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INTRODUCTION GENERALE

Le maintien des espéces vivantes nécessite un équilibre étroit entre, d’une part, 'apparition de
mutations au niveau du génome, qui sont essentielles a I'évolution et a 'adaptation des espéces a un
environnement fluctuant et, d’autre part, la fidélité de la réplication pour une transmission fiable de
linformation génétique d'une descendance a l'autre. Au sein de toutes cellules, des acteurs
moléculaires participent a la préservation du patrimoine génétique et interviennent dans la

maintenance génomique.

Le matériel génétique héréditaire d’'une cellule est stocké dans la molécule universelle du
Vivant : 'acide désoxyribonucléique (ADN). Une partie seulement de ’'ADN correspond a des génes et
chaque géne porte les instructions nécessaires a la synthése de molécules organiques par la cellule,
les protéines. lIs régissent la syntheése des protéines et de ce fait assurent la régulation de la plus part
des activités métaboliques cellulaires. Au cours de la division cellulaire, le transfert de l'information
génétique est assuré par la copie, a l'identique, de la séquence entiére du génome. La double hélice
d’ADN se déroule et les deux brins servent de matrice sur lesquelles une seconde chaine d’ADN est
formée selon un principe universel qui suit le modéle décrit en 1953 par James Watson et Francis
Crick. Les deux chaines, disposées de fagon anti-paralléle, sont composées chacune d’une
alternance de groupements phosphates et de désoxyriboses et sont reliées entre elles par des
liaisons hydrogénes impliquant les bases azotées. Les bases azotées pointent vers l'intérieur de la
double hélice et s’associent par des liaisons hydrogénes selon un appariement universel, en effet,

'adénine est associés a la thymine (A:T) et la cytosine a la guanine (C:G).

Tout régne du vivant confondu, et méme dans les environnements exotiques, dans une cellule
donnée, une protéine enzymatique est confrontée directement dans le choix de I'assemblage des
bases A, T, C et G de 'ADN selon le brin d’ADN complémentaire a répliquer ; il s’agit de 'ADN
polymérase. Ce mécanisme sera vu dans les détails moléculaires dans la suite de ce manuscrit. Le
Dogme actuel de la biologie moléculaire, proposé par Francis Crick est le suivant : le programme
génétique stocké dans 'ADN s’exprime par sa transcription en ARN messager (ARNm), puis, TARNm,
grace a la participation des ARN de transfert (ARNt), est traduit en protéine (trois bases de TARNm
dénommé codon se lient spécifiquement a un ARNt donné qui sélectionne les acides aminés un a un).
La chaine d’acides aminés constituera alors une protéine avec une structure donnée et une fonction

associée.

L’ADN est une molécule sensible. En effet, sous I'action d’agents chimiques et physiques de
nombreuses lésions se forment sur 'ADN. L’exploration assez récente d’environnements qualifiés
d’extrémes, montre que la vie est possible dans des milieux riches en sel, trés chauds ou trés froids,
sans oxygéne (favorable a la molécule d’ADN) et trés acides, mettant en évidence de nouveaux types
de voies métaboliques. Parmi les trois domaines du Vivant identifiés a ce jour, le régne des Archaea
colonise de nombreux habitats exotiques. Ainsi, la question de la maintenance génomique de ces

organismes se pose.
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CHAPITRE | : Etude bibliographique L’origine des Archaea

Premiere partie :
L'origine des Archaea

l. La découverte des océans

Au commencement, il y a 4,5 milliards d’années, la Terre était une boule fumante et
incandescente entourée d’une masse nuageuse contenant de la vapeur chargée en eau. Quatre cents
millions d’années plus tard la météorologie des pluies s’installe, 'eau sort massivement de son état
gazeux. Il pleut alors pendant des millions d’années, un déluge s’abat a la surface du globe et
entraine son refroidissement progressif. Ce sont ces pluies diluviennes, qui sont a l'origine des
océans, qui réguleront le climat et permettront I'installation de la vie il y a 4 milliards d’années.
Aujourd’hui, la mer représente 71 pour cent (%) de la surface de la Terre. Le volume des eaux

océaniques totalise 1 370 milliard de km® et la profondeur moyenne est estimée a 3 800 métres (m).

Deés la plus haute Antiquité, la mer fut considérée par des philosophes tels que Thalés de
Millet (VII-VI° sigcle av. JC) et ses disciples comme la source de toute essence organique et comme
le milieu initial pour tous les étres vivants sur notre planéte. L’exploration et la découverte des océans
se sont réellement initiés au cours du Moyen-age et a la Renaissance, cependant les organismes
peuplant les océans étaient encore peu décrits et relevaient de récits mythologiques. Il faudra attendre
le Siecle des Lumiéres pour que I'on voit les premiers naturalistes embarquer a bords des navires de
commerces et effectuer quelques prélevements de la faune et la flore maritime. Ainsi, Louis-Antoine
de Bougainville (1729-1811) fut le premier grand navigateur a accueillir a bord de ses navires de
conquétes et de commerce international des savants, dont le plus célébre d’entre eux fut le naturaliste
Philibert Commerson ; il constitua d’importantes collections de poissons. Les premiéres collectes de
faune et flore furent réalisées dans de simples bocaux et permis d’effectuer les premiéres descriptions
de nouvelles espéces zoologies marines. Ainsi, les expéditions de Louis-Antoine de Bougainville, de
James Cook, du comte de La Pérouse et de Nicolas Baudin dans le Pacifique, furent des modéles
dont les grandes expéditions ultérieures, strictement scientifiques du XIX® et XX° siécles allaient
s’inspirer. Des salles de laboratoire seront ainsi peu a peu implantées a bord de certains grands

navires a voiles.
I.1. La découverte des abysses

A la fin du XIX® siécle, I'exploration des océans entre dans une phase véritablement
scientifique. Les premiers sondages en profondeur vont alors étre effectués jusqu’a 1 900 m avec une
pelle métallique. Les animaux vivants en profondeur furent réellement étudiés par Michael Sars qui
publia en 1851 une liste d’espéces récoltées a 550 m et, simultanément, Thomas Henry Huxley

décrivit les foraminiféres et autres protozoaires remontés de fonds abyssaux. Des éponges, des
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concombres de mer, des crustacés, des mollusques et des vers marins furent remontés de dragages
effectués a 2500 m proche du Groenland par Otto Torell en 1861. Charles Wyville Thomson
interprétera 'ensemble de ces recherches comme les premiéres preuves de l'existence d’'une vie

animale en profondeur.

En 1859, Charles Darwin décrit, dans son essai sur la théorie de I'évolution De l'origine des
especes au moyen de la sélection naturelle (Darwin, 1859), que les espéces se modifient de fagon
graduelle et que les organismes qui se ressemblent sont apparentés, ils possédent donc un ancétre
commun. Ce courant d’'idée de la théorie de I'évolution va porter 'engouement de la recherche de
fossiles vivants, c’est-a-dire d’'organismes présentant des caractéres ancestraux. L’hypothése de les
trouver dans les grands fonds marins avait alors été émise. Pour la premiére fois, des laboratoires
scientifiques vont étre installés a bord des navires. Thomson et Carpenter entament alors ce qui sera
la plus grande mission océanographique au monde : la circumnavigation du H.M.S Challenger de
1872 a 1876. Le caractére pluridisciplinaire (géophysique, topographie, météorologie, zoologie,
botanique) permettra d’adopter une vue globale des océans et donnera naissance a I'océanographie
moderne. Une vingtaine d’années sera nécessaire pour publier 'ensemble des résultats de cette
expédition sous la forme d’'une encyclopédie. Ainsi, environ 5 000 nouvelles espéces furent décrites ;

la plus grande profondeur fut décelée prés des iles Mariannes a 8 200 m.

Par la suite, de nombreuses expéditions océanographiques seront mises en place. Au début
du XIX® siécle, la création des stations marines sur le littoral équipées de laboratoires et d’aquarium
donnera une toute autre importance a la biologie marine. Des expéditions spécialisées dites
« campagnes océanographiques » vont progressivement se multiplier. En paralléle, les instruments de
récolte depuis la surface se développent: bennes, carottiers, dragues, chalut, filet a plancton.
Cependant, les organismes fixés aux roches et dissimulés dans les fissures restérent impossibles a
capturer. Il faudra attendre l'avénement des technologies modernes aprés la Seconde Guerre
mondiale pour que 'Homme pénétre en profondeur dans I'océan. C’est en 1960, suite a I'élaboration
du premier Batyscaphe nommé le Trieste en 1953 par Auguste Piccard, que Jacques Picard descendit
dans la fosse des Mariannes a un record de 10 916 m de profondeur. Arrivé sur le fond, il apergut un
poisson plat ressemblant & une sole; cette observation mettait fin & I'hypothése de la « zone
azoique » (qualifie des zones de la terre dépourvue d’animaux vivants). A partir de cette époque, les
engins d’exploration trés spécialisés se multiplierent (sous-marin de poche, caméra des grands
fonds). En 1977, les géologues américains Jack Corliss et John Edmon, embarquent a bord du
submersible Alvin, par 2 500 m de profondeur, sur la ride océanique des Galapagos, a la recherche
de phénomenes hydrothermaux. Au cours de cette plongée ils découvrirent comme prévu des sources
hydrothermales mais également autour de ces derniéres des communautés animales supérieures
comportant des crevettes, des crabes, des palourdes, des vers géants, des poulpes, des poissons
zoarcidés etc, constituant un écosystéme nouveau pour la science. Depuis lors, ces communautés
animales ont été retrouvées dans tous les océans, la ou le magma entre en surface du plancher

océanique et plus de 500 espéces animales ont pu étre dénombrées.
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I.2. Les sources hydrothermales profondes : lieu d’un nouvel écosystéme

Les sources hydrothermales sont I'une des caractéristiques les plus spectaculaires des fonds
marins. Sous le plancher océanique, les roches en fusion sont le moteur qui entraine la formation de
sources hydrothermales. Ainsi, les évents hydrothermaux se trouvent uniquement dans les zones ou
le magma, généré par l'activité volcanique, est assez proche de la surface pour permettre un
échauffement suffisant des liquides. La plupart des évents ont été découverts le long de la dorsale
médio-océanique (Figure 1B) et également au niveau des zones de subduction. lls peuvent se former
a n'importe quelle profondeur, autant a 3 600 m qu’a 30 m et aussi au niveau de la terre, comme les

geysers du parc national de Yellowstone aux Etats-Unis.
I.2.1. Formation des édifices hydrothermaux profonds

Des phénomeénes géologiques et physico-chimiques sont a la base de la formation des
sources hydrothermales. Voici la chronologie de leur formation (Figure 1A) : I'eau de mer froide (2°C)
s'infiltre en profondeur a travers les fissures du plancher océanique, entre en contact avec le magma
de roches en fusion, s’échauffe jusqu'a 350-400 °C et, par réaction chimique, se modifie au contact de
la roche. Ainsi, 'oxygéne est dissipé, I'acidité augmente, les métaux comme le fer, le cuivre et le zinc
se dissolvent et du sulfure d’hydrogéne se forme. Les liquides chauds sont moins denses et plus
légers que les froids, par conséquent, le fluide hydrothermal, chargé de métaux dissous, remonte
dans l'océan, jaillit par des ouvertures de ventilation et se mélange a 'eau froide. Les métaux formés
dans les fluides se combinent avec le soufre et forment des sulfures minéraux noirs ce qui donne au
fluide hydrothermal un aspect de fumée noire. Cette réaction est déclenchée par les températures
froides et la présence d’'oxygéne. Dans le cas des fumeurs blancs, le mélange du fluide hydrothermal
a I'eau de mer a lieu sous le plancher océanique. D'autres types de composés chimiques, comme la
silice, reste dans le fluide. Lorsque le fluide sort de la cheminée, la silice précipite. De I'anhydrite,

minéral blanc est également formé.

L’ensemble de ces échanges physico-chimiques participent a la création de forts gradients de
température, de pH et de concentration en métaux qui s’étendent depuis la source hydrothermale vers
'eau de mer environnante. Ces écosystémes sont en fait une source variée et riche en éléments

chimiques, ou la vie est rendue possible grace a la chimiosynthése.
1.2.2. Niche écologique des abysses

En raison de I'absence de lumiére au fond des océans, la photosynthése et donc la présence
de plantes y est impossible. Initialement, on pensait que les végétaux étaient a la base de toutes
chaines alimentaires connues. Il a été émis I'hypothése que les animaux vivants sur le plancher
océanique se nourrissaient des déchets organiques tombants a la surface des océans. Mais dans les
écosystémes abyssaux de ce type, I'énergie vient d’'une toute autre source. En effet, les micro-
organismes puisent leur énergie en décomposant les différents composés chimiques dissous dans les
fluides hydrothermaux. Les composés sulfurés réduits, le méthane et 'hydrogéne gazeux sont les trois
sources d’énergie chimique, actuellement connues dans cet écosystéme. Les bactéries tirent leur
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énergie de l'oxydation de I'hydrogéne sulfuré (H,S) ou du méthane (CH,), et utilisent cette énergie
produite sous forme d’adénosine triphosphate (ATP) ou de nicotinamide adénine dinucléotide
phosphate réduit (NADPH) pour la chimiosynthése [incorporation du carbone du CO, et de I'azote
sous ses différentes formes (azote moléculaire, nitrates ou ammoniac) dans des molécules
organiques (hydrates de carbones, acides aminés)]. Ces études ont permis de comprendre et
d’identifier un nouveau type d’écosysteme non fondé sur la photosynthése. Bien que les
métabolismes soient trés variés, la richesse exceptionnelle (Figure 1C) des peuplements de ces
zones s’explique par la présence, a la base de la chaine alimentaire, de producteurs primaires

bactériens.

A B

__.////’ \(

i Eau de mer
surchauffée

Chaleur
diffusée par le
magama

Figure 1. Formation et répartition géographique des sources hydrothermales profondes. Elles se forment par processus
géothermique (A) et sont localisées a la lisiére des dorsales océaniques de la Terre (B). Photo de la faune se développant a
proximité des fumeurs noirs et blancs (C).

En 1981, Meridith Jones (Jones, 1981) observe dans les vers tubicoles géants Riftia
pachyptila, la présence de sulfobactéries chimiosynthétiques vivant en étroite association
(endosymbiose) au sein des organes. Les bactéries produisent la matiére organique (leurs propres
produits de dégradation métabolique) qui constituera la nourriture du vers. Depuis, des symbioses de
ce type ont été mises en évidence dans d’autre organismes abyssaux comme les palourdes, les
moules géantes, les crevettes (Zbinden and Cambon-Bonavita, 2003). A I'heure actuelle, les
sulfobactéries représente la seule source de nourriture identifiée chez les organismes animaux des

sources hydrothermales.
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Il. La découverte des Archaea

Les premieres traces de vie sur Terre dateraient la présence du plus ancien organisme
archéen entre 3,5 et 3,9 milliards d’années. Des traces ont été trouvées sur des roches de cheminées
hydrothermales profondes datant du Précambrien (Schopf and Packer, 1987 ; Brasier et al., 2002). Il y
a seulement quarante ans que le premier organisme hyperthermophile a été isolé (Bott and Brock,
1969 ; Stetter et al., 1981 ; Zillig et al., 1981 ; Stetter, 1982). Plus de 1 500 souches d’Archaea ont a
ce jour été isolées, notamment par le pionnier de I'’hyperthermophilie Karl O. Stetter, mais la question
de la survie a 121°C avec le cas de Pyrolobus fumarii qui résiste a l'autoclavage, est toujours sans
réponse (Blochl et al., 1997 ; Kashefi and Lovley, 2003). La résistance des Archaea a un large spectre
de conditions physico-chimiques (par exemple, a la fois haute et basse températures, pH acide et pH
basique, pression hydrostatique forte) pose des questions fascinantes sur l'origine de la vie. Leur
métabolisme a partir d’éléments simples et qui étaient présents au début de la création du monde
anoxique ainsi que leur position au sein de 'arbre phylogénétique du vivant fournit une preuve d’'un

ancétre commun qui serait hyperthermophile.
Il.1. La place des Archaea au sein de la classification phylogénétique du Vivant

Il est possible de classer les organismes vivants selon différents critéres. Au cours de I'histoire
de la biologie, de nombreux critéres déterminants la taxonomie des espéces ont été employés selon
les outils technologiques disponibles. A I'heure actuelle, la classification communément admise utilise
la biologie moléculaire et repose sur I'analyse des homologies de séquence de la petite sous-unité
(16S) de l'acide ribonucléique ribosomal (ARNr 16S). Cette classification, fondée sur les divergences
de la séquence de 'ARNr 16S, entre les organismes vivants, a été proposée par Woese et Fox en
1977 (Woese and Fox, 1977). Elle repose sur I'idée fondamentale que les structures et séquences
moléculaires sont généralement plus révélatrices des relations d’évolution que les phénotypes
classiques (morphologie, métabolisme cellulaire), et en particulier pour la classification des
microorganismes (Woese, 1990). Ainsi, un nouvel arbre phylogénétique du Vivant composé de trois

domaines : Bacteria, Archaea et Eukarya a été proposé (Woese and Kandler et al., 1990) (Figure 2).
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Figure 2. Arbre phylogénétique non enraciné construit sur la base de I'analyse des séquences de I’ARNr 16S montrant les
espéces représentatives des trois regnes du Vivant, adapté de Pace, 1997 et de Joyce, 2012. Une distance élevée entre deux
branches témoigne d’'une grande distance évolutive entre les especes.

Cette classification est particulierement révolutionnaire puisqu’elle discerne un nouveau
régne, les Archaea, jusqu'alors considérées comme des bactéries ancestrales (archaeabactéries) et
les place en tant que troisieme régne du Vivant. Cette classification parait plus juste étant donnée la
divergence de composition des membranes cellulaires et des processus en charge de la réplication de
’ADN mise en évidence entre les bactéries et les archées. L’enracinement profond de larbre
phylogénétique du vivant suggére une divergence cellulaire trés ancienne. La séparation de la
branche des Bacteria et de la branche que se partage les Archaea et les Eukarya représenterait le
point d’embranchement le plus ancien. Les Archaea ont une grande diversité phylogénétique. En
effet, au sein méme des Archaea, six phylum (ou embranchements) ont été établi selon I'analyse des
séquences d’ARNr 16S; il s’agit des phylum des Crenarchaeota, des Euryarchaeota, des
Korarchaeota, des Nanoarchaeota, des Thaumarchaeota et des Aigarchaeota (Figure 3). Cependant,
cette classification est encore a I'heure actuelle discutée, certains auteurs proposent le regroupement
des Thaumarchaeota, Aigarchaeota, Crenarchaeota et Korarchaeota en un seul et méme groupe : le
« TACK » superphylum (Guy and Ettema, 2011).
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Figure 3. Arbre phylogénétique non enraciné des phylums au sein du régne Archaea, d’aprés Brochiet-Armanet et al.,

2011.

