quantité de Ku sur les CDB
car la quantification par microscopie a super résolution n’est encore que trop incertaine). Le
recrutement de Ku aux CDBest rapide (pic de recrutement a 10 sec post-irradiation) (Mari et al.,
2006).

Le fort recrutement de Ku aux CDB est possible du fait de la forte interaction entre Ku et
IADN. Il a été montré que laffinité de Ku pour de PADN double brin classique était de Pordre
du nM et que Ku était capable de fixer des oligonucléotides d’une taille minimale de 20 paires de
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bases (Arosio et al., 2004). Cette interaction a été étudiée et on a pu mettre en évidence par
anisotropie de fluorescence, qu’elle était dépendante de la force ionique de 'environnement. A
une concentration en NaCl de 220mM, I'interaction entre Ku et de TADN présente une affinité
de 0.5 nM, mais lorsque la concentration ionique passe a 300 mM, cette affinité baisse d’un
facteur 54 (Kp de 27nM) (Arosio et al., 2004). Cette observation confirme que l'interaction Ku-
ADN est principalement médiée par des interactions électrostatiques impliquant les résidus
basiques au niveau de la surface interne de I'anneau formé par Ku70 et Ku80.

Les CDB ayant une diversité chimique importante, Ku doit étre capable d’enreconnaitre un grand
nombre afin de les protéger des activités nucléases et d’initier la réparation par la voie NHE]. Par
la méme technique d’anisotropie de fluorescence, il a été montré que la fixation de Ku est
possible sur des extrémités diverses telles que les bouts francs, des extrémités 5” ou 3’ sortant de 3
nucléotides et des structures secondaires ’ADN en épingle a cheveux avec des boucles de 8
nucléotides (Arosio et al., 2002).

La présence de Ku aux extrémités d’ADN d’une CDB inhibe probablement I'initiation des autres
voies de réparation de PADN en empéchant la résection et en prévenant la fixation d’autres
facteurs.

1.3.1.1.3 Recrutement des facteurs du NHE] par Ku

L’interaction de Ku avec les extrémités d’'une CDB initie le recrutement de la DNA-PKcs et
ensemble ces facteurs définissent le complexe DNA-PK et la forme active de la kinase DNA-
PKcs (Hammarsten and Chu, 1998). Pour ce recrutement, il a été proposé que les 12 derniers
résidus de Ku80 jouaient un role essentiel (Gell and Jackson, 1999). Lors du recrutement de
DNA-PKGcs, Ku transloque de 'extrémité de PADN vers I’aval sur une distance d’environ 10
nucléotides (Dynan and Yoo, 1998). Ce mouvement positionne DNA-PKcs vers I'extrémité de la
CDB. La fixation de DNA-PKcs a PADN sans Ku est suffisante pour stimuler I'activité de
phosphorylation de la DNA-PKcs, mais la meilleure stimulation reste lorsque la DNA-PKcs se lie
a un complexe Ku-ADN (Singleton et al., 1999). L’interaction entre Ku et la DNA-PKcs est
majeur pour la poursuite de la réparation et le recrutement des autres facteurs.

Une étude récente a permis de mettre en évidence qu’il existait un motif peptidique conservé
dans trois protéines du NHE] : XLE, APLF et WRN (Grundy et al., 2013). Ces trois facteurs ont
été caractérisés comme des facteurs interagissant directement avec Ku. Le motif d’interaction
avec Ku présent chez ces 3 protéines a été appelé KBM pour Ku Binding Motif. Ce motif est
constitué d’une succession de résidus basiques suivit d’une succession de résidus hydrophobes. 11
a été montré par micro-irradiation que ce motif est nécessaire et suffisant pour le recrutement au
niveau des CDB des protéines ApLF et WRN le portant (Grundy et al., 2013). Une analyse plus fine
de ce motif permet de distinguer 2 familles distinctes selon leur séquence. On patrle ainsi de la
famille APLF (A-KBM dont la séquence consensus fait intervenir un Trp parmi les hydrophobes)
et de la famille XLLF (X-KBM dont la séquence consensus ne présente pas de Trp, et dont le
motif est localisé en extréme C-terminal de la protéine).

Il a été proposé que Ku interagisse avec des complexes du NHE] ne présentant pas de KBM.
C’est le cas du complexe XRCC4-LiglV. Une étude suggere quune interaction directe existerait
entre Ku et le complexe XRCC4-LiglV (Costantini et al., 2007), et que celle-ci serait régulé par
des phosphorylation de XRCC4 par la DNA-PKcs. I’ensemble de ces données suggere donc que
Ku jouerait un réle non seulement dans la reconnaissance des CDB mais également comme une
plateforme de recrutement de nombreux facteurs nécessaires a la réparation de la CDB.

13.1.1.4 Actvité enzymatique dRP /AP lyase de Ku

Lorsque P’ADN subit une attaque par une espece réactive de 'oxygene liée au métabolisme de la
cellule ou a I'action de RI, il arrive parfois que lors du processus de réparation, un site AP (A-



basique) se forme a extrémité de PADN de la CDB ou alors a proximité de cette extrémité. Il a
¢été proposé que pour permettre une réparation efficace, il soit utile d’6ter cette 1ésion
supplémentaire, qui pourrait limiter ou inhiber les activités NHE]. Pour ce faire, normalement,
c’est la voie de réparation des bases qui est utilisée (voie BER) et 'activité dRP/AP lyase d’un des
facteurs de cette voie.

Lors de la voie NHE], le recrutement de la voie BER a proximité de la CDB ne serait pas
possible, car Ku prendrait rapidement la place au niveau de la CDB, empéchant toutes activités
enzymatiques ne faisant pas partie du NHE]J. Une équipe a proposé que cette activité AP lyase
nécessaire a la poursuite de la réparation serait portée par le complexe Ku (Kosova et al., 2016;
Roberts et al., 2010). Des résidus impliqués dans cette activité ont été proposés a partir de travaux
de mutagenése dirigée. Les plus importants semblent étre les lysines 31, 160 et 164 de Ku70 (les
résidus 160 et 164 se trouvant tres proches, et le résidu 31 n’étant pas visible dans la structure
cristalline). Leur mutation en alanine n’abroge pas completement l'activité enzymatique. Les
auteurs suggerent que Ku80 puisse légerement compenser et sauver activité de Ku70. Les sites
5'dRP seraient excisés par Ku avec un temps de demi-vie de 2.5 min tandis que les sites AP le
seraient avec un temps de demi-vie de 7 min.
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Figure 1.15 : Mécanisme d’action proposé pour Ku lors de la prise en charge des sites AP. L’activité lyase de Ku est
dépendant du type de base se trouvant face au site abasique. Pour I’élimination de ce site, une 3-élimination est
effectuée grace aux Lys 31, 160 et 164 de Ku70, puis la suite de la réparation est prise en charge par le systeme de
réparation classique du BER. Si jamais le site AP se trouve proche d’une CDB, alors le recrutement de la voie BER se
fera apres la réparation de celle-ci et du départ de Ku (d’apres Kosova et al., 2016).

1.3.1.1.5 Autres fonctions cellulaires de Ku

La protéine Ku étant tres abondante dans le nucléoplasme, et présentant une tres forte affinité
pour les extrémités d’ADN, il a donc été naturel de chercher a ce facteur des fonctions dans le
métabolisme de ’ADN autre que dans les voies de réparartion.

Role de Ku dans le maintien des télomeres :
Les télomeéres sont les structures nucléoprotéiques présentes en bout de chromosome linéaire. Ils

permettent de protéger ces extrémités des voies de réparation susceptibles d’étre activées par la
présence d’'une extrémité d’ADN libre. Pour ceci, lextrémité du chromosome adopte une



structure secondaire appelée boucle en T ', qui se forme grice a 'invasion de ’ADN double brin
télomérique par la partie 3’-OH terminale simple brin riche en CG de ce méme chromosome (Fig
1.16) (Indiviglio and Bertuch, 2009).
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Figure 1.16 : Mécanisme proposé pour la protection des télomeres par Ku. A. Ku inhibe la formation de t-circle en
stabilisant le complexe nucléo-protéique du « sheltering », en empéchant les activités de recombinaison, et en
séquestrant les extrémités libres de PADN. B. Ku limite la recombinaison intra-chromosomique entre les répétitions
télomérique, de fagon indépendante de la formation des t-circles.

Le r6le de Ku au niveau de ces t-loop est de protéger les télomeres d’une dégradation incontrolée
et de possibles recombinaisons inter-chromosomiques. Cette hypothese est confirmée par le fait
qu’une délétion de Ku80 dans des cellules somatiques se traduit par un rapide raccourcissement
des télomeres, et une mort prématurée de la cellule. Ceci est da a la reconnaissance des télomeres
comme des CDB et la prise en charge par les voies de réparation ce qui conduit a des
recombinaisons inter et intra-chromosomiques. Cette activité de protection des télomeres est
médié par l'interaction avec la protéine TRF2 et la protéine WRN qui stabilisent la formation de
la t-loop (Indiviglio and Bertuch, 2009) et évitent son clivage en un télomeére raccourci et un t-
circle.

Role de Ku dans le métabolisme de ’TADN :

11 a été montré que Ku était capable de se lier sur des origines de réplications (Novac et al., 2001).
De cette interaction dépendent le recrutement des protéines Orc (formant ensemble le complexe
de pré-initiation, ou PIC) et I'initiation de la réplication (Sibani et al., 2005a) (Fig 1.17)

12T loop en anglais
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Figure 1.17 : Schéma de 'organisation du recrutement du complexe PIC par 'hétérodimere Ku.

Ce recrutement est nécessaire pour le démarrage de la réplication. Ceci est confirmé par le fait
que lorsque des cellules présentent une insuffisance en Ku80, elles sont retardées dans la
progression de leur cycle, car la réplication est difficilement effectuée (Sibani et al., 2005b).

Ku a été décrit comme capable de se fixer a PADN génomique, probablement grace au domaine
SAP de Ku70. Il semblerait avoir un role également dans la régulation de la transcription (Mo
and Dynan, 2002). L’activation de la transcription ne se fait cependant pas du fait de I'interaction
de Ku avec les promoteurs, mais grace a I’association de Ku avec PARN polymérase II ( RNA
polll, responsable de la transcription des ARN messagers) (Maldonado et al., 1996). Une étude
plus fine de ce mécanisme a mis en évidence que l'interaction de Ku avec la RNA polll se fait
avec la forme activée de ’enzyme, c’est a dire enzyme phosphorylé au niveau de son domaine
C-terminal (Mo and Dynan, 2002). Cette association se fait donc lorsque la transcription est
initiée et que I’étape de démarrage processif (fireing en anglais) a été effectuée.

1.3.1.2 La DNA-PKcs

La DNA-PKcs est la plus grande kinase humaine. Elle est constituée de 4128 résidus pour un
poids total d’environ 470 kDa. Cette enzyme fait partie de la famille des PI3K (phosphatidyl-
Inositol 3 Kinase) like Kinase (PIKK), comme les protéines ATM (Ataxia Telangectasia
Mutated), ATR (ATM Rad3 related), TRRAP, mTOR et SMG1 (Fig 1.18).

La DNA-PKcs est constituée de trois domaines structuraux majeurs, comme les autres protéines
de la famille des PIKK. La partie N-terminale (résidu 1 a 2801) est constituée d’une répétition de
motif HEAT" formant ensemble un anneau (Fig 1.18) (Sibanda et al., 2017).

13 Huntingtin Elongation factor 3, regulatory subunit A of PP2A, TOR1
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Figure 1.18 : A. Organisation en domaines des différents membres de la famille des PIKK chez ’homme. Toutes ces
kinases partagent la méme configuration avec en N-ter une répétition de motifs HEAT, suivi des domaines FAT et
FATC. Seules la DNA-PKcs et SMG1 présentent des domaines supplémentaires (en N-ter et en C-ter
respectivement.). B. Structure de la DNA-PKcs (code PDB : 5L.UQ) en complexe avec des peptides de Ku, résolue a
4.3A. La partie N-terminale de la protéine forme un anneau, tandis que les domaines FAT et FATC forment une
structure compacte.

La partie C-terminale de DNA-PKcs est repliée en un domaine FAT (FRAP, ATM, TRRAP)
allant du résidu 2802 au 3564, puis en un domaine catalytique FATC (FAT-Cterminal) portant
Pactivité kinase.

LLa DNA-PKcs présente la capacité de lier PADN avec une forte affinité (3.1 nM) qui est
renforcée lorsque Ku est déja présent sur TADN (Kp de 35 pM, déterminé par analyse des
constantes cinétiques d’interaction). Cette interaction Ku-ADN-(DNA-PKc) stimule I'activité
serine/thréonine kinase de la DNA-PK, du moment que la longueur de PADN dépasse la taille
de 206 paires de base (West et al., 1998). Cette activité se traduit par une premicre étape
d’autophosphorylation sur 15 sites spécifiques de la DNA-PKcs (Jette and Lees-Miller, 2015) puis
des phosphorylations de multiples facteurs dont les facteurs du NHE] tels que la ligase IV,
XRCC4, XLF, Artemis et Ku. Ces phosphorylations ne sont pour le moment pas décrite comme
indispensable au bon déroulement de la réparation des CDB excepté I'activité
d’autophosphorylation. Un modele cellulaire déficient pour I'activité kinase suggére que
l'autophosphorylation de la DNA-PKecs faciliterait le recrutement du complexe de ligation (Jiang
etal., 2015).

La fonction exacte de la DNA-PKcs reste a ce jour encore mal connue. Des observations faites
au laboratoire de D. Chen ont montrées que 'association de Ku-ADN avec la DNA-PKcs
conduit la formation d’une synapse (jonction des deux extrémités d’ADN)(Cary et al., 1997;
Davis et al., 2014). Cette structure fait suite a un changement de conformation global de la DNA-
PKcs phosphorylée (Hammel et al., 2010) avec une ouverture de la partie N-terminale de
I’enzyme, et un glissement de Ku sur la molécule ’ADN (Calsou et al., 1999). La formation de



cette structure synaptique est confirmée par des analyses par microscopie électronique a
transmission (Fig 1.19) (DeFazio et al., 2002). De plus un mode¢le d’association de deux molécules
de DNA-PKcs a été proposé a partir de I’analyse de 'empilement cristallin du cristal de DNA-
PKecs (Fig 1.19).

KU70/KU80

Figure 1.19 : Gauche. Image de microscopie électronique a transmission montrant I’association de deux extrémités
d’un ADN linéarisé, associées a deux complexes DNA-PK. La molécule du haut nous permet de confirmer que les
complexes s’associent avec les extrémités ’ADN et que ceux sont bien eux que 'on retrouve dans la synapse de la
molécule du bas (DeFazio et al., 2002). Barre d’échelle = 1kpb d’ADN double brin. Droite. Modéle de I'association
de deux molécules de DNA-PKcs déduit de 'empilement cristallin des molécules de DNA-PKcs dans la structure
cristallographique de Sibanda et al. I’enveloppe grise est une enveloppe a basse résolution (25A), obtenue par étude
du complexe DNA-PK par cryo-microscopie électronique. La densité surnuméraire est attribuable a la présence de
Ku dans le complexe. .a molécule ’ADN est modélisée grace au logiciel Maestro (Schrodinger suite).

La formation de ce complexe DNA-PK est la premicere étape de la voie NHE]. Elle permet la
protection et le rapprochement des extrémités lésées. Les facteurs de maturation des extrémités
seraient recrutés en aval de la formation de ce complexe.

1.3.2 Les protéines de maturation des extrémités

Nous avons vu précédemment * que la nature chimique des extrémités de TADN, générées au
cours de la formation de CDB, pouvait étre d’une grande diversité. Pour que la machinerie de
ligation puisse agir il faut transformer ces extrémités hétérogenes en un 3-OH et un 5’-phosphate
qui sont les substrats religables de la ligase IV. Pour ce faire de nombreux enzymes existent,
chacun spécialiste d’un type de modification chimique.

1.3.2.1 L’endonucléase Artemis

La protéine Artemis fait partie des facteurs essentiels du NHE] et de la recombinaison V(D)].
Elle fut identifiée chez des patients présentant un syndrome de déficience immunitaire combinée
sévere®. Cette pathologie se traduit par une hypersensibilité des cellules des patients aux
rayonnements ionisants. Elle frappe majoritairement les populations indiennes des Navajos et
Apaches (incidence de 1/2000 naissances contre 1/250 000 pour le reste de la population
mondiale) (Ma et al., 2002). Le sous clonage du géne responsable de la pathologie et la séquence
du gene correspondant ont permis de classer cette protéine dans la famille des nucléases 3-Lac/ @3-

14 Paragraphe 1.1
15 Patient SCID en anglais pour Sever Combined Immuno Deficiency



CASP. Les prédictions de structures réalisées a partir de la séquence d’Artémis montre la
présence d’'un domaine metallo B-Lactamase, et d’'un domaine 3-CASP ( CASP pour CPSE,
Artemis, SNM1 et PSO2), tandis que la partie C-terminale est prédite comme non structurée
(Callebaut et al., 2002).

Cette protéine possede une activité endonucléase structure spécifique. Son substrat privilégi¢ est
I’ADN formant une structure secondaire de type épingle a cheveux (hairpin en anglais). Ce type
de structure est principalement formé lors de la recombinaison V(D)], suite a 'action des
enzymes RAG1/2 (Fig 1.5.C). Lactivité d’Artémis sur ce type de structure conduit a leur
ouverture concomitante a la formation d’une extrémité 3’ sortante de 4 nucléotides (Fig 1.20).
L’association de la DNA-PK avec Artémis conduit a la phosphorylation de celle-ci, et lui confere
son activité endonucléase (Ma et al., 2002). Cependant des études plus récentes suggerent qu’en
réalité, c’est le changement de conformation de la DNA-PK suite a son autophosphorylation et a
son déplacement sur FADN qui activerait 'activité endonucléase d’Artémis.

Blunt 3’ overhang 5’ overhang Hairpin

@ Contact point A
@ Contact point B
A Contact point C (catalytic site)

Figure 1.20 : Modele d’activité de la nucléase Artémis sur différents substrats ’ADN. Le point de contact principal
(cetcle bleu) se trouve sur le brin 53’ tandis que le point de contact secondaite se trouve sur le brin 3’5", Ceci
oriente 'activité de la nucléase et guide la formation des différents produits possibles.

La structure d’Artémis est a ce jour inconnue. Un modele a été proposé a partir de sa similarité de
séquence avec d’autres nucléases de la famille -Lac/B-CASP. Ainsi les protéines CPSF-73,
Apollo et SNM1A, dont la structure est connue (codes PDB : 2I7T/V, 5AHO et 5SNZW/X/Y
respectivement), partagent une identité de séquence allant de 26 a 32 %. Ces structures ont
permis de modéliser la structure d’Artémis par homologie en utilisant le logiciel Modeller (Ochi
et al,, 2014) (Fig 1.21).
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Figure 1.21 : Modcle de la structure de la protéine Artémis. A. Représentation en cartoon de la structure globale de
la protéine Artémis. Le domaine 3-Lac est représenté en rose et le domaine 3-CASP est représenté en vert. B. Site
actif d’Artémis pouvant contenir du Zn. C. Représentation de la surface du domaine 3-CASP susceptible d’accueillir

IADN. D. Détail du centre catalytique d’'une RNase d’archeae proche d’Artémis. (Ochi et al., 2014).

Les fonctions d’Artémis sont trés importantes pour la recombinaison V(D)J. Artemis n’est
impliquée que dans 10 a 15% des réparations effectuées par la voie NHE] (Riballo et al., 2004). I»
vitro, Artémis a une activité exonucléase qui permet d’6ter les extrémités 3’ phosphoglycolate et
retire au moins deux nucléotides (Povirk et al., 2007). Il est également reporté qu’Artémis
interviendrait dans les étapes premieres de Papoptose, lors de la fragmentation du génome
(Britton et al., 2009).

1.3.2.2 La nucléase APLF

La protéine APLF (pour Aprataxin and PNK like Factor) possede une activité endo et exo-
nucléase (Kanno et al., 2007) découverte suite a une recherche dans les banques de données de
séquence de protéines a domaine FHA, et de séquence proche de la PNK (Polynucleotide
Kinase) (Fig 1.22). L’activité nucléase ’APLF dépend de la présence de ses domaines C-
terminaux a doigts de zinc (ZnF) (Kanno et al., 2007) (Fig 1.22). Son activité nucléase permet de
cliver les dommages de type site abasique (AP), et d’enlever la base reliant cette lésion au reste de



la molécule d’ADN.

Cette protéine est recrutée par son dommage FHA (ForkHead Assiciated domain) au niveau des
cassures simple brin ainsi qu’au niveau des CDB, respectivement par les protéines, XRCC1 et
XRCC4, phosphorylées (Kanno et al., 2007)

Une étude récente a permis de comprendre les détails moléculaires de I'interaction entre XRCC4
et le domaine FHA d’APLE, mettant en évidence I'importance de la phosphorylation de XRCC4
pour son interaction avec APLF et son recrutement au niveau des CDB (code PDB 5E50 ; Fig
1.22) (Cherry et al., 2015). De plus les structures des domaines ZnF situés dans la partie C-
terminale d’APLF ont été résolues par RMN en complexe avec un substrat de type ADP-ribose
(codes PDB : 2ZKQD et 2KQE) (Li et al., 2010).

Une étude faite sur le recrutement d’APLF au niveau des CDB met en évidence que la zone
décrite comme étant nécessaire au recrutement d’APLF par Ku80 (Kanno et al., 2007) peut étre
réduite a un court motif de 19 résidus (Grundy et al., 2013; Shirodkar et al., 2013) (Fig 1.22). Ce
motif, appelé KBM', localisé dans la région non repliée ’APLF, est recruté par Ku80 et suffit au
recrutement de la protéine a proximité des CDB. Des expériences de mutation systématique des
résidus hydrophobes conservés et situés a la surface de Ku80, ont permis de restreindre la zone
impliquée dans linteraction avec APLF a son domaine vWA et aux alentours des résidus L%, Y™
et I'” (Grundy et al., 2013) (Fig 1.22).

B.
100 358 469
APLF 1| FHA | | §PezY |eT} 511
Human QQOPI LAE&!!(RII.P’IWEHLSD-QNLSVP
Mouse HOPRPTORERILPAWMLAESLSD-QSLSTP
Chicken EQSKSIQRRRVLPSWMLEKDLLV-PKISEP
Frog EMASFVORERVLPDWMLHDDLEI-KSLSSP

Sea Urchin EIALPVORKERTLPAWMAAPPKAEAKRATTP
Sea Anemone EDAEMLEKSRNLPAWMATGGQA--TTASPP
Trichoplax TEYVPLSEKEREKLPSWLADLAPAG-SNLSNV

sk kk k. .

Figure 1.22 : A. Structure du domaine FHA de la protéine APLF en complexe avec le peptide 229-
YDEpSpTDEES-237 de XRCC4 (pS = phospho-Sérine et pT = phospho-Thréonine). B. Haut, représentation
schématique de I'organisation de la protéine APLE Bas, séquences du motif KBM, commencant au résidu R181.
Lalignement de séquences avec d’autres organismes eucaryotes supérieurs permet de se rendre compte de la
conservation de ce motif au cours de I’évolution. C. Mod¢le de Ku sur lequel sont reportés les résidus proposés
comme impliqués dans Iinteraction avec APLE

16 KBM pour Ku Binding Motif ou Motif de fixation 2 Ku



Lorsque 'expression d’APLE est altérée dans des cellules A549, la réparation des CDB est
affectée suggérant un role de cette enzyme dans la voie NHE] (Rulten et al., 2011). Du fait de ses
nombreuses interactions avec des facteurs du NHE], la fonction d’APLF pourrait étre de
maintenir une concentration locale importante du complexe Ligase IV/XRCC4 a proximité des
extrémités 1ésées (Rulten et al., 2011).

1.3.2.3 L’hélicase WRN

La protéine WRN (Werner) est une hélicase de 1432 acides aminés, faisant partie de la famille des
hélicase RECQ. Cette protéine présente une activité hélicase ATP dépendante dans le sens 3°2>5’.
L’hydrolyse de PATP par cet enzyme est dépendante de la présence d’ADN. De plus la protéine
WRN porte une activité 523’ exonucléase (Huang et al., 1998). La protéine WRN est recrutée
rapidement au niveau des CDB par interactions avec Ku et la DNA-PKcs (Shamanna et al.,
2016). Ku est un activateur de I'activité nucléase de WRN (Cooper et al., 2000) et cette
stimulation a lieu suite a I'interaction de Ku avec la partie N-terminale de WRN. L.a DNA-PKcs
quant a elle a pour fonction de stimuler P'activité hélicase de WRN (Yannone et al., 2001).

Une étude plus approfondie a permis de mettre en évidence que la protéine WRN est capable de
fixer Ku70 et Ku80 par respectivement sa partie N-terminale et sa partie C-terminale. Seule
interaction avec Ku70 a un effet sur Pactivité enzymatique de WRN (Karmakar et al., 2002).
Récemment I’étude systématique des motifs KBM présents dans les protéines de la voie NHE] a
montré que la protéine WRN posseéde 3 motifs KBM (Fig 1.23). Un premier KBM se trouve dans
la partie N-terminale, dont la séquence est homologue a celle du KBM de APLFE. Deux autres
KBM se trouvent en tandem dans la partie C-terminale. Ce tandem est constitué d’un motif
homologue au KBM d’APLE, suivi d’une séquence charniere et d'un KBM homologue a celui de
la protéine XLF". Les deux motifs en tandem forment un segment de 34 résidus. Des mesures
d’interaction par anisotropie de fluorescence suggerent qu'un peptide contenant les deux KBM
en tandem a la méme affinité que le seul motif KBM de type APLF (Grundy et al., 2016).Des
expériences de recrutement cellulaire apres micro-irradiations suggerent que la présence du KBM
de type XLF améliore le recrutement des motifs de WRN et la présence d’un effet coopératif des
deux KBM (Grundy et al., 2010).

Confeére § XLE
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Figure 1.23 : A. Organisation globale des domaines de la protéine WRN, en rouge les KBM de type APLE, et en
bleu le KBM de type XLE Les domaines Exonucléase et Helicase sont conservés au sein de la famille des protéines
RecQ. B. Organisation précise des domaines de la protéine WRN. C. structures des domaines exonucléases (code
PDB : 2FBT), RQC (code PDB 3AAF) et HRDC (code PDB : 2EIE) de la protéine WRN. Ces structures
renseignent sur I'interaction de WRN avec de PADN et sur la conservation de structure entre les protéines de la

famille des RecQ hélicases.

La structure compléte de la protéine WRN n’est pas connue. Différents domaines de WRN (Fig
1.23) ont pu étre cristallisés. Ainsi les domaines Exonuléases (code PBD : 2FBT) (Perry et al.,
20006), RQC (code PDB 3AAF) (Kitano et al., 2010) et HRDC (code PDB : 2EIE) (Kitano et al.,
2007) ont été résolus, donnant des informations sur le mode d’interaction avec ’ADN et la
conservation des structures chez les protéines de la famille RecQ.

Les interactions de WRN avec les protéines du NHE] telles que Ku et la DNA-PKcs, ainsi que la
régulation de son activité par celles-ci suggere que WRN est impliqué dans la voie NHE]. La
fonction de WRN semble cependant accessoire car les cellules déficientes pour WRN sont peu
radiosensibles (Brosh and Bohr, 2007)

1.3.2.4 Les ADN polymérases de Ia famille PolX

Lors de la génération des CDB par les rayonnements ionisants, des nucléotides peuvent étre otés
sur un des deux brins d’'une extrémité. Lors de la réparation de la cassure correspondante, des
nucléotides doivent étre ajoutés par des ADN polymérases spécialisées pour permettre la suite de
la réparation.

Les ADN polymérases de la famille PolX (Pol p, Pol A, TdT (Terminal desoxynucleotides
Transferase)) sont recrutées au niveau de la CDB par une interaction avec Ku et le complexe
XRCC4-LiglV.Ces polymérases sont considérées comme des facteurs de la voie NHE]. (Mueller
et al., 2008). Ces trois enzymes possedent un domaine BRCT en leur partie N-terminale et leur
domaine catalytique se trouve dans leur partie C-terminale (Fig 1.24)

—a ) [ Pol A
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Figure 1.24: Représentation schématique des ADN polymérases de la famille Pol X. En rouge se trouve le domaine



BRCT, en vert le domaine catalytique polymérase, et en violet un domaine de 8kDa. Le domaine enzymatique de ces
polymérases se replie avec une forme rappelant la structure d’une main, avec un pouce, une paume et des doigts.

La TdT catalyse ’addition de nucléotides sur Pextrémité 3” d'un ADN. Cette addition ne
nécessite pas de brin matrice modele a 'inverse des polymérases réplicatives. Le substrat
préférentiel de cet enzyme est Pextrémité 3’ sortante, cependant elle peut aussi catalyser 'addition
de nucléotides sur une extrémité franche. La TdT utilise le cobalt comme co-facteur 77 vivo mais
peut utiliser le magnésium ou le manganese 2 vitro.

La TdT est uniquement exprimée dans les cellules du systeme immunitaire lors de la maturation
des lymphocytes et donc de la recombinaison V(D)]J. Son action fait suite a 'ouverture de la
structure en épingle a cheveux par 'endonucléase Artémis, et permet grace a son activité de
polymérase ne nécessitant pas de brin matrice, d’augmenter la diversité génétique des cellules lors
de leur maturation (Zhang et al., 2012).

Les polymérases A et u sont des polymérases ubiquitaires dont ’expression est continue tout au
long de la vie de la cellule (Dominguez et al., 2000). Leur activité est plus restreinte que pour la
TdT. La pol p peut insérer un nucléotide dans une breche de exactement un nucléotide présent
apres alignement des CDBs (Nick McElhinny et al., 2005). La pol A quant a elle posséde une
activité plus processive et peut insérer plusieurs nucléotides au niveau de la Iésion, sur des
intervalles plus conséquents (Lee et al., 2004).

Les structures de la TdT (code PDB : 1KE]) (Delarue et al., 2002), de la pol u (code PDB :
2IHM) (Moon et al., 2007) et de la pol A (cade PDB : 4XQ8) (Liu et al., 20106) ont été
déterminées. Ces structures donnent acces a des informations sur le mécanisme moléculaire de
ces enzymes et laissent entrevoir une possibilité de conception de nouveaux inhibiteurs.

Il a été montré que des animaux ou des cellules déficientes pour ces enzymes ne présentent pas
de radiosensibilité aux rayonnements ionisants ou aux drogues radiomimétiques par rapport a des
cellules WT. Cette absence de phénotype fort peut provenir d’une certaine redondance entre leurs
activités (Bertocci et al., 2000).

1.3.3 Le complexe de ligation

Le complexe de ligation est nécessaire lors de la derniére étape de la réparation de la voie NHEJ.
Ce complexe, formé des trois facteurs XLE, XRCC4 et Ligase IV qui sont recrutés tres tot dans le
processus de réparation de la lésion (Cottarel et al., 2013)

1.3.3.1 La protéine XRCC4

La protéine XRCC4 (X-Ray sensitive Cross Complementing group 4) est composée de 336
résidus (poids moléculaire de 38 kDa). Cette protéine a été découverte lors d’expérience de
complémentation de cellules radiosensibles. Lorsque cette protéine est absente d’une cellule, la
cellule correspondante est fortement radiosensible et n’est plus capable de réaliser la
recombinaison V(D)J (Li et al., 1995). D’autres études ont montré que la mutation de XRCC4
conduisait chez la souris a une 1étalité embryonnaire, confirmant le role essentiel de XRCC4
(Andres et al., 2012). Ces observations permettent de mettre en évidence le réle majeur de
XRCC4 dans la voie de réparation NHE]. XRCC4 ne présente aucune fonction enzymatique
connue. Son roéle principal est de stabiliser LiglV par une interaction forte (Kp = 20nM)
(Modesti et al., 2003; Wu et al., 2009)(Grawunder et al., 1998a).

La protéine XRCC4 se compose de trois régions. Une téte globulaire dans sa partie N-terminale
(résidus 1 a 115), suivit d’une longue hélice « permettant ’lhomodimérisation de la protéine



(Junop et al., 2000; Modesti et al., 2003). La 3° région, la partie C-terminale de la protéine est
prédite comme non structurée et porte le signal de localisation nucléaire.

La structure de XRCC4 a été résolue seule (codes PDB : 1FU1 ; Figure 1.25) (Junop et al., 2000) ,
avec le peptide responsable de I'interaction avec la ligase IV code PDB : 11K9, Fig 1.25) ainsi
qu’avec les deux domaines Cterminaux de la ligaseIV (Wu et al 2009) (Sibanda et al., 2001). La
protéine XRCC4 est capable de former des homo-tétrameéres, avec une affinité de 'ordre de 20
uM, que 'on retrouve dans la forme cristalline (Modesti et al., 2003). Cependant la formation
d’un complexe avec la ligase IV est plus stable ( Une affinité environs mille fois plus forte) et
permet de former un complexe XRCC4-Ligase IV avec une steechiométrie de 2:1 (Modesti et al.,
2003).

Equilibre dimére-tétramere

Kb = 20uM

Ajout peptide LiglV
Kp = 20nM

Ajout peptide LiglV

Passage de la forme

tétramere a la forme
dimere en présence de

peptide LiglV

Figure 1.25 : Structures de XRCC4. Représentation des équilibres existants entres les différents complexes de
XRCC4 (Junop et al., 2000), en absence (Dimeére-Tétramere) et en présence de peptide dérivé de la Ligase IV
(Sibanda et al., 2001).

La protéine XRCC4 est capable de réaliser nombreuses interactions. L'interaction impliquant la
ligase IV est essentielle pour la stabilisation de cet enzyme qui, lorsque des cellules sont
déficientes pour XRCC4, est rapidement dégradé (Bryans et al., 1999). L’interaction entre la
Ligase IV'"® et XRCC4 est tellement forte qu’elle résiste a des conditions de pression osmotique
de 2M de NaCl et de 7M d’urée (Sibanda et al., 2001). Cette interaction sera mieux détaillée dans
le paragraphe sur la LiglV.

XRCCH4 lie aussi la protéine XLI de maniere spécifique, des structures montrant cette interaction
ont été résolues. Celles-ci seront discutées dans le paragraphe consacté a la protéine XLE

Il est aussi proposé que la protéine XRCC4 en complexe avec la LiglV puisse interagir
directement avec le complexe Ku, de manicre dépendante de la présence ’ADN (Costantini et

18 Noté plus tard Lig4, LigIV ou L4



al., 2007).

Une autre interaction majeure de XRCC4 est celle impliquant les protéines a domaine FHA de la
famille aprataxin (Aprataxin (Aptx), APLF et PNK). Cette interaction se fait par la partie non
structurée de XRCC4 (résidus 229 a 241) qui est la cible de la kinase CK2. I’étude la plus récente
(Cherry et al., 2015) a permis de caractériser par des mesures de microcalorimétrie I'interaction
entre le peptide de XRCCH4 cité précédemment (non, mono, di ou tri-phosphorylé sur les résidus
S232,'T233 et S237) et les domaines FHA des protéines APLF et Aptx. Les résultats montrent
que XRCC4 interagit plus fortement lorsque son degré de phosphorylation est haut. La structure
du complexe entre le domaine FHA de APLF et le peptide di-phosphorylé est connue. Cette
structure explique le role des phosphorylations de XRCC4 dans la reconnaissance par le domaine
de FHA (Fig 1.22).

Dfautres modifications post-traductionnelles de XRCC4 ont été reportés. La DNA-PKcs
phosphoryle XRCC4 sur les résidus S260 et S318 de XRCC4 mais la mutation de ces sites a peu
d’effet sur efficacit¢é du NHE] ou de la voie VD] (Leber et al., 1998). XRCC4 est une cible de
SUMOylation qui régule sa localisation cellulaire. Lorsque la protéine se trouve dans le
cytoplasme, elle est sous la forme mono-SUMOylée sur le résidu K210, et dés que la protéine
entre dans le noyau, elle sera rapidement dé-SUMOylée. Cette observation suggere que la
SUMOylation de XRCC4 soit nécessaire pour son entrer dans le noyau (Yurchenko et al., 20006),
et que son maintien dans le nucléoplasme nécessite le retrait de cette modification..

1.3.3.2 La protéine XLF

XLF (aussi appelée Cernunnos) est le second cofacteur faisant parti du complexe de ligation. Elle
a ét¢ identifiée en 2006 par le laboratoire de JP de Villartay par complémentation de cellules de
patients SCID présentant une forte radiosensibilité, mais n’ayant aucune mutation sur les facteurs
déja connus du NHE] (Buck et al., 2006). Le criblage d’une banque d’ADNc a permis d’isoler un
gene codant pour une protéine de 299 résidus appelée Cernunnos par nos collaborateurs. Ce
facteur est capable de restaurer Pactivité de réparation NHE] et d’augmenter la radiorésistance
des cellules de patient.

Une seconde équipe, I’équipe de S Jackson a identifié cette protéine a 'aide d’un crible double
hybride pour identifier les partenaires de la protéine XRCC4. Ce crible a permis d’identifier une
nouvelle protéine de 33kDa, qui est appelée XLF (pour XRCC4 Like Factor) avec la méme
séquence que Cernunnos. Le nom XLF lui est donné par le second groupe car les logiciels de
prédiction de structure prédisaient une structure similaire a celle de XRCC4 (Ahnesorg et al.,
2006).

La structure de la région N-terminale de XLF (1-224) a été résolue quelque temps apres (code
PDB : 2R9A et 2QM4; fig 1.26) (Andres et al., 2007; Li et al., 2008). Ces structures confirment un
repliement de la protéine proche de celui de la protéine XRCC4. On distingue 4 parties dans le
repliement de XLEF, une téte globulaire en N-ter (1-128) puis une région centrale en coiled coil
(127-169), trois hélices qui remontent le long du coiled-coil (170-224) et enfin une partie C-
terminale démarrant au niveau de la téte N-terminale (225-299). Cette région présente 74 résidus
prédits comme non structurés. La protéine XLEF forme comme XRCC4, des homodimeres.



Figure 1.26 : Structure de la protéine XLE La structure de la protéine XLF (résidus 1 a 203, résolue a 2.5A, en
orange) montre une grande similarité structurale avec la protéine XRCC4 (bleue). La superposition des domaines N-
terminaux montre que I'angle entre les faisceaux d’hélices (coiled coil) et le domaine globulaire est plus grand dans
XLF avec une variation d’angle de 35°. (adapté de (Andres et al., 2007)).

La partie coiled coil de XLF présente une différence majeure par rapport a celle de XRCC4. La
fin de ce domaine s’organise en trois courtes hélices, remontant le long du coiled coil, vers la
partie N-terminale de la protéine.

La protéine XLF ne possede pas d’activité enzymatique, mais comme XRCC4 elle est impliquée
dans de nombreuses interactions.

La premicre interaction est celle avec la protéine XRCC4. Nous reviendrons en détail sur cette
interaction spécifiquement dans le prochain paragraphe.

Des expériences de co-immunoprécipitation ont mis en évidences que le domaine BRCT1 de la
LiglV était capable d’interagir avec XLE. Cette interaction est indépendante de XRCC4. (Wu et
al., 2009).

Une autre interaction majeure de XLF a été mise en évidence en 2008 par I’équipe de D Chen. 1
a pu mettre en évidence une interaction directe entre XLF et un complexe Ku-ADN par gel
retard (Yano et al., 2008). Cette étude a permis de proposer un premier modele de recrutement
du complexe de ligation commengant par le recrutement de XLF par Ku au niveau de la CDB,
puis une stabilisation de XLF a ce niveau par la présence de XRCC4. Une étude plus récente
menée par le méme laboratoire (Yano et al., 2011) décrit plus en détails le mode d’interaction
entre Ku et XLE L'utilisation de cellules exprimant des versions de Ku70 ou de Ku80 dont les
parties C-terminales sont tronquées ont permis d’exclure le réle de ces domaines (SAP pour
Ku70 et CTD pour Ku80) dans le recrutement de XLE De plus, la délétion des 10 derniers
résidus de XLF abolit completement son recrutement au niveau des CDB. Une analyse des
séquences de XLF montre que ces 10 derniers résidus sont tres conservés au sein des
mammiferes (Fig 1.27).

Une étude récente a comparé les séquences protéiques de cette partie C-terminale de XLF a
différentes protéines du NHE]. Ces derniers acides aminés de XLF présentent une forte
homologie avec un motif situé en extréme C-terminal de la protéine WRN. Il a été initialement



proposé que ces derniers acides aminés constituent un motif semblable au motif de APLF
impliqué dans son recrutement par Ku (Fig 1.27) (Grundy et al., 2013). Des expériences de retard
sur gel avec une construction GST-peptide(XLF) ont montré que ce motif peptidique était
capable a lui seul d’interagir avec Ku (Fig 1.27).

Des expériences supplémentaires de I’équipe de Caldecott ont ensuite montré qu’il s’agissait en
fait de deux motifs interagissant avec Ku avec deux affinités différentes, du fait probablement de
la différence de séquences de ces motifs. Nous appellerons par la suite les motifs proches de
APLF des A-KBM et ceux proches de la séquence de XLF des X-KBM" (Rulten and Grundy,
2017).

APLF-pepl 16’VSFLGENRDCNKQQPILAERKRILPTWMLAE!®?
APLF-pep2 177 PILAERKR 1 LPTWMLAEHLSDONLSVPAISGG?
APLF-pep3 177PILAERKRILPTWMLAE!?
WRN-pepl MOIGSABRKRRLPVWFAKGI41®
Human --QLSKVKRKKPRGLF'S XLF-pepl 287SKVKRKKPRGLES?YY
i WRN-pep2 14225 RRIMDRTRRGGLFS 436
Bovine --QLLKVKRKKLRGLF'S
Mouse --RLVKSKRKKPRGLF'S P \3{3@;; § & & ;:; &
Rat --QLVKAKRKKPRGLF'S 0:-,’\ & oc_‘,\ oc:',\e.g\ *}309 SP
Chicken --PVAKAKPKKAKGLF'S ‘
Xenopus --GASKPKKK-AKGLFM DNA-Ku + His-APLF/XLF/GSTPertce

W
Zebrafish --STSRAKKKKAVGLFR |w ™™ b W€,

1 23 45 6 7829

Figure 1.27 : Gauche. Alignement de la séquence des dix derniers résidus de XLF chez plusieurs eucaryotes
supérieurs. Les acides aminés conservés sont colorés en bleu. Droite. Haut. Alignement des séquences d’interaction
avec Ku. On distingue deux types de séquences. Celles qui présentent un Tryptophane et s’alignent avec APLF seront
appelées A-KBM. Celles qui s’alignent avec XLF seront appelées X-KBM Bas, Gel retard mettant en évidence que
APLF et un peptide GST-A-KBM induisent un retard sur gel net avec un complexe Ku-ADN. Une interaction plus
faible est détectée avec XLF fl.

XLF présente une activité de stimulation de la LigIV (Ahnesorg et al., 20006). Cette stimulation
proviendrait entre autres d’une stimulation de I’étape de ré-adénylation de la LiglV qui est une
étape limitante de cette enzyme (Riballo et al., 2009). XLF stimule particulierement 'activité de la
LigIV pour favoriser la jonction de deux extrémités non compatibles avec une partie simple brin
(Gu et al., 2007), ou présentant des mésappariements et donc des extrémités non cohésives (Tsat
et al., 2007). Une derniere activité de stimulation de XLF est celui des polymérases p et A. En
effet il est décrit que XLF stimulerait Iactivité de ces enzymes pour la synthese ’ADN lorsque
les deux brins I’ADN sont appariés (Akopiants et al., 2009).

1.3.3.3 Le complexe XRCC4-XLF

Nous avons vu dans le paragraphe précédent que XLF est une protéine interagissant avec la
protéine XRCC4. Une étude de I'interaction de ces deux protéines a permis de mettre en
évidence qu’elles interagissent avec une stcechiométrie de 1 : 1 via leur domaines N-terminaux
globulaires. Cette interaction a été caractérisée par microcalorimétrie au laboratoire. I’interaction
est endothermique avec une affinité micromolaire (Kp = 3,9uM) (Malivert et al., 2010). Dans
cette étude, 'impact des mutations trouvées chez les patient SCID sur XLF a été étudié. Il a été
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montré que pour les deux mutations de patients connues (R57G et C123R), les protéines XLF ne
sont pas stables et 'activité de recombinaison V(D)] est affectée. Parmi les autres mutations de
XLF étudiées, les auteurs ont identifié trois mutants (R64E, L65D et L115D) pour lesquels la
protéine est bien exprimée, bien localisée au noyau mais l'interaction avec XRCC4 n’est plus
détectable. L’activité de recombinaison VD] de ces mutants est tres affectée et les cellules
complémentées par ces variants de XLF sont sensibles a des agents génotoxiques L’ensemble des
données issues de cette étude menée entre notre laboratoire et celui de JP de Villartay a permis de
réaliser un mode¢le de la structure du complexe XRCC4-XLF et de montrer que cette interaction
est important pour la voie NHE] et la recombinaison VD] (Fig 1.28).
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Figure 1.28 : Mod¢le de linteraction entre les protéines XRCC4 et XLF (utilisation des structures respectives 3116
(Wu et al., 2009) et 2R9A). L’interaction se ferait par les domaines N-terminaux de chacune des protéines et
impliquerait une surface hydrophobe. Les mutations R64E, L65D et L115D se trouvent au niveau de cette surface
d’interaction. (Malivert et al., 2010).