-27 -




CHAPITRE | : Etude bibliographique L’origine des Archaea

Le phylum des Euryarchaeota rassemble un groupe d'organismes au métabolisme et a la
physiologie variés, d'ou leur nom « Eurus » signifiant large. Il comprend des hyperthermophiles, des
thermophiles et des mésophiles, des méthanogénes, des thermococcales et des halobactériales.
C’est le phylum qui compte le plus de représentants cultivés. De ce fait, certaines espéces sont
utilisées comme modeles biologiques archéens pour la compréhension des mécanismes
physiologiques et enzymatiques qui régissent la vie dans des contextes de milieu de vie extréme.
C’est le cas, entre autre, des espéces Haloferax volcanii, Thermococcus kodakaraensis et Pyrococcus

furiosus.

Les Crenarchaeota contiennent exclusivement des groupes de thermophiles et
d'hyperthermophiles, qui métabolisent le soufre, d'ou leur nom « Crene » signifiant « source »,
« fontaine », en grec, en référence aux sources chaudes d'ou elles ont été initialement isolées. Le
phylum des Korarchaeota, décrit en 1996 (Barns et al., 1996), aurait divergé trés tot au cours de
'évolution des Archaea (Elkins et al., 2008). Présentément, un seul représentant a pu étre
physiquement isolé d’'une source chaude terrestre, il s’agit de Candidatus Korarchaeum cryptofilum.
Son incapacité a synthétiser les cofacteurs essentiels (vitamines, purines) suggére qu’il vivrait en
association symbiotique avec un organisme hoéte (Nealson et al., 2008). Le phylum Nanoarchaeota
représente actuellement une seule espéce (Nanoarchaeum equitans). La cellule, de 400 nm de
diameétre, la forme de vie la plus petite décrite actuellement, de plus, son génome de 491 kb est le
plus petit des génomes non viraux a avoir été séquencé (Brochier et al., 2005). Sa culture n’est
rendue possible qu'en présence d’'un héte, également archéen (Crenarchaea), Ignicoccus hospitalis
(Huber et al., 2002). Le phylum Thaumarchaeota a été proposé en 2008 (Brochier-Armanet et al.,
2008) sur la base de la séquence de 'ARNr 16S et en raison de la présence d'une ADN
topoisomérase de type |, enzyme jusqu’a présent considérée comme uniquement présente au sein du
régne eucaryote. Aujourd’hui, seuls deux représentants des Thaumarchaeota sont cultivés
Nitrosopumilus maritimus et Cenarchaeum symbiosum, ce dernier étant un symbionte d'éponge, il n'a
pas pu étre cultivé en dehors de ce symbionte. Le phylum des Thaumarchaeota regroupe des
organismes essentiellement mésophiles, mais aussi thermophiles, et sont trés abondants dans les
sédiments, le sol terrestre et les eaux marines. Sur la base de I'analyse du marqueur moléculaire de
type ARNr 16S, les Thaumarchaeota apparaissent au sein des Crenarchaeota, en tant que groupe qui
aurait divergé précocement. Cependant, cette vision a été revisitée grace a l'analyse d'autres
marqueurs moléculaires et de caractéristiques génomiques, rendue possible par le séquengage des
génomes de N. maritimus et C. symbiosum (deux archées qui oxydent 'ammoniac). Les génes
ribosomaux et le fait que les sous unités a et B de I'ARN polymérase ne soient pas scindées, les
distinguent des deux autres phyla d'Archaea. De plus, les Thaumarchaeota ont a la fois des
caractéres de Crenarchaeota (systeme de division cellulaire, présence de certaines nucléases), et des
caractéres d'Euryarchaeota (présence d'une ADN polymérase de la famille D et d’un seul homologue
de PCNA) permettant de conforter I'existence de ce phylum (Spang et al., 2010). Un groupe
d'organismes non cultivés fut appelé Hot Water Crenarchaeotic Group | (HWCG 1) et plus récemment,
le premier génome appartenant a ce groupe a été séquencé puis étudié. A partir des résultats de

génomique et, notamment, de la présence de génes de modification protéiques basés sur l'ubiquitine,
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certains auteurs ont proposé I'existence d'un nouveau phylum : Aigarchaeota (Nunoura et al., 2011).
Cependant ce phylum est incertain car il posséde des caractéristiques typiques des Thaumarchaeota

et que la distance qui le sépare des Thaumarchaeota est faible.

Aujourd’hui encore, des questions autour de l'arbre phylogénétique du Vivant se posent,
notamment au sujet de la position de la racine et de la nature de I'ancétre cellulaire commun. De plus,
son mode de construction est sujet a débat du fait que selon certains auteurs, les transferts
horizontaux de génes entre les espéces perturberaient le signal phylogénétique (Doolittle and
Bapteste, 2007).

Il.2. Ecophysiologie des Archaea

Les parametres physico-chimiques conditionnent les habitats écologiques. En effet, la
température, le pH, la pression hydrostatique et les radiations ionisantes sont des parameétres
fluctuants qui limitent le fonctionnement des mécanismes biologiques des étres vivants. Depuis la
découverte des Archaea, les échantillonnages et les identifications de nouvelles souches dans les
environnements dits extrémes se sont intensifiés et ont révélé leur haut degré d’adaptation a la survie
et a la multiplication cellulaire aux limites de la zone dite abiotique. La grande variabilité génétique des
Archaea explique leur capacité a coloniser un large type de niches écologiques (Chaban et al., 2006),
ce sont des organismes ubiquitaires. Le tableau 1 présente une liste non exhaustive d’espéces
d’Archaea montre la diversité des milieux colonisés par des espéces d’Archaea ainsi que leur large et
extréme spectre de conditions physico-chimiques optimales et/ou tolérées. La présence d’Archaea a
aussi été constatée dans le tube digestif des animaux et de ’homme (Pochart et al., 1992) au niveau
des muqueuses intestinales et orales (Dridi et al., 2011). Aucune pathogénicité associée n’a pour le

moment été signalée.
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Habitats Organismes Références
- Pression Rayonne-
Carateristiques NaCl
’ _ T°C pH hydro- ments
métaboliques (%) . L
statique ionisants
Hyperthermophilie 106 Source hydrothermale . Bléchl et al.,
1,7 55 + + Pyrolobus fumarii
profonde (- 3 650 m) 1997
Hyperthermophilie 5 Sulfolobus Brock et al.,
) » 80 2-3 Fumeroles soufrés .
Acidophilie solfataricus 1972
Thermophilie . ) . Schleper et
60 0,6 Solfatares arides Picrophilus torridus
Acidophilie al., 1995
Acidophilie 1- _ Ferroplasma Dopson et
. 40 Mine de fer .
Ferro-oxydation 1,7 acidarmanus al., 2004
Torreblanca
Halophilie 42 20-25 7 Mer Morte Haloferax volcanii
et al., 1986
o Thermococcus Dirmeier et
Alkalophilie 85 9 Vulcano . .
acidamonivorans al., 1998
Réservoir géologique de )
6,8- Slobodkin et
70 + + pétrole (- 1 700 m, - 2 500 Thermotogales
7,5 al., 1999
m)
- -2,5 7- . Methanococcoides Franzmann
Psychrophilie Lac de I'Antarctique .
+29 7,8 burtonii et al., 1992
Source hydrothermale .
. Thermococcus Jolivet et al.,
Hyperthermophile 88 6,5 + 20 KGy profonde (- 2 600 m, -
marinus 2004
3650 m)
Hyperthermophile 7,5- Source hydrothermale Zeng et al.,
. - 98 3,5 52 MPa + Pyrococcus CH1
Piezophilie profonde (- 4 100 m) 2009

Tableau 1. Diversité d’habitat et paramétres optimaux de croissance d’une sélection d’espéces d’Archaea et mise en
valeurs des parameétres optimaux peu conventionnels. Seules les valeurs des parameétres physico-chimiques caractéristiques
sont indiquées pour chaque organisme. Les valeurs correspondent aux optima de croissance définis lors de la culture en
laboratoire.

Les Archaea se composent d’'une abondante variété d’espéces et représenteraient environ 20
% de la biomasse sur Terre (DeLong and Pace, 2001). Leur abondance et leur distribution dans les
océans et dans les sédiments semblent contribuer aux cycles biogéochimiques énergétiques de
'azote, du soufre et du carbone de la planéte (Wuchter et al., 2006 ; Madsen et al., 2011 ; Offre et al.,
2013). Les Archaea seraient donc des acteurs importants au sein de la biosphére. L’exploration
récente du microbiome humain (Grice and Segre, 2012) a mis en évidence que toutes les
communautés écologiques de la flore commensale, symbiotique et pathogéne seraient pour 'Homme
une source de diversité génétique, de modulateur de pathologies, et influenceraient le métabolisme
donc I'activité des traitements médicamenteux. Tout récemment, les Archaea ont été retrouvées sur la
peau humaine, elles représenteraient 4 % du microbiome de la peau. D’aprés la signature de 'ARNr
16S, il s’agirait de Thaumarchaeota (Probst, 2013). On comprend donc toute I'importance de I'étude

de ces organismes, d'un point de vue a la fois environnemental et humain.
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11.3. La cellule archéenne

Les Archaea sont des organismes unicellulaires. Leur matériel génétique est libre dans la
cellule, en ce sens, il n'est pas compartimenté dans un noyau. Les Archaea sont, de ce fait, tout
comme les bactéries, des procaryotes. Leur taille varie de 0,6 ym a 8 ym et leur forme est diverse.
Les formes les plus communes des organismes cultivés sont des formes de coques ou de batonnets,
tout comme les bactéries. Certaines espéces d’Archaea se distinguent par des formes qui leur sont
propres, telles que les branches de Thermoproteus (Zillig et al., 1981) et les polygones de quelques
halophiles (Bolhuis et al., 2004).

La structure de leur paroi est fondamentalement différente de celles des bactéries (Albers and
Meyer, 2011). En effet, a la différence des bactéries, elles sont dépourvues de peptidoglycanes mais
comportent une couche de surface paracristaline composée de protéines et d’acide N-
acetylmuramique nommée S-layer, elle forme la membrane interne des Archaea (Kandler and Koénig,
1998 ; Lombard et al., 2012). Une autre caractéristique différente est la composition chimique de la
membrane. Alors que les membranes des bactéries et des eucaryotes sont composées de lipides
glycol-ester, celles des Archaea sont composées de lipides glycol-ether et cette différence jouerait un
role primordial dans I'adaptation des Archaea a I'hyperthermophilie et a I'acidité (Boyd et al., 2013).
Les Archaea possedent des structures flagellaires qui les rendent mobiles (Albers and Pohlschrdder,
2009) ainsi que tout un ensemble de protéines qui s’organisent en un complexe structural et
fonctionnel dénommé archaellum (Jarrell and Albers, 2012). Les Archaea peuvent former des biofiims
mono-espéces, ou avec d’autres communautés, par la sécrétion d’exopolysaccharides en réponse a
des stress métaboliques. Cela leur permet, entre autre, de s’adapter aux changements de conditions

physico-chimiques de leur environnement (Frols, 2013).
Il.4. Caractéristiques moléculaires des Archaea

Etant donnée la place des Archaea au sein de I'arbre phylogénétique du Vivant, il existe de
grandes similitudes, d’'un point de vue génétique, entre les Archaea et les eucaryotes d’'une part, et les
Archaea et les procaryotes d’autre part. Les protéines impliquées dans les processus d’énergie et de
la communication cellulaire semblent étre distincts dans les trois régnes du Vivant (Andrade et al.,
1999). Les principaux facteurs de transcription tel que le TATA box binding factor (TFP) et le facteur
de transcription B (TFB) ont été caractérisés chez les Archaea (Bartlett, 2005). Ainsi, le type de
mécanisme de régulation de la transcription des Archaea se rapprocherait de celui adopté par les
eucaryotes (Bell and Jackson 2001 ; Bell, 2005). Le séquengage complet de plusieurs génomes
archéens a permis de mettre en évidence une similitude d’homologie de séquence avec les protéines
de la réplication présentes chez les eucaryotes. Tout comme pour les eucaryotes, le promoteur des
Archaea contient I'élément TATA, localisé approximativement a 26 nucléotides en amont du site
d’initiation de la transcription (Reiter et al., 1990). Les processus informationnels que sont la
réplication, la transcription et la traduction sont assurés par des homologues de protéines eucaryotes
tandis que les processus dits opérationnels (métabolisme cellulaire) impliquent des homologues de

protéines bactériens (Olsen and Woese, 1996 ; Kelman and White 2005 ; Makarova et al., 2010).
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La cohabitation parfois étroite des Archaea avec les eucaryotes et avec les bactéries a permis
I'établissement d'échange de matériel génétique par transfert horizontal (Jain et al.,, 2002).
Notamment, des mécanismes d’échanges d’ADN entre les bactéries et les archées hyperthermophiles
ont été découverts et joueraient un réle dans la survie et 'adaptation de la vie a haute température
(van Wolferen, 2013). Au cours d’'une étude, des échanges de génes ont pu étre induits par les
rayonnements ultra-violets (UV) et 'analyse a montré que les pili permettaient de véhiculer les génes
(Ajon et al., 2011). Récemment, le séquencage de cing plasmides nouvellement identifiés chez
plusieurs souches de Thermococcus révéle qu'un échange d’éléments génétiques est possible au
niveau des sources hydrothermales. En effet, les plasmides, ont été attribués a deux familles, pTN2-
like et pEXT9a-like et des homologies de séquences entre le plasmide pTN2-like et le virus PAV1 de

Pyrococcus abyssi (Geslin et al., 2003) ont été mises en évidence (Krupovic et al., 2013).

Pour conclure, trois caractéres principaux distinguent les Archaea des bactéries et des
eucaryotes : la stéréochimie du glycérol phosphate impliqué dans les phospholipides qui composent la
membrane cellulaire des Archaea (Boucher et al., 2007) ; le caractere non pathogéne des Archaea (a
ce jour non démontré) (Cavicchioli et al., 2003), la méthanogénése (Ferryard and Kastead, 2007) et

'oxydation anaérobique du méthane (DeLong, 2000 ; Thauer and Shima, 2006).

Ill. La découverte de Pyrococcus abyssi

Pyrococcus abyssi (P. abyssi) est une Euryarchaea affiliée a 'ordre des Thermococcales. La
souche GE5 a été échantillonnée lors de la campagne a la mer Starmer (juin 1989-juillet 1989), dont
la mission, était destinée a effectuer la description des communautés d’organismes associés aux
sources hydrothermales dans l'océan Pacifique, au nord du bassin fidjien dans I'eau de mer
environnant une source hydrothermale a environ 2 000 métres de profondeur (Figure 4A) (Auzende et
al., 1991). Une analyse de la composition en éléments chimiques de I'eau émise par les fumeurs noirs

et de I'eau a proximité des sources a été effectuée (Figure 4B) (Ishibashi et al., 1994).

lll.1. Mise en culture et étude microbiologique de Pyrococcus abyssi

P. abyssi a été cultivée et caractérisée (Erauso et al., 1993). Les cellules sont Gram négatives
et sont en forme de coques de 0,8 a 2 ym, a membrane irréguliere (Figure 4C), des flagelles lui
confere une certaine mobilité. La souche est une Archaea hyperthermophile qui croit entre 68 et 101,5
°C et montre une tendance a la barophilie (Marteinsson et al., 1997). C’est un organisme au
métabolisme anaérobie strict. Hétérotrophe, elle utilise comme source de carbone principale des
peptides et des acides aminés. Elle puise son énergie dans la réduction du soufre inorganique et
produit de I’hydrogéne sulfuré ainsi que de I'acétate, de l'isovalérate, du propionate, de I'hydrogéne et
du dioxyde de carbone. Au laboratoire, la culture continue en fermenteur « gas-lift », dans les
conditions physico-chimiques optimales de croissance définies de la souche P. abyssi a été mise au
point (Figure 4D) (Godfroy et al., 2000).
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North Fiji Basin

Fiji Plateau

B Eléments chimiques Fluide hydrothermal Eau de mer
(285-291°C) environnante

Lithium (umol/kg) 200 - 282 24
Sodium (mmol/kg) 210-239 457
Potassium(mmol/kg) 10,5- 14,5 10,2
Rubidium (umol/kg) 8,8-17
Magnésium (mmol/kg) 0 51,8
Calcium (mmol/kg) 6,5-9 9,9
Strontium (umol/kg) 30-43 0,432
Baryum (umol/kg) 53-5,9
Manganése (umol/kg) 12-26
Fer (umol/kg) 9-13
Bore (mmol/kg) 0,46 -0,47 0,432
Aluminium (umol/kg) 6
Silicium (mmol/kg) 13,3-14 0,14
Chlore (mmol/kg) 255-267 552
Br (umol/kg) 306 - 407 832
Sulfate (mmol/kg) 0 27,8
Hydrogene sulfuré (mmol/kg) 2,0-4,0
Dioxyde de carbone (mmol/kg) 11,1-14,4 2,3
pH (25°C) 4,7 7,6

Figure 4. Pyrococcus abyssi a été échantillonné dans I'océan Pacifique au niveau du bassin fidjien (A), I'eau de mer issue du
fluide hydrothermal est enrichie en métaux (tableau adapté de Ishibashi et al., 1994) (B). (C) Observation de la forme et de la
taille des cellules de P. abyssi au microscope électronique a balayage, (photo Ifremer). (D) Culture de P. abyssi en bioréacteur
« gas-lift » en anaérobiose et a 96°C au laboratoire LM2E (photo Ifremer C. Ralec).

lll.2. Biologie moléculaire de Pyrococcus abyssi

Le génome de P. abyssi (souche GE5) a été entierement séquencé en 1998 au génoscope
d’Evry (France) et son annotation compléte, en 2003, a permis d’identifier de nombreux acteurs
moléculaires régissant son fonctionnement (Cohen et al., 2003). Ainsi, la séquence génomique
comprend un chromosome de 1,7 million de bases (Mb), riche en GC de 44,7% et un plasmide pGT5
de 3,4 kilobases (kb) qui a pu étre modifié afin de constituer un outil de génétique in vivo chez P.
abyssi (Erauso et al.,, 1996 ; Lucas et al., 2002). La séquence comporte 1 764 cadres de lecture
ouverts codants pour des protéines dont environ 30% a ce jour n'ont pas de fonction identifiée.
Récemment, une nouvelle annotation du génome a permis d’identifier la fonction de 200 nouvelles

protéines (Gao and Wang, 2012).
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lll.3. Pyrococcus abyssi en tant que modéle biologique

Les Thermococcales sont un des ordres des Euryarchaea particulierement étudié dans des
problématiques abordant I'hyperthermophilie et la piézophilie. En effet, chez les organismes
hyperthermophiles qui survient et se multiplient a plus de 100°C la question palpitante de la résistance
des protéines et de 'ADN a la dénaturation et des mutations a '’ADN se pose. De fagon intéressante,
des études ont montré que la gyrase inverse est une protéine spécifique des organismes
hyperthermophiles (thése Isabelle Goulet 1985). Cette protéine a la capacité d’augmenter la torsion
de la double-hélice d’ADN, ce qui rend plus difficile la séparation des deux brins a haute température
(Bouthier de la Tour et al., 1990 ; Bouthier de la Tour et al., 1991). De plus, la mise en évidence de
plasmides relachés et surenroulés positivement chez les Archaea hyperthermophiles pourrait
expliquer la résistance de 'ADN a la chaleur (Forterre et al., 1992, Charbonnier et al., 1992 ;
Charbonnier et al., 1994 ; Lopez-Garcia et al., 1997). D’autant plus que chez les mésophiles, les

plasmides d’Archaea sont surenroulés négativement (Charbonnier et al., 1994).