Sur la base de ce modele avec des interactions latérales de XLF et XRCC4, nous avons proposé
que le complexe XRCC4-XLF était capable de former des filaments par répetition de cette
interaction sur les deux autres faces des dimeres XRCC4 et XLE

La structure de ce complexe a été résolue au sein du laboratoire en 2011 (Ropars et al., 2011),
suivi par les structures résolues au sein de trois autres équipes (Andres et al., 2012; Hammel et al.,
2011; Wu et al., 2011) (Fig 1.29).

La structure résolue au sein du laboratoire a été difficile a obtenir. Il a fallu plus de 400 cristaux
pour obtenir un jeu de donnée a 5,5A de résolution. L.a maille cristalline présente une symétrie en
P6522, avec un axe 65 de grande dimension (856 A). Ce projet n’a pu étre mené a terme que grice
a une collaboration étroite avec P Legrand (Proxima 1, Soleil) pour optimiser la collecte des
données sur ces cristaux de faible pouvoir diffractant et de grand parametre de maille. Les phases
de cette structure ont été résolues par remplacement moléculaire en utilisant les structures
connues de XRCC4 et de XLE. La position des dimeéres a basse résolution a été confirmée par
méthode de diffusion anomale SAD, en marquant XLF a la Séléno-méthionine.

La résolution de cette structure a confirmé les prédictions de surface d’interaction faite par R
Guerois (Malivert et al., 2010) et la position relative des deux dimeéres. Le iRMSD concernant la



structure du complexe XRCC4-XLF est de 2,1 A, confirmant la qualité de la prédiction de
structure. De plus la visualisation de cette interface montre une interaction par une petite surface
constituée d’acides aminés hydrophobes provenant de XRCC4 et de XLE Cet interface est en
bon accord avec une interaction conduite par 'entropie (Malivert et al., 2010).

X4 X4 Cernunnos
Cernunnos

@pore= 1204

Figure 1.29 : Structure cristalline en filaments de XRCC4-XLE Haut. Structure résolue au laboratoire par V Ropars.
Les protéines XRCC4 et XLF interagissent par leur domaine globulaire N-terminal. Ia nature homodimérique de
chaque protéine conduit a la formation d’un filament alternant un dimere puis autre. Bas. Comparaison des quatre
structures de filament de XRCC4-XLF obtenues par différentes équipes. La taille de I'axe 65 est inversement
proportionnelle 4 la taille du pore formé le long de I'axe. Il a été proposé que ces filaments pourraient venir

s’enrouler autour de PADN ou de structures plus complexes pouvant aller jusqu’a DNA-PKcs ou un nucléosome.



L’analyse des différentes structures produites par les différents laboratoires met en évidence que
le filament formé par XRCC4 et XLF n’est pas une structure unique mais qu’il peut adopter des
conformations différentes. I.’axe principal présente toujours une symétrie hélicoidale d’ordre 6
avec un pas qui varie de 720 2 856 A. Si on tourne de 90° ce filament, on peut voir qu’il définit un
pore dont la taille varie de 0 2 120 A de diamétre.

Afin de vérifier Pexistence de ce filament en dehors d’un contexte cristallin, des études de
microscopie électronique ont été faites sur ce complexe par I’équipe de E Le Cam avec qui nous
collaborons. Les expériences de TEM par coloration négatives ont permis d’observer la
formation de ces filaments sur grilles de microscopie (Fig 1.30).

Récemment une équipe, grace a des techniques de microscopie super-résolution, a mis en
évidence lexistence de ces structures en filament 7z cellulo, au niveau des extrémités des CDB
(Reid et al., 2015) (Fig 1.30).

Afin de comprendre 'impact que pouvait avoir la formation de cette structure sur la voie de
réparation, plusieurs équipes se sont penchées sur la question de la relation entre ’ADN et les
filaments XRCC4-XLE

Le laboratoire de M Junop, a mis en évidence en 2012 que ces filaments étaient capables de faire
le pontage™ de deux molécules ’ADN de maniére Ku indépendante, uniquement lorsque
XRCC4 n’était pas associé a la LiglV (Andres et al., 2012). De plus I’étude menée par I’équipe de
E Rothenberg (Reid et al., 2015) a mis en évidence par des expériences de molécules uniques et
fluorescence (smFRET) que la formation de filaments XRCC4/XLF permettrait d’aligner deux
brins ’ADN. Les deux brins alignés seraient capables de glisser 'un par rapport a 'autre en
présence du filament.

Figure I.30 : Gauche. Assemblage en filament des protéines XRCC4 et XLF vue par microscopie électronique a
transmission en coloration négative. Le filament présente une épaisseur d’environ 10 nm pour une longueur allant de
0,5 a quelques uM. Droite. Observation en microscopie super-résolution des filaments de XRCC4-XLE, avec les
modeles correspondant en dessous. Trois formes majeurs sont observables, la chenille (gauche), le papillon (centre)
et le recouvrement (droite). Les complexes Ku ou les extrémités d’ADN sont marqués en violet et les protéines
XRCC4, XLF ou LiglV sont marqués dans trois expériences séparées en vert.

Cette expérience indique que 7 cellulo 1a LigI'V fait partie du filament
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1.3.3.4 Laligase 4

Létape finale de la réparation est I’étape de ligation réalisée par le complexe de ligation composée
des protéines XRCC4, XLF et LiglV. Comme nous I'avons vu précédemment, les protéines
XRCC4 et XLF ne possedent pas d’activité enzymatique, c’est donc la LiglV qui réalise cette
ligation (Grawunder et al., 1998b).

La LiglV est 'une des trois ADN Ligases présentes chez ’homme. Elle est conservée chez tous
les eucaryotes supérieurs. Cet enzyme possede, comme la Ligl et la LiglIl, une activité de ligation
ATP dépendante. La catalyse se passe en trois étapes :

e Adénylation de 'enzyme a partir d’une molécule d’ATP
e Transformation de TAMP en un poly-nucléotide 3’ phosphate
e Ligation du 5’phosphate sur le 3’OH.

Le cycle catalytique est décrit dans la figure 1.31.

Une fois le cycle catalytique fini, la LiglV devra étre ré-adénylée pour se lancer dans un second
cycle de catalyse. Cette étape est cinétiquement limitante, ce qui fait de la LiglV un enzyme tres
peu processif contrairement a la Ligl et a la LiglIl. La protéine XLF semble stimuler cette étape
de ré-adénylation selon un mécanisme moléculaire qui n’est pas connu™.
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Figure 1.31 : Schéma du cycle catalytique de la LiglV. ILa premiere étape consiste en la formation d’un complexe
activé enzyme-AMP covalent. I AMP ainsi activé est ajouté a 'extrémité 5’Phosphate de TADN clivé grace a la
formation d’une liaison diphospho-diester, créant un intermédiaire ADN-Adenylate. Finalement le 3-OH de 'autre
extrémité d’ADN vient attaquer la liaison précédemment formée pour reformer une liaison phospho-diester. Ce
cycle catalytique doit également étre effectué sur le brin opposé pour finir la réparation de la CDB.

La LiglV est composée de 911 acides aminés. Elles possedent trois domaines dans sa partie N-

2l Confere § 1.3.3.2 La protéine XLE



terminale (1-637) : le DBD (1-241) pour DNA Binding Domain, le AD (242-454) pour
Adenylation Domain, et le domaine OB (455-637). La région C-ter est formée des de deux
domaines BRCT. Les trois domaines en N-ter sont une caractéristique partagée par toutes les
ligases humaines tandis que les domaines BRCT sont une particularité de la LiglV. La région
catalytique de la LigI'V est composée des trois domaines en N-ter. Leurs structures cristallines ont
permis de comprendre les détails moléculaires responsables de la spécificité de la LiglV par
rapport aux autres ligases humaines (Ochi et al., 2013) (fig 1.31).

Figure 1.31 : A. Modele de la structure du complexe XRCC4-LiglV réalisé en utilisant les structures résolues par les
équipes de M Junop (Wu et al., 2009) pour XRCC4-BRCT, et de Blundell pour les domaines N-ter de la LigIV (Ochi
et al,, 2013). B. Détail de Iinteraction entre un peptide dérivé de la séquence Cterminale d’Artémis et le domaine
DBD de la LigI V.

La structure du domaine catalytique de la LiglV a été résolue en complexe avec un court peptide
de 10 acides aminés (résidus 485 a 495) issus de la séquence d’Artémis. L’interaction entre
protéine-peptide est micromolaire (5uM) (De Ioannes et al., 2012). 11 a été proposé que cette
interaction facilite le positionnement de la LiglV apres la maturation des extrémités par Artemis.



1.4 Obijectif du projet de thése

Au cours de ma these je me suis fixé objectif de mieux caractériser les interactions qui
régissaient le bon déroulement de la voie NHE]. Pour ce faire je devais commencer par purifier
en grande quantité ces protéines humaines, pour me permettre une étude biophysique et
biochimique de ces interactions. Par la suite je voulais mieux caractériser I'interaction entre
I’hétérodimere Ku70-80 et différentes molécules d’ADN. Cette étude avait pour objectif de
quantifier et préciser les parameétres cinétiques et thermodynamiques de la premiere interaction de
la voie de réparation NHE], a savoir le recrutement de Ku au niveau de la CDB.

Par la suite je me suis focalisé sur le recrutement du complexe de ligation au niveau de la CDB, en
complément de ce que la littérature proposait. J’ai donc eu pour projet de caractériser de maniere
biophysique et biochimiques les interactions entre XI.4 et Ku ainsi que XLF et Ku.

Cette étude m’a conduit a2 m’intéresser a l'interaction entre Ku et les motifs KBM. J’ai donc voulu
alimenter ces connaissances en apportant des données thermodynamiques et structurales sur un
maximum de ces motifs. Cela avec pour objectif de mieux comprendre les détails moléculaires
régissant cette interaction et si besoin, de différencier les KBM entre eux, notamment grace a la
génération de mutants de KBM afin de mieux comprendre 'importance de chacun des résidus de
ces motifs.

Dans ce manuscrit de these, nous verrons suite a cette introduction, une partie intitulée matériel
et méthode, ou je décris mes protocoles d’expérimentation. Dans une seconde partie, j’exposerai
mes résultats obtenus au cours de mes trois ans de these, puis finalement une conclusion, une
discussion et des perspectives concernant la poursuite de mon travail par d’autres cloront ce
manuscrit.
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2 Matériel et méthode

2.1 Protéines et peptides des facteurs de la voie NHE] étudiés dans cette
thése

2.1.1 Parametres biochimiques des facteurs du NHE]

Les protéines de la voie NHE] chez ’humain présentées dans cette these ont précédemment fait
le sujet d’étude de caractérisation d’ordre structurale et biochimique. Ceci a permis de définir les
principaux domaines de ces facteurs ainsi que leur potentielle implication dans des interactions ou
activités catalytiques. Au laboratoire un effort particulier a été fait pour obtenir 'ensemble des
protéines centrales de la voie NHE] dans leur forme entiére, et dans des formes raccourcies pour
mener a bien des études de cristallographie aux rayons X. Afin de mener a bien les différentes
¢étapes d’expression, purification et caractérisation, 'ensemble des parametres biochimiques de
chacune des protéines fit déterminé en utilisant le serveur de calcul ProtParam

( http://web.expasy.org/protparam/).

Ku70 (aussi trouvée sous le nom de XRCCO0) est une protéine de 608 acides aminés,
présentant une masse moléculaire de 69484 Daltons (Da) et un point isoélectrique (pI) de 6,35.
Ku80 est une protéine de 732 acides aminés avec une masse moléculaire de 84076 Da et un pl
théorique calculé de 5,85. La structure du complexe hétérodimérique de Ku70/80 en interaction
avec de ’ADN a précédemment été résolue (Walker et al., 2001). Les acides aminés 34 a 609 de
Ku70 et 6 a 565 de Ku80 ont pu étre modélisés (code PDB avec ADN : 1JEY et sans ADN :
1JEQ). Grace a cette étude nous savons que Ku70 comporte un domaine vWA en sa partie N-ter,
un domaine central permettant la dimérisation avec Ku80 et I'interaction avec ’ADN, et
finalement un domaine SAP en C-ter. Pour sa part, Ku80 est structurée de manicre homologue a
Ku70 avec successivement un domaine vWA en N-ter, un domaine central de dimérisation avec
Ku70 et de liaison a PADN, puis une charniere de 70 résidus prédit comme intrinsequement
désordonnée. Cette charniére créé une certaine flexibilité entre le coeur de Ku70/Ku80 et le
domaine C-terminal de Ku80 en hélices O (code PDB de la structure RMN : 1IRW2 (Zhang et al.,
2004) qui interagit avec l]a DNAPKcs.

Au cours de cette these, jai travaillé sur les versions entieres de Ku70/Ku80 mais également sur
une version plus courte. La construction appelée Kucc présente un domaine Ku80 (1-544) auquel
la région charniere Cterminale (545 - 571) et la région en hélices Cterminale (572-732) ont été
otées et un domaine Ku70 auquel la région charniere Cterminale (527-571) et le domaine SAP
Cterminal (571-609) ont été otées.

Cette construction est a comparer a celle utilisées par Walker et al. ou la région Ku80 utilisée (1 —
544) est identique a la notre et la région Ku70 utilisée (1-609) contient le domaine SAP ( ?)

XRCCH4 est une protéine composée de 336 acides aminés présentant une masse
moléculaire de 38287 Da et un pl de 4,9. La structure cristallographique des 203 premiers acides
aminés de la protéine a permis d’élucider sa conformation homo-dimérique (code PDB : 1FU1)
(Junop et al., 2000). Chaque sous-unité du dimere de XRCC4 est constituée d’une région
globulaire (1-115) et d’une longue hélice (116-203) qui forme une torsade (coiled-coil) avec
I’hélice de lautre sous-unité. Les 133 derniers résidus sont prédits comme présentant une
structure désordonnée, et leur structure n’est a ce jour pas ¢lucidée. Différentes structures
cristallographiques de XRCC4 ont été résolues : XRCC4 en complexe avec le peptide de la région
liant les deux domaines BRCT de la ligase 4 (code PDB : 11K9) (Sibanda et al., 2001), et XRCC4
en complexe avec les deux domaines BRCT consécutifs de la ligase 4 (code PBD : 3116) (Wu et
al., 2009). De plus, une structure du complexe entre XRCC4 et XLF a précédemment été résolue


http://web.expasy.org/protparam/

au sein du laboratoire (code PDB : 3Q4F) (Ropars et al., 2011) suivie par des structures de ce
méme complexe caractérisées dans d’autres laboratoires (Codes PDB : 3SRS2 ; 3RWR ; 3W03)
(Hammel et al., 2011; Wu et al,, 2011).

La protéine XLF (aussi appelée Cernunnos), est une protéine de 299 acides aminés,
présentant une masse moléculaire de 33337 Da, et un pl de 5,65. La structure des 224 premiers
résidus a été résolue par deux groupes indépendamment (codes PDB : 2QM4 et 2R9A) (Andres
et al., 2007; Li et al., 2008).La protéine s’assemble en homodimeére avec une structure qui rapelle
celle de XRCC4 : un domaine globulaire (1-128) suivi d’une longue hélice (129 169) qui forme un
coiled-coil. Ce coiled-coil est plus court, il est suivi d’une courte hélice qui remonte vers le Nter
de XLF . Les 75 derniers résidus quant a eux sont, comme pour XRCC4, prédits comme
désordonnés. C’est dans cette partie extréme C-terminale que se trouve le site de fixation a Ku,
X-KBM, de XLFE.

La Ligase 4 est une protéine de 911 acides aminés, d’'une masse moléculaire de 105342
Da, et présentant un pl de 8,2. Trois domaines majeurs sont impliqués dans son activité
catalytique. Le domaine DBD (pour DNA Binding Domain), le domaine catalytique NTase (pour
Nucleotide —tranferase) et le domaine OBD (pour OB fold domain). Les structures de ces
domaines ont été résolues (codes PDB : 3W1G et 3VNN) (Ochi et al., 2012),. On trouve
finalement dans la partie C-terminale de cette protéine deux domaines BRCT (pour BRCA1 C
Terminus domain) en tandem, reliés au reste de la protéine par une région de 17 résidus. La
région charniére de 65 résidus entre les deux domaines BRCT est impliquée dans I'interaction
avec 'homodimere XRCC4 (code PDB : 3116) (Wu et al., 2009).

133 247 252 527 571 609
Ku70: I Domaine vWA I Domaine de dimérisation et liaison a PADN _
ADN
17 237 244 543 571 720 732
Ku80: | Domaine vWA I Domaine de dimérisation et liaison a PADN
Site d’interaction
avec DNA-PKes
1 128 169 224 299 1 115 203 336
XLF/Cernunnos: Domaine N-ter | Coiled-coil . Résidus C-ter XRCC4: Domaine N-ter Coiled-Coil _
Site d"interaction Région d’homo- KBM o . Région d'homo- .
avee XRCC4 dimérisation Site d'interaction dimérisation  Site d mt.eracnon
avec XLF avec Ligase 4
1 241 454 637 654 743 808 911

Ligase 4: Domaine DBD Domaine Catalytique Domaine OBD BRCT-2

Site d’interaction Lysine catalytique Site d’interaction
avec FADN K7 avec XRCC4

Figure M.1 : Représentation schématique des protéines du complexe de reconnaissance et du complexe de ligation de la voie NHE] chez
I’humain. Ce schéma résume 'ensemble des informations connues a ce jour concernant les interactions et activités enzymatiques nécessaires au
déroulement du processus de recombinaison non homologue lors de la genese d’'une CDB.



2.1.2 Analyse de la conservation de séquence des protéines

La conservation des séquences des motifs de fixation a Ku (KBM) a été étudiée a I'aide
du programme « Align » situer sur le serveur Uniprot (http://www.uniprot.org/align/). Seules les
100 séquences les plus proches ont été gardées pour I'analyse fine de la conservation des résidus.
Les séquences issues de certains organismes modeles (Human, Mouse, Chicken, Xenopus
Tropicalis et Zebrafish) ont ensuite été utilisées pour créer la représentation en LOGO
(http:/ /weblogo.berkeley.edu/logo.cgi) permettant d’avoir une représentation visuelle de la
conservation de chaque acide aminé.

La conservation des résidus des protéines a été étudiée en utilisant le serveur de calcul
Consutf (http://consurf.tau.ac.il/2016/) (Celniker et al., 2013). Ce serveur permet de donner un
score évolutif a chacun des acides aminés d’une protéine en regardant son degré de conservation,
et ensuite de retranscrire cette information sous forme d’un code couleur sur la structure de la
protéine.

2.2 Production des échantillons
2.2.1 Production de protéines humaines de la voie NHE] en cellules d’insecte

2.2.1.1 Principe général

Pour mener a bien ce projet, nous avons développé au laboratoire depuis 2012, en
collaboration avec la plateforme Multibac d’Imre Berger (EMBL, Grenoble puis Université de
Bristol, UK), une plateforme d’expression Multibac de protéines en cellules d’insecte infectées
par un Baculovirus. Cette méthode a été développée par I’équipe d’Imre Berger a "TEMBL afin de
produire des complexes multi-protéiques et des assemblages macromoléculaires de grande taille
(Betger et al., 2004; Zhang et al., 2016). Ces vecteurs permettent le clonage de séquences d'intérét
pour les sur-exprimer en cellules d’insecte (sf21, Hi5) sous le contréle de promoteurs de
protéines de baculovirus. De plus ils permettent une combinatoire de génes de fagon a exprimer
plusieurs protéines simultanément.

Les vecteurs Multibac possedent deux sites de clonages multiples, MCS1 et MCS2, qui permettent
l'insertion de séquences d’intérét sous le controle de deux promoteurs viraux différents : le
promoteur de la protéine P10 et celui de la polyhédrine. On distingue deux catégories pour ces
vecteurs, les vecteurs accepteurs (pFL et pKL) et les vecteurs donneurs (pUCDM et pSPL). Les
différents vecteurs Multibac portent tous un gene de résistance a la gentamycine. Ils possedent
également un second gene de résistance a un second antibiotique, différent pour chaque vecteur,
a savoir ampiciline, kanamycine, chloramphenicol et spectinomycine pour pFL, pKL, pUCDM et
pSPL respectivement (Figure M.2), ceci permettant la sélection des différents recombinants.

Une particularité de ce type de vecteur est la possibilité d’itérer le processus de sous-clonage pour
conduire a la formation d’un plasmide codant de grands complexes protéiques. En effet, chacun
des vecteurs possedent entre leurs deux sites de clonage multiples (MCS1 et MCS2) une cassette
de multiplication (Multiplication Module M). Cette cassette posséde en son sein deux sites de
restriction de type Bstz171 et Spel, dont 'action génerera des extrémités compatible avec les sites
Pmel et AvrllI respectivement. Ceci conduira ainsi a 'insertion d’un nouveau module M,
permettant une réitération du processus.

Les vecteurs utilisés dans la technique du MultiBac ont aussi la particularité de porter une
séquence LoxP, ce qui leur permet d’étre assemblés les uns aux autres, grace a I’action de la
recombinase CreLox et ainsi de générer de plus grand vecteurs d’expression, codant par exemple
de plus gros complexes protéiques.

Une sélection des plasmides recombinants est ensuite faite en utilisant les différentes résistances
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aux antibiotiques cités précédemment.
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Figure M.2 : Assemblage des vecteurs portant nos génes d’intéréts.

(a). Schémas de la structure des vecteurs donneurs (pKL/pFL) et accepteurs (pUCDM/pSPL). En couleurs sont représentés les genes de
résistances spécifiques a un antibiotique, les fleches blanches représentent les génes des protéines recombinantes et les triangles Tn7R/L
représentent les séquences permettant 'intégration du vecteur d’expression dans le bacmide grace a une étape impliquant la Tn7 transposase. (b)
Fusion de vecteurs accepteur et donneur grace a I'action de la recombinase Cre. I’action de cette enzyme spécifique est rendue possible de par la
présence d’un site spécifique LoxP présent sur chacun des vecteurs (disque rouge), méthode utilisée pour la création du vecteur portant les
protéines Ku70 et Ku80. (Adapté de (Fitzgerald et al., 2006)).

Chaque plasmide est ensuite introduit dans une souche d’E.coli EMBACY portant un exemplaire
du génome de Baculovirus capable de se répliquer appelé bacmide. I’insertion des séquences
d’intérét dans le bacmide se fait par recombinaison in vivo grace a la présence de séquences
d’insertion de type Tn7 (Tn7L et Tn7R) présentes a la fois sur le bacmide et sur le vecteur. Le
bacmide code pour la protéine YFP, placé sous la dépendance d’un promoteur de protéine virale,
le promoteur de la polyhedrine L’expression de la YFP nous servira de rapporteur lors de la
phase d’expression des protéines dans les cellules d’insectes. Des mesures empiriques, réalisées
précédemment au sein du laboratoire par C.BIGOT, ont mis en évidence que la production des
protéines d’intérét est en effet corrélée de maniere linéaire avec apparition de la fluorescence de
la YFP dans les cellules, et que celle-ci atteint un plateau 3 a 4 jours apres 'arréet de la
prolifération cellulaire (aussi appelé DPA pour Day after Proliferation Arrest).

Les bacmides recombinants, sont extraits, purifiés, et utilisés pour transfecter 2.10° cellules
d’insecte de type Sf21 (cellules dérivant d’ovaires du papillon Spodoptera frugiperda) qui
génereront la premicre génération de virus recombinants, appelée V0. Ces virus, excrétés dans le
milieu de culture sont tres virulents mais en trop faible quantité (volume d’environ 10ml). Nous
les utilisons donc pour infecter un plus grand nombre de cellules (environs 5.10" cellules a la
concentration de 0,5.10° cellules.m1.") et former une seconde génération de virus appelée
V1(Figure M.3). Cette production virale pourra étre ensuite stockée pendant 2 ans 2 4°C et a
I'abri de la lumiére, pour étre utilisée comme souche d’infection cellulaire pour la production de
protéines.
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Figure M.3 : Schéma du processus de production des virus vecteurs d’expression en cellule d’insecte.
Description des principales étapes de la production de virus (partie haute) et de protéine (partie basse) en cellules d’insecte.

2.2.1.2 Clonage

Les clonages permettant expressions des protéines de la voie du NHE] humain a été effectueé
lors d’un précédent travail (Amram J, Charbonnier JB, 2015), en vue de les exprimer dans des
systemes de cellules d’insectes.

2.2.1.2.1 Clonage de XRCC4-Lig4 dans un vecteur pKL

La séquence codante de la protéine humaine enti¢re Ligase4 (aa 1-911) (gene fourni par
JP de Villartay, Institut Imagine, Paris) a été clonée dans le vecteur pKL dans le site MCS1 en
utilisant les sites de restriction BamHI et Xbal. Apres transformation de cellules d'E. co/i
XL1Blue par choc thermique, puis sélection des colonies obtenues sur LB supplémenté de
kanamycine, le succes du clonage a été vérifié par PCR sur colonies. Le vecteur pKL-LiglV a
ensuite été amplifié et purifié par miniprep pour insérer la séquence codante de la protéine
humaine entiere XRCC4 (X-ray repair cross-complementing 4) sur le site MCS2 en utilisant les
sites de restrictions Xhol et Sphl a partir de 'amplification d'un gene présent sur un plasmide
fourni par I'équipe de JP de Villartay. La séquence codant une étiquette 10 histidines a été ajoutée
en C-ter de XRCC4, sans site de clivage entre I’étiquette et la protéine. Aucune étiquette n’a été
ajoutée a la séquence de la Ligase4. Apres transformation par choc thermique et vérification de la
présence des séquences codantes de la Ligase4 et pour XRCC4 dans les clones par PCR sur
colonies, le vecteur pKL-XRCC4-LiglV est amplifié et purifié par miniprep.



2.2.1.2.2 Clonage de XLF dans pFL

La séquence codante de la protéine humaine entiere (aa 1 a 299) a été amplifiée par PCR a
partir d'un plasmide donné par JP de Villartay et clonée dans le vecteur pFL en utilisant les sites
Xbal et Xhol. Une étiquette 10 histidines a ensuite été ajoutée par PCR en N-ter de la protéine,
suivie d’'une séquence de clivage par la protéase TEV.

2.2.12.3 Clonage de Ku70/80 et variants dans pFL

Le vecteur codant le complexe Ku70/80 est obtenu a partir de genes synthétiques,
commandés chez Genscript. Cette compagnie a développé un algorithme, OptimumGene, qui
permet d’optimiser une séquence nucléotidique sur différents parametres en vue d’améliorer
Iexpression dans notre cas pour des cellules d’insecte. Les parametres optimisés a travers des
mutations silencieuses dans le gene sont 'adaptation aux codons les plus fréquents dans ’hote
utilisé et surtout la réduction des structures secondaires susceptibles d’étre formées par les ARN
messagers (http://www.genscript.com/codon_opt.html). Le géne codant Ku80 est précédé d'une
séquence de 10 histidines suivie d'un site de coupure par la protéase TEV (Tobacco Etch Virus),
que nous produisons au laboratoire. Les séquences de Ku70 et Ku80 ont été clonées dans le
vecteur pFL par l'utilisation des enzymes Xhol/Nhel et BamHI/HindIII respectivement
conduisant a l'obtention du vecteur pFL Ku70_80_opt. Les versions tronquées de Ku70 (Ku70
AC 1-554) et Ku80 (Ku80 AC 1-551) sont obtenues par PCR, en introduisant un codon stop dans
la séquence des protéines pour ne pas transcrire les parties C-ter flexibles de Ku70 et Ku80.

2.2.2 Expression des protéines

Pour produire nos protéines d’intérét, des cultures de cellules Sf21 ou High5 de 400 mL, a
la concentration cellulaire de 0,5.10° cellules.ml.", sont infectées par la solution de virus V1, en
respectant une multiplicité d’infection (MOI) de 1/1000. Pour ceci les solutions de virus sont
précédemment titrées grace a la technique de dilution limite. Ce ratio d’infection est optimisé
pour que les cultures de cellules aient le temps de doubler 2 fois puis s’arrétent. A partir de cet
instant, on voit apparaitre la fluorescence due a expression de la YFP, témoignant. On considere
que nos protéines d’intérét sont exprimées sur une fenétre de temps voisins. Les cellules seront
ensuite récoltées par centrifugation, 3 jours apres la I'arrét de croissance, lorsque la fluorescence
atteint un plateau, signalant I’arrét de la production protéique. Les culots cellulaires sont ensuite
lavés avec du tampon PBS puis congelés dans de I'azote liquide et stockés par aliquots
correspondant a 200 mL de culture dans un congélateur a -80°C.

2.2.3 Production des peptides des différents KBM

L’ensemble des peptides utilisés pour les expériences de biochimie et de biophysique ont
été synthétisés et purifiés par Genecust. Leur synthése a été faite par voie chimique en utilisant la
technique de synthése en phase solide. Une fois réceptionnés, les peptides sont tous dissous dans
de I'eau, congelés dans I’azote liquide puis lyophilisés afin de se débarrasser de toute trace de
trifluoroacétate utilisé lors de la synthese peptidique. Une fois secs, ils sont finalement re-dissous
dans du tampon Tris 20mM pH 8.0, NaCl 150mM (tampon proche du tampon utilisé lors des
expériences de biophysique leur concentration est ajustée a environ 2-3mM, puis ils sont aliquotés
et congelés a -80°C pour étre conservés.). Leur concentration est évaluée par nanodrop pour ceux
qui ont un tryptophane. Elle est également mesurée par analyse de composition en acides aminés
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2.2.4 Production des oligonucléotides

L’ensemble des oligonucléotides utilisés pour les expériences de biochimie et de
biophysique ont été synthétisés et purifiés chez Sigma. Leur synthese a été faite par voie chimique
en utilisant la technique de synthése automatique en phase solide. Une fois réceptionnés, les
oligonucléotides simples brins, sont tous dissous dans de ’eau, congelés dans I'azote liquide puis
lyophilisé afin de se débarrasser de toute trace de solvants utilisés lors de la synthése. Une fois
sec, ils sont finalement remis en solution dans du tampon Tris 20mM pH 8.0, NaCl 150mM
(tampon proche du tampon utilisé lors des expériences de biophysique), leur concentration est
ajustée a environ 1mM, puis ils sont congelés a -20°C pour étre conservés. La vérification de la
concentration réelle des solutions ainsi préparées est faite par spectrophotométrie d’absorbance a
260 nm sur nanodrop. Les oligonucléotides simples brins ainsi préparés sont hybridés avec leur
oligonucléotide complémentaire. Cette hybridation se fait par mélange équimolaire des
oligonucléotides complémentaires, chauffage a 100°C, puis refroidissement tres lent de 100°C
vers 20°C en 1 nuit dans un bain-marie d’au moins 3 L,. Une fois que le bain-marie est
redescendu a température ambiante, il doit étre porté a 4°C puis une fois a cette température, les
¢chantillons seront congelés directement a -20°C. La concentration de I'oligonucléotide double
brin formé est d’environ 1mM, et elle est vérifiée par spectrophotométrie d’absorbance a 260 nm
sur un Nanodrop ND-1000.

2.3 Purification des facteurs exprimés

2.3.1 Purification de Ku70/80 et Ku70 AC/Ku80 AC, XIL.4 et XLF contenant des
étiquettes 10 histidines

Les complexes Ku70/80 (noté plus tard Ku) et Ku70 AC/Ku80 AC (noté plus tard
KuCC), présentent en N-ter de Ku80 une étiquette 10 histidines suivie d’un site de coupure
spécifique a la protéase TEV.

Premic¢rement, les culots (correspondant a 400 mL de culture de cellule) sont décongelés sur
glace et repris dans 80 mL de tampon de lyse NiA-Ku (Tris 20 mM pH 8,0 ; NaCl 850 mM ; KCI
150 mM ; Imidazole 20 mM ; B-Mercaptoethanol 10 mM et de cocktail d’inhibiteur de protéase
Roche sans EDTA 1X).

Une fois les culots remis en suspension, 10 uL. de cet échantillon sont prélevés afin d’étre analysés
par gel d’électrophorese SDS-PAGE, cela constituera ’échantillon d’extrait total (ET). Pour
libérer le contenu cellulaire dans le tampon de lyse, les cellules sont lysées par action d’ultrasons
(3 x 1 minute ; 1s on/ 1s off ; 2400 Joules totaux) en veillant a ce que la température du lysat ne
dépasse pas les 10°C (pour cela les tubes de lyse sont placés dans un mélange de glace / glace
carbonique / éthanol 20% qui maintient une enceinte a la température de -40 °C environ sans
congeler le lysat situé au centre de I'enceinte). Une fois terminé, on ajoute au lysat cellulaire 5 mM
de MgCl; et 60 UI de Benzonase (Merck™, 2 ul d’enzyme a 30UI/ul). Ce mélange est incubé
pendant 30 minutes dans la glace pour que la benzonase dégrade les acides nucléiques libres en
solution.

Le lysat est ensuite clarifié (élimination de la fraction insoluble du lysat) par centrifugation a
48000g pendant 30 minutes a 4°C. La fraction surnageant, (S), est gardée et filtrée a I'aide d’un
filtre a seringue 0,22 um pour ¢éliminer un maximum d’agrégats. Le culot formé lors de la
centrifugation, quant a lui sera solubilisé dans 20 mL de solution 2% de SDS, et constituera la
fraction insoluble du lysat (C pour culot). Pour analyse ultérieure, 100 pL. de chacune de ces
solutions sont prélevés pour étre analysés par gel SDS-PAGE.

Apres avoir équilibré 20 mL de résine Ni-NTA (Macherey) en tampon NiA-Ku, la fraction
soluble est mise a incuber pendant 1 heure a 4°C. Cette étape s’effectue dans une colonne en
verre dans laquelle la résine sera remise en suspension dans le surnageant de lyse. Apres la



sédimentation totale de la résine, la fraction non retenue sur la résine (appelée flow through, FT)
est mise de coté. La résine est lavée avec 3 volumes de colonne (CV) de tampon de lyse NiA-Ku
avec 1M (NaCI+KClI) (cf ci-dessus). Cette étape permet de se débarrasser de certaines protéines
retenues de facon non spécifique, et de se séparer d’'un maximum d’ADN potentiellement liés a
Ku. La fraction de lavage est collectée pour analyse ultérieure. L’élution de notre protéine
étiquetée se fait avec 3 CV de tampon d’¢élution NiC-Ku (Tris 20 mM pH 8,0 ; NaCl 150 mM ;
Imidazole 300 mM ; B-Mercaptoethanol 10 mM) en fraction de 5 mL.

Toutes les fractions de cette étape de purification (ET, C, S, FT, Lavage et élutions) sont ensuite
analysées par gel SDS-PAGE. Les fractions d’intérét sont dosées par Bradford, analysées par
spectrophotométrie UV et regroupées en fonction du gel SDS-PAGE. Les fractions contenant
notre complexe d’intérét sont regroupées et dialysées 1 fois sur la nuit et 1 fois durant 2 heures
contre un tampon ResQA (Tris 20 mM pH 8,0 ; NaCl 50 mM ; KCI 50 mM ; B-Mercaptoethanol
10 mM). Ce dialysat est clarifié par filtration 0,22 um puis injecté sur une colonne échangeuse
d’anions forte de type ResourceQQ de 6 mL (GE healthcare) préalablement équilibrée avec le
dernier tampon de dialyse. La colonne est chargée en sel par passage de 5 CV de tampon
contenant 1M de sels puis réquilibrée en tampon de dialyse. Une fois la protéine chargée sur la
colonne, celle-ci est lavée avec 10 CV de Tampon ResQA. Un gradient de 0 a 40% de tampon
ResQB (Tris 20 mM pH 8,0 ; NaCl 850 mM ; KCl 150 mM ; B-Mercaptoethanol 10 mM) est
réalisé en 20 CV. Les fractions de lavage et d’¢élution (de 1,7 mL) sont collectées. L’¢élution de
notre complexe d’intérét se manifeste par un pic d’absorbance a 280nm. Une fois I’élution
terminée, un lavage de la colonne est fait, en passant 3 CV de tampon ResQB, puis 5CV de NaCl
2M cette étape permet d’éluer les contaminants s’étant fixé sur la colonne, et d’estimer si de
I’ADN contaminant issu de ’étape précédente, est séparé du complexe protéique lors de
I’échangeuse d’anions. Le signal de PADN se témoigne par une absorbance a 260nm environs 2
fois supérieure a I'absorbance a 280nm.

L’ensemble des fractions dont ’'absorbance a 280nm est supérieure a 'absorbance a 260 nm est
analysé sur gel SDS-PAGE. Une fois identifiées, les fractions d’intérét sont rassemblées,
concentrées a environ 1 mg/ml (dosage par mesure de I'absorbance a 280nm sur un Nanodrop
ND-1000) puis dialysées 3 fois 2 heures contre un tampon de congélation (Tris 20 mM pH 8,0 ;
NaCl 150 mM ; B-Metcaptoethanol 5 mM ; Glycérol 10% v/v). Une fois la dialyse terminée, le
complexe purifié est réparti en aliquots de 1 mg, congelé dans de I'azote liquide, puis stocké a -
80°C pour une utilisation ultérieure.

Pour certains échantillons, une coupure de I'étiquette 10 histidines est réalisée grace a la protéase
TEV. Pour ceci, la protéase TEV est ajoutée a la solution de Ku en sortie de NiNTA (ratio de
1:18 mole/mole dans du tampon NiC-Ku) et est mise a incuber sur toute la nuit 2 4 °C lors du
premier bain de dialyse pour passer en tampon ResQA.

I’ensemble des protéines présentant une étiquette de 10 histidines sont purifiées selon ce
protocole. Les tampons ne sont exactement les mémes selon les protéines, ils sont listés ci-
dessous avec I’étape de purification correspondante :



Etape Ku70/80, XRCC4-Lig4 XLF
Ku70 AC/Ku80 AC
Lyse cellulaire Tris 20 mM pH 8,0 ; NaCl =~ Tris 20 mM pH 8,0 ; NaCl ~ Tris 20 mM pH 8,0 ; NaCl
850 mM ; KC1150 mM ; 100 mM ; KCI 50 mM ; 100 mM ; KCI 50 mM ;
Imidazole 20 mM ; [3- Imidazole 20 mM ; B- Imidazole 20 mM ; B-
Mercaptoethanol 10 mM Mercaptoethanol 10 mM Mercaptoethanol 10 mM
et inhibiteur de protéase et inhibiteur de protéase et inhibiteur de protéase
Roche sans EDTA 1X Roche sans EDTA 1X Roche sans EDTA 1X
Lavage 1 Tris 20 mM pH 8,0 ; NaCl ~ Tris 20 mM pH 8,0 ; NaCl ~ Tris 20 mM pH 8,0 ; NaCl
850 mM ; KC1 150 mM ; 100 mM ; KCI 50 mM ; 100 mM ; KCI 50 mM ;
Imidazole 20 mM ; [B- Imidazole 20 mM ; B- Imidazole 20 mM ; B-
Mercaptoethanol 10 mM ~ Mercaptoethanol 10 mM Mercaptoethanol 10 mM
3CV 3CV 3CV
Lavage 2 Tris 20 mM pH 8,0 ; NaCl Tris 20 mM pH 8,0 ; NaCl
850 mM ; KC1150 mM ; 850 mM ; KC1150 mM ;
Imidazole 20 mM ; B- Imidazole 20 mM ; B-
Mercaptoethanol 10 mM Mercaptoethanol 10 mM
3CV 3CV
Lavage 3 Tris 20 mM pH 8,0 ; NaCl ~ Tris 20 mM pH 8,0 ; NaCl
100 mM ; KCI 50 mM ; 100 mM ; KCI 50 mM ;
Imidazole 20 mM ; B- Imidazole 20 mM ; B-
Mercaptoethanol 10 mM ~ Mercaptoethanol 10 mM
2CV 2CV
Elution Tris 20 mM pH 8,0 ; NaCl  Tris 20 mM pH 8,0 ; NaCl ~ Tris 20 mM pH 8,0 ; NaCl

150 mM ; Imidazole 300

mM ; B-Mercaptoethanol
10 mM

150 mM ; Imidazole 300

mM ; B-Mercaptoethanol
10 mM

150 mM ; Imidazole 300
mM ; B-Mercaptoethanol
10 mM

2.3.2 Purification de XLF sans étiquette

Nous utilisons deux construits de la protéine XLE Le premier présente en N-ter une
étiquette 10 histidines suivie d’un site de coupure spécifique a la protéase TEV, et 'autre
correspondant a la forme native de la protéine, sans étiquette.
La purification de la version de XLF étiquetée avec 10 histidines se déroule de la méme manicre
que la purification du complexe XI.4 (voir paragraphe précédent).

Pour la purification de la protéine non étiquetée, la premicre étape de purification est une

chromatographie échangeuse de cations. I’étape de lyse cellulaire suit le méme protocole que
pour la version de XLF avec I’étiquette 10 histidine mais le tampon de lyse n’est pas identique. En
effet comme la premicre étape de purification est une chromatographie échangeuse de cations, les
cellules seront lysées dans un tampon ResSA contenant peu de sel (Tris 20 mM pH 8,0 ; NaCl 50
mM ; KCI 50 mM ; B-Mercaptoethanol 10 mM et inhibiteur de protéase Roche sans EDTA 1x).
Apres avoir équilibré une colonne HitrapS de 5 mL (GE Healthcare) avec du tampon de lyse
ResSA, le lysat clarifié est chargé 2 ImL.min" en utilisant un appareil Bilogical LP (Biorad). La
colonne est ensuite lavée avec du tampon ResSA jusqu’a ce que le signal d’absorbance des UV a
280nm revienne a une valeur stable (soit environ 10CV de tampon). I’¢élution est faite grace a un
gradient de 0 2 40% de tampon ResSB (Tris 20 mM pH 8,0 ; NaCl 850 mM ; KCI 150 mM ; B-
Mercaptoethanol 10 mM). Les fractions ¢luées sont dialysées contre le tampon ResQA contenant
NaCl 50 mM ; KCL 50 mM. La seconde étape de purification est une étape de chromatographie
¢changeuse d’anions qui se déroule de la méme maniére que pour Ku et XI.4.



2.4 Caractérisation des échantillons protéiques

2.4.1 Analyse de la steechiométrie des complexes par gel SDS-PAGE

Pour évaluer la stcechiométrie de nos complexes protéiques, nous utilisons des gels Mini-
PROTEAN® TGX Stain-Free™ et le systeme de lecture Gel Doc EZ (Biorad). Les gels TGX
sont des gels de SDS-PAGE en tris-glycine qui contiennent un composé organique de type
halogénoalcane. Un de ces composés, breveté par BioRad (le trihalo : WO 2013163451 A1) réagit
avec les tryptophanes et modifie leur propriété de fluorescence. Ainsi I'utilisation des gels
contenant du trihalo permet de quantifier la quantité de protéines présente dans les différentes
bandes du gel SDS-PAGE a condition qu’elles contiennent des tryptophanes. Le signal de
fluorescence spécifique émis par les bandes est proportionnel au nombre de tryptophane de
chaque protéine et permet une évaluation de la steechiométrie relative des sous-unités présentes
dans le complexe analysé. Nous avons utilisé dans un premier temps, cette technique sur le
complexe Ligase4-XRCC4 purifié, avant et apres congélation. La Ligase4 possede 10 Trp et
XRCC4 possede 4 Trp. La steechiométrie attendue est de une Ligase 4 pour deux molécules de
XRCCA4. Les complexes de Ku ont également été analysés : Ku 80 possede 4 Trp et Ku70
seulement 2. Nous attendons donc une intensité de fluorescence de la protéine Ku80 deux fois
plus importante que celle de Ku70 pour respecter une steechiométrie de 1 pour 1.

2.4.2 Analyse par chromatographie d’exclusion de tailles

Pour cette analyse, 100 ug des échantillons purifiés sont décongelés, puis injectés sur une
colonne de chromatographie d’exclusion de taille (SEC) de type Superose 6 increase 10/300 GL
(GE healthcare). La colonne est équilibrée avec du tampon AN (Tris 20 mM pH 8,0 ; NaCl 150
mM ; B-Mercaptoethanol 5 mM), élution se fait avec un débit de 0,5 mL.min" et des fractions
de 0,5 mL sont collectées pour analyse sur gel SDS-PAGE. La colonne utilisée est préalablement
calibrée avec des marqueurs de taille : Ovalbumine 44kDa, Aldolase 158kDa, Ferritine 440kDa,
Thyroglobuline 669kDa et Blue Dextran >2M Da (GE Healthcare).

2.4.3 Analyse par Dichroisme circulaire

Les mesures de dichroisme circulaire (CD) permettent d’avoir acces a I'information de la
présence de structures secondaires dans I’échantillon étudié. Il se base sur la propriété de ces
structures a avoir un pouvoir absorbant de la lumicre polarisée gauche, différent de la lumicre
polarisée droite dans la région des UV lointains. Pour réaliser ces expériences, les protéines
purifiées sont dialysées contre un tampon CD (Tris 10 mM pH 8,0 ; NaF 100mM). Le NaF a un
pouvoir d’absorption moindre que le NaCl dans région 190-220nm. Cela permet de mieux
détecter le signal da aux protéines en solution dans cette région de longueur d’ondes, tout en
maintenant une pression osmotique compatible avec la manipulation de protéine dans un état
non agrégé. Les échantillons sont utilisés a une concentration de 1 pM dans ces expériences et les
mesures sont faites dans une cuve en quartz dans un appareil Jasco JG815 CD Spectrometer
(Service Simopro, CEA Saclay). Chaque spectre est obtenu par 'accumulation de 20 acquisitions
de 250 a 190 nm de longueur d’onde par pas de 0,1 nm et avec une largeur de bande de 1 nm. Les
spectres finaux des protéines sont obtenus en soustrayant le spectre du tampon aux spectres
initiaux. Pour pouvoir comparer les spectres entre eux, les spectres sont exprimés en ellipticité
molaire résiduelle selon la formule suivante :
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ou [B] est lellipticité molaire résiduelle (en deg.cm’.dmol™.résidu™), O est le signal de
dichroifsme circulaire brut tel qu’enregistré par le spectrometre (en mdeg), c la
concentration molaire en protéine (en mol.mL™), L. est le trajet optique (en cm) etn est le
nombre de résidus dans la protéine.

2.4.4 Analyse par SEC-MALS

Le SEC-MALS est une technique couplant une chromatographie d’exclusion de taille a
une mesure de diffusion statique de la lumiére mesurée a différents angles (30, 60 et 90°). Cette
technique permet, si ’échantillon n’est pas homogene, de séparer les constituants de ce mélange
(par la SEC) et de déterminer dans la méme expérience la masse de chacun de ces constituants en
utilisant le signal de diffusion de lumicre a différents angles.

Pour réaliser ces expériences, les différents échantillons sont concentrés 2 3mg.mL." puis injectés
sur une colonne Superdex S200 increase 10/300 GL, équilibrée en tampon AN, avec un débit de
0,5 mL.min™.

2.5 Mesures biophysiques des interactions

2.5.1 Caractérisation des interactions par microcalorimétrie

La mesure d’une interaction par microcalorimétrie (ITC pour Isothermal Titration
Calorimetry) est une caractérisation qui utilise la détection de la chaleur émise ou absorbée
lorsque deux molécules entrent en interaction. On appellera par la suite récepteur la molécule qui
sera mise dans la cellule du calorimeétre et ligand la molécule qui sera mise dans la seingue. Pour
une expérience de calorimétrie, les deux molécules, récepteur et ligand, doivent se trouver dans
un tampon strictement identique, afin de limiter 'importance de I’échange de chaleur lors de
injection du ligand dans la cellule contenant le récepteur. Pour les interactions de type protéine-
peptide ou protéine-ADN, le récepteur est dialysé 3 fois 2 heures contre du tampon AN, puis
porté a une concentration de 1 a 20 uM pour des interactions avec des Kd compris entre 20nM et
1uM. Les ligands (peptides ou ADN) sont stockés a haute concentration (de ImM a 3mM dans
un tampon proche du tampon AN). Les ligands sont dilués dans le tampon du dernier bain de
dialyse de la protéine. Les ligands sont mis dans la seringue d’injection a une concentration 10
fois supérieure a celle du récepteur présent dans la cellule de I'ITC. Cette concentration et le
volume de ligand injecté permet d’atteindre une stoechiométrie de 2 ligands pour 1 récepteur en
fin de titration. . Lors d’une mesure d’interaction protéine-protéine, les deux protéines sont
dialysées contre le méme tampon. La protéine la plus soluble est utilisée comme ligand et mise
dans la seringue d’injection. Elle est amenée également a une concentration 10 fois supérieure au
récepteur présent dans la cellule de 'TTC Pour ce type d’expérience, il est nécessaire de préparer
2,1 mL de récepteur pour la cellule du VP-ITC, et 500 ul du ligand (peptide, protéine et ADN)
pour la seringue.

Les concentrations nécessaires pour une bonne détermination des parameétres thermodynamiques
d’une interaction par ITC sont de 10 a 50 fois le Kp attendu pour le récepteur Cette regle est la
régle du facteur c. (Figure M.7). Le ligand doit étre concentré 10 fois plus soit de 100 a 500 fois le
Kb, Pour les interactions de Ku avec de PADN, Ku est utilisé comme récepteur et est placé dans
la cellule de mesure. Nous utilisons une concentration de 1 pM pour un Kd attendu autour de
10nM. I’ADN est utilisé comme ligand et est placé a une concentration de 10 uM dans la
seringue d’injection (ceci permet d’atteindre un facteur c de 100 environ). Pour les interactions de



Ku avec des peptides ou d’autres protéines, Ku est utilisé comme récepteur a une concentration
de 4 2 20 uM pour des Kd attendus entre 500nM et 2uM. Les peptides ou les protéines (ligands)
sont placés dans la seringue a une concentration 10 fois supérieure a celle de Ku.

Avant de lancer I'expérience, les deux solutions contenant le récepteur et le ligand sont dégazées
et portées a la température souhaitée (20 °C pour les interactions Ku-ADN, et 25°C pour les
autres interactions) pendant 10 minutes, ces températures sont optimisées pour que le
dégagement de chaleur mesuré soit maximal. L’appareil utilisé est un microcalorimétre de type
VP-ITC (Malvern). Le récepteur est placé dans une cellule de mesure adiabatique. Le ligand est
injecté par volumes de 6 a 10 pl. par I'extrémité de la seringue. La seringue tourne a vitesse de
307 rpm pour homogénéiser le mélange. Une période de latence de 240 secondes est introduite
apres chaque injection pour permettre au systeme de revenir a 'équilibre. C’est lors de ces
injections que l'interaction (si elle existe) provoquera un échange de chaleur de quelques
microcalories et un changement de température dans la cellule de mesure. LLa compensation de
cette variation de température par rapport a une cellule de référence est mesurée par le
calotimétre en quantité de chaleur W (en pcal.s™) absorbée ou dégagée lors de I'interaction.
Lors des premicres injections, le récepteur est en exces. Un nombre sensiblement identique de
molécules de ligands se fixent a chaque injection sur les molécules de récepteur essentiellement
libres. Nous observons des pics d’échange de chaleur d’intensité et surface similaire.
Progressivement le récepteur est saturé en ligand lorsqu’on se rapproche de la stcechiométrie un
ligand pour un récepteur. De moins en moins de molécules de ligands se fixent a chaque injection
sur les molécules de récepteur en partie saturé (Figure M.7).En fin de réaction, tous les sites de
liaison du récepteur sont saturés. Les molécules de ligands ne se fixent plus au récepteur. On
observe des pics d’échanges de chaleur qui correspondent au signal de dilution du ligand.

Les données brutes appelées thermogramme sont analysées a ’aide d’une extension au logiciel
Origin 7.0 développée spécifiquement pour traiter les données d’ITC (Malvern). I’analyse
consiste en l'intégration de 'aire sous les pics observés lors de la titration. Ia courbe obtenue est
appelée isotherme de titration. Elle permet de déterminer différents parametres
thermodynamiques tels que la variation d’enthalpie du systéme due 2 la liaison (AH®, en kcal.mol
Y, la constante thermodynamique d’association (Ka, en L.mol™) et la stcechiométrie de
Iinteraction (n, en unité absolue). Les autres parametres thermodynamiques caractérisant
interaction peuvent étre déduits des parametres cités précédemment. Il est donc possible de
déterminer la variation d’entropie du systéme due 2 la réaction (AS°, en kcal.mol.deg™), la
variation d’enthalpie libre du systéme (AG®, en kcal.mol™), et la constante thermodynamique de
dissociation (Kp, en mol.L.") grice a la relation :

AG° = AH®° —TAS° (1)
AG° = —RT.In(Ka) (2)
Ka=— dou AG° = RT.In(Kd) (3

Avec comme parameétres la température absolue T en Kelvin, la constante des gaz parfaits R
(8.314 J.mol.K'" & pression P=1bar).
Dans I’équation (1), la variation d’enthalpie libre lors de I’association de deux molécules est
dépendante de deux termes, la variation d’enthalpie et la variation d’entropie. La variation
d’enthalpie correspond a différents événements moléculaires incluant la création ou a la rupture
de liaisons hydrogenes et les interactions dipole-dipdle de type Van der Waals. La variation
d’entropie correspond a différents évenements moléculaires incluant la formation ou la rupture
d’interactions par effet hydrophobe, des changements de conformation d’un des deux
interactants et le changement d’hydratation des deux interactants lors de I'interaction (D’Aquino
et al., 2000). L’ensemble des parametres déterminé fait de cette technique une technique idéale
pour mesurer les interactions entre macromolécules. Cependant il arrive parfois que la chaleur
dégagée (quel que soit la température de réaction) soit trop faible pour permettre la



détermination des constantes citées précédemment. Par ailleurs pour les interactions de faible
affinité (Kp>5-10 uM), la quantité de protéine nécessaire a la réalisation de 'expérience dépasse
souvent les 5 mg de récepteur, faisant de cette technique une technique trés consommatrice en
matériel.
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Figure M.7 : (A) Schéma représentant le dispositif de mesure de microcalorimétrie. I’appareil se compose d’une cellule de référence remplie avec
le tampon dans lequel est mesurée I'interaction, et d’une cellule échantillon dans laquelle sera placée le recepteur. L’appareil applique une
différence de potentiel (DP) pour maintenir les deux cellules a la méme température (AT~0). (B) déroulement d’une expérience et analyse des
données. La partie gauche du schéma présente le thermogramme, le ligand est injecté dans la cellule de mesure par petits volumes de 6 a 10 pL. A
chaque injection, le systeme électronique réagit pour ramener la température de la cellule de mesure a méme valeur que celle de la cellule de
référence. A droite se trouve lisotherme de titration. On peut en déduire dans exemple la variation d’enthalpie négative (AH = -4kcal/mol), la
steechiométrie (molar ratio = 1). (C) Formule de calcul du facteur ¢ et évolution de la forme d’une isotherme de titration pour des valeurs ¢
différentes.

2.5.2 Caractérisation des interactions par thermophorése a micro échelle

LLa mesure d’interactions par thermophoréese a micro échelle (MST pour MicroScale
Thermophoresis), est une technique qui permet de mesurer une affinité d’interaction grice a la
modification du volume d’hydratation apparent d’un récepteur marqué avec un fluorophore,
lorsqu’un ligand vient se fixer a elle. La variation de ce volume n’est pas quantifiée, mais elle a un
impact sur la diffusion des protéines marquées lorsque localement on échauffe I’échantillon de
5°C aTl'aide d’un laser. La diffusion du récepteur fluorescent est mesurée a différentes
concentrations de ligand. La courbe de titration obtenue permet, si on observe une sigmoide avec
deux plateaux de déterminer une constante de dissociation Kd au point de transition de la



sigmoide (Figure M.8)
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Figure M.8 : (A) Appareil utilisé pour les mesures de MST, le NanoTemper Monolith NT115. (B) Principe de fonctionnement d’une mesure
MST. Un laser infra rouge (IR) illumine les échantillons placés dans des capillaires de verre. Pendant ce temps, un détecteur de fluorescence
mesure la variation de fluorescence a 'endroit éclairé par le laser. Puis le systéme se déplace pour aller scanner le capillaire suivant avec une
concentration en ligand différente. (C) Représentation classique d’un signal MST' (Trace MST). L’échantillon « froid » présente une fluorescence
normalisée a 1000 UA, puis au bout de 5 s de mesure, ’échantillon est éclairé par le laser IR pendant 30 sec. Cela se traduit par une diminution de
la fluorescence due a la diffusion des particules marquées vers I'extérieur. Puis lors de Iarrét du chauffage (ici de 35 a 40 sec), la fluorescence
revient a son état basal, car les molécules rediffusent vers 'endroit de plus faible concentration. (D) Résultat d’un titrage MST. I’échantillon non
lié (en noir, courbe la plus basse) présente une vitesse de diffusion plus élevée ainsi quune fluorescence finale plus basse que I'échantillon lié
(courbe rouge). La différence de fluorescence entre I’échantillon froid (Fcold) et I’échantillon chaud (Fhot) sera ensuite reportée et utilisée pour
tracer la courbe de titration (courbe de droite) : AF= f(concentration en ligand). Dans cet exemple la transition de cette courbe indique que
Pinteraction modele a une affinité de 'ordre de 10 nM.

2.5.3 Caractérisation des interactions par résonnance plasmonique de surface

La résonnance plasmonique de surface est une technique mesurant des micro-variations
d’indice de réfraction sur une surface associées a des changements de densité sur cette surface.
Dans une premicere étape, un récepteur est accroché, le plus souvent de fagon covalente, sur une
surface fonctionnalisée, ce qui entraine une premiere variation de densité sur la surface et d’indice
de réfraction. Dans une seconde étape, le ligand est injecté sur cette surface par microfluidique
entrainant un seconde changement de densité sur la surface si 'interaction a lieu entre le
récepteur et le ligand. Cette technique utilise en fait la propriété que lorsqu’un rayon lumineux
monochromatique frappe une interface verre/or avec un angle entrainant une réflexion totale de
la lumiére, il est émis une onde appelée plasmon de surface, amplifié par la présence d’or d’ou le
terme de Surface Plasmon Résonance. L’angle de 'onde réfléchie est lié a 'intensité du
phénomene de SPR. Si la densité sur la surface change, lors de I’association ou de la dissociation
d’un ligand par exemple, 'angle de 'onde réfléchie change légerement. Cette variation d’angle est
la mesure suivi par I'appareil SPR, mesure avec une grandeur arbitraire appelée RU pour
Résonance Unit. Ce phénomene de modification de I'angle de réflexion est observé lorsqu’on
fixe le récepteur et lorsqu’un ligand se fixe a son récepteur. Nous pouvons donc suivre en temps
réel, I'association, puis la dissociation d’un complexe. Cette technique permet de déterminer les
constantes cinétiques d’association (ko, en M's™) et de dissociation (ko en s™) d’un complexe,

S . . kon
ainsi que la constante thermodynamique d’association <KA:W en L.mol™).
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Figure M.9 : Principe de mesure par résonance plasmonique de surface. Lorsque seulement du tampon passe dans les cellules de
mesure, langle de réflexion de la lumiére polarisée sera d’une valeur fixe (I). Lors de linjection du ligand, linteraction entre les
deux macromolécules induira un changement de densité a la surface du film d’or et par la méme occasion, un changement dans
'angle de réflexion du faisceau de lumicre polarisée (II). La mesure de la variation de cet angle en fonction du temps permet
d’obtenir une courbe d’association et de déterminer une vitesse apparente d’association des deux molécules (kon en M-1s1).
Lotsqu’un plateau est observé en association, le tampon est injecté a la place du ligand. Le ligand se dissocie et la mesure de
variation d’angle en fonction du temps permet d’obtenir la courbe de dissociation et la constante de vitesse apparente de
dissociation de ce complexe (kogr en s7). La constante thermodynamique de dissociation Kp est déduite de la formule

Kd=koff/kon.
2.6 Caractérisation structurale des complexes étudiés

2.6.1 Détermination de la conformation globale par SAXS

La diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS pour Small Angle Xray Scattering) est une
technique qui permet d’associer le signal de diffusion d’un faisceau de lumiere monochromatique
de rayons X par une solution homogene d’une macromolécule a la forme de cette macromolécule
en solution.

Les électrons d’une macromolécule en solution présentent la propritété de dévier le chemin
optique de rayons X de toutes longueurs d’onde. On se place dans nos expériences autour del A,
ce qui correspond a la valeur optimale limitant les compromis entre la dégradation des
échantillons et les propriétés de fonctionnement des machines des lignes de lumiere des
synchrotrons. I’ensemble des électrons, constituant la macromolécule (protéine, ADN,
complexes, ...) vont dévier le faisceau incident. Cette déviation est moyennée car les objets en
solution adoptent des orientations aléatoires. Sur la ligne de Lumiére SWING, l'intensité des
rayons X est enregistrée en fonction de I’angle ou ils frappent un détecteur 2D qui se trouve dans
une enceinte sous vide. On obtient un signal de diffusion isotrope ou disque de diffusion.

Pour les expériences SAXS, des concentrations de 1, 3 et 5 mg.ml." des complexes protéine-
peptides ou protéine-ADN sont préparés dans un volume de 50 uL et dans le tampon S (Tris 20
mM pH 8,0 ; NaCl 150 mM ; dTT 2 mM). Les échantillons sont centrifugés a 15000g pendant 10
minutes afin de se séparer des principaux agrégats. Les agrégats ont un treés fort pouvoir de
diffusion. En effet 'intensité des rayons X diffusée suit la loi suivante :

A =f fe.p(r).e@n)qy
v

Ou A est 'amplitude du rayon diffusé, fe le facteur de diffusion des électrons, p(r) la densité
électronique en un point de I'espace 1, et q.r le produit vectoriel du vecteur de diffusion q et du
vecteur r indiquant la localisation de I’électron diffusant dans I’espace réel. La grandeur mesurée
est intensité 1, avec

I =|A(q)?]



Les agrégats ont un rayon r beaucoup plus élevé que les macromolécules classiques entrainant
une amplitude de diffusion importante d’apres la formule de 'amplitude ci-dessus.

Le passeur d’échantillon transfere 45 uL. de I’échantillon dans un systeme fluidique et injecte
échantillon a un débit de 40 pul..min" dans un capillaire en quartz. I’échantillon est ensuite
illuminé par les rayons X avec des impulsions de 0,5 sec suivi de 0,5 sec de repos pendant lequel
I’échantillon sera poussé dans le capillaire. Cela permet d’illuminer un petit volume d’échantillon
dans un premier temps, puis de le remplacer dans la cellule d’illumination par un autre volume,
non irradié. Dans des expériences de SAXS, chaque atome contenu dans I’échantillon participe au
pouvoir de diffusion de I’échantillon. Une mesure du pouvoir de diffusion du tampon seul est
effectuée pour le soustraire a la courbe de diffusion de I’échantillon protéique. Cela nous permet
de nous affranchir du signal des sels et de 'eau du tampon.

Toutes les courbes de diffusion sont ensuite analysées par le logiciel FOXTROT développé sur la
ligne de lumiere SWING au synchrotron SOLEIL (David and Pérez, 2009). Ce logiciel permet de
moyenner toutes les intensités de diffusion enregistrées lors de I'injection de I’échantillon (45uL,
une image toutes les 0.5 sec), et de soustraire le signal de diffusion du tampon au signal de
diffusion des complexes étudiés. Cette étape de moyennation permet d’obtenir a partir d’un seul
¢chantillon, les données les plus fiables possibles, et les statistiques informant sur la qualité des
données de diffusion. La courbe moyenne de diffusion est analysée grace a la suite de logiciels
ATSAS (Konarev et al., 2000).
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Figure M.10 : Schéma de déroulement d’une expérience SAXS. I’échantillon préparé extemporanément et
centrifugé est placé dans le systéme fluidique. II est ensuite poussé au niveau du capillaire de mesure en quartz par
différents systemes de pompe. A ce niveau il sera illuminé par le faisceau de rayons X tout en continuant de circuler
dans le systeme. Les rayons diffusés sont ensuite collectés par un détecteur placé a 1,80m de I’échantillon dans une
enceinte sous vide. On trace la courbe de diffusion 1=f(q) qui sera notre point de départ pour I'analyse de
I’échantillon, apres avoir soustrait le signal du tampon seul.

Une analyse des profils de diffusion et de dérivés de ces courbes permet d’avoir acces au Rayon
de gyration de la particule étudiée, ainsi que son Dmax (la distance maximale entre deux atomes
dans la particule). Pour la détermination du Rg, la valeur est donnée par I'analyse de Guinier de la
courbe de diffusion :



2
nli(@)] = [1(0)] - =5~ ¢

L’extrapolation du logarithme de I'intensité a I'origine (In(I(0))) permet de calculer le rayon de
giration de la particule Rg.

Pour la détermination du Dmax de la particule, une analyse supplémentaire est nécessaire. Cette
analyse de la distribution des distances intra moléculaire est régie par la formule :

P =1z [ w1 g

Cette formule dérive de la courbe de diffusion (et de celle de Guinier), lorsque r=0 alors p(r)=0 et
lorsque q tend vers Dmax alors on aura p(r)=20. Ce type de représentation est fait par le logiciel
GNOM de la suite ATSAS

Ces deux analyses permettent de comparer des échantillons. Elles ne font pas intervenir de

modélisation ab znitio, comme lors de la création d’une enveloppe SAXS a 'aide du logiciel
DAMMIE.

2.6.2 Cristallisation des complexes protéine-peptide-ADN

Afin d’étudier la structure atomique de complexes par diffraction des rayons X, nous devons
obtenir des cristaux de ces complexes. I’obtention de cristaux (forme orgnaisée et compacte de
nos macromolécules biologiques) permet lors d’expériences de diffraction des rayons X,
d’amplifier le signal de diffraction et donc d’obtenir de meilleures informations sur la structure de
notre objet d’intérét. La cristallisation consiste a amener une molécule soluble diluée dans une
phase liquide, a une phase solide, ou ces macromolécules sont organisées de maniére compacte et
réguli¢re par des interactions non covalentes appelées contacts cristallins. La cristallisation est une
étape tres empirique dont peu de parametres sont maitrisés. Il faut en effet trouver les conditions
telles qu’une protéine ou un complexe en solution voit sa solubilité diminuer dans les conditions
qui initieront la nucléation d’un cristal plutot que la formation d’un précipité. En général, ces
conditions sont atteintes lorsque 'on modifie les parametres physico-chimiques de la solution
dans laquelle se trouve la protéine et la concentration de la protéine. Pour ceci, il est possible de
modifier par exemple le pH de la solution, la force ionique, le type d’ion en solution, ’ajout de
solvants ou de polymeres tel que les Poly-Ethyléne-Glycol qui pourront modifier la viscosité, la
disponibilité en eau du tampon et agir comme écran de charges.

L’ensemble des effets de ces composés, que 'on nomme agents de cristallisation ou agent de
précipitation. On illustre ces effets a travers un diagramme de phase (Figure M.11.A). Ce
diagramme varie assez peu lorsque 'on change d’agent précipitant. Il résume le fait que pour
cristalliser une protéine, il faut la faire passer d’une forme libre en solution a une forme solide, en
faisant varier la concentration de cette protéine et celle du ou des agents de cristallisation.

Ainsi nous chercherons a faire se déplacer le systeme de la zone de solubilité ou sous saturation
(under saturation), vers la zone labile, située entre la zone métastable et la zone de précipitation,
pour initier la formation de germes de cristaux. La croissance de ces germes en cristaux de taille
raisonnable se fait tant que le systeme est dans la zone métastable ou la concentration en agent
précipitant sera suffisante pour autoriser ’addition de nouvelles protéines au cristal déja en cours
de formation.

Malgré la complexité de cette étape de cristallisation, il a été possible de résoudre la structure de
116 453 structures par cette technique (RCSB PDB, Mai 2017). Des études statistiques des
conditions de cristallisation ont permis de tirer des conclusions quant aux parametres pouvant
influencer la formation des cristaux de macromolécules biologiques. L’obtention de cristaux
nécessite des macromolécules tres pures (1>90%). Les protéines compactes et bien repliées



cristallisent plus facilement que celles comportant des régions dépliées importantes,
L’homogénéité de la solution est un facteur indispensable a la bonne cristallisation et il est
important de limiter la présence d’agrégats pour initier une cristallisation. Par ailleurs, I’analyse
des conditions de cristallisation des protéines précédemment cristallisées a régulicrement (des
1991, Jancarik, ref)) permis de lister des conditions physico-chimiques dans lesquelles les
protéines avaient tendance a cristalliser. Des kits de criblage (screening) de conditions de

cristallisation ont ainsi été proposés (Luft et al., 2014). Nous avons ainsi utilisé pour cristalliser les
complexes Ku-ADN-peptide, les kits commerciaux suivants :

Classic Suite : construit selon I’étude des conditions de cristallisation les plus représentées.

e JCSG : kit combinant PEG, solvant organique et gamme de sels.

e PACT : permettant de coupler effet de PEG de différentes tailles a la présence de
différents sels, tout en faisant varier le pH de la solution.

e PEG-I: quelque peu similaire au kit PACT

Salt grid : kit ne rassemblant que des conditions de cristallisation utilisant des sels

chaotropiques de différentes forces, notamment le tres célebre sulfate d’ammonium.

Wizard 1&2 : Kit combinant de nombreuses conditions empruntées au différents kits
spécialisés cités précédemment.

Les tests de cristallisation ont été faits sur la plateforme de cristallisation a haut débit HTX de
IEMBL de Grenoble (] Marquez, https://htxlab.embl.fr/). Les complexes sont préparés a une
concentration allant de 10 2 20 mg.mL" (concentration C1) puis deux dilutions de chaque

. . s . c1 ¢ L
¢chantillons sont réalisées (respectivement —= et =) dans du tampon AN. Un robot réalise les 96

tests de cristallisation de chacun des kits cités précédemment. La technique utilisée pour la

recherche des conditions de cristallisation est la technique de la diffusion de vapeur en goutte
assise (Figure M.11)
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Figure M.11 : Schéma expérimental de la cristallisation de macromolécules biologiques par la technique de la diffusion de vapeur.
(A) Diagramme de phase d’une protéine en fonction de la concentration en agent précipitant dans la solution, et de la
concentration en protéine. Pour la cristallisation de cette protéine il est nécessaire de passer de la zone de sous-saturation
(undersaturation), a la zone de nucléation (zone dite labile), puis de retourner dans la zone de croissance cristalline (zone
métastable). (B) Chemin emprunté par une solution de protéine lors d’une expérience de cristallisation par diffusion de vapeur. Le
mélange de la solution de cristallisation et de la solution de protéine va diviser par deux les concentrations de chacune au départ
de la réaction. Lorsque le systeme sera fermé hermétiquement, la vapeur d’eau diffuse progressivement de la solution la plus
diluée a la plus concentrée (7. de la goutte vers le réservoir). La concentration en protéine et celle en agent précipitant augmentent
jusqu’a atteindre la zone de nucléation. A partir de la, la concentration en agent précipitant va continuer d’augmenter (toujours a
cause de la diffusion) tandis que la concentration en protéine va diminuer car les protéines seront emprisonnées dans le cristal en
cours de formation. Cela conduira a la croissance cristalline. (C) Schéma du montage expérimentale pour la réalisation de
cristallisation en goutte assise par diffusion de vapeur. Les gouttes de cristallisation sur la plateforme HTX ont un volume de 0,1ul
de protéine plus 0,1ul d’agent précipitant (D) Exemple de cristaux de protéine obtenus par cette technique.

Les gouttes de cristallisation sont faites a2 20°C en mélangeant un volume équivalent de solution
réservoir et de solution de complexe (0,1uL). La plaque dans laquelle sont faits les tests est
ensuite celée a I'air d’un film plastique adhésif, isolant chacun des compartiments. La diffusion
des composés volatiles entre la goutte et le réservoir permet la concentration de I’échantillon
protéique dans la goutte (Figure M.11). La plaque est ensuite stockée a 4°C et des prises de vue
sont effectuées par un robot Formulatrix Rockimager a différents temps post-réalisation J+1,
J+3,J+7,J+15, J+33, J+61 et J+87. Ces prises de vue sont disponibles sur internet grace a un
serveur développé par la plateforme

CRIMS(https: //embl.fr/htlab/index.phproption=com_content&view=featured&Itemid=101 ). Ce service permet de
suivre I’évolution des gouttes dans le temps et de les classer selon I’état de la solution :

o Goutte claire

e  Précipité diffus

e Précipité hétérogene

e Précipité microcristallin

e Qursin ; microcristaux

e Aiguille ; Amas d’aiguilles
o (ristal isolé



Figure M.12 : Tllustrations de différents états possibles d’une goutte de cristallisation. Les chiffres correspondent
aux différents états cités précédemment. (Adapté de https://wwwbenchwise.wordpress.com)

Cette visualisation nous permet de déterminer des pistes de cristallisation a optimiser au
laboratoire. Pour ce faire, les échantillons sont préparés dans les mémes conditions que pour le
crible, et des gammes de solution de cristallisation sont faites afin de retrouver dans les
conditions du laboratoire (20°C ou 6°C, volume de goutte de 1,5uL, diffusion de vapeur en
goutte suspendue, solutions de cristallisation préparées au laboratoire) des cristaux dans les
conditions identifiées sur la plateforme de cristallisation.

Les cristaux apparaissent dans ce projet dans une gamme de temps allant de 6 heures a 6 jours.
Ces cristaux sont ensuite collectés grace a des boucles de 40 a 150 um de diametre. Ils sont
trempés dans une solution cryo-protectrice (solution de cristallisation additionnée de 20% (v/v)
de glycérol) pendant 30s a 2 min puis congelés rapidement en les placant dans de I'azote liquide.
Ils sont ensuite stockés dans de ’azote liquide jusqu’a leur utilisation.

2.6.3 Collecte des données de diffraction et intégration

Les cristaux sont analysés au synchrotron SOLEIL, sur les lignes de diffraction Proxima 1 (PX1)
et Proxima 2 (PX2). Les cristaux sont montés devant le faisceau de rayons X, sous flux d’azote a
I'aide d’un robot. Ils sont ensuite illuminés par le faisceau de rayons X, et les données, des clichés
de diffraction sont collectées sur des détecteurs PILATUS 6M (Dectris Ltd.) ou EIGER X 9M
(Dectris Ltd.) respectivement pour les lighes PX1 et PX2. Les données collectées sont ensuite
traitées. Les taches de diffractions sont détectées et 'analyse de leur disposition permet de donner
une premicre estimation du groupe de Laue auquel la maille cristalline appartient. Les intensités
des taches de diffractions sont ensuite intégrées a ’aide du logiciel XDS (Kabsch, 2010) et du
script « xdsme » écrit et supporté par P. Legrand, scientifique de ligne sur PX1. Ce script permet
d’obtenir rapidement la maille cristalline, le groupe d’espace, I'ensemble des intensités et de
facteurs de structures ainsi que toutes les informations statistiques d’un jeu de données. Les
facteurs de structures sont mis a ’échelle pour tenir compte du déclin du cristal.



2.6.4 Phasage et affinement du model cristallin

L’étape de phasage permet de calculer les premicres cartes de densité électroniques a partir des
jeux de données de diffraction collectés.En effet, lorsque I'on passe par une étape de diffraction,
seule les index des taches de diffraction ainsi que leurs intensités sont mesurables. L'information
contenue par la phase de 'onde diffractée est perdue.Pour déterminer les phases des facteurs de
structure cristal, et donc de chaque faisceaux diffractés, plusieurs techniques sont utilisées. Les
premieres consistent a produire un dérivé du cristal contenant des atomes lourds dont on
déterminera spécifiquement 'emplacement dans 'unité asymétrique (technique de SAD et MAD
par exemple). La seconde technique utilisée est le phasage par remplacement moléculaire. Elle
consiste a utiliser un modele de la macromolécule attendue dans le cristal.

Pour cela une premiere carte est calculée a partir des données expérimentales, c’est la carte de
Patterson.

On la calcule en utilisant la formule suivante :

P(u) = %ZIF(S)IZ.COS[Znu. s]
S

Le calcul est identique a la transformée de Fourier sur la partie réelle des ondes diffractées, c’est-
a-dire, uniquement sur les intensités des facteurs de structure. Ce calcul nous permettra de tracer
une carte tridimensionnelle spécifique, relative a la constitution de la maille de notre cristal.
(Figure M.13).

Par la suite, un modele 3D, utilisant 1a macromolécule attendue dans notre cristal est créé. Il tient
compte du nombre de molécule attendue dans la maille cristalline, calcul probabiliste réalisé grace
a la formule du coefficient de Matthews

v vV
m=——
nxM
Ici, dans ce calcul : Vm est le Coefficient de Matthiews, sa valeur est comprise entre 1.68 et 3.53

A3,V est le volume de la maille cristalline, M est le poids moléculaire de la macromolécule
¢tudiée, et n est le nombre de molécules a chercher dans la maille (ex: 0.5;1;2;3;4; etc...)

Pour ce modele, une carte de Patterson est créée. Elle est comparée a la carte de Patterson des
données expérimentales. Si les deux cartes sont exactements superposables, alors le modele est
parfait, sinon, des modifications sur les orientations des copies du mode¢le 3D est faite. La
position de chacune des copies du modéle 3D est l1égérement modifiée en lui appliquant une
fonction de rotation et une fonction de translation. Apres chaque étape de rotation/translation
une nouvelle carte de Patterson est calculée et comparée a la carte expérimentale.

Cette étape est réitérée jusqu’a ce que le modele créé soit en accord (avec bien sur des erreurs
possibles) avec les données expérimentales. Une fois ce modele validé, il servira de base pour
calculer les phases de notre cristal.

Nous avons utilisé la seconde technique pour le phasage de nos structures, en utilisant comme
modele la structure de Ku résolue par Walker en 2001 (code PDB : 1JEY) (Walker et al., 2001)
légerement modifiée pour 6ter PADN du modele. Cette étape est faite grace a la suite de logiciel
CCP4 (Winn et al., 2011), et notamment avec le logiciel Molrep (Vagin and Teplyakov, 1997).

Le modele issu du remplacement moléculaire est ensuite confronté aux données expérimentales
afin de vérifier sa robustesse, et effectuer des corrections si besoin. Pour cela, nous utilisons le
logiciel BUSTER (Bricogne G. ¢f a/. (2016). BUSTER version 2.10.2. Cambridge, United
Kingdom: Global Phasing Ltd.), cette étape s’appel 'affinement du mode¢le.



Ce logiciel calcule a partir de notre modele des facteurs de structure calculés (Fcalc, calculés a
partir du modele) et les comparera aux facteurs de structure observés (Fobs, dérivants des
données expérimentales de maniere itérative, tout en modifiant légerement le modeéle initial pour
diminuer cette différence. Ces modifications se font selon le respect des contraintes telles que la
géométrie chimique, la cohérence du modele et la géométrie protéique. Lorsque le calcul
converge, les valeurs de Rwork et Rfree (Cf § sur laffinement) se stabilisent, c’est que le mod¢le
correspond aux données expérimentales Le logiciel calcule alors deux cartes de densités
électroniques :

e La carte 2Fobs-Fcalc qui donnera une densité positive correspondant aux densités dont
nous sommes SUrs.

e La carte Fobs-Fcalc, donnant des densités positives et négatives, nous indiquant la ou des
soucis dans le modele subsistent malgré les modifications effectués par BUSTER. Cette
carte permet d’effectuer les modifications importantes permettant de grandement
améliorer le modéle de la structure.

Ces étapes d’affinement permettent de se rendre compte des défauts du modele utilisé.

Pour par la suite améliorer le modele, plusieurs stratégies sont adoptées.

La premicre est la modification de 'emplacement des résidus (protéiques ou nucléiques)
directement dans ’espace réel. Cela signifie que lors de 'observation des cartes de densité
calculées, si un résidu se trouve dans un pic négatif, et qu’un pic positif se trouve a proximité,
nous déplacons le résidu pour le placer dans la densité positive. Ceci se fait toujours en respectant
les contraintes de stéréochimie. Si jamais une densité positive apparait ponctuellement 1a ou
aucun résidus ne se trouve, c’est que notre modele de départ n’était pas tout a fait adapté et que
dans le cristal se trouve un objet supplémentaire. Pour résoudre la question de la nature de cet
objet, il sera d’abord modélisé comme une chaine d’acides aminés poly Alanine, puis au fur et a
mesure de I'affinement de la structure (en connaissant la séquence de la chaine recherchée), les
chaines latérales réelles apparaitront et les résidus seront changés d’Alanine en le bon acide
aminé.

C’est par ces méthodes que se font les plus fines modifications de "emplacement des résidus.
Pour ce qui est des mouvements plus globaux, nous utilisons des fonctions faisant partie
intégrante du logiciel BUSTER. La premicre de ces options est I'affinement en corps rigide. Cela
consiste a considérer que chaque chaine protéique ou nucléique est un objet rigide dont tous les
constituant bouge harmonieusement dans Iespace. C’est cette approche qui est utilisée par
exemple lors du remplacement moléculaire d’une protéine monomérique. Cet affinement est
cependant tres peu précis car les résidus ne peuvent pas bouger librement dans ’espace.

Une seconde option utilisée pour l'affinement est I'utilisation de I'information contenue dans les
symétries non cristallines. En effet lorsque plusieurs copie de 'objet d’étude se trouvent dans une
maille, il est raisonnable de penser que es variation de structure de I'une des copie est applicable
aux autres. Cela permet de moyenner les variations, et donc d’avoir plus de poids dans
laffinement, par une augmentation du rapportt signal/bruit. Cette commande (dans le logiciel
BUSTER) est appelée autoNCS, et est paramétrée de fagon optimale par le logiciel. Cette
technique est trés utile lorsque la diffraction du cristal est anisotrope (que la diffraction n’est pas
homogene dans les trois directions de 'espace).

La derniére des fonctions utilisées pour améliorer I’étape d’affinement est la commande
permettant l'utilisation des tenseurs TL.S™. Les tenseurs TLS sont des opérateurs mathématiques
qui permettent de décrire le désordre et les vibrations moléculaires de plusieurs segments
indépendants dans le cristal. Pour utiliser cette fonction il est nécessaire au préalable de définir
des groupes TLS, comprenant les segments peptidiques/nucléiques dont la vibration moléculaire

22 TLS pout « Translation, Libration and Screw rotation » en anglais



est identique (par exemple, deux acides aminés d’une hélice a enfouie vibreront de la méme
maniere, et seront donc a mettre dans le méme groupe TLS). Cette fonction permet donc de
décrire finement les vibrations moléculaires, et pour les structures a moyenne résolution, d’affiner
le modeéle qui correspondra au mieux aux données expérimentale.

Ce procédé d’affinement est itéré jusqu’a ce que les valeurs quantitatives Rwork et Rfree
atteignent une valeur stable. Ces paramétres permettent de quantifier 'accord entre le modéle
proposé et les données expérimentales. Ils sont calculés avec la formule suivante :

Ynki ||[Fobs| — k|Fcalc]|

Rwork =
Ynkt |[Fobs]|
Ynkier ||Fobs| — k|Fcalc]|
Rfree =
Ynkier |Fobs|
Ou:
e |Fobs| estl'intensité d’un facteur de structure observé dans un plan du référentiel hkl.
e |Fcalc| estl'intensité d’un facteur de structure calculé dans un plan du référentiel hkl.
e [k estle facteur de mise a ’échelle des données
[ )

T est une sous partie de I'espace hkl contenant des données n’ayant jamais été traitées par
affinement de la structure.

Lorsque le mode¢le reconstruit est en accord avec les données observées la valeur de Rwork et
Rfree diminue car la différence Y px; ||Fobs| — k|Fcalc|| diminue. De plus pour le calcul de
Rfree, nous utilisons une partie des données (correspondant ici a 5% du jeu de données complet)
pour le calcul. Cet ensemble est sélectionné au début du traitement des données, ne sera jamais
modifié, et ne sera jamais traité par les étapes d’affinement. Cela nous permet, si la valeur de
Rfree diminue de la méme maniere que le Rwork, de confirmer que I’étape d’affinement est un
succes. De plus, si la valeur de Rfree passe en dessous de celle du Rwork, cela témoigne d’un sut-
affinement et donc que le mod¢le est probablement biaisé.

On surveille donc que I'affinement du modele est bien fait en vérifiant que les valeurs de Rwork
et Rfree décroissent de maniere identique, sans que celle de Rfree passe en dessous de celle de
Rwork.

La validation du modele se fait lorsque ses valeurs de Rwork et Rfree se stabilisent. Les valeurs de
Rwork et Rfree sont alors comparées a celles de structures déja connue, déposées dans la Protein
Data Bank (https://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). Pour une méme résolution, on vérifie
que les valeurs de notre modéle sont du méme ordre de grandeur que les valeurs des structures
déposées, précédemment validées.

On peut aussi évaluer la robustesse de notre modele en utilisant des serveurs de validation de
structures tels que PDBRedo (http://www.cmbi.ru.nl/pdb _redo/), ou Procheck

(https:/ /www.ebi.ac.uk/thornton-stv/software/PROCHECKY/).



https://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
http://www.cmbi.ru.nl/pdb_redo/
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3 Résultats

3.1 Expression et purification des facteurs du NHE]

3.11 Expression des protéines en cellules d’insecte

A mon arrivée au sein du laboratoire, les vecteurs d’expressions codant pour les différentes
protéines et complexes du NHE] étaient pour la plupart construits. Ainsi nous étions en
possession des vecteurs viraux codants pour les protéines entieres XLI et XRCC4, ainsi que les
vecteurs codants pour les complexes XI4, et Ku70/80, aussi avec les protéines entieres.
L’ensemble de ces vecteurs avait été construit grace a une collaboration avec la plateforme de
production en cellules d’insecte d’Imre BERGER a TEMBL de Grenoble. Suite a la création de
ces vecteurs, différents variants ont été faits :

- Le complexe KuCC (Ku70 1-544 et Ku80 1-551) en vecteur pFL.

- Le mutant KuD65V (Ku80 D65V, un variant de patient)

- Laprotéine XLF L297W en vecteur pFL

- Laprotéine XLF L297E en vecteur pFL.

Une construction a 3 sous-unités a également été faite en utilisant les propriétés d’assemblage des
plasmides MultiBac (Fig R.1). Il s’agit de Iassociation en un vecteur contenant Ku70/Ku80
étiqueté avec 10-histidines et de la protéine XLE

Cernunnos

| pFL-Cer }LoxP Ku70Ku80
Xrcc4 LiglVv >-—> | pKL-CXL pUCDM-Ku}

Cre-
DNA-PKcs @ Fe-tox
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Figure R.1 : Stratégie d’assemblage des vecteurs codants pour les différents facteurs du NHE]. Chaque vecteur codant pour un
facteur peut ¢tre assemblé avec un autre en passant par une étape de recombinaison Cre-dépendante.

Ces vecteurs une fois synthétisés sont extraits, purifiés et transfectés dans une premiere génération de cellules d’insectes qui
produiront le lot de virus que 'on appelle V0. Ces virus en solution dans le milieu sont ensuite séparés des cellules et récoltés par
centrifugation. Ils sont ensuite amplifiés grace a une seconde étape d’infection. Les virus produits alors constitueront le stock
appelé V123,

I’ensemble des virus préparés est ensuite testé pour vérifier 'expression de nos protéines

2 Confere paragraphe 2.2.1.1



d’intérét dans deux souches cellulaires (SF21 et Hi5) (Fig R.2). Ce test est fait sur les cellules qui
ont permis de produire le stock de virus V1, récoltés par centrifugation. Le résultat de ce test
nous permet de vérifier la présence et la surexpression de nos protéines d’intérét dans la fraction

soluble des cellules.
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Figure R.2 : (Droite) Suivi de la croissance cellulaire apres infection par le virus portant TORF du complexe Ku. Les cellules
arrétent de croitre 3 jours apres infection, ce qui leur permet de doubler deux fois la population. (Centre) Fluorescence des
cellules en UA. La fluorescence permet de suivre I'expression de la YFP. L’expression des protéines d’intérét est en regle générale
proportionnelle a celle de la YFP car elles sont sous le méme promoteur. La fluorescence de laYFP évolue de fagon exponentielle.
La fluorescence augmente des lors que les cellules ont arrété de se diviser. Les cellules sont récoltées deux a trois jours apres que

la fluorescence apparaisse, pour optimiser expression des protéines avant que celles-ci ne soient dégradées. (Droite) Test

d’expression de Kufl. Les protéines Ku70 et Ku80 surexprimées sont visibles dans I'extrait total (ET), le culot (C) et la fraction

soluble (S) des cellules.