L’étude directe de la stabilité de 'ADN a trés haute température a notamment été abordée par
Patrick Forterre (Forterre et al., 1992 ; Marguet and Forterre, 1994). lls ont observé que I'ADN
topologiquement fermé ne se dénaturait pas sous I'effet de la chaleur au moins jusqu’a 107 °C. Et que
les sels (MgCl,, KCI) ralentissaient considérablement la thermodégradation de 'ADN et protégeaient
'ADN de la dépurination. Ainsi sur le plan physiologique, compte tenu de la concentration
intracellulaire trés élevée en potassium chez nombre d’entre eux, les sels stabiliseraient les acides

nucléiques chez les organismes hyperthermophiles (Mojica et al., 1994).

Les Archaea constituent des modéles d’étude intéressants d’autant plus que leur mise en
culture au laboratoire a fait I'objet de nombreuses optimisations expérimentales et leur
croissance en est ainsi aisée. Nous verrons dans la suite de cette étude bibliographique que les
protéines impliquées dans la maintenance génomique des Archaea sont de type eucaryote. De
plus, suite au séquengage du génome de P. abyssi, de nombreuses protéines ont pu étre
purifiées au laboratoire et, notamment, des protéines impliguées dans la réplication et Ila
réparation de I'ADN. Nous avons vu précédemment que les Archaea isolées des sources
hydrothermales profondes sont soumises a des conditions physico-chimiques drastiques qui
peuvent porter atteinte a leur génome. Pour toutes ces raisons, P. abyssi constitue un modéle
biologique d’intérét dans la compréhension des mécanismes biologiques ayant un réle dans la

maintenance génomique.
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Deuxieme partie .

Les ADN polymeérases au cceur de la
réplication de ’'ADN et de la maintenance
genomique

En 1959, Arthur Kornberg regu le Prix Nobel pour ses travaux sur le principe de duplication de
I'ADN par les ADN polymerases (pols). Par la suite, il a été confirmé dans chacun des trois regnes du
Vivant que les pols utilisent une matrice ADN simple brin pour synthétiser un brin complémentaire, et
gu’en revanche elles n'ont pas la capacité de synthétiser TADN de novo, c'est-a-dire en I'absence de
matrice. En effet, les pols dépendent d’'une autre protéine appelée primase qui est responsable de
'assemblage de courts fragments d’ARN composés d’extrémités 3’-OH et pouvant étre étendue par
une ADN polymérase réplicative. A la fourche de réplication, ’ADN polymérase agit de fagon
coordonnée avec plusieurs partenaires protéiques pour mener a bien la réplication de 'ADN. Ces
facteurs interviennant en amont de la réplication proprement-dite, vont rendre 'ADN a répliquer
accessible a 'ADN polymérase et faciliter son activité, on parle de réplisome. Les ADN polymérases
sont présentent dans toutes les cellules et dans tous les régnes du Vivant y compris au niveau des
éléments génétiques mobiles (virus, plasmides) et des organites cellulaires (mitochondries,
chloroplastes). Il s’agit donc trés probablement de 'une des premieres machineries enzymatiques a
étre apparue sur Terre conjointement a la molécule d’ADN. Depuis la premiére purification a partir
d’'un extrait cellulaire d’ Escherichia coli d’'une enzyme capable d’incorporer des désoxyribonucléotides
a I’ADN par Kornberg et ses collaborateurs en 1956 (Kornberg et al., 1956), de nhombreuses ADN
polymérases ont été découvertes dans chaque régne du Vivant et caractérisées biochimiquement. De
plus, de multiples structures cristallographiques des pols seules ou en complexes avec 'ADN et des
désoxyribonucléotides ont été résolues. Elles ont permis d’observer au niveau atomique [(de I'ordre de
Iangstrém (A)] la préhension des pols & leurs substrats et notamment les interactions mises en jeu
entre les acides aminés et les substrats. Ainsi, sur la base de la séquence primaire des pols et de leur
structure tridimensionnelle, un classement en famille a été établi. A ce jour sept familles de pols ont pu

étre identifiées, il s'agit des familles A, B, C, D, X, Y, et RT (transcriptase inverse) (Tableau 2).
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Familles Régnes ADN Fonctions principales Fonctions
polymérases additionnelles
A Bactériophage T3 Réplication
T5 Réplication
T7 Réplication
Bacteria Pol | Maturation des fragments 5'>3’ exonucléase
d’Okazaki 3'>5’ exonucléase
NER
Eukarya Pol y Maintenance de la 3'>5’ exonucléase
mitochondrie dRP lyase
Pol 6 Translésion dRP lyase
BER
Pol v Translésion
B Bactériophage HSV Réplication
Iirus
RB69 Réplication
T4 Réplication
T6 Réplication
Bacteria Pol 1l Translésion 3’25’ exonucléase
Archaea Crenarchaea | Pol B1 Réplication
Pol B2 Réplication
Pol B3 Réplication
|_Euryarchaea | Pol B1 Réplication 3'>5' exonucléase |
Eukarya Pol € Réplication du brin avancé 3'>5’ exonucléase
Pol & Réplication du brin retardé 3'>5’ exonucléase
NER
BER
Pol a Amorgage de brin Synthése ARN
Pol C Translésion
C Bacteria Pol 1l Réplication 3'>5 exonucléase (SU
£)
D Archaea Euryarchaea | Pol D Réplication 3'>5’ exonucléase
X Virus ASFV X Réplication
Eukarya Pol B BER dRP/AP lyase
Translésion terminale transférase
Réparation cassures double
brin
Pol A NHEJ dRP lyase
BER terminale transférase
Recombinaison V(D)J polynucléotide synthase
Pol p NHEJ terminale transférase
Recombinaison V(D)J
Pol o Cohésion des chromatides
soeurs
TdT Recombinaison V(D)J
Bacteria Pol X Gap filling
Y Bacteria Pol IV Translésion
Pol V Translésion
Archaea Crenarchaea | Dpo4/Dbh Translésion
Eukarya Pol n Translésion
Pol 1 Translésion
BER
Pol k Translésion
NER
Pol REV1 Translésion
RT Virus Reverse Translésion dCTP transférase
transcriptase
Eukarya Télomérase Réplication des extrémités
des chromosomes

Tableau 2. Les différentes familles d’ADN polymérases, leur fonctions enzymatiques associées et leurs strutures
tridimensionnelles variées (ci-apres).
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La représentation des familles de pol au sein des régnes du Vivant est hétérogéne. En effet,
jusqu'a présent, trois types d’ADN polymérases ont été identifiées chez les Archaea, cinq chez la

bactérie E. coli, neuf chez I'eucaryote unicellulaire S. cerevisiae et seize chez 'lHomme.

Nous verrons, dans la suite de ce chapitre, que cette classification des ADN polymérases
établie sur la structure est en lien avec leur fonction principale et leur role soit dans la réplication de
I'ADN soit dans la prise en charge des lésions de 'ADN. Les pols ont une structure tridimensionelle
diversifiée. Certains domaines structuraux sont spécifiques a une famille (Tableau 2), il s’agit du
domaine N-terminal (rouge), du domaine exonucléase (bleu), du domaine polymerase/histidinol
phosphatase (PHP) (orangé), du domaine B-binding (violet), du domaine « petit-doigt » (rose) et du
domaine dRP (vert). Ces domaines conferent des propriétés catalytiques intrinséques bien
particulieres aux pols, ils modulent par exemple la sélectivité au substrat et la fidélité intrinseque de la
pol. Cependant, la structure du cceur catalytique des pols constituée des domaines fonctionnels de
méme que la réaction d’incorporation de nucléotide a I'extrémité du 3’-OH du brin néosynthétisé est
conservé chez toutes les familles de pol. Les ADN polymérases partagent une base structurale
identique. Celle-ci se référe a une main droite, ou, trois domaines, communément appelés « doigt »,
« paume » et « pouce », agissent de concert dans le positionnement de la double hélice au sein du
site catalytique et dans la réaction d’insertion de nucléotides (Tableau 2, respectivement, domaines

jaune, blanc et gris).

La partie qui va suivre consiste a exposer le déroulement du mécanisme de la réplication par
les pols, d’un point de vu moléculaire, dans le but de mieux comprendre comment les événements au
sein des pols participent a la haute fidélité de la réplication de 'ADN. Nous verrons que le contrdle de
la fidélité est effectué a plusieurs niveaux lors de la réplication de 'ADN. En effet, ces contrbles
s’opérent lors de la sélection des désoxyribonucléotides triphosphates (ANTPs) libres a insérer par la
pol (fidélité intrinséque de la pol), de I'extension de 'ADN (activité de relecture par le domaine
exonucléase de la pol), de la modulation de la concentration intracellulaire du pool de dNTP et aussi

lors de l'intervention d’enzymes spécialisées dans la réparation de 'ADN (contrble a posteriori).

l. La réplication de I’ADN (incorporation de base canonique)

La polymérisation de I'ADN s’effectue selon deux grands principes. Premiérement, elle
consiste en la formation d'une liaison phosphodiester entre le groupement 5’-phosphate d’un
nucléotide libre et le groupement 3’-hydroxyle de I'extrémité du brin d’ADN néosynthétisé (le brin
amorce). Et deuxiemement, chaque désoxyribonucléotide ajouté au niveau de I'amorce est
sélectionné par appariement de base complémentaire selon l'instruction du brin matrice. Les pols
effectuent la synthése d’'un brin d’ADN amorce hybridé & une matrice, dans le sens 523’ ; ainsi,
ADN, + dNTP - ADNn.+) + Ppi.

L’insertion des nucléotides un a un le long du brin amorcé est un phénomeéne trés rapide, par
exemple, 'ADN polymérase B réplicative de I'Archaea P. abyssi insert 255 nucléotides par secondes

(Dietrich et al., 2002). Cependant, les techniques de cristallisation des protéines (Henzler-Wildman
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and Kern, 2007) et la résolution des structures apo (pol seule), binaire (pol :ADN), et ternaire
(pol :ADN :dNTP), associées aux études enzymatiques ont permis de mieux comprendre le
phénomene moléculaire catalytique et de le découpler. Ce chapitre traitera de I'activité des pols d’'un
point de vu mécanistique moléculaire et insistera sur le contréle de la fidélité de la réplication. L'une
des propriétés principales des pols réplicatives est la fidélité. Nous verrons que la taille du site actif, la

flexibilité du site actif et 'accommodation de ’ADN contribuent a la fidélité intrinséque de 'enzyme.

I.1. Le cycle catalytique des ADN polymérases réplicatives (voir schéma général
en Figure 5)

Le cycle catalytique des pols réplicatives consiste en une succession d’étapes réactionnelles
qui sont liées a un changement de conformation de I'enzyme. De fagon séquentielle, 'ADN
polymérase lie une structure particuliere d’ADN (1), puis sélectionne le nucléotide approprié
complémentaire a la base instructrice du brin matrice (2). Ensuite, la réaction de catalyse permet
d’effectuer la synthése de la liaison phosphodiester (3) et (4). Enfin, un pyrophosphate est relargué
(5), puis, soit un nouveau cycle d’extension se met en place, la synthése est alors dite processive (6),

soit la pol se décroche de 'ADN, la synthése est alors dite distributive (7).

Conformation

ouverte

& W dNTP g%
Conformation
. fermée

Pol -DNA, Pol -DNA,-dNTP

l \
) Lo
Q | o

(7) Pol *-DNA,-dNTP

DNA",j & P libération &

Pol -DNA,,, Pol *-DNA,,,-PP;

o

<

>
3

Figure 5. Schéma du cycle catalytique des ADN polymérases (en bleu), adapté de Yamtich and Sweasy, 2010.
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I.1.1. Liaison Pol :ADN [étape (1)]

L’ADN peut adopter différents intermédiaires structuraux. Cinq catégories principales existent
(Figure 6); les pols sont capables de les distinguer les une des autres selon le contexte
physiologique. L’ADN polymérase se lie a ’'ADN de fagon a positionner le brin matrice et I'extrémité 3'-
OH du brin a étendre (aussi appelée amorce) dans le site catalytique [Figure 5 (1)]. La capacité de
'ADN polymérase a former ce complexe binaire (Pol :ADN) se caractérise par son affinité. Ainsi,

I'information sur le nucléotide a insérer est assurée.

Structures secondaires de 'hybride Type de réaction Produit de la réaction

ADN amorce/matrice Fait par Pol I de E. coli
Double brin @

Simple brin O @

« Nick » =3 == Déplacement de brin ou :\

-
) LIS
O 3 « nick translation » —

« Gap » =— 33 —_— « Gap filling » 22 p—
Simple brin ;3, Extension d’amorce ( >
Simple brin 3 Extension d’amorce 23
amorcé 3’

3’

\ )
O Extension d’amorce

Figure 6. Schéma des différentes structures amorce/matrice de I’ADN et leur utilisation par ’ADN polymérase.

.1.2. Liaison Pol :ADN :dNTP [étapes (2)et (3)]

Le complexe binaire Pol:ADN change de conformation et un désoxyribonucléotide
triphosphate libre (ANTP) est sélectionné selon les lois de complémentarités des bases Watson-Crick
[Figure 5 (2)] (notion de spécificité et de sélectivité du substrat), s’il est complémentaire a la base
nucléotidique instructrice de la matrice alors le site actif de 'ADN polymérase adopte une géométrie

particuliere de conformation fermée [Figure 5 (3)]. Cet événement moléculaire s’opere au niveau du
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domaine « doigt ». En effet, 'hélice O effectue un mouvement de 45° ce qui permet I'accessibilité du
site d’insertion et 'entrée du ANTP libre (Figure 7A et 7B). Récemment, chez Klentaq1 (le fragment de
Klenow de I'ADN polymérase | de Thermus aquaticus) un équilibre entre trois états structuraux
distincts de complexe ternaire a été mis en évidence. En effet, aprés liaison du nucléotide, si
I'appariement Watson-Crick est Iégitime, ’ADN polymérase adopte une conformation fermée alors que
si 'appariement est illégitime, '’ADN polymérase reste en conformation ouverte et le nucléotide est
libéré (Xia et al., 2013 ; Rothwell et al., 2013).

Hélice O du domaine pouce

Hélice O

Figure 7. Evénements moléculaires de I’ADN polymérase au cours de la synthése d’ADN. Structures cristallographiques
du fragment de Klenow (famille A) montrant le basculement de I'hélice O du domaine « pouce » (gris) de 45° lorsqu’'un dNTP
canonique (rouge) est sélectionné et qui induit le passage de la pol d’'une conformation ouverte (hélice O en vert) (A) (PDB
4KTQ) a une conformation fermée (hélice O en rouge) (B) (PDB 3KTQ). (C) Zoom au sein du site catalytique polymérase de la
conformation fermée: les deux ions magnésium sont représentés par des sphéres vertes et sont en contact avec le dCTP
entrant en bleu, 'amorce ADN est en noir et I'hélice O en rouge. (D) Mécanisme réactionnel de la formation de la liaison
phosphodiester dans le site catalytique polymérase, adapté de Brautigam and Steitz, 1998.
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Ces caractéristiques structurales des pols de famille A, B et C et probablement celle de la
famille D, permettent d’expliquer leur haut degré de sélectivité car, en effet, elles effectuent
relativement trés peu d’erreur dans le choix du dNTP entrant (une erreur toutes les 10° insertions)
(Kunkel and Bebenek, 1988 ; Drake, 1991). En revanche, les pols de la famille Y sont connues pour
effectuer la réplication de '’'ADN avec un taux d’erreur élevé (une erreur toutes les 10 insertions). Le
mécanisme structural lié aux taux d'erreur élevés au sein de cette famille de pol est mal connu. Une
étude cristallographique de I'ADN polymérase 1 humaine, (famille Y), a démontré récemment que les
erreurs d’incorporation, préférentiellement en face de la base T, mettrait en cause le domaine

« doigt » dans la faible spécificité relative aux pyrimidines (Kirouac and Ling, 2009).
I.1.3. Formation de la liaison phosphodiester [étape (4)]

Au niveau du domaine « paume », qui est le domaine le plus hautement conservé chez toutes
les ADN polymérases, deux ou trois acides aspartiques invariables coordonnent deux ions métalliques
divalents. Le domaine « doigt » adjacent au domaine « paume », entre en contact avec le dNTP
entrant et adopte une conformation fermée lorsque le nucléotide est a proximité du métal, de la
matrice et du 3’ du brin naissant (Figure 7A et B) (Yang et al., 1999 ; Franklin et al., 2001). L’'un des
ions métallique, appelé ion A, fait le lien entre 'amorce et le nucléotide sélectionné (Figure 7C), il
entraine la diminution du pKa du groupe hydroxyle 3’ (3’-OH) ce qui l'active, et ainsi, induit une
attaque nucléophile sur le phosphate a du désoxyribonucleotide triphosphate entrant dans le site
catalytique ; il y a alors formation de la liaison phosphodiester (Figure 7D). Le métal B, pour sa part,
stabilise I'état de transition et assure la libération du pyrophosphate. Il s’agit du mécanisme « two-
metal catalytic mechanism » (Steitz and Steitz, 1993) qui est conservé chez toute les pols réplicatives.
En structure, un troisieme métal a été observé dans le site actif de TADN polymérase n humaine lors
de linsertion du nucléotide au moment de la synthése de la liaison phosphodiester, il permettrait de
stabiliser I'état intermédiaire (Nakamura et al., 2012). Egalement, dans une structure de Pol 3, un
troisitme métal a été observé lors de linsertion d'un dNTP canonique, en revanche lorsqu’une base
non canonique est insérée celui-ci disparait (Freudenthal et al., 2013). Les auteurs proposent un

nouveau modéle, celui du « three-metal catalytic mechanism ».