3.1.2 Purification du complexe de Ku

Pour la purification de Ku entier, des premiers tests ont été effectués sur des culots

correspondants a 200 mL de culture de cellules d’insecte. Une fois le protocole établi, un volume
plus grand de cellules est utilisé pour la purification, allant de 400 mL a 800 mL en fonction de la
fluorescence finale. Lorsque la fluorescence finale dépasse la valeur de 3000 UA, alors 400 mL
sont suffisants. En dessous de cette valeur, on utilise 800 mL de culture. Ce choix est fait pour
qu’une purification permette au moins de récolter 15 mg de complexe Ku a la fin de la

purification.

La fraction soluble des cellules lysées est mise en contact avec 15 mL de résine NiNTA en batch™
et laissée a incuber 1 heure en chambre froide a 4°C. Suite a cette incubation, I’éluat direct (flow
through) est récupéré, la résine est lavée et la protéine fixée est éluée avec un tampon contenant

300 mM d’Imidazole.

L’ensemble de ces fractions est récupéré et analysé sur gel SDS-PAGE (Fig R.3).

La coloration au bleu de Coomasie permet de voir que les fractions d’élution présentent deux
q

bandes vers 70 et 85 kDa, correspondant aux tailles respectives de Ku70 et Ku80.

Le gel (Fig R.3) nous indique cependant que I’échantillon n’a pas un taux de pureté suffisamment
important car des bandes de contaminants subsistent toujours (ici vers 50kDa). L’ensemble des
fractions contenant Ku est ensuite rassemblé et dialysé contre du tampon ResQA pour diminuer
la force ionique. Apres les trois bains de dialyse successifs, un précipité blanc se forme dans le
boudin de dialyse. Il est séparé du reste de 'échantillon par centrifugation puis analysé sur gel (Fig

R.3), il ne contient finalement qu’une petite fraction de Ku mais une grande partie des

contaminants. Un spectre UV de la fraction soluble en fin de dialyse est réalisé. Cette analyse

24 En vrac dans une colonne en verre.

< Ku80
<4+ Ku70



rapide nous indique qu’a la fin de la premiere étape de purification, nous avons aux alentours de
35 mg de protéine, a la concentration de 1 mg/mlL. Le ratio d’absorbance Abszq/Absas) nous
indique que I’échantillon est encore contaminé avec un peu d’ADN (ratio abs 280nm/ abs
260nm > 0,8). L’échantillon est ensuite injecté sur une colonne échangeuse d’anions Ressource QQ
de 6mL. Lors de cette étape le complexe Ku se fixe a la résine, et est élué grace a un gradient
salin. L.a mesure de I'absorbance des UV a 260 et 280 nm permet de suivre I’élution de la protéine
et sa séparation de PADN (Chromatogramme en Fig R.3). Ce graphique indique que lors de
I’élution de Ku, deux populations sont présentes (Pic A et Pic B), s’éluant respectivement a la
conductivité de 24 et 29mS.cm™ (correspondant respectivement 2 des valeurs de 250 et 300 mM

de sel). Un pic dont 'absorbance a 260nm surpasse celle de 280 nm est ¢lué¢ a 1000mM de sel. Ce
pic témoigne de la
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Figure R.3 : Bilan de la purification du complexe Ku en cellules d’insecte. A. Gel SDS PAGE de la premiére étape de purification
par chromatographie d’affinité pour I’étiquette 10-His de Ku80. C : culot de débris cellulaire ; FT : flow through, fraction non
retenue sur par la résine NINTA ; W1 et W2 : premiere et seconde étape de lavage. B. Gel SDS PAGE de I’étape de
chromatographie échangeuse d’anions. C : culot issu de I’étape de dialyse ; S : fraction soluble a Iissu de la dialyse. C.

Chromatogramme de Iétape de Ressource Q correspondant au gel en B. en bleu le signal d’absorbance des UV a 280nm, en rouge
le signal d’absorbance des UV a 260nm et en marron la conductivité.

séparation du complexe protéique des ADN contaminants.

Les deux échantillons protéiques sont déposés sur gel SDS-PAGE et semblent contenir tous deux
le méme complexe de Ku. Les fractions correspondants aux deux pics sont rassemblées
séparément, dialysées contre du tampon de conservation contenant 10% de glycérol. Une mesure
au Nanodrop suite a cette dialyse indique que le second pic est en réalité tres légerement

<« Ku80
< Ku70



contaminé avec de PADN (Ratio 260/280 = 0,7), ce qui explique probablement son élution plus
tardive lors de la Ressource Q.

Le rendement final de la purification est d’environ 20 mg de Ku fl purifié pour 400 mL de culture
de cellules d’insecte.

La purification de KuCC se fait dans les mémes conditions et permet d’obtenir jusqu’a 25 mg de
protéines par purification de 400 mL de culture de cellules d’insectes. Les résultats sont consignés
dans la figure R.4.
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Figure R.4 : Bilan de la purification de KuCC. A. Gel SDS-PAGE de I’étape de purification par chromatographie d’affinité pour
une résine NiNTA. C : Culot de débris cellulaires ; S fraction soluble ; FT : fraction non retenue ; W : lavage. L’¢lution se fait en
un seul tube de 3 CV pour gagner en efficacité et rendre la purification plus rapide (évite que la protéine ne passe trop de temps a
4°C). B. Gel SDS-PAGE cortespondant a 'étape de chromatogtraphie échangeuse d’anions. I : échantillon déposé sur la colonne.
C. chromatogramme de I’étape de Ressource Q, en bleu le signal d’absorbance des UV a 280nm, en rouge le signal d’absorbance
des UV a 260nm et en marron la conductivité. Un seul pic est observé sortant a une conductivité de 25 mS.cm-!, ’échantillon est
dialysé et congelé dans 'azote avec 10% de glycérol.

La purification du mutant KuD65V se déroule de la méme manicere que pour Ku fl et permet
d’obtenir 15 mg de Ku pour 400 mg de culture.

Parfois, lors de Iutilisation de lot de virus ayant plus d’un an de stockage, un exces de Ku70 seul
est isolé lors de I'étape de RessourceQ) (Fig R.5), lorsque la conductivité atteint la valeur de 17
mS.cm™. Des fractions de Ku70 homodimeériques sont ainsi isolées et congelées pour une analyse
ultérieure (environ 0,5mg pour 400 mL de culture).
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Figure R.5 : Isolement de Ku70 seul lors d’une purification du complexe Ku. La protéine Ku70 seule est éluée avant le complexe
Ku, car elle présente un pl plus élevé que le complexe. (Droite) : Gel SDS-PAGE correspondant au chromatogramme de droite.
C : culot des agrégats formés pendant I’étape précédente de dialyse ; S : fraction soluble issue de la dialyse. (Gauche)
Chromatogramme de I’étape de Ressource Q a partir de laquelle est isolée Ku70.

En bleu le signal d’absorbance des UV a 280nm, en rouge le signal d’absorbance des UV a 260nm et en marron la conductivité.

3.1.3 Purification de XLF et de ses mutants

La protéine XLF existe sous deux formes au sein du laboratoire. La premiere forme est la
protéine native, sans étiquette de purification et la seconde forme est la protéine présentant en sa
partie N-terminale une étiquette 10-Histidines suivi d’un site de clivage par la protéase TEV
(Tobaccho Etch Virus). Les deux mutants étudiés lors de ma these sont des variants de cette
seconde construction (L297W et L297E). Ils présentent I’étiquette 10-His.

3.1.3.1 Purification de XLF sans étiquette

La protéine XLF sans étiquette est produite en cellules Sf21. Pour la purification, nous utilisons 2
culots de cellules correspondant a un volume de culture de 400mL de cellules d’insecte (soit
environ 8.10° cellules au total). Comme pour Ku, ces culots sont repris dans un volume de 80 mL.
de tampon de lyse spécifique, puis les cellules sont lysées par sonication. La premiere étape de
cette purification est une chromatographie échangeuse de cations de type HitrapS (GE-
Healthcare). La fraction soluble du lysat cellulaire est chargée sur la résine, puis I’élution se fera
grace a un gradient de 0 a 40% du tampon ResSB (Tris 20 mM pH 8,0 ; NaCl 850 mM ; KCI 150
mM ; B-Mercaptoethanol 10 mM) en 20 CV. Les fractions d’élution sont analysées par SDS-
PAGE. La présence de XLF se traduit par la présence d’une bande intense vers 37kDA (Fig R.0).
L’ensemble des fractions contenant XLF est rassemblé et dialysé contre un tampon ResQA, en
vue de réaliser la seconde étape de purification : une chromatographie échangeuse d’anions. Une
mesure au nanodrop de I’échantillon dialysé permet d’estimer la quantité de protéine aprés cette
premicre étape. On quantifie environ 30mg de protéines totales dont une certaine fraction de
XLF ala fin de la premicre étape de purification. Cet échantillon est ensuite chargé sur une
colonne échangeuse d’anions de type RessourceQQ de 6ml (GE Healthcare). L’élution se fait par
un gradient de 0 a 40% de tampon ResQB (Tris 20 mM pH 8,0 ; NaCl 850 mM ; KCI 150 mM ;
B-Mercaptoethanol 10 mM) en 20 CV. Le pic principal d’absorbance 2 280nm est élué a une
conductivité de 15mS.cm™. I’ensemble des fractions correspondantes est analysé par gel SDS-
PAGE (Fig R.0) et permet de voir que 'échantillon de XLF purifié a atteint une certaine pureté
(>90%). Les fractions contenant XLF sont rassemblées, dialysées contre du tampon contenant
10% de glycérol. Une fois la dialyse effectuée, une mesure de la concentration permet d’estimer la



quantité de protéine purifiée a 5mg de XLE. Cet échantillon est ensuite congelé dans I'azote et
stocké a -80°C.
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Figure R.6 : Purification de la protéine XLF sans étiquette. (Gauche) chromatogramme de la premicre étape de purification
échangeuse de cations. Le lysat cellulaire est chargé sur la colonne et élué par un gradient de tampon ResSB. Le suivi de
I'absorbance des UV a 280nm (en bleu) et a 260nm (en rouge) permet de distinguer 3 pics majeurs. Seul le Pic 1 présente une
bande surexprimée aux alentours de 37 kDa, la taille attendue de XLE Les fractions du pic 1 sont rassemblées et utilisées pour la
seconde étape de purification. (Droite) seconde étape de purification, chromatographie échangeuse d’anions. Trois pics majeurs
sont observés, seul le second contient XLF, a un degré de pureté de 'ordre de 90%. Les fractions contenant du XLF sont

rassemblées, dialysées contre du tampon de conservation contenant du glycérol et congelées dans de I’azote liquide. Leur stockage
se fait 2 -80°C.

3.1.3.2 Purification de XLF étiquetée et de ses mutants

La protéine 10-His-XLF et ses variants, L297E et L297W] sont produits dans des cellules Hi5. La
purification de chacune de ces protéines se fait avec 2 culots de cellules, correspondant a un
volume de culture de 400 mL. La premicre étape de purification est une étape de
chromatographie d’affinité NiNTA. Le protocole de cette étape est le méme que pour Ku hormis
les tampons, comme indiqué dans le paragraphe Matériel et Méthode.

L’ensemble des fractions sont analysées sur gel SDS-PAGE (Fig R.7) et les fractions d’¢lutions,
contenant XLF ou ses variants, sont regroupées et dialysée contre un tampon ResQA. Suite a la
dialyse, une mesure d’absorbance des UV nous permet d’estimer la quantité de protéine a environ
18mg a la fin de cette premicre étape de purification, avec une faible contamination en ADN
(ratio 260/280 = 0,7). L’échantillon dialysé est ensuite chargé sur une colonne RessourceQ de
6mL pour une seconde étape de polissage par chromatographie échangeuse d’anions. La protéine
est éluée grace a un gradient de 0 a 40% de tampon ResQB en 20CV. Le pic d’absorbance des
UV 2 280nm apparait pour une conductivité d’environ 14 mS.cm™, comme pour la version non
étiquetée de XLE Les fractions correspondantes sont déposées sur gel SDS-PAGE pour analyser
leur contenu (Fig R.7). Les fractions contenant la protéine XLF, pures a plus de 90%, sont ensuite
rassemblées et dialysées contre un tampon de conservation contenant 10% de glycérol. La
mesure de I'absorbance des UV a cette étape suggere une faible quantité d’ADN contaminant
(ratio 260/280 = 0,6) et permet d’estimer 2 17 mg la quantité de protéine purifiée. Ceci
correspond a un rendement de la seconde étape de purification de 94,5%. Les protéines purifiées
sont ensuite congelées et stockées a -80°C.
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Figure R.7 : Purification de XLF étiqueté et de ses mutants. Gauche : Gel SDS-PAGE de I’étape de purification par
chromatographie d’affinité pour le Nickel. La protéine surexprimée (vers 37kDa sur la ligne de I’extrait soluble (S)) s’accroche bien
a la résine et est éluée par compétition avec de 'Imidazole. Les fraction d’élution de cette étape sont rassemblées, dialysée contre
un tampon ResQA et utilisées pour la seconde étape de purification. Droite : Seconde étape de purification par chromatographie
échangeuse d’anions. Le suivi de 'absorbance des UV a 280 (en bleu) et 260nm (en rouge) permet de suivre I'élution de la
protéine. Un gel SDS-PAGE est fait avec les fractions d’élution du pic observé. (I : Input ; C : fraction insoluble a la sortie de
I’étape de dialyse). Cette étape nous permet d’obtenir du XLF pur a plus de 90%. Les fractions d’¢lutions sont dialysées contre du
tampon de conservation puis congelées pour étre stockées.

3.1.4 Purification du complexe XRCC4-LiglV

Les protéines XRCC4 et LiglV sont portées par un seul vecteur viral, et sont exprimées en
cellules Sf21. On parle ici de co-production de ces deux facteurs. Cette technique est utilisée car il
a été montré qu’en absence de XRCC4, la LiglV n’est pas stable (Bryans et al., 1999). Les culots
cellulaires correspondants a 400 mL de culture sont resuspendus dans 80 mL de tampon de lyse.
La premicre étape de purification est une étape de chromatographie d’affinité sur colonne de
Nickel car la protéine XRCC4 porte une étiquette de 10 histidines.

Les différentes fractions sont déposées sur gel SDS-PAGE pour étre analysées (Fig R.8). On voit
que dans les fractions d’¢lution, trois bandes majoritaires apparaissent. L.a bande de plus haut
poids moléculaire (environ 100kDa) correspond a la hauteur attendue pour la LiglV, dont le
poids théorique est de 104 kDa. Les deux autres bandes migrent vers un poids moléculaire de 50
kDa. Une étude précédente au laboratoire a permis de confirmer que ces deux bandes
correspondaient a la protéine XRCC4 dont la mobilité électrophorétique est plus lente que les
protéines utilisées comme marqueurs de poids moléculaire. Ainsi cette protéine de 39 kDa semble
avoir un poids de 50 kDa sur gel SDS-PAGE. Le dédoublement des bandes de XRCC4 est
expliqué car une fraction des protéines XRCC4 (environ 50%) est phosphorylée (Amram J,
These). Les fractions contenant notre complexe XI.4 d’intérét sont ensuite rassemblées en une
seule et dialysées contre du tampon ResQA en vue d’une deuxieme étape de purification par
chromatographie échangeuse d’anions. A la suite de cette dialyse, une mesure d’absorbance des
UV au nanodrop est faite, et permet d’estimer a 22 mg la quantité de protéine obtenue apres la
premicere étape de purification. Le dialysat est ensuite injecté sur RessourceQ) de 6 mL, et I’élution
se fait par un gradient de 0 a 40% de tampon ResQB en 20CV. Le suivi de I'absorbance a 280 et
260 nm du chromatogramme de cette étape (Fig R.8) indique la séparation de deux especes
protéiques lors de cette étape. Les deux pics sont déposés sur gel SDS-PAGE pour analyser leur
contenu. Le premier pic sortant pour une conductivité de 25 mS.cm™ correspond au complexe
XI4 (avec une steechiométrie de 2 XRCC4 pour 1 LiglV) tandis que le second pic élué vers une
conductivité de 28 mS.cm™, contient du XRCC4 avec un peu de LiglV. ’ensemble de ces
observations est en accord avec les résultats obtenus précédemment au laboratoire (Amram J,
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2015), et permet finalement d’obtenir 6 et 8 mg respectivement du complexe X1.4 et du dimere
XRCC4 contaminé avec du LiglV. Les fractions correspondantes sont par la suite rassemblées
séparément, dialysées contre du tampon de conservation contenant 10% de glycérol et congelées
pour étre stockées a -80°C.
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Figure R.8 : Purification du complexe XI.4. La premicre étape de purification est une chromatographie d’affinité pour le Nickel
car XRCC4 posséde une étiquette 10 histidines. Les différentes fractions de cette étape sont analysées sur gel de SDS PAGE
(Gauche). Le complexe est élué assez pur dés cette étape. Une seconde étape de purification par chromatographie d’échange
d’anions est réalisée. Droite : résultat de la chromatographie échangeuse d’anions. Deux pics sont présents sur le
chromatogramme (ne représentant ici que I"absorbance des UV a 280nm). Ils sont analysés sur gel et montrent que tous deux
contiennent le complexe dans différentes proportions de Ligase 4 et de XRCC4, le second pic contient principalement du XRCC4
et un peu de LigI'V. Les deux populations sont maintenues séparées, et stockées a -80°C pour des analyses ultérieures.

3.1.5 Co-production de Ku et XLF

Ku et XLF sont décrits dans la littérature comme interagissant par la partie C-terminale de XLF
(Yano et al,, 2011). De cette information, une construction plasmidique contenant les complexes
Ku et XLF a été générée au laboratoire en vue de co-exprimer et co-purifier les deux complexes.
La stratégie utilisée est de mettre une étiquette de purification 10-His seulement sur Ku80 et de
co-purifier Ku70 et XLF si I'interaction de ce dernier avec Ku70/Ku80 est suffisamment forte.
La premicre étape de cette co-purification est donc une chromatographie d’affinité pour le Nickel
utilisant le méme protocole que pour la purification de Ku.

A Tissue de cette premiere étape de purification, "ensemble des fractions est déposée sur gel
SDS-PAGE (Fig R.9). L’analyse du contenu de la fraction soluble lors de la lyse cellulaire permet
de voir que les complexes XLF et Ku sont bien présent dans I’échantillon. Cependant, la fraction
d’élution ne contient que Ku et en plus faible quantité par rapport a une purification classique de
Ku. Une hypotheése est que I’étape de lavage a dissocié le complexe Ku-XLF éventuellement
formé lors de la co-expression.

La suite de la purification se fait par colonne échangeuse d’anions, de maniere identique a la fin
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Figure R.9 : Co-purification de Ku et XLE Gel SDS PAGE de la premiére étape de purification par chromatographie d’affinité
pour le Nikel. Ku80 porte une étiquette 10 Histidines et XLE est sans étiquette. Ku est purifié par cette étape (Présence dans les
¢lutions) mais XLF ne semble pas co purifiée par Ku. La présence d’XLF (fleches) est observable dans les fractions Soluble et
d’éluat direct(S et FT), mais la protéine ne semble pas se fixer sur la résine via Ku (fleche dans carré vide au niveau des fractions
d’élution.

de la purification pour Ku. Finalement une faible quantité de Ku est obtenue lors de cette
purification (4 mg).

3.2 Analyse des complexes purifiés

Afin de pouvoir conduire des études d’interaction des protéines ou de cristallographie, nous
avons vérifié le repliement correct des protéines et complexes purifiés. I’objectif est également
de vérifier 'absence d’effets déléteres de la congélation et d’analyser la steechiométrie des
complexes. Pour ce faire un ensemble de techniques est utilisé afin de répondre a ces questions.

3.2.1 Analyse du repliement par Dichroisme Circulaire

Le dichroisme circulaire (CD) est une technique biophysique d’analyse qui utilise la propriété des
molécules chirales d’absorber différemment la lumiere polarisée gauche et droite. Pour les
protéines, cette technique permet de voir la présence de structures secondaires grace a une
analyse dans les UV lointains (200 a 250 nm). Pour effectuer cette mesure, les protéines sont
décongelées puis dialysées contre un tampon PBS 0,1x ; NaF 25mM qui présente 'avantage de
n’avoir que tres peu de signal CD dans cette gamme de longueur d’onde. I’échantillon est ensuite
préparé a une concentration d’environ 1,5 pM, dans un volume de 500 pL. Les mesures sont
ensuite faites dans une cuve en quartz de 10 mm de chemin optique, a une température fixe de
25°C.

Les courbes obtenues (Fig R.10) suggerent que les protéines sont repliées car chacune possede un
signal en structures secondaires cohérent par rapport a leur structure tridimensionnelle connue.
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Figure R.10 : Analyse des échantillons par mesure de dichroisme circulaire. A. Exemple de spectre de CD pour une protéine

repliée (en bleu) et pour une protéine non repliée (en rouge). Un signal caractéristique est visible pour les longueurs d’ondes de
190 et 208 nm. Le signal a 208 nm corresppond a la présence d’hélices o dans notre échantillon. B. Exemple de spectre obtenu
pour Ku. C. Expérience de dénaturation thermique de Ku. Le suivi du signal CD a 208nm permet de caractériser une perte de
signal a 208nm lors de la dénaturation thermique de la protéine.

De plus cette technique permet une mesure de la température de dénaturation des échantillons
protéiques, lorsqu’elle est couplée a un thermostat. Ceci nous a permis de déterminer la
température de fusion des complexes Ku, X4 et X4 (X4 pour XRCC4). Pour ce faire, une
mesure du signal de CD est faite a différentes températures, a une longueur d’onde fixe (Figure
10). Dans le cas présent, on se place a 208 nm car c’est a cette longueur d’onde que 'amplitude
du signal est maximale.

On mesure les Tm suivants :

Complexe | Tm (°C)
Ku 55
XL4 >80
X4 77
XLF 72

L’ensemble de ces observations a confirmé que les protéines purifiées étaient correctement
repliées et que dans le tampon utilisé pour les expériences de CD, elles présentaient une stabilité
thermique compatible avec les températures qui seront utilisées plus tard pour les mesures

d’interactions.



3.2.2 Analyse par chromatographie d’exclusion de taille

Les analyses de chromatographie par exclusion de taille (ou SEC en anglais™) ont de nombreux
avantages. Ces expériences peuvent se faire dans une grande variété de tampons, et donc par
exemple dans notre tampon qui sera utilisé par la suite pour réaliser les analyses d’interaction. Les
expériences de SEC permettent également d’évaluer la présence d’agrégats dans notre
échantillon, et d’estimer un poids moléculaire apparent de I’échantillon analysé (aprées calibration
de la colonne de chromatographie utilisée).

Pour ces expériences, une colonne Superose6 increase 10/300 (GE-Healthcare) de 24 mL est
utilisée, cette colonne est connectée sur un appareil AKTAPure, avec un débit de 0,5 mL.min™', et
dans un tampon AN (Tris 20 mM pH 8,0 ; NaCl 150 mM ; 3-Mercaptoethanol 5 mM). La
colonne est préalablement calibrée a ’aide de marqueurs de poids moléculaires connus :

Marqueur Taille (kDa) Volume élution
mesurés (mL)
Bleu Dextran >2 000 8,34
Thyroglobuline 670 13,1
Ferritine 440 14,9
Aldolase 158 16,3
Ovalbumine 43 17,3
Ribonucléase 13,7 19,0

Cette gamme étalon nous permet d’estimer la taille de nos complexes purifiés grace une
régression linéaire du logarithme de la taille de la protéine en fonction du Kav

Ve —V
Kav = V¢ m)/(Vt—Vm)

Cette analyse (Fig R.11) a permis de dresser le tableau suivant :

Marqueur Poids théorique Volume Poids apparent Erreur
(kDa) élution (mL) (kDa)

Ku 153 14,8 210 37%
Ku CC 130 16,1 112 16%
Ku70 dimére 140 16,04 116 20%
X4 183 14,26 273 51%
X4 80 14,8 210 126%
XLF 66 16,05 115 74%

% Pour Size Exclusion Chromatography
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Figure R.11 : Analyses par SEC analytique. Ces analyses permettent d’estimer la taille et 'homogénéité des échantillons de
complexes purifiés et la présence d’agrégats. La colonne est calibrée avec différents marqueurs de poids moléculaire (ici se
reporter aux marques a, b, ¢, et leur correspondance sur la partie droite du schéma). Les complexes analysés sur superose 6
increase présentent un seul pic. Le volume d’élution correspondant est utilisé pour le calcul du poids apparent des complexes
correspondant par cette technique. L'erreur est calculée comme | PM(app)-PM(theo) | /PM(theo).

Ces expériences nous permettent de conclure que les échantillons sont homogenes en solution et
ne présentent pas fractions agrégées importante suite a leur congélation (pas de signal
d’absorbance des UV a 280 nm au niveau du volume mort de la colonne (void)). On note une
différence importante pour XRCC4 entre la taille théorique attendue et la taille apparente. Cette
différence peut étre attribuée a la forme allongée de XRCC4. Les protéines utilisées pour la
calibration des colonnes de SEC sont des protéines globulaires compactes.

3.2.3 Analyse des complexes purifiés par SEC-MALS

La technique du SEC-MALS est une technique couplant la séparation des constituants d’un
mélange par SEC puis une mesure de diffusion de lumiere statique (MALS), et une mesure par un
refractometre.

L’appareil de MALS permet de déterminer le poids et le rayon hydrodynamique de 'objet étudié
tandis que le réfractometre permet de calculer la concentration exacte des objets passant devant
le faisceau laser du MALS. Ces deux appareils combinés permettent d’avoir acces au poids, au
rayon hydrodynamique et a la forme globale de 'objet (grace a une analyse dérivée des techniques
d’ultra centrifugation analytique de mesure du coefficient de friction (f/{0)).

Grace a ces expériences, nous pouvons voir un tres bon accord par SEC-MALS entre les poids
théoriques attendus et ceux mesurés par SEC-MALS. LLa mesure du coefficient de friction de
chacun des complexes donne une évaluation de la forme plus ou moins allongée des
macromolécules étudiées. Ainsi on considére que pour une valeur de f/f0 inférieure a 1.4, la
particule étudiée peut étre considérée comme globulaire, qu’entre 1,4 et 1,5, la particule a
tendance a étre allongée, et au-dela de 1,5 on peut la décrire comme allongée.

On voit que KuCC est donc globalement globulaire, tandis que Ku est 1égerement allongé. Cette
différence est due aux parties C-terminale flottantes de Ku70 et Ku80 qui ralentissent la
migration de Ku dans une SEC. Il en est de méme pour X4, XLF et XI.4 qui apparaissent en
SEC-MALS comme allongés (f/f0>1,5).



Complexe Poids Poids Poids calculé Rayon Coefficient de friction steechiométrie

théorique | calculée SEC MALS hydrodynamique £/10

(kDa) (kDa) (kDa) (nm) (UA)

Ku 153 210 152.5 + 0.4 52%03 1.48 1 Ku70 ; 1Ku80
KuCC 130 112 1214 £ 25 44103 1.3 1 Ku70 ; 1Ku80
X14 183 273 190 £ 3.1 6305 1.7 2 XRCC4; 1 LiglV
X4 80 210 819+ 1.8 54%0.3 1.9 2 XRCC4
XLF 66 115 68.4 £ 0.2 43%+03 1.6 2 XLF

La conclusion de ces différentes expériences est que 'ensemble de nos complexes sont repliés et
ne semble pas souffrir de la congélation lors de leur stockage. Il reste cependant un doute sur le
repliement de tous ces échantillons et le maintien de leur activité/fonction biologique. Lots de ma
thése je me suis essentiellement focalisé sur des protéines ne portant pas d’activité catalytiques
mais surtout impliquées dans des interactions. Cependant, la protéine a laquelle je portais le plus
d’intérét (Ku) est décrite dans la bibliographie comme ayant une forte interaction avec les
différentes molécules ’ADN (Arosio et al., 2002; Blier et al., 1993). C’est cette propriété que
nous avons choisi d’utiliser pour vérifier plus avant son bon repliement. Par la méme occasion,
cela nous a permis de caractériser les parametres physico-chimiques de cette interaction.

3.3 Analyse des interactions du NHE]

Dans ce chapitre nous allons nous focaliser sur trois types d’interactions qui sont au cceur du
NHEJ. Les premiceres analyses portent sur les interactions entre Ku et différentes molécules
d’ADN, interactions importantes notamment dans les premicres étapes de reconnaissance des
cassures double-brin. Nous nous sommes ensuite intéressés aux interactions protéine-protéine
entre Ku et les facteurs de ligation du NHE]. Enfin, nous avons analysé les interactions entre Ku
et des peptides qui contiennent des motifs présents sur des partenaires de Ku et proposés comme
essentiels pour les interactions de ces partenaires avec Ku

3.3.1 Analyse de I’interaction Ku-ADN

L’hétérodimere Ku70/80 est déctit trés tot comme un complexe ayant des propriétés de liaison a
IADN (Blier et al., 1993). De nombreuses études ont porté sur I’étude de cette interaction avec
différents ADN et en variant les parameétres physico-chimiques du milieu (Anisenko et al., 2017;
Arosio et al., 2002, 2004). L’ensemble de ces études a permis de donner une estimation du Kp de
Ku pour différents ADN. Aucune étude a notre connaissance n’a permis de caractériser les
parameétres cinétiques et thermodynamiques des interactions Ku-ADN. C’est sur ces deux points
que j’ai axé mon approche.

3.3.1.1 Vérification de la capacité de Ku a fixer PFADN

Dans le paragraphe précédent nous avons cité 'ensemble des expériences permettant le contréle
qualité des échantillons purifiés, mais il subsiste un doute quant au bon repliement de chacun des
complexes. Pour Ku nous avons choisi de se fier a sa capacité a fixer de TADN a bout franc.
Ainsi pour vérifier que nos complexes Ku étaient bien capable de de fixer TADN nous avons
effectué des expériences de gel retard.

Pour cette expérience, 5 ng d’ADN de type hairpin (Walker et al., 2001) (Figure SI de I'article en




annexe) sont mis en contact avec une gamme de concentration de Ku (0 nM ; 1nM ; 5 nM ; 10
nM ; 20 nM ; 50 nM et 100 nM) en tampon AN, dans un volume final de 15 pL.. Apres 10
minutes d’incubation a température ambiante, les différents échantillons sont déposés sur gel
d’agarose 1,7%, puis mis a migrer a 25 V pendant 1 heure. Une fois la migration fait, le gel est
mis a incuber dans un bain de SYBR green et les bandes d’ADN sont révélées par fluorescence

(Fig R.12).

Ku (M)
A O 1 5 10 20 50 100

1000bp --

300bp --
200bp --
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Figure R.12 : Gel retard Une gamme de concentration de Ku est faite dans un tampon AN. A partir de 10nM de Ku, PADN
semble saturé. A faible concentration en Ku (0 et 1 nM), PADN semble sortir du gel. Il n’est donc pas visible.

Cette expérience nous a permis de confirmer deux choses connues de la littérature, notre
complexe Ku est capable de fixer PADN hairpin proposé par Walker en 2001, et de plus il semble
se fixer avec une affinité de 'ordre du nM.

3.3.1.2 Mesure de linteraction Ku-ADN par SPR

La technique de SPR est une technique de choix pour étudier les interactions protéines-ADN.
Elle utilise la mesure du changement de I'indice de réfraction au niveau d’une surface lors de la
fixation d’un analyte sur cette surface. I”ADN portant une biotine en 5’ sur I'un des brins est
immobilisé sur la surface de mesure fonctionnalisée par de la Neutravidine.

Pour réaliser cette expérience, nous avons suivi les recommandations du constructeur de
I'appareil utilisé (Proteon, Biorad©). Plusieurs ADN ont été utilisés pour mener a bien cette
étude :

- ADN 100 bp bicaténaire aux extrémités franches (A)

- ADN 40 bp bicaténaire aux extrémités franches (B)

- ADN 40 bp bicaténaire avec 4 bases sortantes en 5 (C)

- ADN 40 bp bicaténaire avec 10 bases sortantes en 5” (D)
- ADN 40 bp bicaténaire avec 4 bases sortantes en 3’ (E)

Ce choix d'utilisation I’ADN a été fait pour étudier 'impact de la longueur et d’une extrémité
sortante sur la cinétique et 'affinité de I'interaction Ku-ADN.

Nous fixons une quantité ’ADN (en RU) de telle sorte qu’avec le rapport de poids de Ku et de
I’ADN, la fixation d’un seul complexe Ku entraine une variation de signal attendue de 200 RU

(Fig R.13).

La détermination du Kp de l'interaction Ku-ADN se fait lorsque le systeme est a I’équilibre et que



IPADN est saturé en Ku (Fig R.13). On peut alors tracer la courbe :

RUmax =Y = f(concentration en Ku) = f(x)

Cette courbe donnera alors, lorsque RUmax = Ymax/2 la valeur du Kp au niveau de I’axe des x.
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Figure R.13 : Analyse de linteraction Ku-ADN par Résonnance Plasmonique de Surface. A. Suivi de la fixation de Ku sur un
ADN bicaténaire de 40 paires de bases. La partie ascendante témoigne d’une fixation de Ku a ’ADN immobilisé. La partie
descendante correspond a un arrét de Iinjection de Ku, a I'injection de tampon et donc a la dissociation de ce complexe Ku-
ADN. Une gamme de concentration est faite en parallele pour optimiser les conditions expérimentales et réaliser dans les mémes
conditions les courbes qui serviront a déterminer les valeurs de constantes cinétiques et thermodynamique. La valeur de RUmax
sera utilisée par la suite pour déterminer Iaffinité de I'interaction. B. Exemple de courbe permettant de déterminer la valeur du
Kbp a partir des valeurs de RUmax mesurées dans le cadre rouge de la figure A. C. Modélisation de la cinétique par la méthode de
cinétique bivalente. La partie de la courbe ascendante permet de déterminer les différentes constantes d’association tandis que la
partie descendante de la courbe permet de déterminer les constantes cinétiques de dissociation.

On obtient les résultats suivants :



Kp 4 Péquilibre | Kp a Péquilibre Nombre estimé Nombre de
b I3
Type ’ADN Ku WT (nM) Ku CC (nM) Valeur RUmax de cor‘r}plexes bases occupées
liés par un complexe
A 100bp franc
2,41 £ 0,4 2,49 £ 0,37 1000 5 20
B 40bp franc
2,16 £ 05 2,28 + 0,33 400 2 20
C 40bp, 4nt 5’
2,7%+0,49 3,15 £ 0,46 400 2 20
D 40bp, 10nt 5’
2,68 + 0,4 3,54 + 0,55 400 2 20
E 40bp, 4nt 3
1,38 £0,3 0,976 £ 0,2 400 2 20

De cette expérience, nous pouvons conclure que la nature et la longueur de PADN n’influe que
tres peu sur Paffinité de Ku, elle reste de 'ordre du nanomolaire. De plus, les parties C-terminales
de Ku70 et Ku80 ne semblent pas avoir d’influence majeure pour I'association de Ku avec
PADN. Ce résultat est a rapprocher du réle proposé (Hu et al., 2012) de domaine SAP en Cter de
Ku70 comme site secondaire de fixation a PADN Finalement, il est notable que quel que soit le
substrat ADN, la fixation de Ku occupe toujours une vingtaine de paires de bases, avec ou sans
les domaines C-terminaux de Ku70 et Ku80.

La technique de SPR permet de suivre la fixation de Ku sur le substrat ADN en temps réel (Fig
R.13). Il est donc possible de tirer de cette observation des informations sur les constantes
cinétiques d’association et de dissociation de la formation du complexe. Pour ce faire, une
modélisation de la cinétique d’association est nécessaire. On utilise deux modéles pour analyser
les données expérimentales :
- Le mode¢le classique de Langmuir, ou la cinétique de fixation est d’ordre 1, donne une
constante d’association et une constante de dissociation.
- Le modele de fixation Bivalent, ou on fait ’hypothése que I’association se fait en
deux étapes successives et indépendantes sur deux sites de fixation distincts,
donne deux constantes d’association et de dissociation différentes.

A+B<=AB+B = ABB

Cependant il est n’est utilisable que lorsque le mod¢le biologique fonctionne avec
les hypotheses de ce modele. .

Pour l'interaction Ku-ADN, la modélisation classique de Langmuir ne rend pas bien compte de la
forme des courbes observées ce qui se traduit par des valeurs de y? élevées.

On considére alors la modélisation bivalente, fournie par le logiciel Proteon Manager. Notre
hypothese est que Ku présenterait potentiellement une interaction avec les extrémités de TADN
et une seconde avec des propriétés différentes au centre d’un duplex I’ADN (Cooper and
Williams, 1999).

Les résultats obtenus avec un traitement de type bivalent des données sont les suivants :



T .
d’Ay]I:))eN konl (M’l,sﬁ) koffl (S—l) I(D(M) konz (M—ls—l) koffZ(Sil) Chi2
2 1%bp 819E+05 | 281E-02 | 343E-08 | 218E-03 | 100E-03 1,44
B40bp franc | 1,12E+06 | 162E-2 | 145608 | 247E-03 | 1,15B-03 11,84
GAp A 2 00E+05 | 1,73E-02 | 594E-08 | 224B-03 | 141E-03 11,41
DA 0N 46E+06 | 1,08B-02 | 740E-09 | 1,78E-03 | 3,71E-04 19,92
LR 9 6B +05 | 1,54E02 | 1,60E-08 | 194E-03 | 9,69E-04 5,65

Les valeurs de koa1 proposées suggerent I'association de Ku avec un ADN bicaténaire est tres
rapide. Les kol indiquent une dissociation de Ku de PADN assez lente (temps de demi-vie de
I'ordre de 10 minutes.) L’ensemble de ces parametres confirment que I'interaction de Ku avec
IADN est tres forte car le Kp calculé a partir des constantes cinétiques est en accord avec les
mesures a ’équilibre avec une affinité de 'ordre du nanomolaire.

Les valeurs obtenues ne varient que tres peu d’un substrat ADN a l'autre. De ces valeurs nous
pouvons conclure que I'association de Ku avec de PADN n’est pas influencée par la présence de
courtes séquences nucléotidiques simple brins sortantes en 5’ ou 3’.

3.3.1.3 Mesure de Iinteraction Ku-ADN par microcalorimétrie

La microcalorimétrie est une technique de mesure des interactions par détection de la chaleur
dégagée lors de l'interaction entre deux molécules. Nous avons choisi de mesurer le dégagement
de chaleur lorsque I'on injecte de PADN dans une cellule de mesure contenant du Ku.

Pour ces expériences, Ku est placé dans la cellule de mesures a une concentration avoisinant 1 uM
et PADN est placé dans la seringue d’injection a une concentration de 10 uM. Plusieurs ADN
sont testés pour évaluer 'influence de la longueur des duplex d’ADN sur la fixation de Ku ainsi
que la présence d’un groupement phosphate en 5> (hDNA-P). L’interaction entre Ku et PADN
s’accompagne d’une absorption de chaleur (interaction endothermique), avec des pics de
dégagement de chaleur positifs (Fig R.14). L’ensemble des résultats de ces expériences est reporté
dans le tableau ci-dessous ou AH® est 'enthalpie de la formation du complexe, -TAS® est le terme
représentant entropie de I'association et AG® représente 'enthalpie libre de la réaction :
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Figure R .14 : Exemple de résultat I’ITC d’une interaction Ku-ADN, ici I'interaction entre Ku et un ADN de 15 paires de bases.
Dans le cadre supérieur, le thermogramme montre des pics dirigés vers le haut qui témoignent d’une interaction endothermique.



Dans le cade du bas, isotherme de titration, la hauteur du plateau a I'origine donne la valeur de I'enthalpie AHe de Iinteraction, et
la pente donne le Kp de linteraction. LLa valeur du ratio molaire au milieu de la pente donne la valeur de la stcechiométrie de la
réaction.

AHP “TAS® AG®
\ 1
Complexe ADN N Ka (M) Ko M) 1 calmolt) | (Kealmol.em ™) (Kcal.mol)
Ku 15 bp 1,05 0,01 | 2,056+08 48 53 15,6 10,2
+
Ku 17 bp 069(9)1_ 119E+08 | 84+29 | 38+12 147+ 1,1 10,8 + 0,2
+
Ku 18 bp 06981_ 244E+08 | 41107 | 53+02 16,6 0,13 112+ 01
Ku 21 bp 0,85+ 0,1 389E+08 | 2604 | 101 * 0,05 21,6+ 06 115+ 01
Ku 0,99 +
hDNA 003 334E4+08 | 3,0+02 | 91+02 192+ 0,5 10,1 + 0,4
+
Ku 42 bp 0’5‘8 . 3626409 | 03+0,1 | 16903 297+ 0.1 128 102
Ku ADN simple NI NI NI NI NI NI
brin 21 b
+
Ku hDNA-P 0688 . 3,626+09 033 724 20,0 128
+
KuCC hDNA 069(7)2_ 206E+09 | 05104 | 104+01 228406 124402
KuCC 42 bp 0,4 * 0,01 5.06E+08 2,0 298 385 87

Grace a ces résultats, nous pouvons tirer de nombreuses informations quant au mode
d’interaction de Ku avec ’ADN. Premi¢rement nous confirmons que I'affinité de Ku ’ADN se
situe dans la zone du nanomolaire (Kp) et qu’entre 15bp et 21bp, la longueur de PADN n’a pas
d’influence majeure sur I'affinité. Les parties C-terminales de Ku70 et Ku80 ne sont pas
nécessaires pour l'interaction entre Ku et les ADN testés. Des études précédentes suggerent que
Ku possede une affinité résiduelle pour de PTADN simple brin, plus faible que pour le double brin
mais détectable (Mimori 1986) (Blier et al., 1993). Par ITC, nous ne détectons aucun dégagement
de chaleur avec de PADN simple brin dans les mémes conditions expérimentales que celles
utilisées pour le double brin.

I’analyse des paramétres thermodynamiques de I'interaction Ku-ADN montre ’association est
conduite par une entropie favorable et limitée par une enthalpie défavorable. La contribution
entropique importante dans le cas de I'interaction entre Ku et TADN provient probablement du
gain entropique lié a une désolvatation importante de PADN et de 'anneau intérieur de Ku.

La conclusion de ces différentes observations est que Ku est un complexe affin pour TADN
double brin avec une affinité de ordre du nanomolaire. Les expériences de SPR permettent de
classer cette interaction dans les interactions rapides. Enfin les expériences d’ITC nous ont
permis de caractériser les parametres thermodynamiques de cette interaction qui est conduite par
Pentropie.

3.3.2 Analyse de l’interaction Ku-XI.4

Il a été proposé dans la littérature que le complexe de XI.4 interagit directement mais faiblement
avec le complexe Ku. Cette interaction est plus forte en présence ’ADN (Costantini et al., 2007).
Des expériences biophysiques et biochimiques ont été effectuées, pour notamment évaluer
I'impact de la présence de PADN.




3.3.2.1 Visualisation de linteraction Ku-XL4 par gel retard

La littérature décrivant cette interaction comme favorisé en présence d’ADN, nous avons choisi
de la visualiser grace a une expérience de gel retard. Un ADN de 50 paire de base est mis a
incubé avec un exces de 400 fois plus de complexe Ku pour le saturer completement. Puis une
gamme de concentration de complexe X14 purifié est ajoutée. Tous ces complexes sont formés
dans un tampon AN (Tris 20 mM pH 8,0 ; NaCl 150 mM ; 3-Mercaptoethanol 5 mM) car il est
compatible avec 'observation de la formation du complexe Ku-ADN. La formation du complexe
Ku-ADN-XI.4 se traduit par un retard du signal de PADN lors de la migration sur gel d’agarose

(Fig R.15).

+ 4+ + 4+ 4+ + + + ADN50pb07nM
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Figure R.15 : Gel retard pour la mise en évidence de I'interaction directe entre un complexe Ku-ADN et XI.4. Ku sature
totalement ’ADN dans ces expériences de sorte quaucune des molécules d’ADN ne soit sous forme libre. La gamme de X1.4 va
de de 1 a 6 fois la concentration totale en Ku, et donc théoriquement de 428 a 2500 fois celle du complexe Ku-ADN.

Apres révélation de TADN par du SYBRgold, un retard sur gel est bien observé lorsque 'on
forme le complexe Ku-ADN, cependant aucun retard sur gel n’est observé lors de I’ajout de XI1.4.
La conclusion de cette expérience est que si XI.4 interagit avec le complexe Ku-ADN alors les
conditions expérimentales utilisées ici ne permettent pas de 'observer. On peut remarquer une
baisse de l'intensité de ’ADN lors que X4 est ajouté en quantité croissante. Ceci suggere la
présence d’une éventuelle nucléase contaminante dans notre échantillon XI1.4

3.3.2.2 Analyse de Pinteraction Ku-XIL4 par SEC

Une autre technique de détection d’une interaction est 'utilisation de la chromatograophie par
exclusion de tailles (SEC) pour visualiser un éventuel retard d’élution d’un complexe par rapport
aux molécules isolées. Les protéines sont co-incubéesavec des concentrations entre 6 et 11uM
pour la molécule la moins concentrée. La colonne dilue par un facteur environ 10 les composés
injectés soit entre 600nM et 1,1uM. On peut donc espérer voir une fraction du complexe Ku-
XI4 ou Ku-XI.4-ADN si le Kd entre Ku et XI.4 situé dans cette zone de 0,6uM-1uM. Les
échantillons sont injectés sur colonne superose6 increase 10/30 de volume total 24ml. Plusieurs
essais ont été faits, en modifiant le ratio molaire entre Ku et XI4, en ajoutant de ’ADN ou en
ajoutant ImM d’ATP dans le tampon de réaction pour activer la Ligl V. Pour cette expérience
nous avons choisi, un ADN de 30 paire de bases avec une incision au milieu avec un 5’-
phosphate et un 3’-H (di désoxyribo-nucléotide). C’est donc un substrat suicide pour la LigI'V.
Ces substrats ont été utilisés pour la structure cristallographique de la Ligl (Pascal et al., 2004).
Les résultats de ces expériences sont présentés dans le tableau suivant :



. Vélution .
ATP Echantillon Ratio Cor}centratl’on , Pics Ratio Attribution
(du moins représenté) (ml) (Abszc0/ Absaso)
NON ADN 1 10 uM 16,87 2 ADN seul
NON X4 1 9 uM 14,16 0,7 X1.4 seul
NON Ku 1 10 uM 14,82 0,65 Ku seul
NON X1L4-ADN 16,88 1,8 ADN seul
(RS 1M 14,1 0,7 XL4 seul
NON Ku-ADN 16,89 1,9 ADN seul
(RS 10pM 14,53 >1 Ku-ADN
NON Ku-X1.4 11 7 UM 14,70 <1 Ku seul
' H 14,24 <1 XL4 seul
NON Ku-X1.4 Ku seul
1:5 7 uM 1143’862 2 Ku-XI4 ou
’ Oligomeres X4
NON Ku-ADN- 17,1 2 ADN seul
X4 1:1,1:1 7 uM 14,58 >1 Ku-ADN
14,18 <1 Xl 4seul
OUuUIl X1.4-ADN 14,10 <1 X1.4 seul
1Ll 10uM 169 1,9 ADN seul
OuUl Ku-ADN- 14,18 <1 X1.4 seul
X4 1:1,1:1 6uM 14,45 >1 Ku-ADN
17,14 >1 ADN seul

Dans ce tableau, la colonne ATP correspond a la présence ou non d’ATP a 1 mM dans le tampon
de réaction.

Ces premiceres expériences suggerent que le complexe Ku-ADN est stable sur la colonne et migre
avec un retard par rapport a Ku seul. Nous n’observons pas avec PTADN 30bp contenant une
incision de complexe protéine-ADN avec X4 suggérant une affinité au-dela du pmolaire entre
ce complexe et le substrat. Enfin, nous n’observons pas un pic avec un certain retard lors de la
formation du complexe Ku-XIL.4-ADN. Ces expériences seront refaites au laboratoire en
déposant sur gel SDS les fractions afin d’évaluer la présence de Ku et X4 dans cette fraction. La
présence ’ADN ou d’ATP ne permet pas de mettre en évidence un complexe entre Ku et XI.4.

3.3.2.3 Analyse de linteraction Ku-X1L4 par ITC

Pour ces expériences de microcalorimétrie, une solution de X4 a 10 pM est disposée dans la
cellule de mesure, et est titrée par une solution de Ku a 100uM, par injections de 6 pL.
L’expérience se déroule a 25 °C dans le tampon AN (Fig R.16).
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Figure R.16 : Thermogramme de la titration de XI.4 par Ku. (Cadre du haut) le thermogramme montre que la chaleur dégagée
est tres faible et n’évolue pas au cours de la titration. Ceci se traduit par un isotherme de titration (cadre du bas) faible et constant
indiquant une absence d’interaction mesurable.

Ce thermogramme ne présente pas de variation de la chaleur dégagée lors de I'injection de Ku
dans la cellule contenant XI.4. Ceci est le témoin d’une absence d’interaction mesurable dans ces
conditions expérimentales. Il est a noter que I’échantillon XI.4 utilisé ici présente en quantité
équivalente deux bandes pour XRCC4 dont une correspond a une forme phosphorylée de
XRCC4. Nous ne pouvons exclure que cette phosphorylation de XRCC4, dont nous n’avons pas
identifié le(s) site(s), soit a l'origine d’une déstabilisation de I'interaction entre Ku et XL4. Ces
expériences seront refaites au laboratoire en utilisant un échantillon traité avec une phosphatase
(Calf Intestine Phosphatase) qui 6te cette modification complétement (P Drevet, communication
personnelle).

3.3.3 Analyse de l’interaction Ku-peptides KBM

Une étude récente menée par le laboratoire de Caldecott (Grundy et al., 2013) a mis en évidence
des motifs présents dans des protéines partenaires de Ku et impliquées dans la voie NHE]. Il a
¢été montré que ces motifs sont nécessaires pour le recrutement de ces facteurs au niveau des
CDBs. Ce recrutement est fait par une interaction directe avec la protéine Ku80. On désigne alors
ces séquences peptidiques sous le nom de KBM pour Ku Binding Motif. Les interactions entre
ces KBMs et Ku ont été assez bien étudiées par des expériences de recrutement 7z cellulo suite a
des microirradiations. Elles ont été en revanche peu étudiéespar des mesures biophysiques ou par
des études structurales. Dans les paragraphes ci-dessous, je présenterai I’étude de l'interaction
entre les KBMs et Ku par microcalorimétrie. Dans les paragraphes suivants, je présenterai les
études structurales par cristallographie et SAXS de ces interactions.



3.3.3.1 Analyse de Ia conservation des séquences des KBM.

Les alignements multiples des protéines montrent clairement des régions conservées qui
correspondent aux régions impliquées dans leur repliement, dans leurs activités catalytiques pour
des enzymes ou dans leurs sites d’interactions avec des partenaires protéiques, ADN ou autres.
Nous pouvons par exemple citer les triades catalytiques au sein des protéases. Les trois acides
aminés responsables de l'acte catalytique de 'enzyme sont extrémement conservés au sein de
I’évolution. 11 en est de méme pour les séquences impliquées dans les interactions protéine-
protéine. Les alignhements multiples de plusieurs partenaires de Ku ont mis en évidence des
régions d’une vingtaine d’acides aminés présentant des acides aminés tres conservés. Notre
analyse est faite grace a des alignements multiples de ces régions. Les résultats sont présentés (Fig
R.17) sous forme d’affichage LOGO, ou la taille de la lettre de I’acide aminé est proportionnelle a
sa conservation (Pour le Logo un sous ensemble des séquences de I'alignement multiple est

utilisé).
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Figure R.17 : Représentation LOGO des analyses de conservation de séquences dans les KBM avérés ou hypothétiques chez les
cucaryotes supérieurs. Les Logo sont générés avec les séquences de 5 organismes modeéles chez les eucaryotes supérieurs :
Humain, Souris, Poulet, Crapaud Buffle et le Poisson Zebre. La hauteur des lettres correspond au niveau de conservation des
résidus dans la séquence.

L’analyse de cette étude de conservation nous permet de distinguer deux types de KBM. On
trouve des KBM, comme celui ’APLE, présentant une Proline et un Tryptophane trés conservés
que 'on appellera A-KBM (pour APLF like KBM). Le second type de KBM est présent dans les
derniers acides aminés de la protéine XLF et est appelé X-KBM pour XLF like KBM. 1l présente
une séquence conservée de type Gly-Leu-Phe-Ser.

Ces deux familles de KBM ont en commun une succession d’acides aminés basiques (appelée
patch basique), suivi d’une séquence plutét hydrophobe.

Il est notable que la protéine WRN, partenaire connu de Ku également, présente trois de ces
KBM. Un des KBM se situe dans sa partie N-terminale (résidus 10 a 23). Il s’agit d’'un A-KBM
avec un tryptophane tres conservé. Les deux autres KBM se trouvent dans la partie C-terminale
extréme de la séquence de la protéine. On trouve ainsi deux KBM en tandem, 'un étant un A-
KBM (noté 1, résidus 1402 a 1414 environs), et 'autre étant un X-KBM (noté 2, résidus 1420 a
1432). Il a été reporté que ces deux KBM en tandem joueraient un role coopératif dans le
recrutement de WRN au niveau des CDB (Grundy et al., 2016).On ne retrouve pas dans la
séquence de XRCC4 de séquence de type KBM.

Le facteur PAXX a été récemment découvert (Ochi et al., 2015). Notre laboratoire a montré que
PAXX interagit avec Ku et plus particulicrement avec Ku 70 par sa région C-terminale (Tadi et
al., 2016). Cette région Cter de PAXX présente deux séquences en tandem avec des patch
basiques. Cependant 'environnement de ces patch ne ressemble pas a des motifs de type A-KBM
ou X-KBM.

Enfin, lors de la recherche de KBM dans le protéome humain, la protéine MRI (pour

Modulator of retrovirus infection homolog) proposée comme interagissant avec Ku, et stimulant
Pactivité NHE] de ligation des extrémités (Slavoff et al., 2014), est détectée. En effet dans la
partie N-terminale de sa séquence, cette protéine présente un A-KBM avec toutes les
caractéristiques des motifs de cette famille. Ce serait donc du fait de la présence de cette séquence
que cette protéine stimulerait 'activité de ligation de deux brins d’ADN et serait localisée dans le
noyau. Récemment cette protéine, rebaptisée CYREN, a été montré comme étant un régulateur
de la voie NHE] au cours du cycle cellulaire) par son interaction avec Ku (Arnoult et al., 2017).

L’ensemble de ces données nous a permis de délimiter les bornes des peptides qui seraient
responsables de I'interaction des protéines les portant avec Ku, et de les faire synthétiser
chimiquement afin d’étudier leurs interactions par microcalorimétrie.



3.3.3.2 Caractérisation des paramétres thermodynamiques des interactions Ku : A-KBM

Les analyses de I'interaction entre Ku et les peptides contenant des motifs
A-KBM est faite par microcalorimétrie. Cette technique donne de nombreuses informations sur
les constantes d’affinité des complexes formés, mais aussi sur les parametres thermodynamiques
de I'interaction, permettant une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires sous-
jacents. Pour cette analyse, Ku est placé dans la cellule de mesure, a une concentration entre 2,5 et
10 uM, et les peptides sont placés dans la seringue d’injection a une concentration 10 fois
supérieure a celle de Ku (entre 25 et 100 pM). La titration se fait a 25°C, dans du tampon AN.
Toutes les interactions mesurées (Fig R.18) sont exothermiques et présentent un dégagement de
chaleur, ce qui se traduit par des pics négatifs sur le thermogramme.

Temps (min)

Temps (min)

Temps (min)

0 60 120 0 60 120 0 120
PO Lokt bt b bt At bt b i Be it b s 0.05 T T T T T T T T T T 0.02 T T T T T T T T T
\ 000 T ] e
- 2?- "“’“MM‘ ] — 0054 H i Mm'”““i " . b o z {‘, uu"l(""‘
8 002 ! 9 010 | B ’8 o [ L !
7R (|l & ot % 004 (| ;i'l
ke ‘ = s : =
S -o:- \""1" A lz-ozo- B 1 ERRLS 'l“ C
3 0] ’\“\ ‘ 025] | 1 -0.08- ‘ ]
0074 L 030 o
o 0l S S . 2] . , g o0
o 0w SEERREERRRREy s 0004 - -
g o .- ; . -‘....n.u.nl ] g 0.004 S siighu; ]
';:)- = . :‘E 2004 i 5 o=t
':‘5 400 - ] J . & sood ...-' 4
= am (C) Kugp 2.5 uM T el O Kug11uM g «  (C) Kug 10 uM
S o L= g * (S)pWRNcA11puM & -~ ol
g - «' (S) pAPLF 25uM = r =N (S) pMRI 1004M
= e - ! ,3 00 o B :_Z 1 e
2 00 05 10 15 20 25 00 05 10 15 20 25 00 05 1.0 1.5 20 25

Ratio molaire

Ratio molaire

Ratio molaire

Figure R.18: thermogrammes représentatifs des mesures d’interaction entre Ku et des peptides de type A-KBM appartenant aux
protéines APLF (A), WRN (B) et MRI (C). Pour la protéine WRN, ici est représenté I'interaction avec le motif A-KBM situé dans
la partie C-terminale de la protéine. Ces thermogramme témoignent d’interactions exothermiques. L’appareil compense le
dégagement de chaleur produit par une baisse d’énergie fournie a la cellule de mesure par rapport a la mesure de référence (pics

négatifs) .

Les séquences des peptides utilisés sont présentées dans le tableau ci-dessous :

Nom Séquences Remarque Localisation
pAPLF ac-KQQPILAERKRILPTWML-amid A-KBM de APLE, 174191
Séquence référence

pWRNnA H,N-TTAQQRKCPEWMNVQON-amid | A-KBM en Nter de WRN 8-23

pWRNcA ac-TETSSAERKRRLEVWEA-amid | A KBM en Cter de WRN | 1395-1412
ac-SSAERKRRLPVWFAKGS A-KBM-X-KBM en

PWRNeAX DTSKKLMDKTKRGGLFS-cooh tandem en Crer de WRN | 14081432

pMRI ac-SETKTRVLPSWLTA-amid A-KBM en Nter de MRI 7-20

pAPLF short ac-ERKRILPTW-amid Séquence APLF courte 181-189




Dans ce tableau, les acides aminés basiques conservés sont en bleu et les acides aminés
hydrophobes conservés sont en vert. Les sigles « ac » indiquent une extrémité N-terminale du
peptide acétylée et « amid » une extrémité C-terminale amidée. Ces deux modification
permettent de mimer une liaison peptidique quand la séquence de la protéine continue de part et
d’autre.. Dextrémité -COOH indique un groupement carboxylique quand le motif est situé¢ a
Pextrémité C-terminale de la protéine comme pour le X-KBM de XLF et WRN.

L’ensemble des résultats est reporté dans le tableau suivant :

Protéine | Peptide N o 4 -TAS® Ratio
P Steechiométrie Ko (uM) AH” (keal. mol) (kcal.mol™) | de Kp
Ku pAPLF 1.1+02 0.033 £ 0.01 -13.3+ 21 31£20 1
Ku pWRNnA 0.45 £ 0.1 35113 3.,6%1 38112 106
Ku pWRNcA 0.75 £ 0.2 1.8+ 0.7 -8.8 0.5 1£0.6 54
Ku pWRNcAX 0.8 £ 0.1 1.8 £ 0.01 -124 £ 0.1 451+ 0.1 54
Ku pMRI 0.78 £ 0.1 23103 -53 £ 0.7 241038 70
Ku pAPLF short NI NI NI NI NI
KuCC pAPLF 0.85 + 0.01 0.029 + 0.001 -18.4 £ 0.65 8.1 £0.6 0,9
KuCC pWRNcA 0.95+ 0.2 1.7+ 1 -8.1+1.3 012+ 15 51
KuD65V  pAPLF 0.62 + 0.02 0.012 + 0.001 259+ 1.2 150+ 1.1 0,4
KuD65V ~ pWRNcA 0.61 £ 0.01 1.75+ 0.1 -10.8 £ 0.4 2.9 £0.38 53

Grace a ces expériences, nous pouvons voir que l'interaction avec le peptide pAPLF est la plus
forte avec une affinité de 33 * 10 nM. Les affinités observées avec les peptides de WRN et MRI
sont de 'ordre du uM, avec respectivement du plus au moins affin : (pWRNcA, pWRNcAX),
pMRI, et pWRNnA. L’ensemble de ces mesures (sauf pWRNnA) présentent une enthalpie dont
la valeur est inférieure a la valeur liée au terme entropique. Cela signifie que ces interactions sont
conduites majoritairement par un terme enthalpique.

Il ne semble pas y avoir de différence entre 'affinité de 'association Ku-pWRNcA et Ku-
pWRNCcAX. Ceci suggere que la présence de deux KBM (un A-KBM et un X-KBM) en tandem
n’influe pas sur la constante d’association a ’équilibre de I'interaction avec Ku. Cependant, les
valeurs de AH® et AS® varient selon la présence ou non de la partie WRNcX. Afin de mieux
caractériser la séquence minimale nécessaire a I’établissement de I'interaction entre Ku et les
KBM, une version tronquée du A-KBM de APLF est synthétisée (pAPLF short), pour laquelle
deux résidus conservés en C-terminal (méthionine et leucine) sont 6tés. Ce peptide n’est plus
capable d’interagir avec Ku. L'intégrité de ce patch hydrophobe est donc nécessaire pour
I’établissement de I'interaction. Le patch basique ne suffit pas a lui seul pour interagir avec Ku.
Par la suite, une étude du role des C-terminaux de Ku70 et Ku80 dans I'interaction avec les KBM
a été menée (notamment en prévision de la réalisation d’essais de cristallogenese). L’absence de
ces domaines C-terminaux n’affecte pas 'affinité de l'interaction entre Ku et les peptides pAPLF
et pWRNCcA.

Enfin, lors d’une collaboration avec I’équipe du Pr P Calsou, nous nous somme posé la question
de I'impact de la mutation D65V sur Ku80 sur la fixation du KBM de WRN.

En effet les cellules d’un patient présentant cette mutation ont un phénotype proche des cellules
de patients atteints du syndrome de WRN, lié a une dysfonction de cette protéine. Cette mutation
se trouve a proximité de la zone d’interaction de Ku80 avec le A-KBM d’aprées le modele proposé
par Grundy. Nous avons voulu tester ’hypothese selon laquelle cette mutation pourrait affecter
Iinteraction entre Ku et le A-KBM de WRN. Le mutant Ku70/Ku80 avec la mutation D65V a
été exprimé en cellules d’insecte et purifié. Les mesures d’interaction entre ce mutant et les
peptides pAPLEF et pWRNCcA ont effectuées.

Nous n’observons pas de variation significative de I'affinité des peptides de WRN pour Ku



sauvage ou le mutant D65V.

Nom Séquence Remarque Localisation
pXLF HZN—LQRPQLSKVKRKKPRGLFS—Cooh X-KBM de XLF 281-299
pXLE DP ac-LORPQLSKVKRKKPRGLFS-amid X-KBM de XLF £81.299
doublement protégé

pXLF short H, N-SKVKRKKPRGLFS-cooh X-KBM de XLF

2 ) 287-299
(pXLFs) raccourcie
pWRNcX ac—-DTSKKLMDKTKRGGLFES-cooh X-KBM de WRN 1416-1432

3.3.3.3 Caractérisation des paramétres thermodynamiques de I'interaction Ku : X-KBM

Des expériences de microcalorimétrie sont faites pour étudier I'interaction entre ces peptides et le
complexe Ku. Des peptides synthétisés chimiquement sont placés dans la seringue d’injection du
VP-ITC, a des concentrations entre 100 et 200 uM. Ku est placé dans la cellule de mesure a des
concentrations entre 10 et 20 uM. Ces titrations se font dans du tampon AN, a une température
de 25°C. Lots de la titration des pics négatifs sont observés témoignant d’interactions
exothermiques (Fig R.19).
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Figure R.19 : Thermogramme caractéristique de la mesure de P'interaction entre Ku et un X-KBM. Sont ici représentées en A
Pinteraction avec le X-KBM présent en la partie C-terminale de XLF et en B, le méme KBM mais raccourci de 6 résidus en sa
partie N-terminale. Il faut noter la différence d’échelle concernant la valeur brute de Iénergie dégagée (en pcal.s).

Les séquences des X-KBM étudiés sont listées ci-dessous :

Le code couleur appliqué dans ce tableau est identique a celui utilisé dans la partie sur les A-
KBM. La synthese du peptide pXLEF DP a permis d’étudier le role de la fonction carboxylate C-



terminale du peptide dans l'interaction. Les séquences X-KBM des protéines de la famille WRN
partagent également cette proprié¢té avec XLF d’avoir le X-KBM a la fin de la protéine.
L’ensemble des résultats est présenté dans le tableau suivant :

Protéine | Peptide o 4 -TAS® Ratio | remarque
N Ko M) | AH® (kealmol') | 0 | gl g

Ku pXLF 0.8 £ 0.01 44£02 2.8+02 45+02 133

Ku pXLF DP 0.5 +0.02 25+08 23+12 5.4+ 1 75

Ku pXLF short  0.20 £ 0.1 34426 15+1 62+17 103

Ku pWRNcX 1.1 0.02 21£0.1 1.7 £ 1.6 39+ 18 64

KuCC  pXLF 012+008  22%09 31+12 4.6+ 1.6 67

Ku-rey  pXLF 0.16£0.02  08%05 3.0+0.1 55+04 25 C%‘g’\‘}re
Ku pXLF 013+001 18%08 3.0%0 48%55 55 37°C

Les peptides de la famille des X-KBM présentent une affinité moins forte pour Ku que le A-

KBM de APLE Les constantes de dissociation des X-KBM de XLF et WRN sont situés entre 2.1
et 4.4uM. On voit que par rapport aux mesures avec les A-KBM, pour les peptides dérivés de la

protéine XLF I'enthalpie est supérieure (moins favorable) que la contribution entropique. Pour le
peptide pWRNCcX, Penthalpie conduit I'interaction car sa valeur reste plus négative que entropie

de la réaction.

I’analyse par logiciel Origin des courbes d’interaction indique des stcechiométries inférieures a 1,

et méme parfois inférieure a 0,5 pour certaines interactions avec les X-KBM. Ces valeurs sont
assez peu précises du fait de ’'absence d’un plateau sur I'isotherme de titration dans la zone des

premiceres injections. Elles peuvent cependant correspondre a la présence d’une fraction

seulement de molécules Ku disponibles pour I'interaction. Nous avons exclu un probleme de
purification car les mémes lots sont controlés avec une I'TC en présence d’ADN ou de peptide
APLF et la protéine Ku interagit alors un N de 1. Une seconde hypothese vient de la structure

cristallographique qui est présentée plus loin. Cette structure montre une ouverture de Ku
nécessaire pour la fixation de pXLEF Nous avons émis I’hypothése que cette faible stoechiométrie

pouvait étre liée a la nécessité de ce mouvement d’ouverture de Ku pour que I'interaction avec

pXLF se produise.

Des mesures ont également été réalisées avec la construction KuCC. Les parties C-terminales de
Ku70 et 80 ne sont pas nécessaires pour 'interaction avec pXLF comme observé précédemment

avec pAPLE

Nous avons également mesuré 'interaction avec une version de Ku pour laquelle I’étiquette de

purification est enlevée par un clivage par la protéase TEV (Echantillon Ku-rry). Cette
modification n’apporte pas de variations majeures des parametres de stoechiométrie ni

thermodynamiques. Nous avons souhaité étudier I'effet de la température sur cette interaction.

Une expérience a 37°C a donc été réalisée. Aucune variation de la steechiométrie de 'interaction

n’est visible.

ILa comparaison des courbes et des affinités des peptides de type A-KBM et X-KBM suggere

que la présence d’un tryptophane dans le motif A-KBM soit un élément majeur de la différence

de comportement de ces deux motifs. Afin d’étudier cette hypothese, nous avons dessiné des

peptides dérivés de la séquence du X-KBM de XLF et contenant des mutations pour mimer un

motif A-KBM. . Deux mutants (IL297W et G296W) sont étudiés et constituent des ‘A-KBM like’.
Nous étudions également un mutant L297E susceptible d’abolir I'interaction. Les séquences sont
présentées ci-dessous :




Nom Séquence Remarque Localisation
pXLF H,N-LQRPQLSKVKRKKPRGLFS-cooh X_KBM de XLE 281299
pXLF LW H,N-LORPQLSKVKRKKPRGWFS-cooh Mutant L29TW 281299
pXLEF GW H,N-LORPQLSKVKRKKPRWLE'S-cooh Mutant G296W 281-299
pXLF LE H,N-LORPQLSKVKRKKPRGEFS-cooh Mutant 1.297E 281-299

Nous avons également voulu évaluer par I'TC la compétition entre les peptides pAPLF et pXLE
L’ensemble des résultats relatifs a ces questions sont reportés dans le tableau ci-dessous :

.. . o 4 -“TAS® Ratio
Protéine Peptide N Kb (uM) AH?® (kcal.mol™) (kealmol™) | de Ky remarque
Ku pXLF 08+001  44%02 28+ 02 45+02 133 WT
Ku pXLFILW  1.15£0.1  0.12%0.03 12142 26+1.9 35 | Gainde
fonction
Ku pXLFGW  09%006  15%0.6 22+02 5.7 +0.1 45 | gande
fonction
Ku pXLF LE NI NI NI NI Ny | Perte de
fonction
Ku-pAPLF pXLF 1074006 142+ 100 0.6 6.0 430 No
Compet
Ku-pAPLF  pXLFLW NI NI NI NI Np | Compet

L’analyse de ces résultats montre que les mutations artificielles ont eu I'effet escompté. Les
mutants LW et GW avec un tryptophane ont une affinité pour Ku augmentée respectivement
d’un facteur 40 et 3 par rapport au peptide XLF sauvage. Le mutant glutamate (LE) n’interagit
plus avec Ku. Ces résultats confirment donc que la présence d’un tryptophane dans la séquence
des KBM augmente fortement Iaffinité du peptide pour Ku.
Lors des expériences de compétition, nous avons pu mettre en évidence que la fixation de pXLE,
lorsque Ku est saturé par du peptide pAPLE, est toujours possible. Ces résultats suggerent
Pexistence de deux sites de fixation sur Ku80 pour le A-KBM de APLF et pour le X-KBM de
XLF et que ces sites sont compatibles avec la fixation de deux KBM de fagon concomitante.
I’expérience de compétition entre pAPLF et pXLF LW montre que lorsque Ku est saturé en
pAPLE la fixation de pXLF LW n’est plus possible. Ce résultat suggere que la mutation L297W
redirige le peptide pXLF vers le site de fixation des A-KBM
On sait que Ku est le premier complexe a étre recruté lors de Papparition de CDB (quelques
secondes). L’interaction des protéines ayant des motifs KBM a lieu avec Ku complexé avec de
IADN. Il parait donc tout naturel de tester 'impact que peut avoir la présence d’ADN sur Ku,
pour la fixation des KBM.

3.3.3.4 Caractérisation des paramétres thermodynamiques de Iinteraction Ku-ADN :

KBM

Nous avons choisi de réaliser des expériences de microcalorimétrie pour déterminer si une
modification des parametres caractérisant I'interaction était observable en présence I’ADN.




L’ADN que nous utilisons est un ADN de 18 paires de bases. Le complexe Ku-ADN est

préformé (ratio 1 Ku pour 1.1 ADN) avant d’étre mis dans la cellule de mesure. Les complexes

Ku-ADN sont utilisés avec une concentration de 5 uM ou de 20 uM. Les peptides pAPLF ou
pXLF sont introduits dans la seringue de titration aux concentrations respectives de 50 et 200

uM.

L’ensemble de ces expériences est mené en tampon AN a 25°C.

Les résultats sont les suivants :

Protéine Peptide N Ko@M) | AH° (kcal.mol™) @Efom dfzatIfD
Ku pAPLF 11£02 0033 %001 133 +21 31£20 1
Ku-ADNygw,  pAPLF 0.8+ 001 0.023 *0.01 160 £ 0.4 56%05 0.7
Ku pXLF 08+001  44%02 28+02 45%£02 133
Ku-ADNig,,  pXLE 059003 0.52+0.3 1.6 £ 0.03 71404 26

Les parametres de l'interaction entre Ku et le peptide pAPLF ne sont pas modifiés de facons
significative lorsque Ku se trouve en complexe préformé avec de PADN. On peut donc faire
I’hypothése que le site d’interaction avec ce peptide est suffisamment distant de celui de fixation
de ’ADN, pour ne pas étre influencé par sa présence.

Pour le peptide pXLE, nous observons une augmentation d’un facteur 5 de Paffinité.

I’ensemble de cette étude nous a permis de mieux comprendre les interactions entre Ku et les
motifs KBM portés par les protéines du NHE] partenaires de Ku. Cependant, ces peptides KBM
ne refletent pas forcément 'ensemble des propriétés d’interaction avec Ku des protéines qui
portent ces KBM. Nous avons souhaité comparer pour 'une d’entre elles, XLE, les propriétés
d’interaction de la protéine et du motif.

3.3.4 Analyse de I’interaction Ku-XLF

Nous avons utiliser deux techniques pour mesurer les parametres d’intéraction entre Ku et XLE:
la microcalorimétrie et la thermophorése a micro-échelle.

3.3.4.1 Caractérisation de Iinteraction Ku-XLF par ITC

Les interactions entre Ku et XLF on été mesurées dans les mémes conditions que pour les
peptides de type X-KBM. Ku et les complexes Ku-ADN ont été utilisés a une concentration de
20 uM et placés dans la cellule de mesure tandis que la protéine dimérique XLF est placée a 10
fois la concentration en Ku, dans la seringue de titration.

Différentes expériences ont été effectuées pour étudier 'impact de la longueur de ’ADN sur la
fixation de XLE

S -
Cellule Seringue N Kb (uM) AH® (kcal.mol™) (kc_z.An?ol'l) dlzatllg)
Ku XLF 0.57 £ 0.03 1£0.1 9.0+0 0.8+0 1
Ku-ADN{jsghp XLF 0.2=%0.1 235%0.1 -8.1 £ 0.6 0.4 £ 0.6 2.35
Ku-ADNoipyp XLF 047 £0.02 1.41=£0.14 -55%0 -2.5 % 0.06 1.4




Fluorescence relative

Ces mesures d’interaction montrent que la protéine XLF présente une affinité de 1uM proche de
celle observée pour le peptide pXLF (4.4uM). Les mesures d’interaction entre XLF et Ku
complexé a de PADN (18 ou de 21 paires de base) donnent des Kd trés proches. .

3.3.4.2 Caractérisation de Iinteraction Ku-XLF par MST

Pour les expériences de MST, nous avons choisi de marquer le complexe Ku avec une sonde
fluorescente fournie par le constructeur (Nanotemper), le NT-495. Les expériences sont réalisées
dans des capillaires ‘premium coated’, et dans le tampon MST buffer fourni par le constructeur.
Pour réaliser ces expériences, Ku* et Ku*-ADN (Ku*= Ku marqué au NT-495) sont utilisés a une
concentration de 20 nM et une gamme de XLF ou des variants de XLF est réalisée. La gamme de
concentration choisie va de 0.1 nM a 20 uM. L’ensemble de ces parametres permet d’obtenir des
traces de MST (Fig R.20), qui une fois analysées donnent une sigmoide de titration et une mesure
du Kp des interactions (Fig R.20).
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Figure R.20 : Exemple de titration par MST. A gauche les données brutes de titration. Chaque courbe représente le signal MST
(trace MST) d’un mélange de 20nM de Ku* et d’une concentration de XLE La colonne bleue correspond a la valeur de référence
de fluorescence (F cold), et la colonne rouge correspond a la valeur de la fluorescence lorsque le laser est activé (F hot). Le laser
utilisé pour 'expérience se met en marche pendant la période allant de 0 a 21 secondes. La courbe de droite est issue des résultats
de la courbe de gauche. Avant I'analyse, le logiciel « normalisera » les valeurs de fluorescence de Fcold a la valeur de 1. On trace ici
la valeur absolue de la différence entre la valeur de Fcold et Fhot en fonction de la concentration en ligant de chaque courbe. Le
résultat est modélisé par une courbe sigmoide dont le centre de symétrie donne en projection sur I'axe des X, la valeur du Kp de
Iinteraction.

Les expériences sont faites en triplicata. Ces résultats constituent des résultats préliminaires. Nous
devons les valider avec des mesures d’interactions Ku-ADN et Ku-KBM. Les mesures de MST
sont en effet des mesures qui demandent un certain nombre de controle. Ces résultats
préliminaires sont présentés dans le tableau ci-dessous. :

Exp | Complexe marqué | Ligant Kb (nM) Ratio
1 Ku* XLF 53117 1

2 Ku*-ADNisp, XLF 308 0.54
3 Ku*-ADNigpp XLF 27+7 0.5
4 Ku*-ADNaip, XLF 22+6 0.4
5 Ku*-ADNigp, XLF LW 94 + 15 1.77
6 Ku*-ADNigpp XLF LE 400 £ 85 7.5
7 Ku*-ADNisgpp XLF 1-224 700 * 400 13.2




La mesure du Kd de I'interaction Ku-XLF est différente de la mesure effectuée par ITC, avec une
affinité environ 20 fois supérieure par MST. De maniére identique aux mesures effectuées par
ITC, nous voyons que la présence d’ADN augmente I’affinité de XLF pour Ku (comparaison
lignes 1&2, 1&3 et 1&4). L’affinité de XLF pour le complexe Ku-ADN augmente
progressivement avec la longueur de PADN utilisé. Plus PADN est grand, et donc sort
potentiellement de la structure en anneau de Ku, plus le Kp est faible et donc affinité est
importante. La variation n’est que de 30%, de quelques nanomolaires, entre PADN de 15 paires
de base et celui de 21 paires de base.

Des expériences sont ensuite réalisées avec les mutants L297W et L297E de XLF et le complexe
Ku—ADN1 8bp-

Le mutant XLF LE et le mutant XLF (1-224) délété des 65 derniers acides aminés de XLF
présentent des Kd respectifs de 400nM et 700nM.

Ces premiers résultats indiquent des interactions entre Ku et XLE, avec ou sans ADN beaucoup
plus forte par MST que celle observées par I'TC, par gel retard et par SEC. Afin d’évaluer si ces
données correspondent réellement a une interaction forte démasquée dans les conditions
expérimentales du MST ou a un biais lié a cette approche, le laboratoire a prévu de mesurer des
interactions Ku-ADN et Ku-KBM avec du Ku marqué, ou de PADN marqué ou des peptides
marqués. Seul 'ensemble de ces informations permettra d’avoir une idée de la pertinence de ces
premiers résultats.

3.3.5 Caractérisation de P’interaction Ku-autres KBM

En paralléle de I’étude des interactions entre Ku et les motifs de type A-KBM et X-KBM, nous
avons souhaité étudier I'interaction de la région C-terminale de PAXX et d’un peptide de XRCC4
en région C-terminale qui présente un patch basique bien que pour cette derniere région aucune
interaction n’ait été décrite auparavant.

Les peptides de PAXX et XRCC4 ont été synthétisés :

Nom Séquence Remarque Localisation
pXRCC4 Ac-DIAPSRKRRQRMQRNLGTE-NH2 | X-KBM de XRCC4 265-283
pPAXX Ac-RRRCPGESLINPGFKSKK-
X-KBM de PAXX 177-204
PAGGVDFDET-NH2

Pour ce qui est du peptide pXRCC4, une titration par I'TC est effectuée dans les conditions
identiques a celles utilisées pour le reste des titrations des A et X-KBM (Ku a 10 uM dans la
cellule et pXRCC4 a 100 uM dans la seringue de titration). Le thermogramme résultant de cette
titration (Fig R.21) montre qu’aucun dégagement de chaleur n’est détecté. Ceci permet de
conclure que ce peptide n’interagit pas avec Ku dans les conditions utilisées. St interaction il y a
entre XRCC4 et Ku, alors, celle-ci ne se fait pas par la partie C-terminale de XRCC4 équivalente a
celle de son homologue XLE

Des mesures d’interactions par I'TC entre Ku et PAXX ou le peptide pPAXX ont été faites au
laboratoire par Carine Tellier-Lebegue et moi-méme. Elles ont permis de mettre en évidence : (i)
une interaction entre Ku et PAXX dépendante de la présence d’ADN et renforcée par la présence
d’ADN sortant de Ku (voir Annexe, article Tadi, 2016, Cell Reports Table 1). Des expériences de
gels retard effectuées dans le laboratoire de M Modesti (CRCM, Marseille) suggéraient que



I’homodimere Ku70 était responsable de cette interaction. J’ai réalisé des mesures d’interactions
par ITC entre Ku70 homodimérique purifié a partir de production en cellules d’insectes et la
protéine PAXX. Cette mesure est faite en présence d'un ADN de 42 paires de bases associé a
Ku70 (ratio de concentration de 1 Ku70 pour 1.1 ADNy,). La titration est faite par ITC en
placant le complexe Ku70-ADNy; a la concentration de 3 pM dans la cellule de mesure et PAXX
a la concentration de 30 uM dans la seringue de titration. L’expérience est faite en tampon AN a
25°C (FigR.21).

Le thermogramme montre une interaction entre Ku70 et PAXX. Cette interaction est
exothermique avec une steechiométrie de 0.65, et un Kd de 0,4uM. Elle est majoritairement
conduite par un terme enthalpique (AH® = -7.1 + 0.2 kcal.mol" et “TAS°= -1.6 * 0.2 kcal.mol™).
Des résultats proches sont obtenus avec Ku70 produit en bactéries : (tableau adapté de Tadi e a/.
2016 Cell reports Table 1)

Cellule de | Seringue de | Ka Kd uM) AH° -TAS® AG® remarque
mesure titration (10° M (kcal.mol™) | (kcal.mol") | (kcal.mol”)
Ku-ADN Complexe Ku-
(42 bp) PAXX 25202 | 41+04 94%09 20%0.9 74 %02 ADN
1:1.1 équimolaire
Ku-ADN Complexe Ku-
(42 bp) PAXX 1.0+£0.2 10+ 3 3516 29t 6 6.8+ 0.2 | ADN avec 2 Ku
2:1.1 sur 1 ADN
KS@S' Ku70
(42 bp) PAXX 203 | 040004 | 71X02 1.6 £0.2 8.8 £ 0.2 | homodimérique,
cellules insectes
1:1.1
KI;Z\(I)[)XZ — Ku70
(42 bp) PAXX 17+5 0.6 0.2 19102 0.6 £0.2 8.5+ 0.2 | homodimérique,
bactéries
1:1.1
Kucc- . .
DNA (42 peptide 12.9 + Peptide pPAXX
b PAXX T 0.8+ 0.2 226102 | 14102 83+ 0.2 (résidus 178-
P) 0.4
1:1.1 204)

Ce résultat concernant PAXX, ainsi que la production de Ku70 homodimérique en cellules
d’insecte, a fait partie d’une collaboration avec I’équipe du Pr. M Modesti (Tadi et al., 2016).
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Figure R.21: A . Thermogramme de la titration de Ku par le peptide C-terminal de pXRCC4. Le dégagement de chaleur
constant et faible tout au long de la titration suggere qu’il n’y a pas d’interaction entre le peptide et Ku. B. titration du complexe
Ku-ADNy; par la protéine PAXX. L’interaction est exothermique.

Afin de mieux comprendre le mode d’action des motifs A-KBM et X-KBM, nous avons entrepris
une étude structurale des complexes entre Ku et les peptides A et X-KBM par cristallographie
aux rayons X. C’est ce travail que je détaillerai dans la suite de mon manuscrit.

3.4 Analyse structurale des complexes Ku-KBM

Dans une premicere partie je décrirai les tentatives de cristallisation de complexes comprenant les
protéines enti¢res produites au laboratoire, puis je décrirai les résultats obtenus pour I’étude de la
formation de complexes Ku-(A-KBM d’APLF) et Ku-(X-KBM de XLF).

3.4.1 Essais de cristallisation des complexes entiers :

Au début de ma these, j’ai tenté de caractériser les interactions impliquant les complexes X1.4 et
Ku. J’ai mené en parallele des études biochimiques, des tests de cristallisation du complexe Ku-
XI4 en présence de concentrations élevées de Ku et X1.4.

Une premiere approche a été de réaliser des tests de cristallisation au laboratoire avec un crible
matriciel de conditions de cristallisation (Crible Stura). Pour ce faire, un mélange équimolaire de
Ku et XI4 est préparé a 10 mg/ml.. Des gouttes de 1 uL sont faites par la technique de la goutte
assise, et une observation quotidienne permet de suivre I’évolution de celles-ci. Malgré plusieurs
essais avec différents lots de protéines a différentes concentrations allant de 5 a 20 mg/ml,
I'ensemble des gouttes présentait un aspect de protéines précipitées. Aucune forme de nucléation
n’a été observée.

La seconde option fut de réaliser des tests de protéolyse ménagée pour s’affranchir des parties
flottantes de Ku et de XI4. Pour cela des tests de protéolyse ont été réalisés en utilisant la
chymotrypsine et la trypsine (Figure R.22) a une concentration de 3%o (masse/masse) de
complexe.
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Figure R.22 : Résultats de protéolyse ménagée. A. Gel SDS-PAGE de la protéolyse ménagée du complexe Ku-hDNA par la
chymotrypsine. B. Gel SDS-PAGE de la protéolyse ménagée du complexe XI.4 par la chymotrypsine .C. Gel SDS-PAGE de la
protéolyse ménagée du complexe Ku-hDNA-XI4 par la chymotrypsine. Une gamme de temps d’incubation permet d’évaluer le
temps optimal de protéolyse pour obtenir des fragments protéiques compacts, plus résistant a 'action de la chymotrypsine et donc
peut étre plus facilement cristallisable.

Ces premiers essais montrent que la LiglV est rapidement clivée par la chymotrypsine et que la
présence de Ku ne protege pas ce clivage.

Les essais effectués en utilisant la trypsine présentent son similaires a ceux obtenus par la
chymotrypsine. Les complexes Ku et XRCC4-LiglV sont rapidement dégradés (en 20 minutes a
37°C), et le mélange des deux complexes ne les stabilise pas face a 'action de protéolyse. Seuls de
petits fragments protéiques (taille inférieure a 37 kDa) subsistent au bout de 2 heures
d’incubation.

La suite envisagée était de reproduire cette expérience avec des ADN de longueurs différentes
pour stabiliser une interaction Ku-XL4 médiée par ’ADN et de purifier les complexes soumis a
la protéolyse ménagée par filtration sur gel pour des essais de cristallisation. Nous avions
également envisagé une protéolyse ménagée directement dans les essais de cristallisation comme
cela a été décrit dans la littérature. A ce stade de ma thése, nous avons choisi de recentré mon
¢tude sur I’étude structurale des complexes Ku-KBM.

3.4.2 Etude cristallographique du complexe Ku-hDNA-pAPLF

L’interaction entre Ku et le peptide pAPLF mesurée par I'TCindique que le peptide APLF est tres
affin pour Ku (Kp= 33 nM), et que la présence I’ADN n’a pas d’influence sur cette interaction.
J’ai donc entrepris de mener une étude structurale sur cette interaction en ciblant particulicrement
le complexe Ku-ADN-pAPLE

3.4.2.1 Cristallisation du complexe KuCC-hDNA-pAPLF

La premicre étape pour la réalisation d’une étude structurale par cristallographie aux rayons X est
l'obtention de cristaux de 'objet d’intérét. Pour ce faire, plusieurs complexes ont été formés et
envoyés a la plateforme de cristallisation haut-débit HTX a TEMBL Grenoble. Ainsi ont été
formés les complexes Ku-hDNA-pAPLF ; KuCC-hDNA-pAPLF ; Ku-pAPLF et KuCC-pAPLE
Pour chacun des complexes, le peptide pAPLF est mis avec un exces de 10% par rapport a Ku,
et, de méme pour les complexes contenant de ’ADN, celui-ci est toujours en exces de 10% par
rapport 2 Ku. Les complexes sont ensuite portés a la concentration de 5, 10 et 20 mgmL" et
envoyé sur glace (a 4°C) a la plateforme HTX. 576 tests de cristallisation (6 x 96 conditions) sont



réalisés a HTX pour chacune des 3 concentrations. Les gouttes sont réalisées a température
ambiante et visualisées 2 4°C. Les gouttes de 0.1 uL sont faites par la technique de goute assise et
sont photographiées par un robot de visualisation et analysées au laboratoire par internet, grace
au logiciel CRIMS développé par la plateforme. Des photos sont prises automatiquement et
régulicrement de J+1 a J+60 pour suivre Pévolution des gouttes de cristallisation et 'apparition
¢éventuelle de cristaux.

Sur les quatre complexes testés, seul le complexe KuCC-hDNA-pAPLF a donné des pistes de
cristallisation, avec I'apparition de microcristaux a partir de J+3 (Fig R.23). Les conditions dans
lesquelles ces microcristaux se forment sont similaires.