.1.4. Libération du pyrophosphate et translocation ou décrochage de I’ADN
polymérase [étapes (5), (6) et (7)]

Un changement conformationnel s’opére [Figure 5 (5)] et un pyrophosphate, produit de la
réaction, est libéré. A cette étape, soit une translocation de la pol sur I’ADN s’effectue favorisant ainsi
l'insertion d’'un second ANTP [Figure 5 (6)], la synthése est alors qualifiée de processive, soit 'ADN
polymérase se détache de 'ADN [Figure 5 (7)], conférant une synthése distributive. A la fourche de
réplication, les ADN polymérases réplicatives coopérent pour répliquer les deux brins d’ADN. En effet,
du fait de Il'antiparallélisme des brins et du sens unidirectionnel de polymérisation des pols, la
réplication apparait bidirectionnelle. A la fourche de réplication, deux types de brins se forment : le brin
avancé (continu) et le brin retardé (discontinu) synthétisé dans la direction opposée au sens de

'avancement global de I'ceil de réplication. De ce fait, ce dernier est constitué d’'une répétition de
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courts fragments, les fragments d’'Okazaki. Une étape de maturation est ensuite nécessaire pour
éliminer les ARN et rendre continu le brin synthétisé. Généralement, la synthése avancée et la
synthése retardée sont coordonnées, mais le mécanisme varie selon les organismes vivants. Une
étude des pols Dpo1 (pols réplicatives de S. solfataricus) a montré que I'association des pols en
trimére pouvait augmenter a la fois le taux de synthése d’ADN et la processivité de la réplication
(Mikheikin et al., 2009).

I.2. La fonction associée de correction des erreurs d’insertion de nucléotide

Malgré la haute sélectivité nucléotidique des pols réplicatives, celle-ci peuvent réaliser des
erreurs d’incorporation de dNTP. Une fonction exonucléase existe chez certaines pols réplicatives et
leur confére une haute fidélité (Tableau 2, domaine bleu), elle vient s’ajouter a la fidélité intrinséque
(elle augmente de 100 a 1 000 fois la fidélité de la pol). De plus, elle constitue une barriere a la
synthése translésionnelle (Khare and Eckert, 2002). Elle consiste en la dégradation du brin néoformé,
par I'extrémité 3’-OH, lorsqu’'une mauvaise insertion de dNTP est détectée (Shevelev and Hibscher,
2002). Les structures cristallographiques des pols révélent que le site exonucléase peut étre situé a
distance variable du site polymérase sur une méme sous-unité ou sur une sous-unité associée (Patel
and Loeb, 2001 ; Kunkel, 2004 ; Mc Henry, 2011). Dans les deux cas, la distance qui sépare le site
exonucléase du site polymérase nécessite qu'au moins trois nucléotides du brin d'ADN néoformé
soient séparés du brin matrice (Shamoo and Steitz, 1999 ; Hogg et al., 2004 ; Subuddhi et al., 2008).
De fagon intéressante, il a été montré que les sites polymérase et exonucléase sont distants de 30-40
A facilitant ainsi une coordination efficace et rapide des fonctions exonucléase et polymérase
(Freemont et al., 1988 ; Wang et al., 1997 ; Kamtekar et al., 2004).

.2.1. Transition des modes Pol-Exo et Exo-Pol

Lorsqu’un nucléotide non canonique est inséré dans le brin néoformé au cours de l'activité
polymérasique, la transition de conformation de la pol ouverte/fermée est défavorisée et la géométrie
du site catalytique polymérase est imparfaite. Cela constitue un signal moléculaire pour I'activation du
mode exonucléase. Le passage de la conformation du mode pol au mode exo est encore mal connu
d'un point de vue moléculaire, cependant une coordination étroite entre les deux modes existe et
aurait une origine structurale (Komori and Ishino, 2000 ; Kuroita et al., 2005 ; Swan et al., 2009). Le
domaine « pouce », qui interagit avec le duplex d’ADN, en amont du site polymérase, est responsable,
chez la famille A et la famille B, d’influencer la transition conformationnelle du mode exonucléase au
mode polymérase (Doublié and Ellenberger, 1998 ; Franklin et al., 2001). Récemment, une étude par
FRET (Eluorescence resonance energy transfer) a montré que la conformation fermée de 'ADN
polymérase B1 de I'Archaea S. solfataricus n’est favorisée qu’en présence d’'un dNTP canonique, et
qu’un mésappariement au niveau du 3’-OH du brin néoformé favorise le positionnement de I'ADN
dans le site exonucléase (Mawell and Zucai, 2013). La vitesse de transition du brin néosynthétisé du
site exonucléase vers le site polymérase est trés rapide, par exemple, elle est de 500 s” chez I'ADN
polymérase T4 (Fidalgo da Silva and Reha-Krantz, 2007). De fagon intéressante, une étude

structurale de linteraction entre Pol B et le PCNA décrit un nouveau domaine d’interaction qui aurait
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un réle crucial dans la transition structurale des deux modes, induisant une configuration du complexe

PCNA-polymérase a l'origine de la dégradation de 'amorce (Nishida et al., 2009).
1.2.2. Mécanisme catalytique réactionnel de I’activité exonucléase

L’activité 3'>5’ exonucléase s’effectue dans le domaine catalytique exonucléase des pols
réplicatives. Chez la Pol A du fragment de Klenow, le mécanisme moléculaire est bien décrit. En effet,
un ion métallique A et un ion métallique B sont logés dans le site catalytique et liés a la protéine par
lintermédiaire de deux ou trois acides aminés acides. Le métal A lie un des atomes d’oxygéne de la
liaison phosphodiester a rompre ainsi que I'extrémité 3’-OH de la base nucléotidique. C’est dans ce
contexte qu'une molécule d’eau, ou un hydroxyle, effectue une attaque nucléophile du phosphate
impliqgué dans la liaison phosphodiester. Les deux métaux stabilisent I'intermédiaire réactionnel au
cours de l'attaque nucléophile. Tout comme pour le site catalytique polymérase, deux ions métalliques
divalents sont indispensables a I'activité catalytique exonucléase (Beese et Steitz, 1991). La mutation
d’'un seul des deux acides aminés responsable de la liaison au métal est d’ailleurs une stratégie de
mutagénese pour abolir efficacement I'activité catalytique exonucléase (Evans et al.,, 2000). Par

exemple, chez P. abyssi, PabPolB D215A est un mutant de la fonction exonucléasique.

I.3. Le contrdle indirect de la fidélité par la concentration intracellulaire des
désoxyribonucléotides

Dans les voies de biosynthése des nucléotides puriques ou pyrimidiques, les ribonucléotide
réductases sont les enzymes qui catalysent la réduction des ribonucléotides (ADP, GDP, CDP et
UDP) en désoxyribonucléotides triphosphates (dNTPs) au niveau du groupement 2’-hydroxyle. Elles
participent activement a la régulation de la concentration intracellulaire des dNTPs (pool de dNTPs)
par allostérie. De fagon générale : NDP - dNDP - dNTP (Figure 8).

NTP synthesis dNTP synthesis
UTP——>CTP  ATP GTP | |RNRclassll&lll] dTTP  {duTP D‘i dCTP dATP  dGTP
L 1 L dCTPDA
k) 1 . o I} o\ vt
UDP CDP  ADP GDP_i \ RNR class | & I \ dTDP__lidUDP dCDP | "dADP  dGDP
&I\IP él\/TP iM?P éI\IP d*l\fTP \d‘uInP dCIAP‘/ dirvTP dél\IP
dCMPDA
o A% A Ao £ A
U C IMP g dThd durd dCyd dAdo  dGuo

Wt

De novo De novo
pyrimidine purine

Figure 8. Biosynthése des bases nucléotidiques, d’aprés Hofer et al., 2012.

La classe de RNR utilisée, la présence de différents désoxynucleosides kinases (dNKs) varient entre les espéces. Les
abréviations d'une lettre dans la synthése des NTPs (U, C, A, G et I) représentent a la fois la base et son ribonucléoside
correspondant (I représente hypoxanthine et inosine). Les voies de dégradation ne sont généralement pas incluses a
I'exception des événements de déphosphorylation, qui sont représentés par des fleches grises sauf s’ils sont directement
impliqués dans la synthése de dNTPs.
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La ribonucléotide réductase et une kinase sont liées a 'ADN polymérase et permettent de
diriger les dNTPs vers le site actif de la polymérase. Il en existe plusieurs isoformes. Ces enzymes
sont présentes dans les trois réegnes du Vivant (Lundin et al., 2010). La concentration de chaque
dNTP dans la cellule ainsi que la qualité de la matrice ADN influence le taux d’erreur d’incorporation
(Kunkel, 2011) et n’est pas seulement imputable a '’ADN polymérase. Il est possible de mesurer la
concentration intracellulaire des nucléotides, plusieurs méthodes existent, ainsi, une réaction
enzymatique utilisant le fragment de Klenow et le marquage radioactif a initialement été mise au point
(Sherman and Fyfe, 1989) puis améliorée (Ferraro et al., 2010). Aujourd’hui, la méthode de choix
utilisée est un dosage par chromatographie liquide a haute performance (HPLC) suivie d’une

quantification dans I'ultra-violet (UV).

Le tableau 3 répertorie les valeurs en dNTPs et NTPs mesurés chez différentes espéces du
monde Vivant. De fagon reproductible, le dTTP est le désoxyribonucléoside triphosphate qui apparait

étre le plus abondant dans les cellules eucaryotes.

Domaine Bacteria Eukarya
Organisme Escherichia coli Saccharomyces cerevisiae Fibroblastes
humains
42 (pmol/10° cellule) 16 (UM) 24 (uM)
T 117 (pmol/1 0: cellule) 30 (uM) 37 (uM)
250 (pmol/10° cellule) 14 (M) 29 (uM)

33 (pmol/10° cellule) 12 (uM) 5.2 (uM)
Non déterminé (ND) 3000 (uM) 3150 (uM)
ND 1700 (uM) 570 (uM)
ND 500 (uM) 280 (uM)
ND 700 (uM) 470 (uM)

188
57

ND
ND 36
ND 58
Références Gon et al., 2011 Nick McElhinny et al., 2010 Traut, 1994

ratio
NTPs/dNTPs

14

Tableau 3. Valeurs de chaque dNTPs, NTPs et de leurs ratios mesurés chez différents organismes du Vivant.

La fidélité de la réplication de 'ADN peut étre influencée par la quantité relative des quatre
dNTPs. Par exemple, une sur-production de dTTP associée a une sous-production de dCTP peut
favoriser I'insertion d’'un dTTP en face d'une base G et augmenter ainsi le taux d’erreur d’'incorporation
par 'ADN polymérase. Chez la levure Saccharomyces cerevisiae, il a été montré qu’en réponse a un
dommage a I'ADN, la concentration du pool de dNTP augmente (Chabes and Stillman, 2007) suite a
une sur-régulation des RNRs (Hakansson et al., 2006). Ceci influence directement Iactivité
polymérase de pol réplicative en favorisant le passage d’'une lésion a 'ADN (Sabouri et al., 2008).
Chez E. coli, cette augmentation du pool de dNTPs en réponse a un dommage a aussi été mesurée et

jouerait un réle dans la mutagénése spontanée et induite (Gon et al., 2011). Chez S. cerevisiae, il a
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été montré que la concentration en dNTPs augmente de 6 a 8 fois en réponse a un dommage a I'ADN
et que cette augmentation est associée a une tolérance au dommage a I'ADN suggérant que la
synthése translésionelle d'ADN est plus efficace lorsque la concentration en dNTPs est élevée
(Chabes et al., 2003).

I.4. Le cas de I'incorporation de ribonucléotides

En raison de leur faible spécificité de substrat, il n'est pas rare que les Pols X, impliquées
dans la réparation de I'ADN, incorporent des ribonucléotides (NTPs). Ainsi, Pol y humaine est
incapable de discriminer le groupement 2’-OH du ribose des nucléotides et par conséquent elle insert
des NTPs autant que des dNTPs. Un seul acide aminé semble étre responsable de cette
discrimination, il s’agit de Gly433, in vitro, sa mutation engendre une augmentation de la
discrimination dNTP/NTP par Pol y (Ruiz et al., 2003).

Il N’y a que récemment qu’une attention particuliére a été portée sur I'impact des NTPs dans
linfluence de la fidélité des pols réplicatives eucaryotes. En effet, le site actif des ADN polymérases
adopte une conformation stérique permettant de discriminer les dNTPs des NTPs et leur confére une
haute spécificité de substrat (Joyce, 1997). Elles exercent un contrdle strict géométrique et par
conséquent détectent la nature chimique du nucléotide (hydroxyle en position 2’) par un seul acide
aminé nommé « the steric-gate » (Brown and Suo, 2011). Chez les organismes Vivants, compte tenu
de la concentration intracellulaire relativement faible des dNTPs par rapport aux NTPs il est possible
que les NTPs soient incorporés par les pols. En effet, il a été montré in vitro que 'ADN polymérase a,
'ADN polymérase & et 'ADN polymérase € pouvaient incorporer des NTPs avec un taux d’extension
élevé pendant la synthése d’ADN (Nick McElhinny et al., 2010a). De plus, in vivo, chez S. cerevisiae
et S. pombe, ces trois pols incorporent des dNTPs en face de NTPs, provocants des délétions
génétiques de 2 a 5 nucléotides (Nick McElhinny et al., 2010b ; Miyabe et al., 2011). Le mécanisme
exact lié a I'erreur chez S. cerevisiae n’est pas connu mais Pol a, Pol & et Pol € effectuent des arréts
de polymérisation lorsqu’un ribonucléotide est rencontré dans la matrice d’ADN et ceci pourrait
conduire a des délétions dans les séquences répétées (Watt et al., 2011). Chez 'Homme, la Pol € de

la famille B est également capable d’incorporer des NTPs (Goksenin et al., 2012).

De fagon trés intéressante, récemment, une étude a montré chez la Pol B archéenne Tgo que
la mutation E664K dans le site actif polymérase conjointe a la mutation de la « steric-gate » (Y409G)
transforme '’ADN polymérase en une ARN polymérase capable de synthétiser des fragments d’ARN
de plus de 1,7 kb (Cozens et al.,, 2012). Ainsi se posent des questions extrément intéressantes
relatives a I'évolution adaptative existant entre les ARN polymérases et les ADN polymérases en lien

avec leur spécificité de substrat.
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Il. Le controle des dommages a I’ADN lors de sa réplication

Il.1. Les différents types de dommage a I’ADN

Des lésions a I'ADN surviennent en permanence suite a l'action de diverses sources

chimiques (radicaux libres de I'oxygéne, agents alkylants) et physiques (rayonnements ionisants,

agitation thermique) mais aussi dans les conditions physiologiques normales par la voie spontanée.

Les lésions générées sont de natures trés différentes et apparaissent de I'échelle moléculaire a

I'échelle chromosomique. Les lésions peuvent étre des modifications chimiques des bases azotées de

I'ADN, des cassures simple brin de I'ADN, des pontages intrabrins et interbrins, des pontages ADN

protéines et finalement des cassures double brin de I'ADN qui perturbent l'intégrité du chromosome

entier (Figure 9).
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Figure 9. Les différentes Iésions de I’ADN et les voies de réparation spécifiques associées, d’aprés Morita et al., 2010.
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Il.2. La reconnaissance des bases désaminées par les ADN polymérases
réplicatives archéennes

Les polymérases réplicatives de la famille B et uniquement de type archéennes (Wardle et al.,
2008) posséde un domaine N-terminal en amont du domaine exonucléase dont la fonction est de
détecter la présence d’'une base uracile (produit de la désamination de la base cytosine) ou d’une
base hypoxanthine (produit de la désamination de la base adénosine) dans le brin d’ADN matrice qui
aurait échappé au mécanisme de réparation par 'UDG (uracil-N-glycosylase) avant qu’il n’atteigne le
site polymérase (Greagg et al., 1999 ; Fogg et al., 2002). Lorsqu’une base désaminée est reconnue,
'ADN polymérase effectue une pause dans la réplication exactement quatre bases en amont de la
Iésion. Plusieurs structures de cristaux de Pols B archéennes en complexe avec une amorce d’ADN
hybridée a une matrice contenant une base uracile ou hypoxanthine ont été obtenues (Firbank et al.,
2008 ; Killelea et al., 2010 ; Gouge et al., 2012). Les bases désaminées sont enfouies dans une
poche située dans leur domaine amino-terminal (Figure 10) et ’ADN adopte une position proche de

celle observée lorsque la pol est en mode exonucléase.

. ¥
> o
%

L b 1
Valine 93 @8

-

Figure 10. Positionnement de la base uracile dans la poche de reconnaissance des bases désaminées de la Pol B de P.
abyssi (PDB 4FM1). Le duplex d’ADN (jaune) comporte un mésappariement de trois bases, ce qui favorise la transition
structurale de la pol en mode exonucléase. Le brin amorce se positionne dans le domaine exonucléase (a gauche) et la matrice
se situe dans le domaine N-terminal (spécifique des pols réplicatives) (a droite) et plus particulierement, la base uracile effectue
une torsion et se positionne dans la poche de reconnaissance. L’acide aminé V93 (rouge), est impliqué dans le mécanisme de
reconnaissance, sa mutation induit une exclusion stérique de I'uracile de la poche de reconnaissance (Firbank et al., 2008).
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De plus, des études biochimiques ont montré que lorsque le site catalytique polymérase de la
pol se rapproche de la base désaminée situé en position +3 +2 +1 voir méme 0, I'activité exonucléase
est fortement stimulée, ainsi la polymérase ne peut pas répliquer au-dela de la base désaminée
(Russell et al., 2009). Une étude souligne un déroulement prononcé des brins amorce/matrice lorsque
la pol rencontre un uracile, or la séparation des deux brins est nécessaire a I'activité exonucléase ; un
acide aminé particulier (Y261) semble étre responsable de la séparation des deux brins d’ADN
(Richardson et al., 2013b). Ce mécanisme spécifique des Archaea, initialement caractérisé chez les
Pol B d’Euryarchaea a aussi été identifié chez les Pols B1 de Crenarchaea (Greagg et al, 1999 ; Gruz
et al., 2003 ; Savino et al., 2004 ; Asami et al., 2006). Tres récemment, une inhibition de la réplication
d'un ADN contenant une base uracile a été mise en évidence chez des pols de la famille D
archéenne, les détails du mécanisme ne sont pas encore établis mais le mécanisme d’inhibition serait

différent de celui observé chez la famille B (Richardson et al., 2013a).

11.3. La tolérance aux dommages a I’ADN par les ADN polymérases de la famille Y

Face a des dommages sur les bases de 'ADN, la majorité des pol réplicatives, en raison de
leur haute sélectivité et fidélité sont bloquées. Il en résulte un arrét de la réplication. En revanche, les
Pols Y sont capables de franchir des Iésions a 'ADN en incorporant un nucléotide en face de la base
lésée, il s’agit de la syntheése translésionnelle. De plus, elles peuvent incorporer des dNTPs
endommagés (Shimizu et al., 2003). En plus du cceur catalytique, composé des domaines « doigt »,
« paume », « pouce », présent chez toutes les familles de pol, les Pols Y possédent un domaine qui
leur est spécifique, le domaine PAD (polymerase associated domain) (Ling et al., 2001; Silvian et al.,
2001; Trincao et al., 2001) dit aussi « domaine petit doigt » qui aurait un rble dans la modulation de
leur spécificité de subtrat (Boudsocq et al., 2004). Les Pols Y ne possédent pas d’activité de relecture
exonucléase ce qui explique qu’elles soient peu fideles lors de la synthése d’ADN canonique (Kunkel,
2004). De plus, contrairement aux pols des autres familles, elles ne possédent pas la poche de liaison
a I’ADN pour accommoder les paires de bases complémentaires aux niveau de I'extrémité du brin
néosynthétisé (Ling et al., 2001). Compte tenu de I'ensemble de ces caractéristiques, les Pols Y
peuvent accommoder des structures erronées d’ADN et donc répliquer de 'ADN contenant des
dommages. Le principal role des Pols Y réside dans la voie de tolérance aux lésions de 'ADN car en
effet, si la cellule échoue dans la réparation des dommages de son ADN, les Pols Y peuvent éviter
ces lésions en effectuant une synthése d’ADN en face du site endommagé par un processus appelé
synthése translésionnelle (Prakash et al., 2005). Aprés l'insertion de quelques nucléotides, leur forte
distributivité les restreint dans leur capacité d’extension, et de ce fait évite 'accumulation d’erreur dans
la réplication. De plus, le caractére distributif des Pols Y permet de faciliter le transfert pol

translésionnelle/pol réplicative a la fourche de réplication.

Elles sont présentes dans les trois regnes du Vivant (voir Tableau 2 pages 36-37). Chez les
eucaryotes il y a quatre famille Y : Pol n, Pol 1, Pol k et Rev1 (Ohmori et al., 2001 ; Shcherbakova and
Fijalkowska, 2006). Il a été montré in vitro que chacune de ces pols a une capacité de translésion

spécifique d'un type particulier de lésion. En effet, alors que Pol n effectue de la synthése
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translésionelle en face des diméres de thymine (McCulloch et al., 2004), Pol 1 a plus de difficulté a
contourner ces dommages (Johnson et al., 2000 ; Tissier et al., 2000) et semble étre plus efficace
dans la translésion d’adduits a ’ADN (Perrino et al., 2005; Wolfle et al., 2005). De nombreuses études
suggerent que ces pols sont impliquées dans la mutagénése spontanée ou induite par les dommages
(Bavoux et al., 2005 ; Abdulovic and Jinks-Robertson, 2006 ; Dumstorf et al., 2006). Une étude trés
récente a montré que la pol humaine Pol k est impliquée dans la synthése de courts brin d’ADN lors
de larrét d’une fourche de réplication et faciliterait la mise en place des points de contrble de la
division cellulaire, ce mécanisme participant a la maintenance génomique (Bétous et al., 2013). De
plus, cette propriété de la famille Y, chez les mammiferes, est utilisée dans le processus
d’hypermutation somatique, phénomeéne de mutation ciblée qui s’opére au niveau des génes codant
pour les immunoglobulines et qui contribue a la production d’anticorps hautement affins (Seki et al.,
2005). Chez les procaryotes, les Pols Y qui sont Pol IV et Pol V ont clairement été décrites comme
impliquées dans la mutagénése spontanée ou induite par les agents mutagénes (Tang et al., 2000 ;
Fuchs et al.,2004). Le taux d’erreur de mésincorporation est relativement élevé chez les Pols Y

eucaryotes et bactériennes, de 10° & 10™ par nucléotides (Goodman, 2002).

Au sein des Archaea, une seule famille de Pols Y a été identifiée et caractérisée dans
'embranchement des Crenarchaea (Tableau 2). Il s’agit de la pol Dpo4 de Sulfolobus solfataricus
(Boudsocq et al., 2001) et de la pol Dbh de Solfataricus acidocaldarius (Kulaeva et al., 1996). Elles
ont également un réle dans la translésion (Potapova et al., 2002) et effectue du « slippage » qui est a
I'origine de la création de délétion de base (Wu et al., 2011). Le taux d’erreur de mésincorporation est
relativement plus faible que leurs homologues bactériens et eucaryotes, de 10" a 107 par nucléotides
(Kunkel et al., 2004). Une étude portant sur la délétion du géne codant pour Dbh chez Sulfolobus
solfataricus a montré que I'absence de cette pol ne perturbait pas la croissance de la souche ni sa
sensibilité aux agents mutagénes. En revanche, la substitution des paires de bases G :C > T :A était

favorisée chez les mutants (Sakofsky et al., 2012).

Il est important de noter que d’autres familles de pols, et notamment les pols réplicatives,
peuvent aussi effectuer de la synthése translésionnelle. En effet, il a été montré in vitro que la Pol B
réplicative de Pyrococcus abyssi effectuait de la synthése translésionnelle lorsqu’elle rencontrait des
sites apuriques/apyrimidique (Palud et al., 2008). Le dommage uracile peut également étre toléré par
cette pol (Gouge et al., 2012) et par la Pol D (Richardson et al., 2013a). Chez la Pol B de Sulfolobus
Solfataricus, cette propriété a aussi été mise en évidence (Gruz et al., 2003). L’ADN polymérase
réplicative humaine Pol © est un hétérotétrameére, suite a I'activité d’agents génotoxiques comme les
UV, Pol & est convertie en trimére suite a la dégradation de la petite sous unité p12. In vitro, le trimére
montre des propriétés biochimiques modifiées, il effectue moins de synthése translésionelle des sites
AP, en revanche, il posséde une meilleure activité exonucléase et effectue moins d’erreur lors de
linsertion de nucléotides. La conversion du tétramére en trimére consiste finalement a une réponse
cellulaire aux dommages a 'ADN (Meng et al., 2008). Méme si cette propriété des pols réplicatives
peut engendrer des mutations au niveau du génome, elle permet en outre d’éviter le blocage et I'arrét

de la réplication de I’ADN.
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I.4. La réparation des dommages a I’ADN par les ADN polymérases de la famille X

La cellule posséde toute une batterie de systémes plus ou moins complexes qui lui permet de
détecter les dommages a 'ADN, de les réparer ou de s’en accommoder. Ainsi, on recense Ssix
principaux systémes de réparation au sein des trois régnes du Vivant. Il s’agit de la réparation directe
de la lésion (photolyase pour les diméres de thymine, méthyltransférases pour m6G, m1A, m3C), la
réparation par excision de base ou « base excision repair » (BER), la réparation par excision de
nucléotides ou « nucleotide excision repair » (NER), la réparation des mésappariements ou
« mismatch repair» (MR), le « non-homologuous end-joining» (NHEJ) et la réparation par
recombinaison homologue (Figure 11). La premiére catégorie comprend des mécanismes ad hoc,
spécifiques d'un type de lésion donnée. Les cinq derniers systémes sont généralistes et sont chacun

capable de réparer un ensemble de lésions diverses.
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Figure 11. Activités spécialisées des différentes voies de la réparation sur ’ADN, d’aprés Garcia-Diaz and Bebenek,

2007.

La forte diversité des pols impliquées dans les voies de la réparation de 'ADN explique leur

place au sein des diverses voies de réparation de I'ADN. La famille X est présente chez les
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eucaryotes, chez les procaryotes ainsi que chez certains virus, (Garcia-Diaz et al., 2000 ; Garcia-Diaz
et al., 2005). Chez les Archaea, aucune pol de cette famille n’a pour le moment été identifiée. Les
membres de la famille X [Pol B, pol A, Pol u, Pol o et la terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)]
ont des structures tridimensionelles similaires mais des propriétés biochimiques différentes. La
particularité structurale de la plus par des membres de cette famille est la présence d’'un domaine de
liaison a 'ADN a I'extrémité N-terminal de 8 kDa qui est impliqué dans la liaison aux substrats d’ADN
« gapped » (Beard et al., 2006) et serait impliqué dans le mécanisme de remplissage de brin. Elles se
distinguent dans la diversité des interactions avec I'ADN, de ce fait, elles interviennent dans

différentes voies de réparation a 'ADN.

Durant la premiére phase du BER, des bases intermédiaires apurinique/apyrimidique (AP)
hautement mutagénes sont produites. Les endonucléase AP jouent alors un réle important, dans le
sens ou elles reconnaissent les résidus abasiques et hydrolysent la liaison phosphodiester créant une
structure intermédiaire avec une extrémité 3’-OH et une extrémité 5°-dRP. Les membres de la famille

X sont alors capables d’éliminer le résidu dRP et d’incorporer le nucléotide manquant.

La pol B et la pol A ont une activité spécifique 5-déoxyribose phosphate (dRP) lyase portée
par un domaine accessoire en N-terminal. Leur activité polymérase se situe dans le domaine C-
terminal. Pol B insére préférentiellement un seul nucléotide au cours du BER (Wilson et al., 2000)
alors que Pol A et Pol p interviennent dans la réparation des cassures doubles brins. Au cours de la
voie du BER, Pol 3 hydrolyse le 5’désoxyribose résultant du clivage par I'endonucléase de la liaison
phosphodiester en 5’ du ribose endommagé ; elle comble la bréche et la ligature s’effectue par une
ADN ligase. Pol B peut répliquer les Iésions induites par les UV comme les diméres de thymine, cela
suggére une implication de cette pol dans linstabilité génétique induite par les UV (Servant et al.,
2002). Pol B est la principale dRPlyase impliquée dans la réparation des Iésions oxydatives telle que

la 8-oxoguanine et la 5,6-dihydrouracil (Allinson et al., 2001 ; Batra et al., 2012).

Pol A et Pol p ont la propriété intrinséque de synthétiser 'ADN de fagon discontinue sur les
extrémités terminales des ADN appariés ou non (Dominguez et al., 2000), cette propriété, due a la
présence d’'un domaine BRCT les rend aptes a la participation a la voie du NHEJ. De plus, Pol A est
impliquée dans la voie de réparation des lésions oxydatives (8oxoG notamment) et agit de concert
avec la glycosylase MutY (Markkanen et al., 2012). Les pols TdT effectuent de la synthése d’ADN
indépendamment du brin matrice et participent au NHEJ qui a lieu dans les cellules immunitaires au
niveau du géne récepteur de I'antigene (Nick McElhinny and Ramsden, 2004 ; Bertocci et al., 2006).
Les cellules eucaryotes portent également un autre membre de la famille X, la Pol o. Elle serait

impliquée dans la cohésion des chromatides chez S. cerevisiae (Wang et al., 2000).
A l'échelle de I'organisme, chez les mammiféres, les pols de la famille X ont une spécificité

cellulaire et ne s’expriment pas dans tous les tissus. Aussi, des études de délétions de génes ont

permis de montrer des dysfonctionnements du systéme immunitaire en I'absence de Pol A ou de Pol p
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chez la souris, alors que I'absence de Pol B engendre une mort rapide et met en évidence son réle
essentiel a la survie des mammiferes.

De fagon intéressante, une Pol X a été identifiée chez le procaryote Bacillus subtilis (PolXgs),
elle effectue le remplissage de petites bréches a I’ADN et elle pourrait jouer un réle dans la réparation
de I'ADN (Barios et al., 2008). D’autres Pols X bactériennes, celles de Thermus thermophilus (ttPolX)
(Nakane et al., 2009) et Deinococcus radiodurans PolX(Dr) (Lecointe et al., 2004 ; Blasius et al., 2006)
ont été caractérisées. Ces Pols X bactériennes présenteraient une activité AP-endonucléase
intrinséque qui, en coordination avec l'activité polymérase, leur permettraient de reconnaitre, exciser
et réparer les sites AP (Bafios et al., 2010). Par ailleurs, une délétion de Pol X(Dr) chez D.
radiodurans, exposé aux rayons gamma dans le but d’'induire des cassures doubles brins a 'ADN,
entraine la diminution de la survie des bactéries mutées (Lecointe et al., 2004). Le mécanisme de gap-
filling d’'une seule base a été caractérisé chez ttPol X et de fagon curieuse cette pol semblerait lier le
substrat dNTP avant de se lier a 'TADN endommagé (Nakane et al., 2012). Les Pols X bactériennes
possedent des similarités de séquence avec celles des Pols X eucaryotes, en effet, elles possédent
un domaine additionnel polyhistidinol phosphatase (PHP) dans la partie C-terminale. Ce domaine est

également présent chez les pols réplicatives de la famille C.

Méme si chaque membres des familles de pols réplicatives, translésionnelles et de la
réparation ont des activités catalytiques trés spécifiques et sont impliquées dans des voies
enzymatiques distinctes, une certaine dynamique et collaboration s’effectue entre les pols. Par
exemple, au cours de la réplication lorsqu’un dommage est détecté, une dynamique d’interaction entre

Pol B et Pol Y a été mise en évidence chez Sulfolobus solfataricus (De Felice et al., 2007).
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Troisieme partie :

Les Archaea hyperthermophiles en tant
gue micro-organismes modeles de
I'’étude de la maintenance génomique

l. La réplication chez les Archaea

La réplication chez les Archaea s’effectue selon un mode de réplication de type bactérien
mais implique des homologues de protéines de la réplication de types eucaryotes (Figure 12)
(Myllykallio et al., 2000 ; Grabowski and Kelman, 2003 ; Barry and Bell, 2006 ; Cann, 2008).

A Replication

Origin recognition DnaA Orc1/Cdcé Orc1-6
Helicase DnaB MCM MCM2-7
Clamp  B-subunit PCNA PCNA
Clamp loader  y-complex R/ch RFC
B Cell division_ 7 " CdvA,B,C N
P )m FtsZ
Crenarchaeota I I

- Euryarchaeota

Bacteria

i)

Figure 12. Schéma montrant la similitude de la machinerie de la réplication entre les Archaea et les Eukarya (A) et la
différence de mécanisme de division cellulaire entre les Archaea et les Eukarya (B), d’apres Cann, 2008.

En effet, le chromosome est circulaire tout comme chez les bactéries et la taille moyenne est
d’environ 1,5 Mbp. Chez les Archaea, 'ADN est répliqué de fagon bidirectionnelle, a grande vitesse, a
partir d’'une origine de réplication, c’est le cas de Pyrococcus abyssi (Myllykallio et al., 2000) ; ou de

plusieurs origines de réplication, c’est le cas par exemple de la Crenarchaea Sulfolobus solfataricus
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(Lundgren et al., 2004), de I'Euryarchaea Haloferax volcanii (Norais et al., 2007), et de la Crenarchaea
Pyrobaculum calidifontis (Pelve et al., 2012). L’organisation des opérons et le motif de Shine-Dalgarno
nécessaire a linitiation de la traduction sont communs aux Archaea et aux bactéries (Karlin et al.,
2005). De plus, les fragments d’Okazaki caractérisés chez les Archaea ont des tailles de 150 pb tout
comme chez les eucaryotes, chez les bactéries ils sont de plus grande taille, de 1 a 2 kb (Matsunaga
et al., 2003). Le RPA (replication protein A) des Archaea comporte trois sous-unités, tout comme chez
les eucaryotes (Komori and Ishino, 2001). Cependant, des différences au sein méme des Archaea, en
fonction de 'embranchement, ont été mises en évidence. En effet, chez les Crenarchaea, il existe trois
isoformes de PCNA (De Felice, 1999 ; Kawarabayasi, 1999, Kawai et al., 2011), deux ou trois ADN
polymérases réplicatives de la famille B (Pisani et al., 1992 ; Edgell et al., 1997 ; Cann et al., 1999a),
et une ADN polymérase de la famille Y (Kulaeva et al.,, 1996, Boudsocq et al., 2001). Chez les
Euryarchaea, a I'heure actuelle, un PCNA (Cann et al., 1999b), une ADN polymérase de la famille B
(Cann et al., 1999b) et une ADN polymérase de la famille D (Uemori et al., 1997 ; Cann et al., 1998 ;
Gueguen et al., 2001) ont été identifiés. Il existe en fait différents réplisomes, un pour chaque domaine
du Vivant, cependant ils ont tous les trois un mécanisme réactionnel commun menés par des acteurs

protéiques fonctionnellement et structurellement conservés.

Voici les différentes étapes de la réplication de 'ADN au niveau de la fourche de réplication et
lintervention séquentielle des acteurs protéiques dans ce mécanisme pour le cas du réplisome
archaéen (Figure 13A et 13B). Il y a reconnaissance de l'origine de réplication par les protéines OBP
(Origin Binding Proteins), Cdc6/Orc1 s’y lie, ce qui provoque une torsion de la double hélice d’ADN et
son déroulement local rendant ainsi l'origine de réplication accessible aux acteurs protéiques de la
réplication [Figure 13A (1)]. Ensuite, I'hélicase réplicative appelé aussi le complexe de maintenance
minichromosomique (MCM) ouvre la double hélice d’ADN [Figure 13A (2)] et les protéines de liaison a
’ADN simple brin RPA se lient & ’ADN déroulé en vue de le protéger. Gins23 et Gins51 interagissent
avec la primase et avec le MCM par l'intermédiaire d’'une nucléase associée aux Gins (Gan) et
forment ainsi la base structurale du réplisome (Figure 13B). Ensuite, au niveau du brin retardé et du
brin avancé, [I'étape d'initiation s’effectue: la primase (p41/p46) synthétise les fragments
d’ARN [Figure 13A (3)] ; puis, il s’agit de I'étape d’élongation : tout d’abord le facteur de processivité
(PCNA) trimérique, est chargé sur 'ADN a l'aide du facteur de réplication C (RFC) pentamérique de
facon ATP-dépendante, le PCNA encercle alors 'ADN et positionne les ADN polymérases B ou D au
niveau de la jonction amorce/matrice. Ainsi, les ADN polymérases effectuent la synthése de I’ADN par
extension des amorces [Figure 13A (4)]. Enfin, au cours de I'étape de maturation des fragments
d’'Okazaki, les amorces d’ARN sont enlevées par Fen1 ou par RNaseHIl/Fen1 et les fragments
d’Okazaki sont liés par 'ADN ligase ATP-dépendante (Lig1) [Figure 13A (5)].
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Figure 13. (A) Les grandes étapes successives de la réplication de ’ADN et la comparaison des acteurs protéiques
associés a ces étapes dans les trois regnes du Vivant, schéma adapté de Ishino and Ishino, 2012. (B) L’organisation des
acteurs protéiques a la fourche de réplication chez les Archaea, d’apres Lindas and Bernander, 2013.
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Il. Implication des ADN polymérases réplicatives archéennes dans la
maintenance génomique s’effectuant a haute température

I1.1. La famille B chez les Archaea

De un a trois membres de la famille B ont été identifiés chez les Archaea a I'heure actuelle.
Les Crenarchaea possédent plusieurs pols de la famille B avec des réles distincts bien identifiés dans
la réplication du chromosome. Ces protéines ont des similarités dans leur séquence en acides
aminés, dans leur structure tridimensionnelle et possedent toutes une activité de relecture 3'> 5’
exonucléase. Tout comme les Pols B des organismes eucaryotes et procaryotes, les propriétés
biochimiques de I'enzyme [liaison a 'ADN, K, pour les dNTPs, processivité, sensibilit¢ a des
inhibiteurs comme T'antibiotique aphidicoline (inhibiteur historiquement spécifique de Pol a de la
famille B)], varie considérablement d’une espéce a l'autre (Perler et al., 1996 ; Kelman, 2000). Les
différences de conditions environnementales dans lesquelles se développent ces organismes

pourraient en partie expliquer ces caractéristiques biochimiques (Chaban et al., 2006).