Les solutions de cristallisations correspondantes contiennent toutes un tampon Bis Tris Propane
(BTP) 2 100 mM, tamponné a un pH de 6.5 ; du PEG 3350 a 20% (m/v) et un sel qui lui varie
selon les gouttes, mais toujours a la concentration de 200 mM. On trouve par exemple du
NaNO;, du Na-Citrate, du Na-Formate et du Na/K Phosphate. Il s’agit dans ’ensemble des
conditions 61 a 72 du crible PACT du fabricant Qiagen.

Figure R.23 : Cristallisation du complexe KuCC-hDNA-pAPLE. A. Cristaux apparus dans une goutte du crible PACT. Cette
condition de ctistallisation contient du Bis Ttis Propane 2 100 mM, tamponné a un pH de 6.5 ; du PEG 3350 4 20% (m/v) et du
NaF a 200 mM. Des cristaux monocristallins apparaissent a J+3 et croissent jusqu’a J+7. . B. Cristaux de KuCC-hDNA-pAPLF
obtenus au laboratoire aprés optimisation des conditions de cristallisation identifiées sur la plateforme HTX. La taille des cristaux
(environ 700pm x 50pum x 70um) les rend compatible avec une étude de diffraction des rayons X. Ces cristaux sont maclés et
délicats 2 manipuler. Les couleurs de ces cristaux sont dues a la capacité de ces objets de changer le plan de polatisation de la
lumiere visible. C. Schéma explicatif du maclage des cristaux. La partie 1 est la partie du cristal qui apparait en premier. Elle est
bien ordonnée et bien compacte. La partie 2 pousse apres la partie 1. Des micro-imperfections s’accumulent lors de la croissance,
le cristal se sépare en plusieurs cristaux dont la croissance est indépendante. Souvent, ces parties indépendantes se touchent et il
est impossible de les séparer sans casser totalement le cristal.



Une fois quune condition de cristallisation est établie, celle-ci est optimisée au laboratoire afin
d’obtenir des cristaux monoctistallins de taille compatible avec des analyses par diffraction des
rayons X. Des variations des conditions de cristallisation sont alors entreprises afin d’améliorer
les cristaux du complexe KuCC-hDNA-pAPLE. Pour ceci plusieurs paramétres ont été explorés
pour modifier la taille des cristaux :

- La concentration en PEG 3350

- La concentration en NaNOs

- La concentration en BTP

- Le pH du tampon

- Le type de sel (suivant la série de Hoffmeister, le cation et le contre ion indépendamment)
- Le type (la taille) du PEG (allant de PEG 1000 a PEG 8000 par palliers de 500 ou 1000)

- La température de réalisation des tests de cristallisation (4°C, 17°C, 20°C)

Finalement apres environ 1000 gouttes effectuées pour cette optimisation (et 20 mg de complexe)
une solution optimale de cristallisation est trouvée : Bis Tris Propane a 100 mM, tamponné a un
pH de 6.5 ; du PEG 3350 2 13% (m/v) et du NaNO3 a 300 mM.

Cette condition permet 'obtention de longs cristaux (700 pm x 50 um x 70 um environs, Fig
R.23).

Ces cristaux poussent tres rapidement, a2 20°C, en moins de 1 jour. Cette croissance ne peut étre
ralentie et se traduit finalement par un aspect maclé des cristaux (Fig R.23.C).

Une fois que la croissance des cristaux est arrétée, ceux-ci doivent étre isolés et conservés pour
une analyse ultérieure. Le moyen le plus simple est la cryoconservation de ces cristaux en les
plongeant dans un bain d’azote liquide. Afin de les préserver des dégats que peut occasionner la
congélation a I'azote liquide, il faut empécher que I’eau contenue dans la solution de cristallisation
n’ait le temps de former des cristaux de glace. Il rapidement passer par les transitions de phase de
Peau. Pour accélérer ce phénomene, plusieurs cryo-protectants existent (xylitol, Ethylene glycol,
Glycérol, PEG 200) et minimisent la formation de cristaux de glace en favorisant la formation de
glace vitreuse. On évalue la qualité de la congélation avec un agent cryo-protectant donné a une
concentration donnée a partir du pouvoir de diffraction de plusieurs cristaux de tailles similaires.
Pour ces cristaux, c’est le Glycérol a 20% qui est retenu. Les cristaux sont péchés a 'aide d’une
boucle (litholoop) de 0.1mm (MiTeGen Technology), puis plongés rapidement dans une solution
dont la composition est la méme que la solution de cristallogenese, mais additionnée de 20%
(m/v) de Glycérol.

Ils sont ensuite remis sur la boucle puis plongés rapidement dans I'azote liquide pour étre
conservés.

3.4.2.2 Diffraction et transformation des données expérimentales

Les expériences de diffraction des cristaux de KuCC-hDNA-pAPLF ont été réalisées sur la ligne
Proxima 1 au synchrotron SOLEIL. Les cristaux sont montés sur un goniometre 3 axes, et
maintenus congelés sous un flux de vapeur d’azote. Les cristaux sont ensuite illuminés par un
faisceau de rayons X a 12,5 keV, et les images de diffraction sont recueillies sur un détecteur
Pilatus 6M (Dectris ltd) a la fréquence de 25Hz.

Plus de 60 cristaux sont analysés et seulement deux sont retenus, car ils présentent un signal de
diffraction supérieur 2 4 A. Des clichés de diffraction sont enregistrés sur une plage de 180° tous
les 0,1°. Au total deux fois 1800 clichés de diffraction sont enregistrés sur les deux cristaux qui
diffractent, occasionnant 'aquisition de 4 fois le jeu de données complet, et maximiser la qualité
des données obtenues.

Ces deux jeux de données sont traités indépendamment a I’aide du script « xdsme » écrit et



développé par Pierre Legrand (Proxima 1, Synchrotron SOLEIL). Les jeux de données sont
ensuite moyennés et mis a ’échelle par le logiciel XSCALE faisant partie de la suite XDS. Le jeu
de données résultant est retraité grace au script xdsme. Ce dernier donne les parametres suivant

concernant le jeu de données :

Ku-pAPLF
(PDB GERF)
Data collection
Space group Py
Cell dimensions :
a, b, c (A) 98.9, 140.8, 150.3
o« B,y () 068.6, 80.8, 81.2
Resolution (A) 49.5-3.0 (3.28-3.0)
Anisotropy resolution limits (A) 2.9, 3.9, 3.3
Resolution limit overall (A) 3.15
Rinerge 0.056 (0.79)
Rineas 0.072 (0.93)
Rpim 0.051 (0.66)
I/o (]) 11.8 (1.3)
CCiy 0.99 (0.60)
Completeness (spherical, %) 66.5 (14.3)
Completeness (ellipsoidal, %) 92.1 (70.1)
Redundancy 3.4 (3.5)
B Wilson (A?) 140.9

Les facteurs CC1/2 et les facteurs Rmerge et Rpim ont des valeurs trés élevées dans la derniére
tranche de résolution. Cela est dG a un mélange de données mesurées et attendues (prédites par le
logiciel d’intégration des données). Mais celles-ci doivent étre noyées dans le bruit de fond. O,
du fait de la technologie du détecteur utilisé (avec pixels indépendants, compteurs de photon), il y
a trés peu de bruit de fond da a la diffusion des Rayons X sur le celui-ci.

Pour s’en affranchir et faire ressortir 'information, il est possible de couper les données de facon
préférentielle, si un ou des axes favorisés existent dans la diffraction (anisotropie de diffraction).
Afin de vérifier cette possibilité, le jeu de données est analysée avec le logiciel « AIMELESS »
faisant partie de la suite CCP4. Ce logiciel permet entre autre d’analyser les directions
préférentielles de diffraction d’un jeu de données, et donc de ne pas prendre en compte les zones
« vides » lors de ’étape d’analyse des jeux de données.

Pour les cristaux du complexe Kucc-hDNA-pAPLE, deux axes de diffraction sont favorisés, que
lon appellera u (Résolution., = 2.9 A) et v (Résolution,.. = 4.25A) (la direction des axes u et v
est donnée par u = 0.43h + 0.73k + 0.52] et v = -0.44h + 0.20k + 0.86l). Pour optimiser le jeu
de donnée en faisant ressortir le bruit, nous avons choisi d’utiliser le serveur STARANISO
(Anisotropy of the Diffraction Limit and Bayesian Estimation of Structure Amplitudes ;
http://staraniso.globalphasing.org/cgi-bin/staraniso.cgi ). Le résultat du calcul de ce setveur est
un nouveau jeu de données, coupé de facon anisotrope, ne gardant que les parties de 'espace
réciproque contenant des informations de diffraction (Fig R.24)
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Figure 24 : Schéma explicatif du fonctionnement du serveur STARANISO. A droite, les données intégrées par XDS sont
représentées par la sphere blanche. En gris est représentée la part du jeu de données contenant de I'information exploitable. A
gauche, le jeu de données sorti de STARANISO. La partie blanche ne contenant pas d’information est éliminée.

3.4.2.3 Phasage et affinement du modéle

Pour calculer une carte de densité électronique correspondant aux taches de diffraction mesurées,
il nous faut retrouver la phase du cristal. Pour ce faire, plusieurs techniques existent, mais c’est la
technique du remplacement moléculaire (RM) qu’on a choisi pour notre cas. Cette technique
consiste, en l'utilisation d’un mod¢le préexistant (ou modélisé parfois), supposé proche de la
structure de notre objet cristallin.

Pour le RM, nous avons choisi d’utiliser comme modele le complexe Ku70/Ku80 présent dans la
structure résolue par Walker en 2001 (code PDB : 1JEY). Nous avons 6té dans cette structure
I’ADN présent en complexe avec Ku. Nous utilisons le logiciel Molrep, un logiciel de la suite
CCP4. Ce logiciel va utiliser la structure qu’on lui fournit, et en placer un certain nombre de copie
dans I’espace de la maille calculée précédemment en appliquant des fonctions de rotation puis de
translation pour qu’a la fin un modele probable correspondant a notre empilement cristallin soit
généré.

Remarque : Le nombre de copie de I'objet dans la maille est estimé par le calcul du coefficient de Matthews. Ce calcul
donne pour un volume de maille donné, une probabilité du nombre de copie du modele choisi dans la maille.

Le résultat du calcul effectué par Molrep est le placement de 4 complexes Ku dans la maille, sans
relation de symétrie cristalline entre eux (Fig R.25), avec un score de confiance tres élevé
(Contraste >>8).

Suite a cette étape, un premier tour d’affinement est effectué. Pour cela, le modeéle est affiné
avec le logiciel BUSTER. L’affinement est réalisé en corps rigide. Les chaines protéiques sont
déplacées en bloc, sans chercher a affiner précisément les positions des chaines latérales des
acides aminés. Cette étape permet de calculer une premicre carte de densité électronique 2Fobs-
Fcalc, ainsi qu’une carte de différence de densité Fobs-Fcalc.

L’observation des premieres cartes confirme que le remplacement moléculaire est réussi et que la
structure est résolue. Premic¢rement, la majorité des acides aminés de Ku70 et Ku80 présente une
densité électronique satisfaisante au moins sur la chaine principale. De plus, il n’y a pas de clash
entre les chaines protéiques, ni de parties non modélisées qui apparaissent, cela confirme le bon
déroulement du RM. L’observation de la seconde carte, celle de différence de densité, permet de
voir 3 choses intéressantes



- Il nexiste pas de densité positive ou négative de la taille d'un complexe Ku, ce qui signifie
que le bon nombre de complexes a été placé par Molrep

- Une densité résiduelle positive (Fig R.25 au centre des complexes Ku apparait. Cette
densité en forme d’hélice correspond au signal de PADN que 'on a mis dans le cristal
mais que nous n’avons pas utilisé pour I'étape de RM. Ce signal confirme que PADN est
bien présent dans notre cristal et que les calculs effectués jusqu’alors permettent de
retrouver sa présence.

- Une derniére densité résiduelle apparait sur la surface du domaine viWA de Ku80, a
proximité du résidu 168 (Fig R.25). Ce signal, de par sa localisation et sa forme, est
correspond au peptide pAPLF mis en complexe avec KuCC lors de la cristallisation. Seule
la reconstruction du peptide et 'affinement du modele pourront confirmer cela.

Pour poursuivre la construction du modéle de KuCC-hDNA-pAPLE, PADN est replacé dans la
structure du modele par RM en utilisant Molrep. Le résultat est le placement de 4 ADN au niveau
des sillons centraux des Ku. Cependant lors de 'affinement en corps rigide qui suit le
remplacement moléculaire, aucune densité n’est visible pour la partie en épingle a cheveux de
I’ADN (ni dans la carte de densité 2Fo-Fc ni dans la carte de différence de densité Fo-Fc). Une
explication possible est que cette partie de PADN est trop mobile. Par la suite nous avons choisi
de ne pas mettre cette épingle a cheveux dans le modele et de s’en tenir a la zone pour laquelle de
la densité était visible. Depuis, la structure a été reprise par V. Ropars (LBSR, CEA Saclay) et P.
Legrand (Proxima 1, Synchrotron SOLEIL) et la structure en épingle a cheveux a été replacée,
Ceci grace a une détermination plus précise des phases et donc une carte de densité électronique
plus précise

La reconstruction du peptide a été faite en plagant en premier la séquence 152RKRi34 du peptide
qui était la mieux définie des le début du RM. Plusieurs cycles d’affinement ont été effectués. Ces
étapes d’affinement étaient toutes effectuées dans le programme Buster avec les parametres
suivants :

- Corps Rigide

- Utlisation des symétries non cristallines

- Utilisation des tenseur TLS

- Limitation du poids des Rayons X

- Contrainte de distance minimale pour la solvatation

Ainsi, cycle par cycle, le modele est affiné et reconstruit jusqu’a atteindre le modele final (Fig R.26
et article en annexe), avec des parametres Ryor €t Riee suivant : Ryon= 0.197 et Rf..= 0.246. Le
peptide est reconstruit du résidu A180 au résidu .192 (Fig R.206).



Figure R.25 : Phasage et premier cycle d’affinement de la maille de KuCC-hDNA-pAPLE

A. Résultat du remplacement moléculaire fait par Molrep. Le logiciel place 4 hétérodimeres de KuCC dans la maille. B. Densité
résiduelle observée au centre d’un des complexe de KuCC aprés le premier cycle d’affinement en corps rigide, Ku80 en vert et
Ku70 en Orange. Celle-ci correspond a la forme et la localisation de PADN dans la structure de Walker (code PDB : 1JEY), et est
présente dans tous les complexes KuCC de la maille. C . Densité résiduelle observée en périphérie du domaine vWA de Ku80, a
proximité de la Leucine 68. Elle est présente sur tous les complexes KuCC de la maille cristalline. D. Zoom sur la la densité
électronique addtionnelle observée en périphérie de Ku80 correspondant au peptide APLE.
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Figure R.26 : Gauche. Mod¢le final du complexe KuCC-hDNA-pAPLE, représentation en surface du logiciel Pymol. Les
protéines Ku70 (orange) et Ku80 (vert) sont représentées en surface pour plus de clarté. Au centre en rouge sont représentés les
deux brins du hDNA co-cristallisé. Seule la partie bicaténaire de 11 bp de PADN est représentée dans le cristal. Le peptide
pAPLF est représenté en format baton.

Droite. Détail de la structure visible du peptide pAPLF ancré a la surface du domaine vWA de la protéine Ku80 (ici représenté en
cartoon).

3.4.2.4 Analyse de Ia structure de KuCC-hDNA-pAPLF

Pour analyser la structure de ce complexe nous allons suivre le chemin allant de ’analyse de la
structure globale, vers les détails moléculaires régissant I'interaction entre Ku80 et le peptide
pAPLE

La structute de KuCC peut étre directement comparée aux modéles précédents de Ku70/Ku80.
Lorsqu’on compare la structure de ce complexe au complexe Ku-ADN de Walker (code PDB :

1JEY), on trouve un RMSD de 0.988A (RMSD= ’%Z{Ll 8i 2, ou § est la différence de distance

entre deux carbone a équivalents. Cette valeur signifie que chaque Ca du complexe KuCC dans
KuCC-hDNA-pAPLF est distant de moins de 1,0 A au Ca équivalent dans le modéle de Walker.
On peut considérer nos modeles en bon accord et conclure que la fixation de pAPLF n’induit pas
de changement de conformation majeur dans le complexe Ku.

L analyse de la structure de PADN est quelque peu plus complexe. Seuls 11bp de la partie
bicaténaire localisée dans le sillon formé par I’association de Ku70 et Ku80 sont visibles dans ma
structure. (Séquences des brins visibles : TTTAGTTTATT et AATAAACTAAA). Cependant,
lorsqu’on se penche sur les différences existant entre les deux ADNs, nous voyons que pour la
partie commune, les deux structures sont superposables, avec une légere variation de 'orientation
des bases (n’interrompant pas 'appariement Watson-Crick) (Fig R .27). La fixation du peptide ne
semble donc pas influencer le mode de fixation de PADN sur Ku.



Figure R.27 : Alignement de 11bp des ADN des structures de Walker et de KuCC-hDNA-pAPLE. Les complexes
nucléoprotéiques sont alignés avec le logiciel Pymol. Nous ne gardons ici, visible, que les ADN correspondants des deux
complexes. En rose se trouve PADN de la structure KuCC-hDNA-pAPLE et en bleu la structure de PADN dans le complexe
1JEY.

Le peptide est localisé dans une poche définie sur Ku80 par les hélices a4, a5 et la boucle située
entre les brins BB et BC. Cette surface est tres conservée, d’apres I'analyse faite avec le serveur
Consurf (http://consurf.tau.ac.il/2016/ , Fig R.28), et se trouve a une distance de plus de 50 A
du site de fixation a PADN. Cette grande distance est en accord avec I'absence de variation
d’affinité, du peptide pour la protéine, en présence ou en absence d’ADN. L’interaction entre le
peptide pAPLEF et la protéine Ku80 est analysée avec le logiciel « areaimol » de la suite CCP4.
Lors de Pétablissement de interaction, une surface de 622A2 de Ku80 et de 711A2 du peptide ne
sont plus accessibles au solvant. La surface du peptide ainsi masquée représente 40% de la
surface totale du peptide visible dans la structure (La surface totale du peptide est de 1750A2). Le
peptide adopte une structure étendue dans ce sillon et on peut distinguer deux sites majeurs
d’interaction aux niveaux des parties N et C-terminales de la partie visible.

La partie N-terminale est une région riche en résidus basiques (Eis1RKR1g5) trés conservée dans la
séquence des protéines APLF comme I’'a montré I'analyse effectuée dans le paragraphe sur
I'analyse de 'interaction Ku-peptides KBM. Ces résidus sont impliqués dans un réseau de ponts
salins, impliquant les chaines latérales des acides aminés D106*, D109*, Q73* et S145% (le signe
« ¥ » faisant référence a des résidus de Ku80), ainsi qu’a des atomes de la chaine principale de
Ku80 au niveau des résidus K144* et S143* (Fig R.28).

La partie C-terminale du peptide est une région riche en résidus hydrophobes (IigsLPTWML91),
tres conservés au sein des séquences APLE Ces résidus, lors de linteraction avec Ku80, se
trouvent profondément enfouis dans une poche hydrophobe formée a la fois par les résidus
L68%, 1112%, M115%, 1149* et 1150™. Le peptide lui-méme forme un coude B (turn) au niveau
des résidus 15sPT1s7 (Fig R.28). Cette zone d’interaction est stabilisée également par des liaisons
hydrogénes impliquant le lien entre le N-H de la chaine latérale du 100 Tpr” et la chaine latérale du
résidu D166, et le lien entre le carbonyl de la liaison peptidique de 155" et les chaines latérales
des résidus Q73* et Y75*. De plus nous pouvons noter que la liaison hydrogéne intra-chaine au
niveau des résidus 1188" et 1.191" du peptide, stabilisant la formation du tour B, doit aussi étre a
origine de la stabilité de cette interaction du fait du maintien de la bonne conformation du

peptide (Fig R.28).
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Figure R.28: Détails de I'interaction entre le A-KBM de APLF et Ku80. A. Vue générale de linteraction entre le peptide pAPLF
et le domaine vWA de Ku80. Le peptide est représenté en magenta, et la protéine en vert. Les acides aminés de la protéine
impliqués dans I'interaction avec le peptide sont représentés. B. Zoom sur la zone d’interaction implicant les résidus basiques. Les
interactions électrostatiques sont représentées par des traits pointillés jaunes entre le donneur et 'accepteur. Cette vue permet de
bien voir 'importance de deux Arginines conservées plongeant au sein de la structure de Ku80 pour réaliser des pont salins avec
les résidus de Ku80. C. Zoom sur la zone d’interaction hydrophobe. La poche hydrophobe de Ku80 est comblé par le peptide. Le
peptide a une structure étendue avec un coude 8 C. Représentation de la conservation des résidus de surface de Ku80 impliqués
dans Pinteraction avec le KBM de APLE La vue est tournée de 90° selon I’axe x par rapport a la représentation en A. Les résidus
les plus conservés, en rouge, se retrouvent au niveau des deux zones d’interactions. ILa conservation diminue quand on s’éloigne
du site d’interaction (résidus jaunes ou blancs). Cette conservation suggere une conservation de cette interaction chez les
eucaryotes supérieurs.

La visualisation des détails moléculaires de cette interaction confirme les hypotheses faites par
I'équipe de Grundy et Rulten en 2013 (Grundy et al., 2013). En effet dans cet article, les résidus
de Ku80 L68, Y74 et 1115 avaient été mutés en Arginine. Ces mutations se traduisaient par une
perte du recrutement de la protéine APLE Notre structure montre que ces trois acides aminés
sont impliqués dans I'interaction avec le peptide pAPLF au niveau de la poche hydrophobe. Cette
structure explique aussi pourquoi le peptide court ’APLF (pAPLFs) n’interagit plus avec Ku, car
les résidus Metio" et Leusoi™ sont en contact avec Ku.

3.4.2.5 Analyse de Pinteraction Ku70-pAPLF

L’analyse de la structure cristalline du complexe KuCC-hDNA-pAPLF a mis en évidence le site
d’interaction entre Ku80 et pAPLE, ainsi que les détails moléculaires responsable de I'interaction.

L’analyse de 'empilement cristallin a révélé que deux complexes de KuCC sont en contact par un
peptide pAPLF (Fig R.29).
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Figure R.29: Interaction cristalline Ku70-pAPLE A. vue de I'arrangement cristallin entre deux complexes de KuCC liés entre eux
par un peptide pAPLE. Cette vue montre que ce contact se traduit par la formation d’un filament Ku-peptide tout le long du
cristal. B. Détail de la zone de liaison entre Ku80, pAPLF et Ku70. Le peptide se trouve a I'interface des deux protéines et stabilise
leur contact. C. Détail de la zone d’interaction du peptide pAPLF sur Ku70. D. Conservation des acides aminés de Ku70impliqués
dans I'interaction avec pAPLE, obtenue avec le serveur Consurf. Echelle identique a la figure R.28.

L’interaction de Ku70 avec le peptide pAPLF se fait au niveau du domaine vWA de Ku70. Les
résidus impliqués pour I’établissement de cette interaction sont les résidus V97, W148, S155,
K189 et D192 au niveau de Ku70, et les résidus 1185, T188 et L186 pour le peptide pAPLE. Cette
interaction couvre une surface de 358A2 sur la protéine Ku70, et de 392A2 sur le peptide.
Lanalyse de conservation des résidus de surface de Ku70 au niveau de cette interaction montre

Peu conservé



que comme pour Ku80, cette zone est conservée par rapport au reste de la surface du domaine
vWA (Fig R.29).

Des données acquises ultérieurement au laboratoire suggerent que I'interaction décrite ci-dessus
représente un contact cristallin. En effet un mutant de Ku80 au niveau du site APLE, Ku80 I1112R
a été purifié¢ au laboratoire. Des mesures d’ITC montrent que ce mutant n’interagit pas avec Ku,
ce qui suggere que I'interaction de ce peptide avec Ku70 est tres faible. En revanche la présence
de ce patch en acide aminés conservés sur le vWA de Ku70 pourrait correspondre au site
d’interaction avec la région Cterminale de PAXX (Tadi et al., 2016).

3.4.3 Etude cristallographique du complexe Ku-hDNA-pXLF

Les mesures par I'TC de I'interaction entre Ku et le X-KBM de XLF ont permis de caractériser
une affinité de Pordre du micromolaire renforcée par la présence d’ADN. Une étude de
cristallographie aux rayons X a été entreprise pour définir les bases moléculaires de cette
interaction. Des essais de cristallisation et des analyses de diffraction du complexe KuCC-hDNA-
pXLF ont été effectués.

3.4.3.1 Ciristallisation du complexe KuCC-hDNA-pXLF

Une recherche systématique de conditions de cristallisation a été faite pour ce complexe selon un
protocole semblable a celui du complexe KuCC-hDNA-pAPLE Le complexe KuCC-hDNA-
pXLF est formé avec la steechiométrie suivante : 1 KuCC : 1,1 hDNA : 2 pXLF. Ce ratio de 2
pour le peptide X-KBM de XLF est utilisé afin de maximiser la proportion de ce peptide fixé lors
de la concentration des complexes pour la préparation de la solution a cristalliser. Une fois les
différents partenaires ajoutés, le mélange 2 Img.ml." (soit une concentration en Ku de 13uM, ou
3 fois le Kp de l'interaction avec le X-KBM de XLF) est concentré et porté a la concentration de
15mg.ml." qui constituera notre solution stock (un volume de 500uL est préparé). Trois
concentrations de complexe sont préparées a partir de ce stock, un a 15 mg.mL", un 2 7,5 mgml.
"et un dernier 2 3,5mg.ml.", toutes les trois dans un volume final de 100 pL. de tampon AN. Ces
¢chantillons sont ensuite envoyés a 4°C a la plateforme HTX a TEMBL de Grenoble ot un robot
effectuera le crible de cristallisation. 576 conditions sont testées pour chacun des complexes, et
les gouttes sont maintenues a une température de 4°C. Un robot de visualisation permet de suivre
I’évolution des gouttes en prenant des photos régulierement.

Des cristaux sont identifiés 7 jours apres la réalisation des gouttes, dans les conditions 85 a 96 du
crible PACT de Qiagen. Ces conditions sont toutes constituées de PEG 3350 a 20% (m/v), 100
mM de BTP au pH de 8.5, et d’un sel 2 200 mM, les plus jolis cristaux apparaissant avec le Nal, le
KSCN, et Na,SO, (Fig R.30).



Figure R.30 : Cristallisation du complexe KuCC-hDNA-pXLE A. Petits cristaux apparus a J+7 dans la condition
contenant du Na2SO4 du crible de cristallisation PACT. La taille des cristaux n’évolue plus aprés J+21, et reste de
Pordre de 15um de long, en forme de losange. B. Cristaux obtenus au laboratoire apres reproduction et optimisation
des conditions de cristallisation. Les cristaux sont plus grands et de forme pyramidale, avec une taille allant parfois
jusqu’a 300 um de long.

Une fois ces conditions de cristallisation cernées, une reproduction des cristaux au laboratoire,
ainsi qu'une amélioration des conditions de cristallisation est entreprise. De la méme manicre que
pour pAPLE, plusieurs parametres sont étudiés :

- Concentration du PEG,

- Taille du PEG,

- Concentration du sel,

- Nature du sel,

- Concentration du BTP,

- pH de la solution,

- Température de croissance,
- Ajout d’'un additif.

La condition optimale pour la croissance des cristaux du complexe KuCC-hDNA-pXLF est
obtenue apres environ 100 tests effectués au laboratoire. Cette condition contient 100 mM de
BTP au pH de 8.5, 18% de PEG 3350, 160 mM de Na,SO, et 15 mM de B-Mercapto-éthanol. La
croissance des cristaux dure de 6 a 8 jours, a 20°C. Ces cristaux atteignent en moyenne une taille
de 100 x 50 x 20 um, ce qui en fait de petits cristaux tout a fait manipulables. Les plus gros quant
a eux atteignent parfois la taille de 300 x 75 x 40 um (Fig R.30), mais ils sont plus rares (1 ou 2
par goutte).

Ces cristaux sont ensuite congelés pour leur conservation en présence de 20% de glycérol,
comme dans le cas des cristaux de KuCC-hDNA-pAPLE

3.4.3.2 Diffraction et traitement des données expérimentales

Les clichés de diffraction des cristaux de KuCC-hDNA-pXLF ont été obtenus sur la ligne
Proxima 2 du synchrotron SOLEIL. Les cristaux sont montés sur un goniometre 3 axes, et
maintenus congelés sous un flux de vapeur d’azote. Les cristaux sont ensuite illuminés par un



faisceau de rayons X micro focalisé (d’une taille de 20 x 40 um) et d’énergie 12 keV. Les clichés de
diffraction sont enregistrés sur un détecteur EIGER X 9M (Dectris) a la fréquence de 240 Hz.
Environ 40 cristaux ont été analysés et le meilleur d’entre eux présentait une diffraction allant
jusqu’a 2.85A. Une collecte de 1800 images sur une rotation de 180°, est faite sur ce cristal qui
constituera le jeu de donnée utilisé par la suite.

La transformation de ces clichés en jeu de données utilisable par les logiciels de cristallographie
est faite grace au script xdsme. I’ensemble des paramétres cristallins est donné dans la table
suivante :

Ku-pXLF
(PDB 6ERH)
Data collection
Space group P2,
Cell dimensions :
a, b, ¢ (A) 111.8,118.9, 128.2
B, v (©) 90.0, 93.1, 90.0
Resolution (A) 49.01-2.8 (3.16-2.8)
Anisotropy resolution limits (A)® 2.7, 4.4, 3.4
Resolution limit overall (A)S 3.11
Rinerge 0.164 (1.35)
Rineas 0.182 (1.47)
Rypim 0.094 (0.706)
I/o (1) 9.1 (1.5)
CCi 0.997 (0.60)

Completeness (spherical, %0)° 51.3 (8.5)
Completeness (ellipsoidal, %)° 92.4 (69.6)
Redundancy 7.1 (6.9)
B Wilson (A?) 117.0

Un traitement automatique des données de diffraction de ce cristal par le serveur STARANISO
est effectué pour tenir compte de I'anisotropie des cristaux observée également pour ces cristaux.
Les résultats sont reportés dans le tableau ci-dessus. Ces cristaux présentent un fort caractere
anisotrope (ici :u = 0.91h — 0421 & v =k & w = 0.30h + 0.96]). Le traitement des données
par le serveur STARANISO permet d’améliorer le rapport signal sur bruit de nos données en
otant les taches de faible intensité dans certaines régions. Les cristaux avec le peptide pXLEF
présente une symétrie plus élevée que pour les cristaux contenant le peptide pALPF (P2, versus
P1 pour les cristaux avec pAPLF) et donc une redondance plus grande pour une méme plage
d’acquisition.

3.4.3.3 Phasage et affinement du modéle

La technique de phasage du complexe KuCC-hDNA-pXLF utilisée est la méme que pour le
précédent cristal. Le remplacement moléculaire est réalisé a I'aide du logiciel Molrep. Dans les
premiers essais, on utilise comme modele la structure 1JEY de Ku70/Ku80 complexé avec
I’ADN a laquelle nous avons 6té¢ ’ADN, car elle avait donnée de bons résultats pour la
précédente structure. Les premiers résultats de remplacement moléculaire suggerent la présence
de deux complexes dans I'unité asymétrique (d’apres le coefficient de Matthews). Le score de



contraste du remplacement moléculaire est faible (contraste 4,5 versus >8 pour pAPLF)
suggérant que la solution trouvée est potentiellement incorrecte. Un premier tour d’affinement
est réalisé en corps rigides. Les valeurs des facteurs Rwork et Rfree obtenues sont tres hautes
(Rwork = 0.46 et Rfree= 0.48), et la carte de densité 2Fo-Fc présente trés peu de densité
électronique au niveau du domaine vWA de Ku80 (Fig R.31). Ces observations confirment que
les solutions proposées par le premier essai de remplacement moléculaire sont incorrectes et elles
suggerent un éventuel mouvement du domaine vWA de Ku80. Nous avons donc entrepris de
recommencer le phasage, mais en utilisant cette fois ci comme modele, le complexe 1JEY, sans
I’ADN et sans le domaine vWA de Ku80 (mode¢le appelé arch-70).

Le résultat du RM est plus satisfaisant avec une valeur de contraste de 10.4. Le premier
affinement suivant ce nouveau remplacement moléculaire permet d’obtenir des cartes de densité
électronique dans lesquelles Ku70 et les régions gardées de Ku80 sont bien définies. ’analyse de
la carte de différence Fo-Fc montre la présence de densité positive pres de 'emplacement du
domaine vWA de Ku80 mais pas au méme endroit que dans les structures connues de Ku
précédentes (1JEY et structure avec pAPLF) (Fig R.31, en rouge pour facilité la visualisation sur
papier). Nous choisissons d’effectuer une étape de remplacement moléculaire pour replacer le
domaine manquant de Ku80 en utilisant comme modcle fixe, le modele arch-70 positionné
précédemment.

Cette étape permet de placer deux domaines vWA dans le modeéle arch-70 pres des deux
molécules de Ku80 présentes dans ce modele. Apres une étape d’affinement, nous pouvons
vérifier que ces deux domaines vIWA de Ku80 sont bien définisdans les cartes 2Fo-Fc (Fig R.31).
Une derniere étape de remplacement moléculaire est effectué pour positionner TADN dans le
sillon de Ku (Fig R.31).




Figure R.31 : Phasage par Remplacement Moléculaire pour le complexe KuCC-hDAN-pXLE A. Carte de densité 2Fo-Fc
(violette) calculée apreés le premier remplacement moléculaire, utilisant le modele 1JEY. Le contour est placé a 1.80 et trés peu de
pic de densité apparaissent dans la carte 2Fo-Fc prés de la position canonique du viWA de Ku80. La partie protéiques représentée
ici est le feuillet central du domaine vWA de Ku80. B. Résultat du remplacement moléculaire avec le complexe arch-70. Les
densité de Ku70 et du domaine central de Ku80 sont bien définis et une densité surnuméraire apparait a proximité de la place
attendue du domaine vWA mais décalée. Des pics de densité sur la carte 2Fo-Fc (blanche) et de densité positives sur la carte Fo-
Fc (rouge) suggerent la présence d’atomes dans cette région. La densité bleau correspond a des pics de densité négative qui sont
du au modéle imcomplet utilisé lors de I’étape de RM. C. représentation du feuillet centrale du domaine vWA de Ku80 aprés son
placement par remplacement moléculaire dans le modele de arch-70. La carte de densité 2Fo-Fc (verte), contourée a 1.80, montre
une bonne corrélation entre la carte de densité expérimentale et le modele généré par les différentes étapes de remplacement
moléculaire.

La comparaison de la structure modele ainsi obtenue avec la structure 1JEY nous montre que le
domaine vWA de Ku80 est dévié par rapport a la structure de Walker (Fig R.32).

Deux explications sont possibles pour ce mouvement, soit le domaine a été hydrolysé au cours de
la cristallisation et 'empilement cristallin I’a positionné par chance dans cette région, soit un
changement de conformation est advenu. L’observation de la densité électronique au niveau de la
région charniére située entre le domaine vWA de Ku80 et le reste du complexe Ku, nous permet
d’identifier de la densité positive au niveau de la charnicre, suggérant un déplacement du domaine
vWA de Ku80 suite a un changement de conformation de la région charniere le rattachant au
reste de Ku (Fig R.32, en rouge). On observe également un pic de densité, semblant se placer
entre le domaine vWA de Ku80 et le reste du complexe sans y étre rattaché (Fig R.32). Cette
région est occupée dans la structure de Ku (1JEY) par la boucle 1.231*-H246* (charniére) qui a
changé de position avec I'arrivée du peptide pXLF.

Ku70

Densité « vide »

Linker reliant vWAS? 2 Arch?®



Figure R.32 : Résultat final du phasage par remplacement moléculaire du complexe KuCC-hDNA-pXLE A. Représentation en
surface du modéle final de la structure du complexe KuCC-hDNA-pXLF 4 la fin du remplacement moléculaire, avec des valeurs
de Rwork et Rfree raisonnables (Rwork =0,24 et Rfree= 0,26). B. Superposition du modele de structure de notre complexe
(représentation en cartoon) sur la structure 1JEY (représentation surface). Cette comparaison permet de bien mettre en évidence
que lorsque les sous-unités Ku70 sont alignées, il y a un déplacement vers I'extérieur du domaine vWA de Ku80 dans le cristal
avec pXLE C. Détail de la zone charniere 1.23180-H24680 de Ku80. Une nouvelle densité positive apparait (en rouge), et le
cheminement de la chaine protéique utilisé dans le modéle de remplacement moléculaire se trouve dans une zone ou la densité
n’est pas constante, voire présente des pics de densité négatifs (en bleu) Un pic de densité dans la carte 2Fo-Fc (en blanc) suggere
qu’en lieu et place de cette boucle existe quand méme une partie protéique.

Dans les premicéres étapes de reconstruction, la boucle 1.231%-H246" est repositionnée. Les
cartes de densité suivantes montrent la présence d’une chaine peptidique dans cette région. Un
mode¢le en poly-alanine est construit (Fig R.33).

Plusieurs cycles d’affinement ont permis de dessiner plus finement cette chaine peptidique isolée
et d’identifier la partie C-terminale du peptide pXLF (2. KIKPRGLES29) (Fig R.33).

Pour ce faire, les cycles d’affinement dans Buster son faits en utilisant les mémes parametres que
pour pAPLE, a savoir :

- Corps Rigide

- Utilisation des symétries non cristallines

- Utlisation des tenseur TLS

- Limitation du poids des Rayons X

- Contrainte de distance minimale pour la solvatation

Apres 40 cycles d’affinement et de reconstruction, un modele final est obtenu (Fig R.33) et
permet la visualisation du complexe KuCC-hDNA-pXLF (Rwork= 0.230 et Rfree= 0.257). Ce
modele présente quelques zones non visibles dans les cartes.

Seuls les 8 deniers résidus de XLF sont visibles. Une base dans la boucle de I’épingle a cheveux
de PADN n’est pas modélisée. Nous observons au niveau de la partie N-terminale de Ku80 et de
la partie N-terminale du peptide de XLF de la densité discontinue que nous ne pouvons attribuer
de fagcon non ambigiie a I'un ou a l'autre (Fig R.33).



Figure R.33 : Mod¢le final du complexe KuCC-hDNA-pXLFE. A. Densité au niveau de la charniere 1.23180-H24680 avant les
étapes d’affinement. B. Nouvelle conformation de la charniére 1.23180-H24680 apres affinement. La chaine de Ku80 passe sur la
droite du schéma et la densité centrale est occupée par la chaine peptidique en poly-alanines correspondant au peptide pXLE. C.
Modg¢le final de la structure du complexe KuCC-hDNA-pXLE. On voit bien que le peptide (représentation stick, bleu) vient se
loger dans le sillon créé lors de Pouverture de Ku80. D. Densité électronique de la carte 2Fo-Fc non attribuable située a proximité
de la partie N-terminale de Ku80 et de pXLE

Pour répondre a cette question, d’autres cristaux ont été réalisés en utilisant une version plus
courte du peptide pXLFE, le peptide pXLFs (Cf § « Analyse des interactions Ku-peptides KBM »).

3.4.3.4 Résolution de Ia structure du complexe KuCC-hDNA-pXLFs

Afin de résoudre la question de la densité a proximité des parties N-terminales de Ku80 et du
peptide pXLE, des cristaux ont été faits avec le peptide pXLFs (H2N-SKVKRKKPRGLES-
cooh). Des mesures I'TC montrent que ce peptide interagit avec Ku avec une affinité similaire a
celle du peptide long (§« Analyse des interactions Ku-peptides KBM »).

La cristallisation du complexe KuCC-hDNA-pXLFs (complexe formé selon le ratio molaire 1 :
1.1 : 2 respectivement) est effectuée en appliquant directement les conditions de cristallisation du
complexe KuCC-hDNA-pXLE Les cristaux croissent en 7 jours également et atteignent une taille
et une morphologie identique a ceux du complexe avec le peptide long.

Les cristaux sont ensuite congelés avec 20% de glycérol et stockés dans I'azote liquide.

Des données de diffraction sont collectées sur la ligne Proxima 2 au synchrotron SOLEIL. Ces



cristaux sont beaucoup moins anisotropes que les cristaux contenant le peptide long. Le jeu de
données obtenu a 3.1A est ensuite analysé avec le script xdsme et donne les résultats suivants :

Ku-pXLFs
(PDB 6ERG)
Data collection
Space group P2,
Cell dimensions :
a, b, c (A) 111.7,114.3,127.2
o« B,y () 90.0, 93.1, 90.0
Resolution (A) 50-2.9 (3.09-2.9)
Anisotropy resolution limits (A)S 2.8, 3.8, 3.0
Resolution limit overall (A)° 3.0
Rinerge 0.171 (2.48)
Rineas 0.182 (2.56)
Rypim 0.068 (0.94)
I/o () 9.7 (1.0)
CCiy 0.996 (0.51)

Completeness (spherical, %)° 72.9 (21.0)
Completeness (ellipsoidal, %) 94.6 (68.5)
Redundancy 14.0 (14.2)
B Wilson (A?) 111.0

Le phasage de la structure de ce complexe est faite par remplacement moléculaire en utilisant le
mode¢le de KuCC-hDNA-pXLE A la suite de cette étape, un modele contenant deux complexes

dans l'unité asymétrique, de la méme maniere que pour le complexe avec le peptide long (Fig
R.34).

Figure R.34 : Mod¢le issu du remplacement moléculaire du cristal KuCC-hDNA-pXLFs. Deux protéines sont présentes dans
P'unité asymétrique avec une symétrie pseudo cristalline d’ordre 2.



La structure du complexe est semblable a celle observée avec le peptide avec un mouvement du
domaine vWA de Ku80.

En dépit d’une résolution inférieure, les cartes de densité électronique obtenues avec le peptide
court sont de meilleure qualité car ce jeu est plus isotrope. Nous observons notamment meilleure
définition de la densité vers les parties N-terminales de Ku80 et du peptide (Fig R.35). De par
Putilisation d’un peptide plus court, nous pouvons attribuer la densité électronique dans cette
région a la partie N-terminale de Ku80 (5 résidus, Etiquette TEV et 10 histidines). La
reconstruction de cette région est faite en deux temps : contruction d’une chaine poly-alanines
puis construction des chaines latérales visibles. Apres 5 cycles d’affinements (utilisant les mémes
parameétres que pour le complexe KuCC-hDNA-pXLF) la chaine peptidique correspondant a la
partie N-terminale de Ku80 est construite (Fig R.35).

11 est notable que malgré la meilleure définition des densités électroniques de ce cristal, nous ne
voyons toujours que les 8 derniers résidus du peptide pXLFs, les autres (1s7-SKVKR-101) ne sont
pas visibles et occupent probablement des positions multiples dans le solvant.

pXLFs Ku70




Figure R.35 : Reconstruction de la partie N-terminale de Ku80. A. La densité positive de la carte Fo-Fc (en rouge, contourée a
2.50) dans cette région est mieux définie que dans les cartes obtenues avec le peptide pXLF long, On voit que cette densité se
trouve dans la prolongation de la partie N-terminale de Ku80. B. Reconstruction de la chaine peptidique N-terminale de Ku80 et
sa densité dans la carte 2Fo-Fc. Cette partie N-terminale remonte le long de I'arche centrale et s’ancre a proximité de la structure
en épingle a cheveux de PADN. C. Zoom sur la partie N-terminale de Ku80 reconstruite en suivant la densité positive de la carte
Fo-Fec.

3.4.3.5 Analyse de Ia structure de KuCC-hDNA-pXLF

Pour décrire les détails de cette structure, nous allons suivre le méme cheminement que pour la
structure contenant le peptide pAPLE, a savoir une approche partant de I'analyse de la
conformation globale pour par la suite se focaliser sur les détails moléculaires.

3.4.3.5.1 Changement de conformation de Ku80

Lors de Iétape de remplacement moléculaire, nous avons pu voir que le domaine vWA de Ku80
se trouvait déplacé par rapport a sa position dans le modele 1JEY. Le mode¢le final du complexe
Ku-hADN-pXLF indique une rotation du domaine vWA de Ku80 par rapport au reste du
complexe Ku. Ce changement de conformation est concomitant avec la fixation du peptide
pXLE Cette rotation d’environ 15° par rapport a 'axe formé par PADN de la structure (Fig
R.32) peut provenir de contraintes dtes a 'empilement cristallin ou de Pouverture de la structure
de Ku80 stabilisée par la fixation du peptide pXLE. Afin de tester ces hypotheses, j’ai réalisé des
expériences en solution par diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS).