Beaucoup de membre de Pol B d’Euryarchaea comportent entre une et trois intéines (Perler et
al,, 1996 ; Ishino and Cann, 1998 ; MacNeill, 2001). Elles se situent toutes dans des régions
hautement conservées au sein de l'unité catalytique polymérase. Un autre caractére, actuellement
identifié uniquement chez Pol B de M. thermotrophicus, concerne la sous-unité catalytique qui est
séparée en deux polypeptides, ainsi, 'enzyme n’est active que lorsque les deux sous-unités sont

associees (Kelman et al., 1999).

Comme exposé dans la deuxiéme partie de ce chapitre, les ADN polymérases sont
indispensables a la réplication mais ont également un réle dans la recombinaison et la réparation de
'ADN. Chez les Archaea, la question se pose de savoir si Pol B est la pol réplicative. Chez les
Crenarchaea, cela semble étre le cas car seules des pols de famille B ont été identifiées, méme si
certaines espéces possedent également une pol de la réparation de la famille Y, ce qui est le cas de
Sulfolobus solfataricus (Boudsocq et al., 2001) et de Methanosarcina acetivorans (Lin et al., 2010).
Chez les Euryarchaea, le réle de Pol B comme pol réplicative a été suggéré notamment chez
Pyrococcus abyssi (Henneke et al., 2005), toutefois, une étude génétique récente sur 'Euryarchaea
Thermococcus kodararaensis, a montré que la Pol B ne serait pas essentielle a la survie de

l'organisme. La fonction de pol réplicative pour la Pol B archéenne peut étre admise car :

i) toutes les réplicases identifiées chez les eucaryotes (Pol a, Pol §, Pol €) appartiennent a la

famille B,

ii) une activité de relecture 3'>5' a été détéctée chez toutes les Pol B archéennes qui se
trouve étre aussi une propriété catalytique des Pols B bactériennes et eucaryotes, iii) chez les
bactéries et les eucaryotes, I'activité polymérase des pols réplicatives est connue pour étre stimulée
par les protéines accessoires de la réplication tels que le PCNA/clamp et la protéine de chargement

(RCF/clamp loader) (Hingorani and O’Donnell, 2000), ce qui est aussi le cas des Pols B archéennes.
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Chez les Euryarchaea, en plus de Pol B une nouvelle famille dans le régne du Vivant, a été
découverte, il s’agit d'une pol de la famille D. L’ensemble de ces observations appuie I'idée que chez
les Euryarchaea, Pol B soit la seule enzyme réplicative et pourrait agir de concert avec Pol D a la

fourche de réplication.

La structure tridimensionnelle des Pols B étudiées chez plusieurs Archaea ont révélé une
architecture similaire. Six structures de Pol B issues dorganismes d’Euryarchaea ont été
résolues chez Desulfurococcus Tok (Zhao et al., 1999), Thermococcus gorgonarius (Hopfner et al.,
1999), Pyrococcus kodakaraensis (Hashimoto et al., 2001), Thermococcus sp. 9°N-7 (Rodriguez et
al.,, 2000), Pyrococcus furiosus (Kim et al., 2008) et Pyrococcus abyssi (Gouge et al., 2012). Leur
topologie est également similaire a la structure de la pol gp43, pol de la famille B du bactériophage
RB69 (Wang et al., 1997). Un domaine de liaison a 'ARN a été identifié dans la structure des Pols B
archéennes et est également présent chez les pols réplicatives eucaryotes, Pol € et Pol & (Zhao et al
1999).

I1.2. La famille D chez les Archaea

Pol D, quant a elle, est une ADN polymérase spécifique des Euryarchaea (Uemori et al., 1997,
Ishino et al., 1998 ; Cann et al., 1998). D'un point de vue structural, Pol D est un hétérodimere
composé d'une petite sous-unité nommée DP1 qui a un réle de correction des erreurs (domaine
exonucléase) et d’'une grande sous-unité DP2 portant l'activit¢ ADN polymérase. Alors que la
séquence primaire de DP2 présente des similarités avec celles des autres ADN polymérases
archéennes, celle de DP1, en revanche, montre des homologies de séquence avec les petites sous-
unités des pols réplicatives eucaryotes telles que la sous-unité p70 (Pol a), la sous-unité Cdc27p (Pol
0) et la sous-unité p55 (Pol €) (Makiniemi et al., 1999) (Yamasaki et al., 2010). De ce fait, Pol D
pourrait étre 'homologue fonctionnel archéen de pol € (Tahirov et al., 2009). DP2, isolée de DP1, a
une faible activité catalytique polymérase alors que l'association en hétérodimére stimule l'activité
polymérase et 'activité 3’'> 5’ exonucléase (Uemori et al., 1997 ; Ishino et al., 1998 ; Gueguen et al.,
2001 ; Jokela et al., 2004). Ces observations suggérent que Pol D soit une pol réplicative chez les
Euryarchaea. De plus, la stimulation de cette pol par le PCNA et le RFC (Cann et al., 2001 ; Henneke
et al., 2002) conforte cette hypothése. Plus particulierement, des études biochimiques ont montré que
la Pol D de P. abyssi se liait au PCNA par l'intermédiaire de deux motifs PIP (Castrec et al., 2009).
Henneke ses collaborateurs ont montrés que Pol B et Pol D étaient nécessaires a la réplication de

I'ADN de Pyrococcus abyssi (Henneke et al., 2005).

Aucune structure de I'ensemble de I'hétérodimére n’a été obtenue a ce jour, néanmoins, la
structure du domaine N-terminal de la grande sous-unité DP2 et la structure d’'une partie de la sous-
unité DP1 ont été résolues (Matsui et al., 2011). Une partie de DP1 semble disposer d’un repliement
similaire a celui des AAA+ ATPases et pourrait lier le PCNA (Tang et al., 2004). D’autre part, des
études suggerent que Pol D participe aux mécanismes de la recombinaison et de la réparation de
I’ADN en raison de son interaction démontrée avec un homologue archéen de Rad51 (Hayashi et al.,
1999).
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Des études génétiques d’extinction de géne chez Halobacterium indiquent que les deux ADN
polymérases Pol B et Pol D seraient essentielles a la viabilité de 'organisme (Berquist et al., 2007).
Tandis que chez les bactéries une seule pol, Pol lll, se dimérise a la fourche de réplication pour mener
a bien la synthése des brins avancé et retardé (Kelman and O’Donnell, 1995), chez les Archaea, deux
pols de famille distinctes, Pol B et Pol D agissent de concert a la fourche de réplication (Rouillon et al.,
2007), a 'image des Eukarya, ou Pol € est en charge de la réplication du brin avancé et pol & du brin
retardé (Burgers, 2009). En revanche, des études récentes utilisant des outils de génétique chez
Thermococcus kodakarensis ont montré que seule Pol D, et non Pol B, serait essentielle a la survie de

'organisme (Cubonova 2013).
I.3. Les ADN polymérases archéennes face aux dommages a ’ADN

Dans la deuxiéme partie de cette étude bibliographique nous avons vu que Pol B et Pol D sont
impliqguées dans la reconnaissance des bases désaminées, Iésion de '’ADN supposée accélérée a
haute température (Lindahl and Karlstrom, 1973 ; Lindahl and Nyberg, 1974). In vitro, en condition
d’excés molaire, la synthése translésionnelle est possible lorsque Pol B rencontre une base uracile
(Gouge et al.,, 2012) et également lorsqu’elle est confrontée a un site apurinique, avec une
incorporation préférentielle d'un dJAMP en face de cette Iésion (Palud et al., 2008) ; respectant la régle
du A (Matray and Kool, 1999 ; Zahn et al.,, 2007 ; Obeid et al.,, 2010). Ainsi, ces deux ADN
polymérases présentent une activité translésionnelle similaire a celle des pols de la famille Y

présentes uniquement chez les Crenarchaea.

Outre la propriété de reconnaissance trés spécialisée des bases endommagées désaminées
par les deux familles de pols présentes chez les Euryarchaea, a ce jour, in vivo, aucune pol de la
réparation de I'’ADN n’a été décrite chez les Archaea. Cependant, des similarités de séquences et de
structures entre la pol de la réparation humaine (Pol B) et la primase de P. furiosus (Augustin et al.,
2001) suggerent que la primase pourrait avoir un réle dans la réparation de I'’ADN (Le Breton et al.,
2007). De fagon intéressante, une nouvelle famille d’ADN polymérase a été identifiée sur un plasmide
Pyrococcus sp Pp12-1 ; six génes, dont des homologues codés par le virus PAV1 de P. abyssi (Geslin
et al., 2003 ; Geslin et al., 2007), ont été décrits, cette étude révéle que les plasmides et les virus sont
de véritables réservoirs de nouvelles protéines impliquées dans la réplication de I'’ADN (Soler et al.,

2010). Il serait intéressant d’étudier le comportement de ces pols face aux dommages a '’ADN.

L’ensemble de ces données suggére que soit d’autres ADN polymérases sont impliquées
dans la réplication/réparation de I'ADN, soit que d’autres mécanismes spécialisés doivent étres
impliqués mais sont, & ce jour méconnus, ou encore que les mécanismes de réparation de 'ADN

soient tres actifs (constitutifs) chez les Archaea hyperthermophiles.
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lll. Les ADN polymérases en interaction avec les acteurs protéiques du
réplisome

Le « proliferating cell nuclear antigen » (PCNA) également appelé « clamp » est une protéine
qui accompagne le déplacement de 'ADN polymérase le long du brin d’ADN en cours de réplication et
peut favoriser sa processivité qui, par définition, est le nombre de nucléotides incorporés par unité de
temps au cours d'un cycle d’attachement de la pol a 'ADN. Le facteur de processivité PCNA
Pyrococcus abyssi se lie a Pol B par le peptide d’interaction au PCNA (motif PIP) et a Pol D par deux
motifs PIP et augmente ['efficacité d’extension respective des deux pols (Castrec et al., 2009).
Cependant, des études ont souligné que le PCNA n’a pas toujours une fonction d’adjuvant de la
processivité. En effet, tout réecemment, un nouveau motif PIP a été identifi¢ dans le domaine C-
terminal de la Pol B1 de Sulfolobus solfataricus. |l serait essentiel a la formation du complexe Pol-
PCNA mais aussi, et principalement, a son attachement continu a la pol tout au long de la synthése
d’ADN (Bauer et al., 2013). De plus, I'association éventuelle des pols en trimére, comme c’est le cas
pour la Pol B1 de S. solfataricus, contribue fortement a la processivité intrinséque de I'enzyme
(Mikheikin et al., 2009). La structure du complexe pol-PCNA-ADN de Pyrococcus furiosus a été
analysée par microscopie électronique en conformation exonucléase ou polymérase. Les résultats
structuraux des interactions entre les protéines suggérent que le PCNA aurait un réle dans la
transition structurale du mode polymérase au mode exonucléase (Nishida et al., 2009 ; Mayanagi et
al., 2011) (Figure 14). De plus, au niveau fonctionnel, lorsque le complexe Pol B-PCNA rencontre une
base désaminée (uracile ou hypoxanthine), la présence du PCNA inhiberait I'action des enzymes de la
réparation UDG et endonucléase V (Emptage et al., 2008). De la méme fagon, chez '’humain, PCNA
aurait un role dans la régulation de I'activité mutagéne de 'ADN polymérase translésionnelle (Nelson
et al., 1996 ; Pavlov et al., 2001 ; Guo et al., 2001 ; Northam et al., 2006).
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Figure 14. Le mécanisme de transition structurale du mode exonucléase (« editing ») vers le mode polymérase du
complexe Pol B-PCNA-ADN chez Pyrococcus furiosus et les interactions protéiques mises en jeu. (A) Le complexe en
mode exonucléase. Pol B et PCNA sont respectivement en bleu et vert. Les brins d’ADN matrice et amorce sont représentés
respectivement en orange et rouge. Les deux acides aminés E171 de la zone d’interaction du PCNA sont représentés par des
sphéres rouges. Les acides aminés de la pol, R706, dans le domaine « pouce » et R379, dans le domaine « paume » sont
représentés par des sphéres jaunes. Le motif DIE, dans le site actif d'exonucléase, et le motif DTDG, dans le site actif de TADN
polymérase sont représentés respectivement par des sphéres orangée et verte. Alors que E171 est détaché de R706, la zone
d’interaction proche du motif PIP-box impliqguant R171, est en contact avec le résidu R379 de la Pol B et permet de stabiliser la
configuration fermée du complexe. (B) Le complexe en mode polymérisation. Les zones d’interactions entre le PCNA et Pol B
sont inversées par rapport a celles du mode d'édition, d’aprés Mayanagi et al., 2011).

Une étude concernant la caractérisation de l'interaction in vitro et in vivo entre Pol Y et les
protéines de la reconnaissance de l'origine de replication Orc1/cdc6 chez Sulfolobus solfataricus, a
mis en évidence l'existence d’'un mécanisme d’interaction a la fois physique et fonctionnel. En effet,
lorsque ’ADN est sain, Orc1/cdc6 forme un complexe avec Pol Y stimule la liaison a 'ADN et coopere
avec PCNA dans [lactivité de polymerisation. En revanche, lorsque I'’ADN comporte un
mésappariement, Orc1/cdc6 inhibe la liaison a 'ADN et I'activité de polymérisation de Pol Y (Yang et
al 2010).

IV. Thermostabilité des ADN polymérases d’archées et intérét

biotechnologique

En raison des conditions de vie des Archaea hyperthermophiles, la question de l'effet de la
température sur les protéines se pose. De fagcon générale, les protéines issues d’organismes vivants a
haute température sont dites thermostables en raison de I'adaptation méme de leur structure primaire,
secondaire, ternaire et de leur repliement dans I'espace. Par rapport aux protéines dites mésophiles,
une diminution du nombre d’acides aminés thermolabiles (alanine, histidine, glutamine, thréonine) a
été rapportée chez les organismes thermophiles (Jaenicke et., al 2001). Par exemple, la Pol B de P.
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furiosus comporte quatre cystéines qui établissent des ponts disulfures et ont un role dans la propriété
de thermostabilité (Killelea and Connolly, 2011). D’un point de vue structure secondaire, les
thermophiles ont une plus grande fraction de leur acides aminés organisés en hélices a (Kumar et al.,
2000). Les liaisons ioniques entre les acides aminés sont également plus nombreuses et participent
au compactage global de la protéine et donc a la réduction de I'exposition des surfaces (Jaenicke et
al., 1991 ; Jaenicke et al., 1996). De plus, 'augmentation de la densité de charge induit une réduction
de la taille des cavités lors du repliement de la protéine. De méme que la limitation de I'accés aux
extrémités N-terminale et C-terminale augmenterait aussi la stabilité chez les Archaea (Hennig et al
1995). Une étude de thermostabilité des pols de P. abyssi a montré que la Pol B conservait 100 % de
son activité enzymatique aprés un chauffage de 2h a 90°C ; a 100°C, son activité est diminuée de
30% (Gueguen et al., 2011).

Cette propriété de thermostabilité rend les Pols B issues d’archées hyperthermophiles
particulierement intéressantes pour leur utilisation en technique de réaction de polymérisation en
chaine (PCR). La PCR a été mise au point en 1986 par Karry Mullis (Mullis et al., 1986) et est, depuis
lors, l'outil premier de la biologie moléculaire dans de nombreux domaines scientifiques. C’est une
technique in vitro qui permet d’amplifier de fagon exponentielle des fragments d’ADN. La premiere
polymérase thermostable, utilisée dans cette technique, fut Pol | (Tag polymérase) de la bactérie
Thermus aquaticus (Saiki et al., 1988) et c’est la pol la plus communément utilisée encore aujourd’hui.
Cependant, cette pol réplicative est dépourvue de fonction exonucléase et peut donc effectuer des
erreurs de réplication et les cumuler. C’est la raison pour laquelle, au cours des 25 derniéres années,
l'utilisation des Pols B archéennes en PCR et leur commercialisation s’est développée. On peut citer
'exemple des Pols B de Pyrococcus furiosus (Lundberg et al., 1991), Thermococcus fumicolans
(Cambon-Bonavita et al., 2000) et Pyrococcus abyssi (Dietrich et al., 2002). Ces pols sont hautement
fidéles mais moins rapides que la Taq pol. Actuellement, grace aux connaissances approfondies des
rbles des acides aminés au sein des pols il est possible de moduler leur activité spécifique et de
générer des nouvelles méthodes variantes de la PCR classique. Par exemple, des mutations sur des
régions précises de Pfu ont permis de rendre la pol extrémement peu fidéle et ainsi d’utiliser cette
propriété pour effectuer des PCR « error-prone » pour de la mutagénéese aléatoire de protéines (Biles
and Connolly, 2004). La méthode de mutagénése aléatoire est une méthode utilisée dans le
développement de protéines aux propriétés modifiées et dans I'étude structure-dynamisme-fonction
des protéines. Car en effet, la relation structure-fonction est un concept trés important dans I'étude
des systémes et notamment en Biologie. Il met en relation la forme d’une entité et l'activité qui en

découle car la strucrure d’'une protéine détermine sa fonction.
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Premiere partie :
Présentation de I'étude

Au cours de la réplication, les ADN polymérases utilisent un mécanisme catalytique identique
qui consiste en I'élongation de 'ADN dans le sens 5 > 3’. Le site actif du domaine polymérase de ces
enzymes comporte deux ions métalliques divalents, dont le plus couramment utilisé est le MgZ+. Ce
sont des cofacteurs essentiels a la synthése du brin d’ADN complémentaire car ils interviennent dans
la catalyse de la liaison phosphodiester entre le groupement 5’-phosphate d’un désoxyribonucléotide
triphosphate (ANTP) et le groupement 3’-hydroxyle (OH) du brin d’ADN en cours de synthése. Tandis
que le métal A active le 3'-OH de 'amorce ADN pour l'attaque du phosphate a dNTP, le métal B
stabilise I'état de transition et chélate les phosphates 8 et y ; un pyrophosphate (PP;) est alors libéré

(Figure 7, page 41).

Le domaine exonucléase des ADN polymérases, responsable de la fonction de correction des
erreurs d’insertion de base, posséde également deux ions catalytiques. On parle d’activité
exonucléasique 3 > 5. Lors d’'un processus de correction, dans le site exonucléase de la
polymérase, une molécule d’eau coordonnée par 'ion métal A, forme un ion métal-hydroxide orienté
de fagon a attaquer le phosphate de la liaison a cliver. L’intermédiaire est alors stabilisé par la
présence des deux ions catalytiques maintenus dans le site actif par trois acides aminés acides
(D355, E357 et D501) dans le cas de 'ADN polymérase | d’ Escherichia coli (Beese and Steitz, 1991).

ASP 355

Figure 15. Mécanisme réactionnel de I’activité catalytique exonucléase.