J ai préparé les complexes KuCC-hDNA, KuCC-hDNA-pAPLF et KuCC-hDNA-pXLF a la
concentration de 3mg.ml-1, avec respectivement des ratiosde 1 : 1.1, 1:1.1: 20 et 1 : 1.1 : 20.
Les solutions sont ensuite analysées sur la ligne de lumié¢re SWING du synchrotron SOLEIL,
spécialisée dans les expériences de diffusion des rayons X pour la biologie et la chimie.

Les échantillons sont injectés dans un systeme de fluidique permettant de mesurer 50 courbes de
diffusion pour un seul échantillon. Les données sont détectées par une détecteur CCD placé sous
vide a 1.8m de distance de I’échantillon.

Les disques de diffusion sont ensuite moyennés pour tracer une simple courbe
Log(Intensité)=f(distance au centre). Sur les 50 courbes de I’échantillon seules les 10-15 les plus
ressemblantes seront gardées, et moyennées pour former la courbe de diffusion de I’échantillon.
Ces étapes sont faites pour chaque échantillon nucléoprotéique, mais aussi pour le tampon
correspondant. Nous utilisons comme tampon, la solution passée a travers les unités de
concentration lors de I’étape de concentration du complexe.

Par la suite, a chaque courbe de diffusion d’un échantillon nucléoprotéique, est retranché le signal
du tampon correspondant pour ne garder que le signal de diffusion dd aux particules qui nous
intéresse. Les courbes ainsi générée (Fig R.36) permettent de comparer les échantillons entre eux
dans un premier temps.
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Figure R.36 : Analyse de la conformation en solution du complexe KuCC-hDNA-pXLE A. Données expérimentales, de
diffusion de rayons X, des complexes KuCC-hDNA (en gris), KuCC-hDNA-pAPLF (en orange) et KuCC-hDNA-pXLF (en
bleu). B. Comparaison des valeurs de diffusion des rayons X des différents complexes étudiés. Cette comparaison se fait par
soustraction de la courbe de KuCC-hDNA aux courbes des complexes contenant un peptide. Nous observons un pic de
différence avec le peptide pXLF pour les distances interatomiques de 15nm (0.65A-1). C. Comparaison des courbes de diffusion
théoriques des complexes cristallins. Les courbes théoriques sont obtenues par modélisation avec le logiciel CRYSOL en utilisant
les structures cristallines des complexes. Les différences sont faites par rapport a la courbe de diffusion théorique de KuCC-
hDNA. On observe un maximum de différence avec le peptide pXLF pour des distances interatomiques de 15nm.

La comparaison des courbes de diffusion est effectuée par rapport a la référence qu’est le
(I[Ku:hDNA])
(I[Ku:hDNA:peptide])) >
représente cette soustraction de signal, pour les deux complexes contenant un peptide (Fig R.30).
Cette modélisation nous permet de voir qu’expérimentalement, les courbes de KuCC-hDNA et
de KuCC-hDNA-pAPLF ne sont pas tres différentes. Ce résultat confirme qu’en solution les
complexes ont des structures semblables en accord avec les structures cristallographiques. Pour le
complexe KuCC-hDNA-pXLF, nous voyons une différence dans la zone des distances
interatomiques allant de 5nm a 1nm environ (zone allant de 0.02A™" 2 0.1A™). Ces distances
correspondent a des changements de conformation larges de la protéine.
Pour comprendre l'origine de ce changement de conformation en solution, une comparaison avec
les structures cristallines est possible. Pour ce faire nous avons commencé par générer les courbes
de diffusion théoriques des complexes cristallins a ’aide du logiciel CRYSOL contenu dans la
suite de logiciels ASTAS. I’ensemble de ces courbes est traité de la méme manicre que les
courbes expérimentales, a savoir, soustraites de la valeur de la courbe de diffusion du complexe
KuCC-hDNA (correspondant ici au complexe cristallin 1JEY). Le résultat de ces soustractions
(Fig R.30) peut par la suite étre comparé aux courbes expérimentales obtenues précédemment.
Nous voyons que la courbe correspondant au complexe contenant le peptide pAPLF présente
peu de différences par rapport a la courbe du complexe sans peptide. Cela confirme I'absence de

complexe KuCC-hDNA. Nous pouvons ainsi tracer la courbe (



changement de conformation lors de la cristallisation du complexe. Nous n’observons pas de
structures en filaments comme suggérés par 'empilement cristallin. I.’association de plusieurs
complexes médiée par I'interaction d’un peptide (association de type Ku70-pAPLF-Ku80) est
donc probablement un artéfact cristallin. On ne 'observe pas en solution a une concentration
¢levée (complexe concentré a 3mg.ml.-1 soit 23 uM pour le SAXS).

La comparaison des courbes théoriques des complexes sans peptide et avec le peptide pXLF
donne un profil similaire a celui des courbes expérimentales, avec un maximum de différence
pour les distances interatomiques de 15nm (0.65A™). Nous pouvons conclure que le changement
de conformation de Ku80 observé dans le cristal existe aussi en solution, et que celui-ci est
déclenché par la fixation du peptide a Ku80.

L’analyse plus fine des informations contenues dans les courbes de diffusions permet enfin de
tracer la courbe de distribution des distances dans 'objet en solution (Fig R.37). Cette
représentation permet de confirmer la taille des objets en solution et d’avoir une estimation des
modifications de conformation lors de la fixation des différents peptides.
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Figure R.37 : Courbes de distribution des distances interatomiques dans les objets étudiés par SAXS. Les courbes de KuCC-
hDNA et KuCC-hDNA-pAPLF se superposent parfaitement avec un Dmax de 200nm et un pic a 50nm. La courbe
correspondant au complexe KuCC-hDNA-pXLF présente un Dmax plus important, de 220nm, et un pic légerement décalé par
rapport au complexe KuCC-hDNA, vers 55nm.

L’analyse de cette représentaion permet de confirmer que le complexe contenant pAPLF se
comporte de manicre identique avec le complexe sans peptide, avec une distance interatomique
maximale (Dmax) de 200nm. Le Dmax du complexe en présence du peptide XLF est plus grand
que pour les deux autres (Dmax = 220nm) en bon accord avec 'ouverture de Ku80 d’environs
200A (d’aprés cette technique de mesure) et la rotation vers I'extérieur du domaine vWA de Ku80
observées dans le cristal.

3.4.3.5.2 Analyse des détails moléculaires de I'interaction Ku80-pXLF

La structure du complexe KuCC-hDNA-pXLF offre comme pour le complexe contenant le
peptide pAPLE, deux zones d’étude particulicres, a savoir la zone de fixation du peptide et la
zone d’interaction avec PADN ainsi que sa conformation. De plus du fait du changement de
conformation de la protéine Ku80, nous nous attarderons sur les mécanismes responsables de
cette rotation du domaine vWA de Ku80 en essayant de comprendre leurs origines et leurs
conséquences.



L’analyse de TADN peut dans ce complexe se faire en deux parties distinctes. En effet
contrairement au précédent complexe, les deux parties de TADN (la partie Tige-boucle et la
partie bicaténaire classique) sont visibles dans la structure.

La partie bicaténaire (GTTTTTAGTTTA & TAAACTAAAAAC) se superpose avec les parties
équivalentes de PADN dans la structure Ku-ADN (1JEY) et celle en présence du peptide pAPLE,
une fois les molécules superposées. (Fig R.38)

Partie tige-boucle

< >

Partie bicaténaire

Figure R.38 : Analyse de la structure du hDNA dans le cristal. Notre ADN (hDNA en magenta) se superpose parfaitement avec
le hDNA présent dans la structure de Walker (en Cyan) au niveau de la partie bicatémaire se trouvant dans le sillon de Ku (notée
partie bicaténaire ici), lorsque les structures sont superposées au niveau des sous-unités Ku70 et Ku80. La partie se trouvant a
gauche (partie tige boucle) a une conformation différente entre les deux modeles.

Pour ce qui est de la partie en tige-boucle de cet ADN, nous observons des différences. La
structure de PADN est tournée de quelques degrés, probablement di a la rotation du domaine
vWA de Ku80. Ceci fait que la partie haute de la boucle n’as pas exactement la méme
conformation et que la base sortante de cette structure n’est pas visible. Par contre cette structure
doit stabiliser 'autre extrémité bicaténaire de PADN (1:GGGCGCGy; et {CGCGCCCy) qui est
visible alors qu’elle ne I’était pas dans le modele 1JEY.

Les 8 derniers résidus du peptide pXLEF (20 KIKPRGLEFS299) modélisables se trouvent dans une
poche formée suite a 'ouverture du domaine vWA de Ku80 (Fig R.39). Cette poche est délimitée
par les hélices a6’ et o7 de Ku80. Les 4 derniers résidus de pXLF (206GLEFS29) occupent une
poche hydrophobe délimitée par les résidus L12¥, V37%, F41% F135%, F164", Y225* et 1.234"
(Fig R.39). La fixation de ce peptide est également stabilisée par des interactions polaires. La
partie C-terminale du peptide interagit avec la Lysine 233 de Ku80 en formant avec la
Phénylalanine de pXLF une interaction n-cation. On a aussi une interaction impliquant la
fonction carboxy-terminale de la Serine 299 de pXLF (le dernier résidu de la chaine peptidique),
qui forme un réseau d’interactions électrostatiques avec les résidus Arginine 44 et Lysine 238 de
Ku80 (Fig R.39).
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Figure R.39 : Structure du complexe KuCC-hDNA-pXLE Pour des soucis de lisibilité, ’ADN est raccourcie pour ne plus cacher
la fixation de pXLE A. Vue globale du complexe avec Ku représenté en surface (KKu80 en vert et Ku70 en orange), le peptide en
batons (bleu) et PADN en cartoon (jaune). B. zoom de la zone d’interaction du peptide avec Ku80. Les résidus du peptide XLF
(notés en bleu) s’ancrent dans une poche hydrophobe formée suite a 'ouverture de Ku80.

Le peptide adopte une forme étendue, sauf au niveau de sa partie C-terminale ou les résidus
206GLEFS»9 présentent une conformation de type coude §. Cette structure secondaire est
stabilisée par des interactions électrostatiques intra-chaine entre le groupement carbonyl du résidu
Arginine 295 et les fonctions amides de la chaine principale des résidus Leucine 297 et
Phénylalanine 298. Une liaison hydrogene entre le groupement hydroxyl de la chaine latérale de la
Serine 299 et I'azote de la chaine principale de la Glycine 296 stabilise cette structure en coude.

Il est important de constater que comme pour le peptide pAPLE, le site de fixation du peptide
pXLF sur Ku 80 est un site dont la conservation est plus importante que les acides aminés qui
Ientourent (Fig R.40). Ce site se trouve cependant masqué lorsque le peptide n’est pas présent et
nous pouvons voir par 'analyse de la structure de Ku sans peptide (modele 1JEY), que la place
de pXLF est occupée par la région 1.231%-H246% Cette boucle doit étre déplacée lors de la
fixation du peptide (Fig R.40). En collaboration avec R Guerois et ] Yu (LBSR, CEA Saclay),
nous avons analysé la structure pour évaluer si ce mouvement était lié a une particularité de cette
région de Ku80. Nous avons identifié le résidu E133* présent au niveau du site de fixation du
peptide pXLE. Ce glutamate est profondément enfoui dans la structure ne contenant pas le
peptide. Le pKa de ce glutamate est estimé a 9.05 (estimé en utilisant le serveur PDB2PQR-2.0
(http://nbcr-222.ucsd.edu/pdb2pgr 2.1.1/) au lieu de la valeur classique en solution de 4.5.



http://nbcr-222.ucsd.edu/pdb2pqr_2.1.1/)
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Figure R.40 : Analyse du mécanisme moléculaire de la rotation du domaine vWA de Ku80. A Analyse de la conservation des
résidus de surface au niveau du site de liaison du peptide pXLE. Comme pour le site des A-KBM, les résidus du site d’interaction
sont plus conservés que les autres. B. Structure du site de fixation du peptide pXLE C. Structure du site de fixation de XLF en
absence du peptide. Le code couleur des résidus de Ku80 est respecté entre les figure B et C, et permet de suivre le changement
de repliement de cette région lors de la complexation avec le peptide pXLE. On voit bien le changement de structure de hélice-
boucle en boucle-hélice de la région 1.23180-H24680. D. Schéma simplifié explicatif de 'ouverture de Ku80 lors de la fixation du
peptide pXLE

La solvatation de ce résidu semble donc thermodynamiquement favorable et pourrait étre a
Porigine du déclanchement du mouvement du domaine vWA de Ku80 stabilisé ensuite par
Parrivée du X-KBM.

Le peptide pXLF semble mimer les interactions intra-moléculaires faites par la région R232-E241
de Ku80 avant ouverture du vIWA. Cette région présente des changements de conformation
importants. La partie en boucle (R232%*—-C235") se structure en hélice et la partie en hélice
(F237%-E241*’) adopte une structure en boucle (Fig R.40).

Nous pouvons noter que la faible stcechiométrie observée lors des mesures par ITC entre Ku et
les peptides de XLF provient peut-étre de la présence d’une fraction réduite de molécules Ku
dans la bonne conformation dans les conditions expérimentales de ces expériences.
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4 Conclusions et perspectives

Les cassures double-brin sont parmi les 1ésions les plus dangereuses menagant le maintien de
lintégrité génomique. Ces cassures sont prises en charge et réparées majoritairement par la voie
de réparation c-NHE]. Cette voie de réparation est extrémement importante également pour
d’autres mécanismes cellulaires tels que la recombinaison V(D)] lors de la maturation des
lymphocytes B et T. Cette voie de réparation se déroule en trois étapes majeures avec le
recrutement a chaque étape de facteurs spécifiques, adaptés au processus de ces trois étapes de
reconnaissance/protection, de maturation ou de ligation de la cassure double brin. On citera par
exemple les protéines Ku70/80 qui interviennent au niveau de la détection et de la protection de
la 1ésion, les protéines APLEF et WRN lors de I’étape de maturation, et enfin les protéines
XRCCA4, LiglV et XLF pour I'étape de re-ligation des extrémités.

Les précédentes études sur les structures et les fonctions de chacun de ces facteurs a permis de
mieux comprendre les bases moléculaires du fonctionnement de chacune des étapes de la voie
NHE] tant au niveau des interactions protéiques, qu’au niveau des fonctions enzymatiques. Mon
¢tude se place a ce niveau pour notamment préciser les mécanismes moléculaires de recrutement
des facteurs du NHE] impliqués dans la maturation et la ligation par ’hétérodimere Ku70/Ku80.

4.1 Purification des facteurs protéiques de la voie c-NHE] en cellules
d’insecte

Les cultures de cellules d’insecte sont réalisées sur la plateforme FRISBI (French National
Infrastructure for Structural Biology) implementée au sein de I’équipe.
http://frisbi.eu/centers/south-paris/insect-cells-expression/.

Pour permettre la réalisation des études structurales et de mesures des interactions que je voulais
menet, j’ai élaboré, et amélioré plusieurs protocoles permettant, a partir de culots de cellules
d’insecte, d’obtenir de grandes quantités de protéines et de complexes protéiques. Cela m’a
permis de produire plusieurs dizaines de milligrammes de protéine et complexes par litre de
culture de cellules d’insecte (voir § Résultats 1.1). Quelques points restent cependant a améliorer.
En effet le contrdle des modifications post-traductionnelles n’est pas a ce jour maitrisé et par
exemple, lors de la production d’échantillons contenant du XRCC4, nous avons vu qu’une partie
(environ 50%) de la production de cette protéine est phosphorylée. Cette phosphorylation n’a
pour le moment pas été localisée, mais la spectrométrie de masse suggere qu’elle se trouverait
dans la partie C-terminale dépliée de la protéine (non publié). De plus, nous avons pu voir tout au
long des nombreuses purifications que j’ai effectuées, que parfois, lorsque des protéines sont
coproduites en complexe sur un méme vecteur, on peut avoir une expression plus forte d’une des
deux protéines. Dans un certain nombre de cas, nous pouvons récupérer un complexe avec la
bonne steechiométrie lors de la purification. On peut aussi envisager de changer les promoteurs
viraux, et mettre les protéines coproduites sous un méme promoteur.

4.2 Etudes des interactions impliquant des facteurs du NHE]

Certaines des interactions que j’ai étudiées au cours de ma these étaient en partie décrites dans la
littérature. Mon travail a porté sur une caractérisation fine de ces interactions et notamment la
caractérisation des différents parametres thermodynamiques par microcalorimétrie. Ces études



ont permis de mieux caractériser 'interaction entre Ku et PADN dont les seules études effectuées
jusqu’ alors étaient focalisées sur la mesure de I'affinité en fonction de la structure chimique de
I’ADN (double-brin, simple brin, ADN en épingle a cheveux, ADN circulaire) (Arosio et al., 2002,
2004) et de la force ionique de la solution. Au cours de ma these, j’ai pu mesurer les constantes
thermodynamiques ainsi que les constantes cinétiques de ces interactions. J’ai pu étudier le role
des domaines C-terminaux de Ku70 et de Ku80 sur la fixation a PADN. J’ai ainsi pu mettre en
évidence que le domaine SAP de Ku70 proposé comme ayant une propension a fixer ’ADN,
n’avait pas d’influence sur les constantes d’interaction entre Ku et différentes formes d’ADN
bicaténaires. Cette étude de I'interaction Ku-ADN est a poursuivre en utilisant les protocoles que
j’ai pu mettre en place pour, par exemple, étudier 'impact de la nature de I'extrémité de PADN
sur les constantes cinétiques de 'interaction.

Ma seconde étude portait sur la caractérisation de I'interaction entre Ku et le complexe XIL4. Des
études précédentes avaient montré une interaction de Ku avec XI.4 permettant au complexe XI.4
d’étre recruté au niveau de la cassure double brin et une interaction par co-immunoprécipitation
en partie dépendante de la présence I’ADN (Costantini et al., 2007). Les mesures d’interactions
faite au laboratoire par microcalorimétrie en absence d’ADN n’ont pas permis de mettre en
évidence d’interactions directe. Nous ne pouvons exclure que cette absence d’interactions entre
nos mains proviennent de la présence d’un certain degré de phosphorylations du XRCC4 que
nous purifions et de 'absence ’ADN dans nos essais 1l serait intéressant de reproduire ces
expériences en déphosphorylant le complexe LiglV/XRCC4 et en ajoutant des ADN de tailles
différentes.

Les études sur les interactions entre les deux familles de KBM (A-KBM et X-KBM) ont été faites
par microcalorimétrie. Ceci a permis de déterminer pour chacun des peptides étudiés, les
parametres thermodynamiques régissant l'interaction, a savoir la stcechiométrie, la constante
d’affinité, mais aussi leur AH®, leur AS® et donc leur AG®. Ces parameétres n’avaient jamais été
mesurés auparavant et ont permis de comprendre plus en détails les mécanismes moléculaires des
interactions. On peut remarquer que ces travaux constituent la premiére caractérisation de
I'interaction entre Ku et le X-KBM de XLE. Cette région de XLF a été décrite comme la région
responsable de I'interaction avec Ku, mais aucune mesure d’interactions quantitative n’avait été
effectuée. La microcalorimétrie utilise une grande quantité de matériel (environ 1-5mg de
protéine par courbe selon le Kd) mais elle permet de détecter des interactions dans la gamme de
1uM a 20uM assez aisément.

J’ai pu mettre en évidence par calorimétrie un certain nombre de propriétés des KBM. Le A-
KBM de APLF présente une forte affinité pour Ku (Kd de 33nM) tandis que le X-KBM présente
une affinité dans la gamme du micromolaire (Kd de 4.4uM). Ces deux motifs interagissent sur des
sites différents d’apres les expériences de compétition. La présence d’ADN a peu d’effet sur la
fixation du A-KBM alors qu’elle renforce la fixation du X-KBM. La partie C-terminale de
XRCC4 n’interagit pas avec Ku tandis que la partie N-terminale de la protéine MRI/CYREN
(décrite comme recrutée au niveau de cassure double brin et stimulant la voie NHE)) interagit
directement avec Ku via son motif de type A-KBM.

Les mesures de 'interaction entre XLE, et ses mutants, et Ku se sont avérées délicates a mesuret.
Linteraction dégage trés peu de chaleur (enthalpie AH® faible) et consomme beaucoup de
matériel (6mg de Ku et 6mg de XLF par essai). On a cependant réussi a mesurer les parametres
thermodynamique de 'interaction avec Ku pour la protéine sauvage. La présence d'un ADN de
petite taille (18bp) a peu d’influence sur la force de l'interaction de XLF avec Ku. Des mesures
ont été effectuées ultérieurement au laboratoire par switchSense (Dynamic Biosensor©). Elles
ont permis de confirmer une interaction micromolaire entre Ku et XLF et une interaction légere
plus faible avec les deux mutants de XLF LW et LE (voir article Nemoz et al en annexe, Figure 3)



4.3 Caractérisation structurale des complexes Ku-hDNA-KBM

La caractérisation des détails moléculaires des complexes Ku-hDNA-KBM a pu se faire par des
analyses de cristallographie aux rayons X. Cette étude a été rendu possible par la production de
différents échantillons nécessaires. J’ai pu obtenir des cristaux pour deux complexes contenant
des peptides. Le premier, contenant le peptide pAPLE, était une forme cristalline tres allongée
dont le signal de diffraction était tres anisotrope. Lutilisation du serveur STARANISO a permis
de bien recouper les données pour permettre une utilisation optimale des taches de diffraction
contenues dans le jeu de données. Ceci a permis d’obtenir un modele structurale du complexe a
une résolution de 3.1A. Ce modele permet de décrire le site d’interaction de ce A-KBM. pAPLF
occupe une cavité a la surface du domaine vIWA de Ku80. Cette structure permet aussi de donner
des détails moléculaires sur les résidus du peptide, responsables de 'interaction avec Ku80. Nous
pouvons décomposer cette interaction en deux sous-sites différents. Premi¢rement la partie N-
terminale visible du peptide pAPLE, correspondant a la région basique conservée, est impliquée
dans Pétablissement d’un fin réseau d’interactions électrostatiques avec les résidus de Ku80. Le
deuxie¢me site responsable de I'interaction est quant a lui un patch hydrophobe en C-terminal du
peptide venant combler une cavité hydrophobe a la surface de Ku80, grace notamment a un
tryptophane tres conservé. Les seconds cristaux que nous avons obtenus étaient formés de
complexes KuCC-hDNA-pXLE. Ces cristaux apparaissent dans des conditions similaires au
précédent cristal. Ils ont diffractés jusqu’a une résolution de 3.1A mais avec une anisotropie
moindre que le cristal contenant le peptide pAPLE. Un traitement par le serveur STARANISO
permet comme pour les précédentes données de tirer un maximum d’information de ce jeu de
données et permet de voir que le meilleur axe de diffraction atteint la résolution de 2.8A. Lors de
la construction du modele du complexe KuCC-hDNA-pXLE, nous nous sommes rendu compte
que le domaine vWA de Ku80 était décalé par rapport aux structures connues jusque-la de
Ku70/80. Nous avons utilisé la diffusion de rayons X aux petits angles et confirmé que ce
changement de conformation n’était pas da a une contrainte d’empilement cristallin mais bien a
I'association de Ku avec le peptide pXLE Cette association se fait dans un sillon créé par
Pouverture de Ku80 lors de I'interaction avec le peptide contenant le X-KBM. Il est
principalement médié par une interaction hydrophobe impliquant une poche dans la région
charniere du domaine vWA de Ku80 et les 4 derniers résidus de la protéine XLE Il existe donc
un second site de fixation pour une seconde famille de KBM, différent de celui de fixation des A-
KBM. Un doute restait sur Pappartenance d’'une densité, située pres du sillon créé entre le
domaine vWA de Ku80 et I'arche dessinée par ’association de Ku70 et Ku80. Nous avons pu
lever cette incertitude en déterminant la structure d’un complexe avec un peptide pXLF plus
court en Nter. Les cristaux obtenus avaient une résolution moindre que ceux contenant les
peptides longs, mais la diffraction était plus isotrope. Le jeu de données était plus complet a haute
résolution et a permis d’attribuer sans ambiguité cette densité a la partie N-terminale de Ku80,
contenant le site de coupure a la protéase TEV, et étiquette de 10 histidines.

Les structures cristallographiques de Ku avec les deux KBM a permis de mieux comprendre le
mode de recrutement des protéines du NHE] portant ces motifs. Une prochaine étape sera de
résoudre la structure de Ku avec le peptide des KBM en tandem de la partie C-terminale de
WRN. J Yu et R Guerois ont déterminé un modele du mode de fixation de ce tandem. Ils ont
montré que la séquence de ce tandem était compatible avec une occupation des deux sites
simultanément (Fig C.1).
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Figure C.1: Mode¢le bioinformatique de la structure du complexe entre le domaine vWA de Ku80 et le peptide pWRNcAX. La
partie N-terminale du peptide (A-KBM en magenta) et la partie C-terminale (X-KKBM en bleu) sont positionés a 'emplacement
observé pour le A-KBM de APLF et le X-KBM de XLE La taille de la charniére (jaune) entre les deux KBM est compatible avec
le positionnement de ces deux KBM de WRN dans les sites décrits en cristallo (Yu & Guerois, LBSR, CEA Saclay).

4.4 Conclusion générale

Au cours de mes trois années de thése j’ai pu avoir la possibilité de développer de robustes
protocoles pour I'expression, la purification et 'analyse des complexes du NHE] ainsi que de
leurs interactions. Les résultats concernant I’étude de ces interactions m’ont permis de mieux
comprendre les détails moléculaires les régissant. A partir de mon travail, un vaste champ
d’analyse s’est ouvert sur ’étude structurale et biophysique des interactions existant au sein de la
voie NHE]. Cela pourra se poursuivre par I’étude des interactions des autres KBM que I’on peut
trouver dans les protéines du NHE], comme le nouveau facteur PAXX, ainsi que pour les
protéines montrées comme interagissant, mais dont je n’ai pas poursuivi ’étude.

L’ensemble des résultats qui pourront étre produits lors de ces études pourront, couplés aux
miens, conduire a la recherche orientée d’inhibiteurs d’interaction qui conduiront peut étre a la
génération d’une nouvelle famille d’agents thérapeutique anti-cancéreux.
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Abstract

The Ku70/Ku80 (Ku) heterodimer binds rapidly and tightly to DSBs ends and otient the repair of
DNA double-strand breaks (DSBs) towards the Non-Homologous End Joining (NHE]) pathway.
Beyond the recognition step, Ku plays a major role in the recruitment of several NHE] factors
through molecular mechanisms that remain unclear. Here, we describe the crystal structures of the
Ku-binding motifs (KBM) of the nuclease APLF (A-KBM) and the KBM of the ligation factor
XLF (X-KBM) bound to a Ku/DNA complex. The two KBM bind in remote sites of Ku80 o/
domain and the X-KBM occupies an internal pocket of Ku formed after a large outward rotation
of the Ku80 o/ domain. We use microirradiation to show the role of the X-KBM in the recruitment of XI.F
and super resolution microscopy to characterize its function on the formation of the XRCC4/XILF filament close
to the DSBs. Next, we showed in vitro that XILF needs its X-KBM to stimulate the IIG4 activity and we
characterized by TEM the role of the X-KBM on the bridging properties of XILF towards Ku-DINA complexces.
Our results provide a mechanism for how XILE mediates, in tandem with APLE, the positioning of the
XRCC4/Ligased complex at DSBs exctremities covered by K.

Keywords : switchSense



Introduction

In mammals, the majority of DNA double-strand breaks (DSBs) in both G1 and G2 phases of the
cell cycle are repaired by the non-homologous end-joining (NHE]) pathway (Lieber 2010; Chang,
Pannunzio et al. 2017). Initially, the Ku70/Ku80 heterodimer (Ku) rapidly and tightly interacts with
the DNA close to DSBs extremities in a non-sequence specific manner and through a preformed
ring-shaped structure (Walker, Corpina et al. 2001). Ku protects the DNA ends from resection in
particular from the MRN complex (Myler, Gallardo et al. 2017) and recruits NHE] factors
including the DNA-PK catalytic subunit (DNA-PKcs) and Artemis for processing of DNA ends,
when needed and DNA polymerases pu and A if nucleotides addition is necessary (Grundy,
Moulding et al. 2014; Rulten and Grundy 2017). DNA-PKcs is recruited through a motif located
in the extreme C-terminus of Ku80 and this interaction activates the kinase that phosphorylates
several NHE] factors including itself (Dobbs, Tainer et al. 2010; Sibanda, Chirgadze et al. 2017).
Ku has also a major role for the recruitment of the ligation complex composed of
XRCC4/LIG4/XLF through interaction with XRCC4/LIG4 (Nick McElhinny, Snowden et al.
2000; Costantini, Woodbine et al. 2007) and/or with XLF (Yano, Morotomi-Yano et al. 2011,
Rulten and Grundy 2017). Structuration of the ligation complex into filaments have been
characterized both 7z vitro and in cells (Hammel, Rey et al. 2011; Ropars, Drevet et al. 2011; W,

Ochi et al. 2011; Andres, Vergnes et al. 2012; Reid, Keegan et al. 2015).

Interestingly, Ku interacts also with a number of accessory NHE] factors. The APTX and PNKP-
like factor (APLF) binds poly(ADP)-ribosylated proteins near DSBs sites (Ahel, Ahel et al. 2008;
Rulten, Cortes-Ledesma et al. 2008), and has been reported to have nuclease activities that may
play a role in limited processing of the DNA ends (Kanno, Kuzuoka et al. 2007; Rulten, Cortes-
Ledesma et al. 2008). APLF tightly interacts with Ku through a Ku-binding motif (thereafter named
A-KBM) that is located in its central region between FHA and PBZ domains (Grundy, Rulten et
al. 2013; Shirodkar, Fenton et al. 2013) (SI Figure 1A-B). On Ku, this interaction has been mapped
by molecular modelling and mutagenesis at the periphery of the Ku80 von Willebrand A domain
(vWA) (Rulten and Grundy 2017). The Ku-APLF interaction was recently proposed to stabilize the
assembly of NHE] factors around the DSB (Hammel, Yu et al. 2016). Notably, a A-KBM-like
domain is present at the N-terminus of a recently identified inhibitor of NHE] that also interacts
with Ku80 (Arnoult, Correia et al. 2017). Another Ku interactant is the Werner syndrome protein

(WRN) that is involved in many aspects of DNA metabolism, including NHE] through its helicase



and exonuclease activities (Rossi, Ghosh et al. 2010). Two motifs in the C-terminus of WRN
cooperate for interaction with Ku, one being A-KBM like, and the other resembling a KBM that
is present on the ligation factor XLF (thereafter called X-KBM) (SI Figure 1A-B). In addition, we
and others recently showed that PAXX (Paralog of XRCC4 and XLF) interacts with the Ku70
subunit through a third type motif that is located in its C-terminus (Ochi, Blackford et al. 2015;
Tadi, Tellier-Lebegue et al. 2016) (SI Figure 1A-B) and this interaction is reinforced by the presence
of bare DNA emerging from a Ku-DNA complex (Tadi, Tellier-Lebegue et al. 2016). Through all
these interactions, Ku plays a major role in the versatility of the NHE] pathway that can cope with
a large spectrum of DNA ends chemistry (Lieber 2010; Chang, Pannunzio et al. 2017). The
interactome of Ku thus defines a large ensemble of motifs and protein that could potentially
compete or act synergistically. However, the absence of structural data on these complexes limits
the understanding of the role and specificity of the different molecular interactions for the

recruitment of these factors at DSBs.

We describe here the crystal structure of a Ku70/Ku80/DNA complex in the presence of the A-
KBM (KBM of APLF) and define the molecular basis of this interaction which involved conserved
residues of APLF and of Ku80 vWA domain. We present also the crystal structure between the
same Ku70/Ku80/DNA complex and the X-KBM (KBM of XLF). We show that the two KBMs
occupy remote interaction sites on the Ku80 vWA and that the X-KBM binds in an internal
hydrophobic pocket of Ku80 subunit formed upon an unprecedentedly described outward rotation
of the Ku80 vWA. We validate the structural data in cells by functional analysis of the recruitment
at DSBs sites after micro-irradiation of wild type and mutant X-KBM motifs or XLF proteins, in
wild-type or mutant Ku backgrounds. We extend this analysis by using super resolution microscopy and
characterized the impact of mutations on the X-KBM on the XRCC4/XLE filaments formation close to DSBs.
Finally, we provide in vitro analyses of the role of the X-KBM on the stimulation of the 1IG4 by XLLF and
TEM analyses of the Ku-XIF interaction with wild type XILF or X-KBM mutants. Our data suggest that
XLF and APLF act in tandem to position the XRCC4/LIG4 complex on Ku-DNA complexes at
DSBs, in good agreement with their weak individual phenotype reported in the literature. Our
results suggest potential roles of XLF in the regulation of Ku functions in the NHE] through

conformational changes of Ku80 subunit.



Results

The KBM of APLF tightly interacts with a highly conserved site of Ku80 vWA

domain.

The APLF factor contains in the central part of its sequence between the N-terminal FHA domain
and its two C-terminal PBZ domains a conserved Ku binding motif (A-KBM, aa 179-192) that
interacts with Ku. The A-KBM is necessary for the APLF recruitment on DSBs after micro-
irradiation (Grundy, Rulten et al. 2013). We characterized the thermodynamic parameters of this
interaction by Isothermal Titration Calorimetry (ITC). The interaction is enthalpy driven (AH of
~13.0 £ 0.1 kcal.mol ™) with a Kd of 20 & 2 nM (Table 1, line 1 and Figure 3A). We observed that
the interaction of the A-KBM has similar thermodynamic parameters with Ku alone or with a
18bp DNA bound to Ku (Table 1, line 2 and SI Figure 3B for the thermogram). We evaluated the
role of the Ku70 and Ku80 C-terminal regions in this interaction and produced a Ku construct
(called after Kuc.) deleted of these C-terminal regions. The interaction of the A-KBM with Ku..
has similar Kd and enthalpy values (Table 1, line 3 and SI Figure 1B). This result suggests that the
heterodimeric region of Ku is sufficient for the interaction with the A-KBM. These affinities are
stronger than the one previously reported by fluorescence polarization with a labelled A-KBM

peptide (Kd of 580nM) (Grundy, Rulten et al. 2013).

We then co-crystallized the heterodimeric region of Ku, Kuc, with a 18 mer A-KBM peptide (aa
174-191) and a DNA containing an hairpin (hDNA). We used the same DNA than in (Walker,
Corpina et al. 2001) with two duplex parts (14bp and 7bp) and a central hairpin (SI Figure 1E).
The A-KBM peptide is well defined and is positioned at the periphery of the von Willebrand A
(vWA) domain of Ku80 (aa T61*-C156™) (thereafter superscript * stands for Ku80). It is located
at more than 50A from the DNA binding site of Ku80. The A-KBM adopts an extended
conformation in a pocket delineated by the helices 4 and a5 and the loop located between the -
strands B and C of Ku80 (Figure 1A-B). The interaction buries a surface of 622A? from Ku80 and
a surface of 711A? from the A-KBM. The hydrophobic part of the A-KBM, located in the Cter
part of the motif, is composed by the amino acids I1ss.PTWML;9; and is buried in a hydrophobic
pocket formed by the Ku80 residues 1.68%, 1112%, M115%, 1149* and 1150" (Figure 1C). The
hydrophobic part of the A-KBM motif is also stabilized by hydrogen bonds in particular between
the W189* (* stands for APLF) indole group and D116¥ side chain, between the 1185 carbonyl
and Q73* and Y75% side chains. The A-KBM motif has an extended conformation except the last

residues of the hydrophobic part that make a turn stabilized by intramolecular hydrogen bonds



between P189* carbonyl and M191* amide groups. The N-terminal part of the A-KBM contained
a patch of three consecutive basic residues and an acid residue (E1s1RKR1g in human sequence)
(Figure 1D). It makes salt bridges and charged hydrogen bonds with respectively the side chains of
D106%, D109%, Q73" and S145%, and the main chain of K144* and S143*.

The mapping of the conservation rate of the residues at the surface of Ku80 shows that this pocket
is the main conserved pocket together with the DNA binding pocket (Figure 1E). The crystal
structure is in agreement with a previous study where mutations L68R, Y74R and I112R were
introduced on Ku80 and shown to greatly reduce or disrupt the interactions with APLF (Grundy,
Rulten et al. 2013). These three residues make tight interactions with the hydrophobic part of the
A-KBM motif. We produced the Ku I112R mutant and confirmed by ITC that it has no residual
interaction with the A-KBM motif (Table 1, line 4 and SI Figure 3]). Similarly, the most conserved
residues of the A-KBM correspond to the most buried residues while 1185" and T188" of the A-
KBM that are less conserved, are exposed to the solvent. The crystal structure thus rationalizes the
tight interaction measured between Ku and APLF through this highly complementary interaction
of the basic and hydrophobic part of the A-KBM with the Ku80 vWA domain.

The KBM of XLF creates a large groove in Ku80 with an outward rotation of

the vWA domain of Ku80.

We next sought to determine the molecular basis of the interaction between the KBM of XLI and
Ku. We first characterized by I'TC the thermodynamic parameters of the interaction between Ku
and a 19mer peptide containing the X-KBM (L.281* to S299%). We measured a moderate affinity
with a Kd of 4.4 £ 0.2 uM (about 200-fold weaker than the affinity of the A-KBM) and an enthalpy
driven interaction (AH about —2.8 kcal.mol™) (Table 1, line 5 and Figure 3B). We observed similar
affinities and thermodynamic parameters of the X-KBM in presence of a Ku-DNA complex
(18bp) (Table 1, line 6). We measured similar values also with the Ku.. construct, in agreement with
a previous study that reported similar recruitment of XLF on DSBs in presence or absence of the
C-terminal domains (Yano, Morotomi-Yano et al. 2011) (Table 1, line 7). This micromolar
interaction was not detected in a previous study using fluorescence polarization with labelled

peptides (Grundy, Rulten et al. 2013).

We then determined the crystal structures of the same Ku70/Ku80/hDNA bound with peptides
derived from the XLF X-KBM (a 19 mer peptide (1.281% to S299%) and a 14mer (S287*-S299%))

(SI Table 2) (see online Material and Methods). The crystal structures show an unprecedented large



outward rotation of the Ku80 vWA. This movement results in the formation of a large groove
between the Ku80 vWA and the rest of the Ku heterodimer (the groove formed is about 20A large,
30A long and 20A high) (Figure 2A-B). We called hereafter this conformation the open state of
Ku, by opposition of the closed state observed in the three other crystal structures reported (Ku
alone (1JEQ), Ku/hDNA (1JEY) and Ku/hDNA/A-KBM (this study)). The X-KBM is located
on the Ku80 vWA face of the newly created groove in a pocket delineated by helices xxxx and
strands xxxx. The motif is positioned closer to the DNA (at 12A) than the A-KBM though not in
direct contact. We can model eight residues of the X-KBM (2KKPRGLFS,y9) in the crystal
obtained with the 19mer or 14mer X-KBM. These residues are the last eight residues of XILF
sequence. The residues 2¢GLEFSx9 of the X-KBM occupy a hydrophobic pocket delineated by
Ku80 residues 1.12%, V37, F41%, F135%, F164™, Y225%, and 1.234*" (Figure 2C). In the close state
of Ku, these residues are buried and mediate intramolecular contacts (Figure 2D). The GLFS part
of the X-KBM is also stabilized by a cation-pi interaction between K233% and F298*. The last
residue of the X-KBM, Ser299%, is also the last residue of the protein. It has the carboxy terminal
function of the protein. This carboxy group makes an electrostatic bond with R44" and K238%

side chains.

The X-KBM motif adopts an extended conformation and the GLEFS part that has a turn
conformation with internal hydrogen bonds between the carbonyl of R295* and the amide of
1.297* and F298* and between the hydroxyl of S299* and the nitrogen of G296*. The X-KBM
presents a 20 KRKKPRys patch with five basic residues. This motif is exposed to solvent and the
main interactions in the crystal are between R285* and two acid residues of Ku80, E216™ and
E223%. The residues of the X-KBM involved in the contacts with Ku80 are well conserved
between XLF sequences (SI Figure 1X). Sequence alignments show that all/most XLF proteins
end at a position equivalent to S299 in the human sequence and thus bury their extreme C-terminus
in Ku80. The crystal structure thus shows that the X-KBM located in the extreme C-terminus of

XLF induces an unprecedented rotation of the Ku80 vWA with the formation of a large groove.

The A-KBM and X-KBM present sequence similarities with a basic patch in their N-terminus
followed by a hydrophobic patch (Grundy, Rulten et al. 2013) (SI Figure 1B). The comparison of
the crystal structures of Ku bound to these two motifs suggests that the high affinity of the A-
KBM may rely on the presence of a tryptophan (Trp190) in the A-KBM in place of the Leu297*
in X-KBM (SI Figure 1B). To test this hypothesis, we measured by I'TC the interaction of the X-

KBM motifs with the mutations 1.297W* (LW). We also measured the interaction with a non-



conservative mutation 1.297E* (LE). The (LW) peptide has a Kd of 0.12 * 0.03 uM, ie an
interaction 40-fold tighter than the wild type X-KBM (Table 1, line 8). The LE mutant presents no
detectable interaction with Ku (Table 1, line 9). Competition experiments with Ku saturated with
the A-KBM showed that the X-KBM (I.297W) no longer interact with Ku suggesting that the
L297W mutation redirect the X-KBM towards the A-KBM site with only one mutation. (Table 1,
line 10).

The outward rotation of the viWA domain of Ku80 is observed in solution and

likely mediated by a buried acidic residue of Ku80, Glu133

We first evaluated if the outward rotation of Ku80 observed in the crystal structure with the X-
KBM peptide was present in solution using SAXS analysis. We compared the scattering and the
pair-distribution (P(t)) curves obtained with the Ku/hDNA, Ku/hDNA/A-KBM and
Ku/hDNA/X-KBM samples. We observed that the SAXS data with the A-KBM peptide
superpose well with those of the Ku/hDNA sample without any peptide (Figure 2E). We measured
Rg of 53.1A and 53.7A respectively for the Ku/hDNA samples alone and complexed with the A-
KBM. The SAXS collected in presence of the X-KBM showed an increase of the Rg to 59.0A
(Figure 2E) in agreement with the Ku80 opening observed in the crystal. Comparison of the Dmax
values indicated also an opening of the Ku molecule with an increase of 30A in agreement with

the xxA increase of the Dmax observed in the crystal structures.

We next sought to identify Ku80 residues that may facilitate the outward rotation of the Ku80
vWA. We identified an acid residue E133" buried in Ku80 that is well positioned to act as a spring
facilitating the Ku80 opening (Figure 2C-D). The glutamate E133" is buried in the close
conformation of the Ku80 vWA and its pKa value is estimated by the PDB2PQR-2.0 server
(Dolinsky, Czodrowski et al. 2007) at a value of 9.05, far from the normal pKa of 4.5 for a
glutamate in solvent. The outward rotation of Ku80 vWA should be energetically facilitated by the
solvation of this Glu following the displacement of Ku80 residues V236*, F237% and 1240* away
from Glu133* carboxylate function (Figure 2D). Multiple sequence alignments shows that Glu133
position and the residues surrounding are well conserved in mammalian and saurian (SI Figure 7B).
The alignments of Ku70 and Ku80 sequences and the superimposition of the crystal structures of
the vWA domains show that Ku70 has not equivalent buried acidic residue and present a

methionine, M167" in place of E133* (Figure 2E).

In addition, we observed that the Ku80 vWA opening comes along with important secondary



structures changes in the linker region (R232*-E241%) that separates the vWA and the rest of the
Ku heterodimer. The first four residues of the linker (R232% to C235*) have a loop conformation
in the Ku80 close state and they shift into a helix conformation in the Ku80 open state in presence
of the X-KBM. The next five residues of the linker (F237%-E241%’) have a helix structure in the
close state and they adopt a loop conformation in the open state (Figure 2C-D). Thus, the outward
rotation induced by the X-KBM binding is observed in solution and initiated by conformation
changes in the Ku80 linker region with a buried acidic residue well positioned to facilitate this

opening and the groove formation.