Le métal A tetrahédrique lie un des atomes d’oxygéne de la liaison a cliver. Un hydroxyde (ou deux molécules d’eau)
attaque(ent) le phosphate de la liaison. L’état de transition est stabilisé par les deux ions métalliques qui sont maintenus par les
acides aminés acides (D355, E357, D501).
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Comme nous l'avons vu dans le chapitre | de ce manuscrit, les ions catalytiques divalents sont
au cceur des réactions enzymatique des pols. La nature chimique des ions métalliques utilisés par les
polymérases in vivo n’est pas simple a déterminer. En effet, les structures cristallographiques sont
obtenues dans des solutions tampons synthétiques, elles contiennent du Mgz+, du Zn? ou encore du
Mn®* dans les sites actifs des pol. La structure du complexe ternaire cristallographique
(Pol/ADN/dTTP) de 'ADN polymérase du bactériophage RB69 a été obtenue avec deux ions Ca® au

sein du site actif polymérase et du site actif exonucléase (Franklin et al., 2001).

Dans les études in vitro de mesures d’activité polymérasique des pols, le cofacteur
exclusivement utilisé est le Mg2+ sous forme de chlorure de magnésium, de sulfate de magnésium ou
encore d’acétate de magnésium. En ce qui concerne les études de l'activité exonucléase, l'ion
métallique divalent manganese (Mn2+) est aussi utilisé (Pisani and Rossi, 1993). Ainsi, de fagon
surprenante, il s'est avéré que PabPolIB était capable d'utiliser I'ion calcium en tant que cofacteur pour
mener a bien les réactions d'extension d'amorce. Ce mécanisme est rare, et a notre connaissance, n'a
été décrit jusqu'a présent que chez une Pol translésionnelle de la famille Y de I'Archaea Sulfolobus

Solfataricus (Irimia et al., 2006).

Afin de mieux comprendre le mécanisme réactionnel mis en jeu lorsque I'activité catalytique
est menée par le cofacteur Ca®*, nous avons comparé les propriétés intrinséques de PabPolB, in vitro
en présence de Mg2+ ou de Ca®* comme cofacteur. Ainsi, des expériences de caractérisation

enzymatique de ’ADN polymérase B de P. abyssi ont été menées dans le but de :

- Définir la concentration optimale en ion métallique divalent en tant que cofacteur lors de la
réaction d’extension d’amorce (activité polymérase) et de dégradation d’amorce (activité

exonucléase).

- Comparer la rapidité de polymérisation en présence de Mg2+ ou de Ca* par des expériences

de cinétique d’extension d’amorce.

- Définir les parameétres de la cinétique enzymatique a savoir, I'affinité pour chaque dNTP et la

sélectivité pour les dNTPs, I'efficacité catalytique d’incorporation de chaque dNTP.
- Etudier la flexibilité des sites catalytiques pol et exo par des expériences d’échange d’ions.

- Comparer [l'utilisation du Ca”" comme cofacteur par d’autres familles d’ADN polymérase des

trois domaines du Vivant.
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ABSTRACT

Family B DNA polymerase, (PabPolB) is one of the two major DNA polymerases in the
hyperthermophilic Euryarchaeon Pyrococcus abyssi. High fidelity DNA replication is ensured by the
coordinated polymerization and exonuclease proofreading. Like all biochemical processes, both
polymerase and exonuclease activities require divalent metal ion cofactors to be effective, Mg2+ being
the most common. The consequence of replacing Mg2+ by Ca®* as a cofactor for family B DNA
polymerase have not been investigated to date. Here we show that not only Mg2+ but also Ca** can be
used by PabPolIB to carry out polymerization on primed DNA. However, no exonuclease activity
occurs in the presence of ca”. To explore the ionic requirements for PabPolB, Mg2+ or Ca® are
employed as catalytic metal ions in primer extension assays in order to compare the polymerization
efficiency and the selective dNTPs incorporation. Then, the ionic accessibility of polymerase and
exonuclease catalytic sites are examined in ion displacement assays. The results clearly show that the
velocity is reduced with ca® compared to Mg2+, highlighting a novel cofactor feature. Moreover, we
observe that higher amounts of heparin are required to trap PabPolB in a Ca2+-dependent
polymerizing mode, likely indicating that PabPolIB affinity for the DNA template is more pronounced in
the presence of Ca2+compare to MgZ+. Finally, dNTPs incorporation does not vary with Ca®,
suggesting that PabPolB selectivity is likely comparable to Mg2+. All these observations suggest that
the catalytic mechanism with Ca®" is totally different than Mg”*. Moreover, we show that Ca*" utilization
as a catalytic ion by other DNA polymerase families seems to be exclusive to the family B DNA

polymerase.
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INTRODUCTION

PabPolB is a family-B DNA polymerase from an Archaeon organism named Pyroccoccus abyssi (P.
abyssi). This characterized hyperthermophilic and anaerobic organism (Erauso et al., 1993) was
isolated from marine hydrothermal fluids at 2 000 m depth, Fiji bassin (Auzende et al., 1991). The
ability of P. abyssi to strictly colonize hot marine environment confers enzyme hyperthermostability
(Dietrich et al., 2002). Particularly, PabPoIB remains enzymatically active at 90°C (Gueguen et al.,
2001) and sustains temperature variations, makes it useful for PCR reactions (ISIS commercial
version, MP Biomedicals), in addition to the high level efficiency and accuracy of DNA copying

generally held by the family B DNA polymerase.

Alone, PabPolB is able to synthesize long length DNA fragments (7-8 kb). However it cannot extends
and displaces RNA primers. Strand displacement of DNA fragments is fully enhanced with the
proliferating cell nuclear antigen (PCNA) (Henneke et al., 2005). In 2005, Henneke et al proposed that
at the replication fork of P. abyssi, PabPolIB deals with PabPolID to carry out accurate DNA replication.
It has been proposed that PabPolB, which restrictively extend DNA primer, synthesizes the leading
strand while PabPolD acts on the lagging strand. PabPolIB interacts with PCNA via the universally
conserved consensus sequence PCNA-interacting protein (PIP) box and is able to stimulate the
loading of PCNA (Rouillon et al., 2007). That ability of P. abyssi to survive in very high temperature
environments can be attributed, in part, to the ability of PabPolIB to tolerate one of the most common
DNA lesion, the endogenous abasic apurinic/apyrimidinic (AP) site (Palud et al., 2008). In addition, the
so-called read-head function to detect promutagenic uracil bases, firstly identified in the family-B DNA
polymerase in the euryarchaeon Pyrococcus furiosus (Pfu) (Greagg et al., 1999) through its uracil
recognition pocket, (Fogg et al., 2002 ; Shuttleworth et al., 2004 ; Firbank et al., 2008) has been
recently found in PabPolB. Due to the fact that in PabPolB, uracil as well as canonical and non
canonical bases can enter the uracil recognition pocket, we redefined it as the base checking pocket
(Gouge et al., 2012).

PabPolB, as all DNA replicative polymerases, catalyzes the addition of mononucleotide units derived
from deoxynucleoside 5’-triphosphates (dNTP) to the 3’-hydroxyl terminus of a primer chain in a
reaction that requires a DNA template which directs the enzyme in its selection of the specific
incoming nucleotide (Kornberg and Baker, 1991). Replicative family B DNA polymerases during DNA
replication have dual activities. One is the polymerase phosphodiester bond creation which is
responsible for DNA elongation. It occurs in the polymerase active site located in the « palm » domain.
The other one is the reverse reaction consisting of DNA degradation. It takes place in the exonuclease
active site located in the exonuclease domain that is conserved among replicative pol. It is known to
confer high fidelity to DNA polymerase (McCulloch and Kunkel, 2008).

Divalent metal ions are essential for both polymerase and exonuclease activities (Lehman and
Richardson, 1964 ; Kornberg, 1980). Their chelation by EDTA or their elimination by mutagenesis
result in the loss of dNMP into the solution structure of the exonuclease domain (Derbyshire et al,

1988) therefore abolishing the hydrolytic phosphoryl transfer reaction. The proposed two metal ion
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mechanism for the exonuclease activity of the Klenow fragment consists of metal ion A attacking the
hydroxide ion with one electron pair oriented towards the phosphorus for the cleavage of the
phosphodiester bond. Metal B is hypothesized to facilitate the leaving of the 3’-hydroxyl group and to
stabilize the transition state. Similarly, in the polymerase active site, two divalent metal ions are also
required. Whereas the metal A reduces the pKa of the 3’-hydroxyl group of the growing primer and
attacks the phosphorous of the dNTP, metal B stabilizes the transition state (Beese and Steitz, 1991 ;
Brautigam and Steitz, 1998). The common strategy for DNA synthesis is evidenced by the similar
geometry of the bound DNA, nucleotide, and metal ions. Several triplex crystal structures of DNA
polymerases with DNA and nucleotide substrate were solved. All these structures feature a conserved
active-site geometry that includes a kink in the 5-end of the template strand and, most strikingly, a

large conformational change in the fingers for substrate binding.

To date, only one study reports the use of Ca” by archaeal family Y DNA polymerase (Dpo4) to
perform DNA synthesis with very low efficiency (Irimia et al., 2006). Here we show that PabPolIB is
able to use Ca*" as cofactor to perform DNA polymerization but not DNA degradation. The detailed
examination of the functional intrinsic properties of PabPolB with ca* suggests that the catalytic
mechanism is totally different than MgZ+. Interestingly, ca® usage for polymerase activity seems to be

restricted to family B DNA polymerases.
MATERIAL AND METHODS
Enzymes and DNA substrates

Wild-type (PabPolB exo+) and exonuclease-deficient (PabPolB exo -) (D215A) (Evans et al., 2000)
were produced and purified as previously described (Gouge et al., 2012). PabPol D was produced and
purified as previously described (Palud et al., 2008). Bacterial recombinant clone for production of
family B DNA polymerase from the mesophilic crenarchaeon Methanosarcina acetivorans (MacPolBI)
was kindly gifted by Isaac K. O. Cann, and purification of the MacPolBl was done as previously
described (Robbins et al., 2004). Family X mesophilic DNA polymerase B from human was kindly
provided by Ulrich Hubscher. Family Y DNA polymerase Dpo4 from the hyperthermophilic
crenarcheaon Sulfolobus solfataricus was purchased from Enzymax, family B DNA polymerase Pfu
from the hyperthermophilic euryarchaeon Pyrococcus furiosus was purchased from Promega, family B
DNA KOD HiFi polymerase from the hyperthermophilic archaeon Thermococcus kodakaraensis was
purchased from Novagen and family B DNA polymerase from the mesophilic bacteriophage T4 was

purchased from New England Biolabs.

All oligonucleotides were purchased from Eurogentec (Seraing, Belgium). The unlabelled and 5’-Cy5
indocarbocyanin® labelled oligonucleotides were respectively purified by RP-cartridge and RP-HPLC.
The sequences used are dependent on the experiment and are indicated in Figures legends. The
oligonucleotide templates were annealed to 5’-end labelled oligonucleotide primers in the presence of
10 mM Tris-HCI, pH 8.0, and 50 mM NaCl at a 1:1 molar ratio by heating to 95 °C for 3 min and

cooling to room temperature. M13ssc (single-stranded circular M13mp18 DNA) purchased from New
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England Biolabs was annealed to the 32-nt oligonucleotide at a 1:3 molar ratio in 10 mM Tris—HCI,

pH 8.0, and 50 mM NacCl, by heating at 75 °C for 15 min followed by cooling to room temperature.
Primer extension assays

Primer extension reaction of the fluorescent-labeled 17-mer primer 5’-Cy5-TGCCAAGCTTGCATGCC-
3’ annealed to the 87-mer template 5-CAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGAATTCGAGCTCGG
TACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGC-3’ (25 nM) were carried out
in final volume (10 pl) containing 50 mM Tris (pH 8.8), 1 mM DTT, 10 mM KCI, indicated MgCl,, CaCl,,
SrCl, or BaCl, concentrations, as indicated and 200 uM each of the dNTPs. Polymerizations were
initiated by adding DNA polymerases at various amounts. 75 nM for PabPolB exo+ /exo -, MacPolBl,
Dpo4 and Pol B ; 148 nM for PabPolD ; 0.75U for T4 and Pfu and 0.06U for KOD HiFi. Reactions were
carried out at 37°C for mesophilic DNA polymerases and at 55°C for thermophilic DNA polymerases at
the indicated times. Reactions were stopped by adding 15 pl of stop buffer [84% formamide, 10 mM
EDTA, 0.01 N NaOH, and 1 pM of competitor oligonucleotide (an exact complement of the template)]
followed by heating at 95°C for 8 min. Products were detected using 8 M urea denaturing

polyacrylamide (17%) gel electrophoresis followed by visualization with a Mode Imager Typhoon 9400.

Primer extension reaction of the fluorescent-labeled 32-mer primer 5-Cy5-TGCCAAGCTTGCATGCC
TGCAGGTCGACTCTA-3 annealed to the M13mp18 template (7 nM) were performed in final volume
(10 pl) containing 50 mM Tris (pH 8.8), 1 mM DTT, 10 mM KCI, indicated MgCl, or CaCl,
concentrations. When required P/T was preincubated with PabPCNA for 8 min at 60°C. Then,
reactions were initiated with 200 nM or 16 nM of PabPoIB exo+ /exo — and 200 yM each of the dNTPs
at 60°C at the indicated times. Reactions were quenched by addition of a 2-fold excess of EDTA (over
divalent ion cofactor) and 40% formamide. Products were denatured for 5 min at 100°C, resolved on

1% alkaline agarose gel and visualized with a Mode Imager Typhoon 9400.
PabPolB exonuclease assays

Primer degradation reaction of the fluorescent-labeled 17-mer primer 5’-Cy5-TGCCAAGCTTGCATGC
C-3’ annealed to the 87-mer template 5-CAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGAATTCGAGCTC
GGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGC-3' were carried out as

described above in the absence of dNTPs.
Steady-state kinetic analysis

Reactions were performed as described for primer extension assays except that 5 nM polymerase and
fluorescent-labeled 26-mer primer 5-Cy5-TGCCAAGCTATGCCTGCAGGTCG-3’ annealed to the 34-
mer template 5-GGATCCTGCGACCTGCAGTGCAAGCTTGGCA-3 were used. Single dNTP
incorporation opposite G base is measured with either dCTP or dTTP at increasing concentrations as
shown. Time points and pol concentrations were chosen in which primer extension was < 20% and the
ratio of extended primers and unextended primers was plotted against time to give a linear plot of

product formation. The band intensities of extended primers (+1 nt) and unextended primers were
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quantified using the ImageQuantTL 8.0 software. The initial velocities of reactions were calculated as
the slopes of the lines for each concentration of dNTP, plotted against dNTP concentration and fitted
to a square hyperbola (V = V,x[dNTP])/(K., + [dNTP])) with GraphPadPrim 5.2 software. Apparent K,
and V.« obtained from the fit were used to calculate the efficiency of deoxyribonucleotide

incorporation.
RESULTS

Effect of calcium concentration on catalytic activities of PabPolB

Ca®" is known to be an inhibitor of DNA polymerase. Figure 1 shows that without the addition of a

divalent metal cation, no extension occurs, indicating that cofactors are essential for DNA synthesis.
Mg2+ and Ca®" ions were included in primer extension reactions with short primer-template (P/T)
oligonucleotides as shown Figure1A. PabPoIB has an optimum polymerization activity at 5 mM for
both divalent metal ions (Figure 1B). However, exonuclease activity is deficient in the presence of ca®
(Figure 1C). Based on these observations, we decided to explore overall PabPolB intrinsic properties

with Ca?* and to systematically compare to Mg?*.

A 17 bases primer

5" -CY5-TGCCAAGCTTGCATGCC-3"
3’ -ACGGTTCGAACGTACGGACGTCCAGCTGAGATCTCCTAGGGGCCCATGGCTCGAGCTTAAGCATTAGTACCAGTATCGACAAAGGAC-5"

87 bases template

B G
Cofactor

(mM) - 0 0105 1 25 5 75 10 15 20 - 0 0105 125 5 75 10 15 20
—ata A B B F ] e TN W OWEE W MR W W — < 87

Fuu-lengthextension"""""4'--'-'"'- LR R R R B B A A B L P3NV
%) O 0 0 36 39 67 78 77 74 65 59 0 0 0O 0 35 66 73 50 50 67 62

el 2 F T T 2.2 2 I | e ———————— — <]
-5 3 F § B A <38
Degradation (%) 0 O 65 66 88 96 90 96 80 70 73 No degradation

Figure 1. Catalytic activities of PabPolIB in the presence of increasing Mg2+ or Ca®* concentrations.

The DNA polymerase (75 nM) was added to the primer-template (A) with dNTPs (200 uM) (B) or without dNTPs
(C) and the extension (B) or the degradation (C) of the Cy5-labelled DNA P/T is obtained at increasing Mg2+ or
Ca? concentrations at 55°C for 30 min. First lane of each gel is the reaction without enzyme. Total percentage
under each gel represents either extended (B) or degraded (C) products. Quantification of the extension is
defined as the ratio of extended full length products to total products. Reference oligonucleotides of 8, 17 and 87
bases are indicated by arrows.
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When the influence of Mg2+ concentrations is examined in primer extension assays with long-length
DNA P/T (32-nt/M13mp18), DNA polymerization works best at about 5 mM. In contrast, optimal

concentration is never obtained with Ca** (Figure 2).

M Ca?*
Cofactor

(mM) 0 0.5 1 25 5 10 20 30 0 0.5 1 2.5 5 10 20 30

.. ™ E_zsw-nt

Figure 2. DNA synthesis on primed M13mp18 DNA template by PabPolIB in the presence of increasing Mg2+ or
Ca®" concentrations.

The DNA polymerase (200 nM) was added to the primer-template in the presence of dNTPs (200 pM). Effect of
increasing Mg2+ or Ca®* concentrations on primer extension by PabpolB was measured as described in Materials
and methods. First lane of each gel is the reaction without enzyme. Molecular weight markers are labeled on the
right of the gel.

Effect of Ca** on full-length extension ability by PabPolB

We next assess the ability of PabPolB to perform full-length DNA synthesis in the presence of Cca” on
either on a long or short P/T (Figure 3A and 3B). As shown in Figure 3A, full-length DNA synthesis is
completed at about 16 minutes with Mg2+, whereas 24 hours are required with Ca® to obtain full-
length replicated M13mp18. This result demonstrates that the rate of DNA extension by PabPolIB is
clearly reduced with ca” compared to Mg”. This observation holds true when primer-extension assay
is carried out on short P/T as highlighted by the fitted values (Figure 3B). Ca® is not as suitable as
Mg2+ but clearly is not an inhibitor of PabPolB polymerase activity. Ca”" seems to induce a different
DNA polymerization mechanism for PabPolB. We then searched for DNA extension reaction
conditions which could improve Ca®"-mediated rate extension. Interestingly, as shown in Figures 3C
and 3D, the increase of reaction temperature in one hand, and the addition of PabPCNA on the other
hand, respectively enhance primer extension activity by PabPolIB with either ca® or M92+. As a result,
replicated M13mp18 products were longer corresponding to the attachment of 200 extra bases on

DNA fragments.
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Figure 3. Time course experiments of polymerase activity by PabPolB on short and long primer/template (P/T).