Thermodynamic and kinetic properties of the interaction between XLF full

length protein and Ku70/Ku80

We then investigated the properties of the interaction between Ku and the XLF dimer and
compared them to the properties of the interaction with the X-KBM motif. We combined
microcalorimetry, EMSA and a more recent approach switchSense (Langer, Hampel et al. 2013) to
analyse the thermodynamic and kinetic properties of the XLF and the X-KBM interactions. We
purified the wild-type XLF (WT) dimer and two mutants (L297E or LE) and (L297W or LW)
described above (SI Figure 1C-D). We first measured by I'TC, the interaction between XLF and Ku
or Ku complex with a 18bp DNA. We observed an enthalpy driven reaction between Ku and XLLF
(AH of -9.0 kcal.mol-1) with a Kd of 1.0 £ 0.1 uM (Table 1, line 11). These values are close to the
one observed with the X-KBM with a slightly stronger affinity for XLF. The interaction of XLF
with Ku bound to a 18bp DNA present also a similar Kd (2.35 £ 0,1 uM) (Table 1, line 12). These
data suggests that in absence of DNA or with a DNA covered by Ku ring, XLF interact similarly
with Ku than its X-KBM. EMSA analyses confirm an interaction between XLF and Ku complexed
with a 50bp DNA in the uM range (Figure 3D-E). We also evaluated by EMSA the competition
between XLF and peptides containing the X-KBM motif (pXLF) or the A-KBM motif (pAPLF)
and or the C-terminus of PAXX (pPAXX) (SI Figure 3K-N). We observed that pXILF peptide
competes in the uM range with the XLF protein in agreement with the Kd measured by ITC. The
pAPLF does not displace XLF in agreement with the remote sites of interactions observed in the
crystal structure. Finaly, the pPAXX does not compete also with XLF binding in agreement with
the previous studies that report an interaction between PAXX C-terminus and the Ku70 subunit

of Ku (Ochi, Blackford et al. 2015; Tadi, Tellier-Lebegue et al. 2016).

We then investigated the kinetic properties of the interaction between XLF and Ku using the



SwitchSense approach (Langer, Hampel et al. 2013). This method uses oligonucleotide nanolevers
bound to a gold surface and labeled with a fluorescence probe and allow kinetic measurements of
the interactions using the dynamic response of the oligonucleotides or the fluorescence variation
of the probe upon ligand binding. We first bound Ku molecules on 48bp DNA nanolevers. We
measured a Kd in the nM range as already reported and a long dissociation time (SI Figure 30-P).
We took advantage of this stable interaction, to measure the association and dissociation rates of
XLF wild type (Figure 3G-H). We measured a ko, of XLF wild-type (ko = 4.7 + 1.7 10> M''s™)
followed by a rapid dissociation (ko = 0,09 * 0,004 s™) and a corresponding Kd of 0.19 + 0.07
uM. This affinity is slightly stronger than the one measured by ITC (Kd of 1uM).

We then measured the kinetic parameters for the two mutants XLF(L.297W) and XLF(LL297E). The
LW and LE mutants showed respectively Kd of 0.45 = 0.26 pM and Kd of 0.98 + 0.15 uM (Figure
3I and SI Figure 3Q)). The mutations has thus a little effect on the interactions that comes from a
reduced association rates (See legend of Figure 3H-I). The Kd of the mutants obtained by
switchSense with the full length proteins are closer than the one obtained by I'TC with the X-KBM
wild-type and mutants. We observed by ITC that the -KBM(LE) has no affinity with Ku and that
the X-KBM(LW) is a stronger binder (see above). Thus the X-KBM motif does not resume all
properties of the XLF proteins. Overall, XLF interacts with Ku with a pM affinity as observed for
the X-KBM motif though with some differences for the mutants LE and LW and the Ku-XLF

interaction is mediated by rapid association and dissociation rates.

Analyses of the recruitment of A-KBM and X-KBM motifs and variants after nuclear
microirradiation validate in cellulo the structural and biophysical characteristics of their
interaction with Ku80.

We then investigated the recruitment at DSBs sites of CFP fusions at the N-terminus of A- or X-
KBM fragments or XLF protein, using live cell imaging combined with laser micro-irradiation of
transfected cells. First, we validated our laser irradiation protocol by confirming the strong
recruitment of the A-KBM motif transfected in U20S cells and by showing that the W189G
mutation in A-KBM impaired both its nuclear localization and recruitment to laser sites, in
agreement with a previous report (Figure 4A-B) (Grundy, Rulten et al. 2013). (+ quantification a
venir)

We then studied the recruitment at laser sites of the X-KBM motif transfected in U20S cells
(Figure 4C). Wild-type CFP-(X-KBM) fusions showed a rapid mobilization to irradiated nuclear

sites (t1/2 ~ 20 s). L297E mutation had a strong negative impact on KBM-X live recruitment while



L.297W mutation had no impact (Figure 4C). We reasoned that the LW mutation may redirect the
motif X-KBM to the A-KBM binding site in Ku80 as suggested by ITC data. The A-KBM binding
site in Ku80 is delineated by a hydrophobic pocket containing the 1112 position (Figure 1D and
(Grundy, Rulten et al. 2013)). Thus, we replaced wild-type Ku80 by the I112R mutant in U208
cells. The deletion of Ku80 being lethal in human cells, we used U20S cells expressing an inducible
shRNA against Ku80 (Cheng, Barboule et al. 2011) and complemented with wild-type or 1112R
mutant Ku80. We found that I112R mutation impaired A-KBM recruitment but not that of X-
KBM (Figure 5A-B). This result demonstrates 7 ce/lulo the independent binding sites on Ku80 of
the A-KBM and X-KBM motifs observed in the crystals and by 7z vitro measurements. In cells
expressing 1112R Ku80 mutant, the recruitment of L.297W X-KBM was lower than that of the
wild-type motif, in contrast to what was found in the Ku80 wild-type background (compare Figures
4C and 4D). Conversely, we observed that the recruitment of the X-KBM bearing the LW mutation
was stimulated upon APLF knock-down and was even higher than that of wild-type X-KBM
(Figure 4E and SI Figure 4D for western blot of shAPLF). These data suggest that iz cellulo the
LW mutation on the X-KBM redirects the fragment to the APLF-binding site and that the A-KBM
motif in the endogenous APLF competes partially with the LW mutant peptide due to its stronger
affinity (Kd of 33nM for the A-KBM compare to 120nM for the L.297W X-KBM mutant) (Table

1, compare lines 1 and 8).

From the structure of X-KBM bound to Ku80, we selected residues on Ku80 for mutagenesis and
replaced wild-type Ku80 by these mutant forms in U20S cells. We superimposed the Ku70 and
Ku80 subunit that present an overall similar fold on the vIWA domain and we observed that Ku70
present a methionine (M167") in place of the conserved glutamate E133 in Ku80 (Figure 2E and
SI Figure 7B). We thus designed a Ku80 E133M mutant that may reduce the opening propensity
of the Ku80 vWA through interaction of this position with its hydrophobic interface in a similar
way as observed in Ku70 (Figure 5G-H). We also designed a second mutant, Q162E, that may alter
the environment of the E133 through the introduction of an addtional negative charge (Figure
5G-H). As shown in Figure 5C-D, while neither E133M nor Q162E mutations in Ku80 had an
effect on the recruitment to laser sites of A-KBM used as control, they both negatively impacted
X-KBM recruitment. This result again supports the independent binding sites on Ku80 of the A-
KBM and X-KBM motifs and validate E133 and Q162 and K238 positions in Ku80 as interaction
hot-spots for Ku80 vWA opening and X-KBM binding,

Finally, mutations of the Ku80 binding sites for X- and A-KBM were combined in double Ku80



mutants (I112R/E133M or 1112R/Q162E) and transfected in U20S cells. As shown in (Figure
5E-F), recruitment of both CFP-(X- and A-KBM) peptides was strongly impaired on these K80
double mutants. Importantly, the recruitment to laser sites of CFP-Ku fusions containing Ku80
mutants was preserved (SI Figure 5A), as well as that of a CFP-PAXX fusion, given that PAXX
has been shown to interact with Ku70 (Tadi, Tellier-Lebegue et al. 2016) (SI Figure 5B b). Together,
the recruitment analyses validated the key residues identified on the A-KBM, X-KBM and Ku80
sequences from the crystal and interaction measurements, established the independent function of
the two binding sites on Ku80 and emphasized the key role of the Ku80 E133 residue in the vIWA

outward rotation.

The XLF recruitment at DSBs relies on its binding to Ku80 and XRCC4

Next, we sought to evaluate the live recruitment on DSB sites of full-length XLE. We used nuclear
laser micro-irradiation on the human XLF-defective patient Bus cells (Buck, Malivert et al. 2000)
complemented with CFP-tagged XLF proteins. Live cell monitoring showed that XLF was rapidly
recruited at the irradiated nuclear sites in agreement with previous report (Yano, Morotomi-Yano
et al. 2008) (Figure 4F). Notably, the recruitment of XLF was weaker with both (LE) and (LW)
mutants at position 297 on the X-KBM, the defect being more severe for the (LE) mutant. This
result is in good agreement with SwitchSense measurements that showed an impaired recruitment
of the (LE) and (LW) mutants, the defect being slightly more severe for the (LE) mutant. The
impact of the (LW) mutation on the protein differs from those observed on the X-KBM(LW)
motif alone. This result suggests that the X-KBM(LW) motif on the protein cannot interact with
the A-KBM site as observed for the motif alone (Figure 4F).

The N-terminal globular domain of XLF interacts with XRCC4 (Ahnesorg, Smith et al. 2006). To
neutralize the contribution of the XLF-XRCC4 interaction to XLF recruitment, we chose the
L115D XLF mutation that was shown to abolish XLF interaction with XRCC4 (Malivert, Ropars
et al. 2010; Roy, Andres et al. 2012). The L115D XLF single mutant was still clearly mobilized at
laser sites (Figure 4G), likely through its preserved interaction with Ku80. In agreement with this
hypothesis, the double mutations, (L297W-L115D) or (L297E-L115D) that disrupt XLF binding
to both Ku80 and XRCC4 severely compromised XLF recruitment to laser sites (Figure 4G).
XRCC4 interacts with XLF but also contacts the FHA domain of APLF (Macrae, McCulloch et
al. 2008; Rulten, Cortes-Ledesma et al. 2008) and APLF has been shown to optimize both XRCC4
and XLF recruitment to DSBs (Grundy, Rulten et al. 2013). We reasoned that APLF may have an

indirect role on the recruitment of XLF by Ku80 considering the interaction network involving



APLF, XRCC4, XLF and Ku80 (SI Figure 1A)

This role may be prevented by the XLF L115D mutation. Indeed, we observed no impact of APLF
knock-down to the recruitment of the I.115D single or double XL.F mutants (compare Figures 41-
G and 4H). Together, these data emphasize the contribution of both XLF-Ku80 and XLF-XRCC4

interactions to XLF optimal mobilization to DSBs.

Finally, we evaluated the effect of the mutations in the X-KBM on the radiosensitivity (SI Figure
4X). We observed a slight radiosensitization when we complemented with the LW and LE XLF
mutant compared to the large effect observed on XLF deficiency in Bus cells. This result is in
agreement a previous study showing that a XLLFF construct deleted of its C-terminal region (224-
299) including the X-KBM promote efficient V(D)] recombination and resistance to bleomycin
(Malivert, Callebaut et al. 2009). Our results show that the XLF is recruited to DSBs sites both
through its interaction with Ku and its X-KBM and though its N-terminal interaction site with

XRCCH4 at the origin of the filaments formation.



The X-KBM contributes to the XRCC4/XLF filament stability close to DSBs
We sought to determine if the X-KBM can influence the XRCC4/XLF filament

formation on Ku heterodimers close to DSBs. We previously characterized by super
resolution microscopy in human osteosarcoma cells treated with a radiomimetic
agent bleomycin (U20S) the formation of XRCC4/XLF filaments close to Ku foci
and DSBs ends (Reid, Keegan et al. 2015). We used here XI.F-deficient Bus cells
(Buck, Malivert et al. 20006), complemented them with plasmids containing
XLF(WT), (LE) and (LW) mutants and treated with neocarzinostatin. We used
validated monoclonal antibodies and immunofluorescence against XLF and Ku80.
We observed the formation of XLF filaments in complemented Bus cells close to
Ku80 foci (Figure 6A, top). We measured over 106 nuclei an average size of the
filaments of 48nm that is close to the size reported previously (Reid, Keegan et al.
2015). We observed some XLF foci with the (LE) and (LW) mutants (Figure 6A,
middle and bottom). Statistical analyses of the size of the (LE) and (LW) foci
respectively on 95 and 104 nuclei showed that the mutations on the X-KBM affect
the size of the filaments in particular for the LE mutant, with average size of 45nm
and 47.5nm. Pair correlation functions calculated on one nucleus image of Bus cells
complemented by XLF(WT), (LE) or (LW) mutants indicate that the XLF in the WT
cell shows bigger correlation radius indicative of bigger/longer filaments. These
results suggest that duting the formation of the XRCC4/XLF close to DSBs, XLF
may represent an anchoring point on Ku80 through its X-KBM. Mutations on this
motif may lead to destabilization of growing filaments resulting in the shorter size

observed here.

XLF present bridging properties of Ku-DNA complexes mediated by its X-

KBM and C-terminal region

We then evaluated the possibility for XLF to bridge two Ku molecules present on separate DNA
fragments. XLF indeed possesses two X-KBMs due to its dimeric state and these X-KBMs are
positioned at the extreme C-terminus of the protein and are separated from N-terminal domain

by 67 amino acids predicted to be disordered. These properties suggest that XLF may bridge two



Ku molecules on separate DNA fragments located at distances up to 40-80A. To evaluate this
hypothesis, we chose to cover a 400bp biotinylated DNA with Ku molecules and block the two
extremities with streptavidin and purify these complexes that we called hereafter Ku-DNA-Strept
molecules (Figure 7A-B and SI Figure 6A-C). We observed that these Ku-DNA-Strept substrates
were homogenous on EM images and were stable during several days. Initial assays with non-
blocked Ku-DNA molecules gave heterogenous fragments on EM images due to partial
dissociation of Ku during the EM experiment.

The Ku-DNA-Strept molecules were incubated with 100nM of XLF(WT), (LE), (LW) mutants
and a XLF(1-224) construct, deleted of the C-terminal region and XRCC4/LIG4. We
reproductively observed bridging events of the Ku-DNA-Strept substrates in presence of
XLE(WT), (LE), (LW) mutants and XRCC4/LIG4 (Figure 7C-F). We then checked for the
presence of XLF at the contact points. We prepared separately labelled XLF protein with gold
nanoparticules using the ten histidine tag of the protein. When the EM experiments were
performed with labelled XLE, we clearly identified 5 nm nanogold in dark field or bright field
modes confirming the presence of XLF at the contact points (Figure 7G-H). Some gold signals
were also observed on a single Ku-DNA-Strept substrate suggesting that XLF can also bind two

Ku molecules located on the same fragment.

We then collected several images to quantify the number of bridging events observed over a large
number of Ku-DNA-Strept molecules. The statistical analysis (Figure 7]) shows that XLF can
bridge Ku-DNA fragments with a higher frequency than the control (without XLF) or with XLF(1-
224) (8% for XLF versus 2,2% for the control (fisher test, f-value=7 10 and 3,6% for XLF(1-
224) (f-value=2 107). The (LE) and (W) mutants have a moderate influence on the bridging
frequency. They are respectively slightly less and slightly more efficient than XLEF(WT). These
results suggest that in the EM experiments, XLF can bridge Ku-DNA complexes through its X-
KBM and through another binding site present in the C-terminal region (1-224), likely a DNA
binding site (Andres, Modesti et al. 2007). This would explain the strong impact of the Cter deletion
in the EM experiments compared to the weaker impact of the X-KBM mutants. XRCC4 and the
XRCC4/1.1G4 complex had lower bridging efficiencies than XLF even though the XRCC4/11G4
has a bridging efficiency higher than the than XLF(1-224). This results are in agreement with the
weak interaction proposed between XRCC4/1LIG4 and Ku (Nick McElhinny, Snowden et al. 2000;
Hsu, Yannone et al. 2002; Costantini, Woodbine et al. 2007). The EM experiments suggest that
XLF dimers may bind two Ku molecules located on separate DNA strand and that the X-KBM

may contribute though not predominantly to this property in addition to another binding site



located in the C-terminal region of XLE

Discussion

In the present study, we defined the molecular basis of the key residues involved in the interaction
between Ku and the KBMs of APLF and XLF and further precise the signature of the motifs. We
described two remote interaction sites for these two motifs that present overall similar sequence
signatures: an N-terminal basic patch and a C-terminal hydrophobic part. The A-KBM site involves
a conserved site on the Ku80 vWA, in a position distal from the DNA binding site of Ku80. The
X-KBM site is located in a groove formed between the vWA and ring domains of Ku80 upon a
large outward rotation of the Ku80 vWA. Our study and previous one (Grundy, Rulten et al. 2013)
show that the A-KBM and X-KBM motifs play a central role in the recruitment of respectively of
APLF and XLE

The A-KBM motif is located in a disordered region of APLF and tightly binds

in an extended conformation on a conserved site of Ku80 vWA domain

The A-KBM motif is located in the central region of APLF between its FHA domain (1-100) and
its C-terminal domain that contains the two PBZ domains (358-511). This central region of APLF
presents sequence features of an intrinsically disordered protein. SAXS analyses recently confirmed
the largely unstructured feature of APLF in solution (Hammel, Yu et al. 2016). The A-KBM motif
of APLF adopts an extended structure in Ku80 and a turn in the C-terminal part of the motif
(P198-1.192) that likely forms upon Ku80 binding, The tight interaction between the A-KBM motif
(Kd of 33nM) and Ku is mediated by a large favourable enthalpy (-13.3 kcalM") and a small
unfavourable entropy (+3 kcal. M™"). The large enthalpy is associated with the tight contacts made
by the residues [RKRxLPxWM] of the APLF motif. These residues coincide with the conserved
part of the A-KBM motif in the APLF sequences (SI Figure 1A). The position W189 is deeply
buried in the Ku80 pocket in agreement with the absence of interaction reported previously for

the APLF W189G mutant (Yano, Morotomi-Yano et al. 2008).

Two A-KBM motifs were recently characterized in the disordered N-terminus and C-terminus
regions of the WRN protein with similar affinities compared to the A-KBM of APLF as measured
by fluorescence polarization (Grundy, Rulten et al. 2016). The logo motifs of the two WRN A-
KBMs (SI Figure 1A) show that most residues of the APLF motif involved in the Ku80 interaction
are conserved. The main difference is the absence of a residue between the LP dyad and the basics

residue. In the crystal structure with APLF A-KBM, only the first and third basic residues interact



with Ku80 which suggests that in WRN motifs only one basic residue could interact with Ku80
the other being exposed to solvent. The CYREN/MRI motif was also shown to interact with Ku
with a similar affinity (Grundy, Rulten et al. 20106) and it has a canonical A-KBM motif compare
to APLE The structure reported here indicates that the WRN and CYREN A-KBMs present all
features to position in the Ku80 site with similar orientation in agreement with the competition

reported between these motifs and APLEF’s one (Grundy, Rulten et al. 2016).

The A-KBM interaction site is the most conserved site on the surface of Ku80 with inner part of
the ring domain that interact with DNA (Figure 1F). It contains the conserved hydrophobic
residues 1.68, Y74 and 1112 that were initially characterized by Grundy et al. (Grundy, Rulten et al.
2013) and are indeed involved in van der Waals contacts with the LP residues of the A-KBM motif
and an hydrogen bond with the main chain of the peptide. This patch of hydrophobic conserved
residues are surrounded by conserved acid residues that make polar contact with the basic patch
and the indole group of the Trp of the A-KBM. Some other conserved residues delineate the A-
KBM site like 1150 and M115. Superimposition of the Ku70 vWA on Ku80 shows that the A-
KBM site is not present in Ku70 though the secondary structures of both subunits superimpose
well in this region (SI Figure X). Ku70 does not present any peptide binding pocket in that place
but rather a flat surface due the presence of a Trp (W148) and two basic residues (K189 and R185)
that fill the pocket occupied by the A-KBM in Ku80. The A-KBM site thus represents a structural

feature specific of the Ku80 subunit.

The X-KBM motif mimics in the open state intramolecular contacts made

by Ku80 residues in the close state

The X-KBM motif is located in the extreme C-terminus (290-299) of the C-terminal region of
XLF (225-299) that is predicted to be an intrinsically disordered region. Like the A-KBM, the X-
KBM adopts an extended structure with and a turn in the C-terminal part of the motif (R295-
S299) that also likely forms upon Ku80 binding. The main interactions are mediated by the five
residues [RGLES] of the X-KBM that are well conserved in XLF sequences (see logo motif in SI
Figure 1B). The role of the conserved basic patch [KRKK] located at the N-terminus of the X-
KBM is less clear than for the A-KBM since this part is not visible in the electron density and is
not stabilized by Ku80 interactions. This suggests that it may be conserved for an additional
function of XLE

Interestingly, some residues of the X-KBM motif [RGLFS] mimics intramolecular interactions

present in the Ku80 close state. The superimposition of Ku80 in the close or open state shows



that the residues R295%, 1.297* and F298* superimpose well with respectively, K239*, V236" and
235" of Ku80 and that they make similar contacts with the Ku80 vWA (Figure 2C-D).

The A-KBM and X-KBM motifs have important sequence similarities with a basic patch followed
by a hydrophobic patch. We showed that a single mutation on the X-KBM, L.297W] shifted the
properties of this motif those of a A-KBM motif. The X-KBM(LW) peptide has a Kd of 120nM,
closer to the A-KBM(WT) peptide (Kd of 33nM) than to X-KBM(WT) (Kd of 4.4uM). It can
competes for the A-KBM-site with the pAPLF peptide and it is better recruited to DSBs than the
X-KBM(WT) in presence of an shAPLE. Despite this strong promiscuity between the A-KBM and
X-KBM motifs, these motifs diverge as regards on their molecular mechanism by targeting
different regions of Ku and different modes of actions, a more rigid one for the A-KBM and an

induced fit one for the X-KBM.

A X-KBM motif was recently proposed in the disordered C-terminus regions of the WRN protein.
The logo motif of the WRN C-KBM (1426-1432) (SI Figure 1A) shows that the GLFS sequence
is conserved and that these residues are also located at the extreme C-terminus of the protein like
in XLE This suggests that the WRN X-KBM motif may interact in the same groove than the XLF
X-KBM and induce a similar opening of the Ku80 molecule. Interestingly, it was reported recently
that WRN this X-KBM can function cooperatively to bind Ku complexes with its A-KBM located
just upstream (1403-1412). From our structural data, we could model the tandem sequence of the
WRN A-KBM and X-KBM and showed that the linker between the two motifs is compatible with
a simultaneous binding (SI Figure 7A). The crystal structure of the tandem motif of WRN with

Ku will be important to validate this potential dual interaction.

The region of Ku80 involved in the outward rotation co-evolves with the X-
KBM

We characterized an unprecedented opening of the Ku80 subunit with a large outward rotation of
the vIWA domain. We proposed that this conformational change is facilitated by the presence of a
conserved acid residue E133 and surrounding residues of Ku80. Multiple sequence analyses show
that the key residues of XLF and Ku80 involved in this interaction are conserved in Ku80
mammalia and sauria clades essentially (SI Figure 7B). The E133 buried acid residue is not present
in Ku70 and is replaced by a methionine M167 that mediates hydrophobic intramolecular. We

propose that Ku70 does not undergo a symmetrical outward rotation of its vWA domain.



The outward rotation induced by the X-KBM and the E133 spring lead to the formation of a large
groove between the vWA and the ring domain of Ku80. This groove is large enough to
accommodate an interaction with a protein globular domain of another Ku partners. Domains of
LIG4/XRCC4 or DNA-PKcs ate potential candidate to interact in this groove formed upon XLF
binding. XLF has indeed been proposed as an early actor in the NHE] pathway like LIG4/XRCC4
and DNA-PKcs (Cottarel, Frit et al. 2013). The direct interactions between Ku and LIG4/XRCC4
or DNA-PKcs have been described as weak interactions (Nick McElhinny, Snowden et al. 2000;
Hsu, Yannone et al. 2002; Costantini, Woodbine et al. 2007; Sharif, Li et al. 2017). XLF may
potentially stabilize these interactions through these conformational changes of Ku80.
Mutagenesis studies on the conserved positions that delineated the surface of this groove will help

to precise this hypothesis in the future.

Role of XLF in the nucleation of the XRCC4/XLF filament close to Ku and
DSBs.
Our results suggest that the binding of XLF through its X-KBM may represent the initial event in

the recruitment of the ligation complex LIG4/XRCC4. We characterized in this study in vitro a
rapid association (kox 4.7 + 1.7 105 M''s™") and a rapid dissociation (kopr = 9.1 + 0.4 10* s™) of
XLF with Ku protein bound to nanolevers. This result in agreement with the rapid recruitment of
XLF close to DSBs reported here and in previous studies (Yano, Morotomi-Yano et al. 2008; Yano,
Morotomi-Yano et al. 2011). We propose that the rapid dissociation of XLF and its associated
weak affinity is compensated in the cell by an interaction with LIG4/XRCC4 that will stabilize
XLF presence in particular with the nucleation of the XRCC4/XLF filament (Figure 8). APLF
present on Ku80 molecules will further reinforce the assembly by providing a second anchoring
point on Ku (Hammel, Yu et al. 2016). In this model, XLF will have a central role to facilitate the
filament growth from its interaction with its X-KBM in agreement with recruitment and super
resolution analyses (Figure 4 and 6). This role may be particularly important to align DNA through
the filaments in presence of DSBs with mismatched or incompatible DNA ends (Gu, Lu et al.

2007; Tsai, Kim et al. 2007).

APLF and XLF act cooperatively to recruit the LIG4/XRCC4 complex
The remote interaction sites described in this study for the A-KBM and X-KBM by iz vitro and in

cellulo analyses define an interaction network where APLF and XLF stabilize the recruitment of the

LIG4/XRCC4 complex independently (SI Figure 1A). This result is in good agreement with the



observation that the C-terminal region of XLF is dispensable for the NHE] and that APLF is not
necessary all along the NHE] pathway but in the first hour (Malivert, Callebaut et al. 2009; Grundy,
Rulten et al. 2013). In absence of XLF C-terminal tail, APLF bound to Ku80 would recruit the
LIG4/XRCC4 complex through its FHA domain and the XRCC4/XLF filament could form from
the XRCC4 N-terminal domain. Reversely in absence of APLFE, XLF bound to Ku80 would recruit
the LIG4/XRCC4 and form the XRCC4/XLF filament. At opposite to these redundant
interactions, we can observe that the XRCC4/XLF interaction has no backup interaction. This is
illustrated by the severe phenotype of the XLF L115D mutant that disrupts the XRCC4 (Malivert,
Ropars et al. 2010) interaction or XRCC4 double mutant (K65E-K99E) that disrupts the XLF
interaction (Roy, Andres et al. 2012).

Beyond its role in the recognition of the DNA ends, Ku70/Ku80 has a key role in the capacity of
the NHE] pathway to repair DSBs with heterogenous DNA ends (Chang, Pannunzio et al. 2017).
Ku recruits close to DSBs several kinases, nucleases, polymerases and the ligation complex. Our
structural and functional data establish the molecular basis for interactions between Ku70/Ku80
and the conserved A-KBM and X-KBM motifs of respectively APLF and XLF factors and
illustrate the large conformational change of Ku80 upon XLF binding, Further study will help to
determine the molecular details of the interaction between Ku and its other NHE] partners and

to characterize the different NHE] assemblies that can form in presence of different DNA ends.
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Table 1 : Interactions measured by microcalorimetry between Ku70/Ku80, A-KBM, X-KBM

and XLF

Protein in the Ligand in Stoichio Ky AH Remarks Fig @

measurement cell the syringe (rM) (kcal.M™)
1 Kup pAPLF 1.1£02 0.033 £ 0.01 -13.3£0.1  A-KBM (APLF 174-192) 3A
2 Kup+DNA-18bp pAPLF 0.8 £ 0.05 0.023 £ 0.002 -16.0 £ 0.4  in presence of DNA s, S3A
3 Kucc pAPLF 0.85 = 0.01 0.020 £ 0.002 -184 £ 0.7 Ku without Cter domains S3B
4 Kup I112R pAPLF NI NI NI Ku80 mutant on APLF site S3C
5 Kup pXLF 0.8 £0.1 44%02 -28+0.2  X-KBM (XLF 281-299) 3B
6  Kur +DNA-18bp pXLF 02+ 0.19 24101 -8.1 £0.6  in presence of DNA g, S3D
7 Kuce pXLF 0.12£0.019 22409 3.1+ 1.2  Kuwithout Cter domains S3E
8  Kup pXLEFLW) 1.15+ 0.1 0.12 £ 0.03 -121+2.0  X-KBM (L297W) S3F
9  Kun pXLF(LE) NI® NI NI X-KBM (L297E) S3G
10 Kup +pAPLF pXLEF(ILW) NI NI NI L.297W in presence of A-KBM S3H
11 Kug XLF 0.57 £0.03 1.0+ 0.1 9.0© XLF versus Ku 3C
12 Kug DNA 18bp 0.95 £ 0.01 0.0041 £0.0007  +53*0.2 DNAisg, versus Ku S31
13 Kup+DNA-18bp XLF 0.2 +0.019 2.35%0.1 -8.1£0.6  XLF versus Ku/DNA g, S3J

(a) The number in this column corresponds to the figure number for the thermogram in main text (3A-C) or in the supplemental information (S3A-]);
(b) NI means no interaction, the heat exchange is weak; (c) The enthalpy value was deduced from the first injection point in absence of lower plateau;
(d) some interaction with XLF present a lower N. This may come from the induced fit mechanism of this interaction and the necessity to open Ku

molecules.
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Figure Legends

Figure 1 The APLF KBM (A-KBM) binds a highly conserved Ku80 pocket at the

periphery of the Ku80 viWA domain

(A) Positions of the A-KBM (magenta) and X-KBM (blue) motifs in APLF, XLE, WRN and CYREN.
The Cterminal domain of PAXX contains a P-KBM that interacts with Ku70 subunit. NTD: N-
terminal domain. (B) Overall view of the quaternary complex Ku70/Ku80/hDNA/(APLF peptide).
The A-KBM (magenta) binds at the periphery of the Ku80 (light green) vIWA domain. The Ku70
subunit and hDNA are represented respectively in orange and red. The hairpin part of the DNA has
been removed for clarity (C) The A-KBM adopts an extended conformation in the Nter part. The C-
ter residues, PTWML, form a turn. (D-E) Zoom of the interactions made by (D) the hydrophobic
patch and (E) the basic patch of the A-KBM. (F) The A-KBM binding site is delineated by conserved
residues of Ku80 vWA domain. The binding site is represented in surface mode with amino acids
colored according to their conservation rates: red (highly conserved) to white (not conserved)) The

orientation is the same than in C.

Figure 2 The XLF KBM (X-KBM) induces an unprecedented outward rotation

of the Ku80 WA domain.
(A) Crystal structure of the quaternary complex Ku70/Ku80/DNA/(X-KBM peptide). The X-KBM

(blue) binds in an internal site of the Ku80 subunit created upon an outward rotation of the vWA
domain. The Ku80 vWA opening creates a large groove between the Ku80 vWA and the rest of the
heterodimer (B) The crystal structure of Ku70/Ku80/DNA in presence of the A-KBM is shown with
the same orientation. It underlines the open state of Ku with the X-KBM and the close state with
APLF or no peptides. (C-D) Comparison of the X-KBM binding site in presence of (C) the X-KBM
or (D) A-KBM. The X-KBM interacts with Ku80 residues involved in Ku intramolecular contacts in
the close state of Ku observed with the A-KBM or with no peptide. The last GLFS residues of the
X-KBM interact with the bottom of the groove formed in the open state. The Ku80 vWA rotation
comes with secondary structure changes of the Ku80 linker region between the N-terminal vWA
domain and the rest of the heterodimer. The region (232-235) that has a loop conformation in the
Ku80 close state shifts to an helix conformation in the Ku80 open state with the X-KBM (regions in

green). The helix (236-241) that has an helix conformation in the Ku80 close state shifts to a loop



conformation in the open state with the X-KBM (dark green). The glutamic acid presents an atypical
hydrophobic environment and could be at the origin of the vWA instability. The X-KBM residues
occupy the position of the helix 236-241 of Ku80 in the close conformation and some X-KBM side
chains (R295%, 1.297* and F298") mimic the intramolecular interactions made by Ku80 residues with
the vWA domain. (E) Superimposition of the Ku80 pocket in the close state with the equivalent
position of the Ku70. The E133 position of Ku80 proposed to be involved in the vWA rotation is
replaced by a methionine in Ku70. (F) The pair distributions P(r) obtained in solution by SAXS analysis
indicate an opening of the Ku70/Ku80/DNA complex with higher Dmax and Rg in presence of the
X-KBM (blue line) compate to the Ku/DNA complex without peptide (grey line) and to the A-KBM
complex (magenta line). Values deduced from SAXS analysis are reported below the curves and

compared to values from the pdb files.

Figure 3 Thermodynamic and Kinetic analyses of X-KBM and XLF interactions

with Ku and Ku-DNA complexes

A-C) ITC analyses: Thermograms and isotherms obtained between Ku and (A) the A-KBM, (B) the
X-KBM, (C) the full length XLF protein. (D-F) EMSA analyses: Gel shift assays between XLF and
Ku at 20nM (D) or 200nM concentrations (E) in presence of a 50bp DNA with a FAM in 5. (F)
Competition by EMSA between pXLF containing the X-KBM motif and the Ku/XLF complex. (G-
I) switchSense analyses: (G) Schema of swithSENSE measurement. (a) Ku is bound to a 80bp
nanolever with a fluorescent probe at position 48 level. (b) A washing step removes Ku molecules non-
specifically bound (c) XLF is then injected for real-time associations and dissociations at different
concentrations followed by normalized changes in the fluorescence. (H-I) Kinetic analyses of XLF(wt)
and XLF(LW) interactions. Solid grey lines represent raw data (from 1 to 8 pM; light grey to dark grey;
averages of triplicates). Global fitting was performed, following a single-exponential function (solid
orange lines) yielding kinetic rate constants of kON = 4.7 £ 1.7 105 M-1s-1 and kOFF = 9.1 £ 0.4
10-2 s-1 for XLF(wt); We measured kON = 1.9 + 1.1 105 M-1s-1land kOFF = 8.4 = 0.6 10-2 s-1 for
XLF@LW) and kON = 4.9 £ 0.5 104 M-1s-1 and kOFF = 4.8 + 0.5 10-2 s-1 for XLF(LE) (SI Figure
3R)



Figure 4 Life cell imaging of the recruitment of the X-KBM and of the XLF

protein after nuclear micro-irradiation

(A) Linear micro-irradiations with a bi-photon laser of Bus cells (deficient for XLF) and
complemented with wild type GFP-XLF or with XLF mutants on the X-KBM (L297E and L297W).
(B) Kinetic of recruitment of XLF peptides containing wild-type X-KBM or motifs with the mutations
L297W or L.297E. (C) Same experiment than in (B) with U20S cells containing a Ku80-I112R mutant
on the A-KBM site. (D) Same analyses than in (B) in presence of a shRNA directed to APLF with
cells treated with a shAPLE. (E) Kinetic of recruitment of full length XLF either wild type or with LW
or LE mutation. (F) Kinetic of recruitment of full length XLF containing a single L115D mutation
on the XRCC4 interaction site or a combination between this mutation and the LW or LE mutation
on the X-KBM. (F) Radiosensitivity measurements of XLF deficient cells, Bus cells and of Bus cells
complemented with XLF wild-type or mutant on the X-KBM.

Figure 5 Life cell imaging of the recruitment of the A-KBM and X-KBM in

presence of Ku80 mutants of the APLF or XLF interaction sites

(A-B) Kinetic of recruitment of peptides containing the (A) A-KBM or (B) X-KBM in presence of
Ku80 wt or Ku80 I112R a mutation that disrupt the interaction with APLE Ku80 was silenced with a
conditional shRNA and the U20S cells were complemented by plasmids containing the mutant of
Ku80 (See SI Figure 4D for western blots). (C-D) Kinetic of recruitment of the (C) A-KBM or (D)
X-KBM in presence of Ku80(wt), Ku80(E133M) or Ku80(Q162E), mutations proposed from the
crystal structure to prevent Ku80 opening (E133M) or alter E133 environment (Q162E). (E-F) Kinetic
of recruitment of the (E) A-KBM or (F) X-KBM with Ku80 double mutants on APLF and XLF sites.
(G-H) Environments of the E133 and Q162 positions of Ku80 in (G) the close state and (H) the open
state with the X-KBM (in blue). The positions of Ku80 in green and dark green undergo large
conformational changes upon X-KBM binding,

Figure 6. Super-resolution imaging analyses of XLF organization in mutant

Bus cells
(A) representative supet-resolution images of WT (top), L297E mutant (middle), and L297W mutant

(bottom) Bus nucleus, with XLF and Ku displayed in green and magenta, respectively (scale = 2500



nm). Zoomed-in area as indicated as white boxes are shown in the right (scale = 250 nm). (B)
Representative pair correlation function calculated from the 8x8 um? center squate of one XLF nucleus
image of WT (black), L.297E mutant (red), and L.297W (blue) mutant Bus cells. The black arrow
indicates that the XLLF in the WT cell shows bigger correlation radius. (C) Statistics of XLF foci size.
Each plot represents the average XLF foci size (indicated as radius translated from the correlation
radius) in one nucleus. Box’s height displays the standard deviation with the mean value labelled in the
middle. 116, 95, 104 nuclei were taken in account for WT, L297E, and L297W; respectively. The t-test
between WT and L.297E is p = 10" while that between WT and 1.297W is p = 0.03.

Figure 7 Visualization and quantification by TEM of the bridging of Ku-DNA-

streptavidin complexes by XLF
(A): Naked 500 bp biotinylated DNA. (B): ADN-streptavidin-Ku complexes in TEM and schematic

representation. Biotinylated DNA are entirely covered by Ku and then locked by streptavidin at the
extremities. (C-F): Bridges formation between DNA-Ku-streptavidin complexes mediated by (C) XLE,
D) XLFLE), (E) XLF@LW), (F) XRCC4-LIG4. (G-H): Identification of XLF protein within the
bridges. (G) The DNA-Ku-streptavidin complexes were identified in a dark field imaging mode and
(H) XLF protein labelled with nanogold particules were clearly identified using a bright field mode.
XLF dimer can bridge 2 DNA-Ku-streptavidin complexes via interactions with 2 Ku proteins. (I):
Schema presenting the assembly observed in (G) and (H) with XLF proteins bridging separate DNA
molecules covered by Ku and blocked by streptavidin. (]): Statistic analysis of DNA-streptavidin-Ku
complexes bridged via XLF, XLF(LE) and (LW) mutants, C-terminal truncated XLF (XLF224),
XRCC4/LIG4, peptides containing the KBM motifs, pXLF, pAPLF and mutated KBM motifs
pXLF(LE), pXLF(LW). A Fisher test was applied between control and the different bridging assays to
evaluate the significance (* £<0,5, ** £<0,01 and *** £<0,001) (Langsrud, Jorgensen et al. 2007).

Figure 8 Roles of the A-KBM and X-KBM in the ligation step in presence of

incompatible DSBs extremities.

(i) Ku heterodimers interact close to the DSBs ends. XLLF has been proposed to stimulate the ligation
step particularly in presence of incompatible DNA ends (mismatchs, 3’- or 5’- overhang). This is
represented by a misalignhment of the two DNA ends. (if) XLF and APLF can interact simultaneously

on Ku heterodimers present close to the extremities of the two DSB ends. XLF will induce the opening



of the Ku80 vWA (represented by a dark green half ring). (iii) The arrival of LIG4/XRCC4 and XLF
molecules will then nucleate the formation of the filament that will wrap around the two DNA ends
and contribute to a better alighment of the DNA ends. The assembly will be further stabilized by the
interaction between the FHA domain of APLF and XRCC4. (iv) After ligation, these factors will

disassemble with Ku heterodimers on DNA farther degrade on place (ref).
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Figure 4
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Title : Role of Ku70/80 in the recruitment of the NHEJ facors that display a Ku binding motif in their

sequence

Keywords : Protein production, biochemistry, biophysic, crystallography

During the cell life many endo or exogenous
genotoxic agents lead to the formation of
DNA double strand breaks (DSBs). These
lesions are extremely toxic and must be
repaired in order to maintain the integrity of
the genome and the survival of the cell. In
mammalian, most DSBs are repaired by the
Non Homologous End Joining (NHE))
pathway. The recognition step of NHE] is
mediated by the ring-shape Ku70-Ku80 (Ku)
heterodimer that protects the DNA
extremities from resection and can recruit
several core NHE] factors (DNA-PKcs,
ligase complex Ligase4-XRCC4 and ligation
co-factor XLF) as well as several accessory
NHE]J factors (PAXX, APLF and WRN).
Beyond its DNA ends binding activity, Ku
appears more and more as the central
coordinator of the NHE] pathway. How do
all the NHE] factors interact with Ku and are
involved in the repair of all DNA ends (clean
or dirty, accidental or programmed) are
questions not well elucidated. Our laboratory
is interested in the recruitment of XLF and
XRCC4 by Ku, cither as individual factors or
as filaments as the one we described
previously.

During my thesis, | characterized the crystal
structures  between Ku70/Ku80/DNA and
peptides containing the Ku Binding Motif
(KBM) of two NHEJ factors, XLF and APLF
(the Aprataxin like-factor nuclease). The KBM
of APLF binds to Ku with a tight affinity (Kd of
33nM) and it interacts within a conserved pocket
of Ku80. The KBM of APLF is located in a
position remote from the DNA binding site, at
the periphery of the Ku ring. The crystal
structure rationalizes the role of the conserved
basic and hydrophobic parts of the APLF KBM
motif. The KBM of XLF has a moderate affinity
(Kd of 4 uM) and a sequence with a similar
basic and hydrophobic parts. Interestingly, the
crystal structure of a Ku70/Ku80/ADN complex
with a XLF KBM shows that this motif occupies
a different site from the KBM of APLF. The
XLF motif induces a large conformational
change of Ku80 and occupies a cleft that does
not exist in the original Ku70/Ku80/DNA
complex.

| then characterized two mutants of XLF in the
KBM motif, (L297E and L297W) that
respectively disrupt the binding of the KBM
with Ku or redirect the XLF KBM to the APLF
site.

All together those results help us to better
understand the coordination of several NHEJ
factors by Ku. This support our idea that Ku acts
as a coordinator of the NHEJ pathway.
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Au cours du cycle cellulaire, de nombreux agents
génotoxiques conduisent a la formation de
cassures double brins (CDB) de ’ADN. Ces
lésions extrémement dangereuses doivent étre
réparées afin de ne pas altérer l'intégrité du
génome et la survie cellulaire. Chez les
mammiferes, la plupart de ces CDB sont prise en
charge par la voie de réparation NHE] (pour Non
Homologous End Joining, recombinaison non
homologue en francais). La premicre étape de
cette voie, la reconnaissance des extrémités
d’ADN, est assurée par ’hétérodimere Ku70-
Ku80. Ce complexe protege les extrémités
d’ADN des activités de résection et recrute les
facteurs impliqués dans la poursuite de la voie de
réparation (la DNA-PKcs, XLF et le complexe de
ligation XRCC4-LiglV) ainsi que des facteurs
accessoires (PAXX, WRN et APLF). De cette
observation, une vision plus générale de la
fonction de Ku a émergé, une fonction de
coordination de la voie NHE]. La manicre dont
Ku interagit avec tous les facteurs du NHE], pour
la réparation de toutes les CDB (propres ou non,
accidentelles ou programmeées) reste une question
ouverte. Notre équipe travaillait précédemment
sur I’étude des facteurs XRCC4 et XLF, dont ils
ont pu mettre en évidence ’association en
filaments dans un cristal.

Au cours de ma thése, j’ai caractérisé les
structures cristallines de complexes comprenant
Ku70-Ku80, un ADN et des peptides portant un
motif de liaison a Ku (KBM) issus des protéines
APLF et XLF. Le motif KBM de APLF se fixe
de maniere tres forte a Ku (avec une affinité de
33 nM) et interagit avec une surface conservée
sur Ku80. Cette interaction se déroule loin du
site de fixation de Ku a I’ADN, a la périphérie
du complexe. La connaissance des détails
moléculaires de cette interaction a permis de
comprendre et de rationnaliser la présence de
résidus trés conservés a la surface de Ku80 et
dans la séquence d’APLF.

Le motif KBM présent chez XLF, présentent
une affinité plus modérée (un Kd de quelques
pHM) malgré une similarité de séquence
importante avec le KBM de APLF (une région
basique suivi d’une région hydrophobe). La
structure du complexe Ku70-Ku80-ADN et du
KBM de XLF montre que ce peptide se fixe sur
un site différent de celui d’APLF. En effet ce
peptide induit un large changement de
conformation de Ku80 et vient se loger dans le
sillon ainsi découvert. Par la suite, j’ai
caractérisé deux mutants du KBM de XLF
(L297E et L297W) qui respectivement abroge
et renforce I’interaction de ce motif KBM avec
Ku.

Ensemble ces résultats confortent notre idée que
Ku joue le role de chef d’orchestre de la voie de
réparation NHEJ chez I’humain.
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