(A) Primer extension assay by PabPolB (200 nM) with the 5-end labeled (P/T) 32/M13mp18 (7 nM) in the
presence of dNTPs (200 uM) and either 5 mM Mg2+ or Ca®". Reactions were carried out at 60°C at the indicated
incubation times. Molecular weight markers are indicated. (B) Primer extension assay by PabPolB (75 nM) with
the 5-end labeled (P/T) 17/87 (25 nM) in the presence of dNTPs (200 yM) and either 5 mM M92+ or Ca”'.
Reactions were carried out at 55°C at the indicated incubation times. Percentages of full-length extension
products were obtained using ImageQuantTL 8.0 software. Data were fitted using One site-specific binding will
Hill Slope plot with GraphPadPrism software. (C) Primer extension assay by PabPolB (200 nM) is performed as in
(A) for 30 min at the indicated temperatures. (D) Primer extension assay by PabPolB (16 nM) with the 5’-end
labeled (P/T) 32/M13mp18 (7 nM). Preincubation was carried out with increasing PabPCNA concentrations (from
4 to 128 nM). Reactions were performed in the presence of dNTPs (200 uM) and either 5 mM Mg2+ or Ca®" for 30
min at 60°C.
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A higher dNTP affinity for PabPolB with Ca **

Initial primer extension assays using the labeled P/T 32/M13mp18 displayed reduced polymerase
activity of PabPolB with Ca®* compared to MgZ+. This observation prompted us to investigate the
single nucleotide incorporation of PabPolB exo+ and PabPolB exo- in the presence of either Mg2+ or
Ca?*. Figure 4A and B shows that dNTP incorporation is similar with the two divalent ions; as
expected, for PabPolB exo+, only dCTP is incorporated opposite G. In contrast, the lacking proof-
reading PabPolIB (PabPolB exo-) incorporates dCTP opposite G but also dTTP with a lower efficiency.
Besides, no significant difference were observed when Ca* and Mg2+ concentrations varied (2 mM, 5
mM and 10 mM) (Supplementary data, Figure S1 and Table S1). According to these results, the
determination of the kinetic constants for single incorporation of ANTP was performed. Analysis of
these data shows that the enzymatic reactions obey Michaelis-Menten kinetics (Figure 4D and E)
(Supplementary data, Figure S2 and S3). The calculated values are summarized in Table 1.
Interestingly, k..t are lower with Ca* than with Mg2+ (0.07 min™ versus 0.26 min™ for PabPolB exo+
and 0.066 min™ versus 0.147 min™' for PabPolB exo-), suggesting that dCTP is slowly incorporated per
protein with Ca®". This observation is consistent with the results obtained in Figure 3B, demonstrating
a rate of DNA synthesis reduced in the presence of Ca*" The calculated K, values for dCTP with Mg2+
(0.196 uM for PabPolB exo+ and 0.076 uM for PabPolB exo-) and with Ca** (0.042 uM for PabPolB
exo+ and 0.033 uM for PabPolIB exo-) show a higher affinity of PabPolBs for the correct nucleotide in

the presence of Ca®".

The catalytic efficiency (k../Km) for PabPolB exo+ and PabPolB exo— did not vary significantly in the
presence of ca®* or Mg”; the values were 1.2-fold higher for PabPolB exo+ and 1-fold higher for
PabPolB exo- when Ca®" is used instead of Mg”. Under these steady-state conditions, the turnover of
PabPolB exo+ and PabPolB exo- is respectively 3.5-fold and 2-fold lower with Ca** compared to Mg®*.
Interestingly, the turnover of PabPolB exo+ with ca” is comparable to PabPolB exo—, probably

because Ca*" inhibits the proof-reading activity of the wild-type PabPolIB as shown in Figure 1.
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A 26 bases primer \l/_ dNTP incorporation opposite dG

5’ -Cy5-TGCCAAGCTATGCCTGCAGGTCG
3" -ACGGTTCGAACGTGACGTCCAGCGTCCTAGG-5"
34 bases template

Mgz+ Ca2+

Cofactors:

dXTP: - 4N A T Cc G

B PabPolB exo+

4N A T

— <34

----‘—-——-——"é%

Base Incorporation (%) 33 2 27 26

C PabPoIB exo-

B

Base Incorporation (%) 41 13 37 32

Lineweaver Plot for dCTP incorporation

E
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8
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— < 34
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Lineweaver Plot for dTTP incorporation
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Figure 4. Single nucleotide incorporation by PabPolBexo+ and PabPolBexo- in the presence of Mg2+ or Ca”".

The primer-template oligonucleotide sequences are shown and imply single dNTP incorporation opposite G (A).
Extension reactions of the P/T (26/34) (25 nM) in the presence of a single or all four dNTPs (4N) (200 pM) with
either Mg2+ or Ca** (5 mM) were performed at 55°C for 30 min by PabPolB exo+ (5 nM) (B) and by PabPolB exo-
(5 nM) (C). Percentages of dNTP incorporation are indicated under each gel. Reference oligodeoxynucleotides of

26 and 34 bases are indicated by the arrows.
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n PabPolB Cofactor Template : Vo (nM/min) K (uM) k (minq) Catalytic Efficiency f(misinsertion
incoming cat = o efficiency relative to frequency)
dNTP x10 kca'/Km Mgz+

-1 -1 -3
(UM min )x 10

7 Wild-type Mg G:dC 1305+ 0.055 0.1963 +0.038  261.00 1329.6

8  Wild-type ca® G:dC 0.348+0.019  0.0424+0.007  69.58 1640.7 0.81(11.2x)

17 Exo- Mg G:dC 0.736£0.025 0.0756+0.015  147.12 1946.5 1

9 Exo- ca® G:dC 0.331+£0.017  0.0327+0.006  66.12 2024.5 0.96 (1 1 x) 1

5 Exo- Mg G:dT 0.743+£0.082  180.9 + 40.43 148.56 0.8212 0.0004
5 Exo- ca® G:dT 0.111£0.015  396.6+ 133.33 22.26 0.0561 0.07 (] 15x) 0.00003

Table 1. Kinetic parameters of nucleotide incorporation opposite template G with Mg2+ or Ca® by PabPolB exo+
and PabPolB exo-.

For kinetic analysis, experimental data of the rate of incorporation as a function of dNTP concentration were fitted
by nonlinear regression, using the program GraphPad Prism 4. The data were fitted to a Michaelis-Menten
equation: velocity = Vmax* [dNTP)/Kn+[dNTP]. Apparent K, and Vmax kinetic parameters obtained from the fit were
used to calculate the efficiency of dNTP incorporation (kcat/Km). The kinetic values are the average of 5 to 17
determinations and are showed with SD. The f(misinsertion frequency) for PabPol B exo- is the ratio of efficiency
for the incorrect nucleotide to the efficiency for the correct nucleotide.

lonic accessibility of polymerase and exonuclease active sites.

The ability of PabPoIB to degrade an oligonucleotide in the 3’'>5’ direction through its exonuclease
domain in the presence of Ca®* was investigated. No exonuclease activity was detected upon
incubating with either P/T DNA (Figure 1C, right) or with increasing amounts of PabPolB(Figure 5A).
Moreover, longer incubation times (24 hours) and the use of various P/T oligonucleotide sequences
(Figure 5B) did not trigger exonuclease activity. Modification of pH buffer (Figure 5C) or counterion of
calcium (Figure 5D) had no effect either. Positive controls show that exonuclease activity of PabPolB
was proficient in all conditions tested with 5 mM Mg2+ optimal concentration (Figure 1C, left and Figure
5A-C). These observations support the conclusion that Ca*" cannot be used as a catalytic metal ion

for the exonuclease activity of PabPolB.
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Figure 5. Exonuclease activity of PabPolB exo+ in various experimental conditions with Mg2+ and Ca®".

(A) Primer degradation assay by increasing concentrations of PabPolB exo+ with the 5’-end labeled (P/T) 17/87
(25 nM) in the presence of either 5 mM Mg2+ or Ca?". Reactions were carried out at 55°C for 30 min. Molecular
weight markers are indicated. (B) Primer degradation assay by PabPolB exo+ (75 nM) with the 5’-end labeled
(P/T) 17/87 or the (P/T) 26/34 in the presence of either 5 mM Mg2+ or Ca®". Reactions were carried out at 55°C at
the indicated incubation times of 6, 10 and 24 hours. (C) Primer degradation assay by PabPolB exo+ (75 nM)
(left) and PabPolD exo+ (148 nM) (right) with the 5’-end labeled single-stranded DNA (87-nt) (25 nM) in the
presence of either 5 mM Mg2+ or Ca*" in various pH buffers. Reactions were carried out at 55°C for 30 min. (D)
Primer degradation assay by PabPolB (75 nM) with the 5’-end labeled (P/T) 17/87 (25 nM) in the presence of
various 5 mM Mg2+ or Ca®* counterions. Reactions were carried out at 55°C for 30 min.
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Since Ca?* impairs PabPolB exonuclease activity, we asked questions about the mechanism involved
in the inhibitory effect. For instance, is ca® entering the exonuclease catalytic pocket ? To address
this point, ion displacement experiments were performed. Reactions consisted of a preincubation of
PabPolB exo+ with one metal ion followed by addition of increasing concentrations of the competitive
metal ion. The replacement of Mg2+ metal ion by Ca”" is followed by the suppression of exonuclease
activity. Figure 6A shows that the increase of Ca*" concentrations progressively inhibits Mg”—
dependent primer degradation. This suggests that Ca® can easily enter the exonuclease pocket and
displace preincubated Mg** ions. Different concentrations of preincubated Mg®* ions were tested and
showed that 0.1 to 20 mM Ca®* can gradually dislodge preincubated Mg2+ ions with concentrations
ranging from 0.1 to 7.5 mM (Figure 6A). Interestingly, the inhibitory effect happened exactly when
Mg2+ and Ca?" are used at equimolar concentrations (Figure 6A, see stars (*) on the gels). These
results seem to indicate that Ca®* can enter the catalytic exonuclease pocket and becomes
catalytically inactive. To give consistency, reverse reactions were performed (Figure 6B). When
PabPolBexo+ is preincubated with constant Ca”" concentrations (0.1, 0.5, 5 and 7.5 mM) and Mg2+ is
used as a metal ion competitor, PabPolB exonuclease activity is restored but limited to 5 mM ca®.
Indeed, Caz"displacement is not triggered when preincubated at 7.5 mM. Interestingly, ca®
dependent inhibition of exonuclease activity happens exactly when Mg2+ and Ca* are used at
equimolar concentrations (Figure 6B, see stars (*) on the gels). This result shows that ca®
displacement is not as efficient as Mg2+ and suggests that Mg2+ divalent metal ion is more labile than

Ca”" in the exonuclease active site.

A B
Preincubated
cofactor ‘/_______-——-——""ZT‘l Competitor ‘/—______________—-———zj‘l
| Ca Cofactor | Mg
- 0 0 0105 1 25 5 75 10 15 20 (mM) - 0 0 0105 1 25 5 75 10 15 20

0AmMM || W o i o o - —— W[ - - - ——

- - <8
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- 8

% k.

Figure 6. lon displacement experiment in exonuclease mode.

Since Ca®" is shown to be an inhibitor for exonuclease activity, the replacement of a metal ion in the exonuclease
active site can be followed by the decrease of exonuclease activity. lon displacement experiment was carried out
with constant metal ion concentrations and by increasing metal ion competitor concentrations in exonuclease
assays as shown respectively on the left and the top of each gel. PabPolBexo+ was preincubated at the indicated
ion concentrations in PabPolB reaction buffer. Reaction displacement was initiated by coaddition of P/T (17/87)
(25 nM) together with increased ion competitor concentrations and performed for 30 min at 55°C. (A)
Displacement of Mg?* by Ca?* from the exonuclease active site (B) Displacement of Ca®* by Mg®" from the
exonuclease active site. Second lane of each gel is the control with PabPolB without metal ion. Third lane
corresponds to the basal activity of the enzyme at 0.1, 0.5, 5 and 7.5 mM Mgz+ or Ca®*. Reference
oligodeoxynucleotides of 8 and 17 bases are indicated by the arrows.
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Since we gave evidence that Ca® can be the polymerase catalytic metal ion, we decided to explore
the replacement of a metal ion in the polymerase active site. This phenomenon can be followed by an
increase in polymerase activity. lon displacement experiments were performed in primer extension
assays with P/T DNA (17/87) by increasing competitor ion concentrations. PabPolBexo- is
preincubated with either Mg2+ or Ca** constant metal ion concentrations (Figure 7A and B,
respectively). DNA polymerase activity is progressively stimulated upon addition of Ca” to the Mg2+
preincubated enzyme and full-length synthesis is observed for 5 mM ca® (Figure 7A). The reverse
reaction shows that addition of Mg2+ to the Ca®* preincubated enzyme enhances DNA synthesis and

full-length is obtained at 0.5 mM Mg** (Figure 7B).
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Figure 7. lon displacement experiment in polymerase mode.

Since Ca”* can be used as a cofactor for polymerase activity, the replacement of a metal ion in the polymerase
active site can be followed by the increase in polymerase activity. lon displacement experiment was carried out
with constant metal ion concentrations and by increasing metal ion competitor concentrations in primer-extension
assays. PabPolBexo- was preincubated with the indicated ion concentrations in PabPolB reaction buffer.
Reaction displacement was initiated by coaddition of P/T (17/87) (25 nM) together with increased ion competitor
concentrations and all four dNTP (200 uM) and performed for 30 min at 55°C. (A) Displacement of Mg2+ by ca®
from the polymerase active site (B) Displacement of ca®' by Mg2+ from the polymerase active site. Second lane of
each gel is the control with PabPolB without metal ion. Third lane corresponds to the basal activity of the enzyme
at 0.1 mM Mg2+ or 0.5 mM Ca?. Reference oligodeoxynucleotides of 17 and 87 bases are indicated by the

arrows.
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The results show that ion exchange can take place within the active sites of the polymerase and
exonuclease domain but this was dependent on the preincubated metal ion concentrations. Thus we
ask whether there was another parameter which could influence these ion exchanges and look at the
size of the polymerase and exonuclease active sites. To address this question, divalent metal ions
with increased ionic radii were assayed. All belonged to the alkaline earth group according to the
periodic table of Mendeleev. The results indicate that above 1.14 A ionic radius of metal ion DNA

synthesis and exonuclease activity are inhibited (Figure 8).

lonic radii (A)| mgz+0.86 @) |[ca> 1.14 ‘ Sr2+ 1.32‘ aa2+1.49‘
Exo Pol
X ics) Exo—Pgl Exo Pol Exo Pol < 87
-—— - - |- - - < 17
—
Primer extension (%) 0O 50 0 656 0 5 0 4

Primer degradation (%) 92 25

Figure 8. Influence of the size of metal divalent ions on primer extension and degradation by PabPolB exo+.

Reactions were performed at 55°C for 30 min with labeled P/T (17/87) (25 nM), PabPolB exo+ (75 nM) and 5 mM
Mg?*, Ca?*, Sr** or Br®'. Percentage of products formation is indicated under the gel. Reference
oligodeoxynucleotides of 17 and 87 bases are indicated by the arrows.

Then we asked if Ca®* utilization was restricted to archaeal and/or to family B DNA polymerases. To
answer that question various families of DNA polymerases from archaeal and non archaeal organisms
were assayed in either polymerase or exonuclease reactions. As shown in Figure 9, only archaeal
members of the family B DNA polymerases were able to perform full-length DNA synthesis with Ca**.
In contrast, PolT4, Dpo4 and PabPolD showed limited primer extension by adding few nucleotides
and, in these conditions only PabPolD was capable to degrade primer DNA with ca®". Interestingly,
this replicative DNA polymerase, restricted to euryarchaeal organisms, is composed of two distinct
catalytic domains to achieve both polymerase and exonuclease activities. Thus, this unique structural

organization could possibly facilitates Ca”" utilization in exonuclease activity.
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Figure 9. Primer extension and degradation assays with Mg®* or Ca®* as a cofactor by different DNA polymerase
families from the three domains of life.

Primer extension assays with P/T 17/87 (25 nM) in the presence of 5 mM Mg2+ (A) or 5 mM Ca®" and dNTP (200
UM)(B). Primer degradation assays with P/T 17/87 (25 nM) in the presence of 5 mM Mg2+ (C) or 5 mM ca® (D)
without dNTP. Reactions were carried out for 30 min at the indicated concentrations of various DNA polymerases
(as indicated) at 37°C for PolBIMa (75 nM), PolT4 (0,75 U), Dpo4 (75 nM), Polf (75 nM), and at 55°C for PabPolB
(75 nM), Pfu (0,75 U), KOD (0,06 U) and PabPolID (148 nM). Reference oligodeoxynucleotides of 8 and 17 and 87
bases are indicated by the arrows.
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SUPPLEMENTARY DATA
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Figure S1 and Table S1. Influence of the concentration of metal ion on single nucleotide incorporation by
PabPolB.

Primer extension assays were carried out at 55°C for 30 min in the presence of P/T (26/34) (25 nM), PabPolB
exo+ (5 nM), and either all four dNTPs (4N) or a single dNTP (as indicated) (200 uM). Reactions performed with 2
mM Mg®* (A), 2 mM Ca ** (B), 10 mM Mg*" (C), 10 mM Ca ** (D). Reference oligodeoxynucleotides of 26 and 34
bases are indicated by the arrows. Percentages of nucleotides incorporation are indicated in Table S1.
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Figure S2 and Table S2. Steady-state kinetics of PabPolB exo+ and PabPolB exo- with either Mg2+ or Ca®"

Figure S2 shows representative gels of steady-state kinetic measurements. 5 nM of wild-type or exo- PabPolB
were incubated with P/T (26/34) (25 nM) in the presence of dCTP or dTTP at various concentration ranges as
indicated with either Mg®* or Ca®* (5 mM). Reactions were carried out at 55°C, for 4 min for dCTP incorporation
with Mg®*, 8 min for dCTP incorporation with Ca*, and 8 min for dTTP incorporations with Mg or Ca®".

Table S2 shows Michaelis-Menten plots of PabpolB exo+ and PabpolB exo- for dCTP incorporation with MgZ+(A),
PabpolB exo+ and PabpolB exo- for dCTP incorporation with Ca*(B), PabpolB exo- for dTTP incorporation with
Mg®*(C), PabpolB exo- for dTTP incorporation with Ca**(D).
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Troisieme partie :
Résultats supplémentaires

. Matériels et méthodes supplémentaires

1.1 Amplification de I’ADN génomique par PCR

Un fragment d’ADN génomique de P. abyssi de 500 kb (20 ng/uL) a été amplifié en présence
d’amorce spécifiques reverses et forward (1 pM), de dNTPs (200 uM), dans le tampon d’incubation
contenant 50 mM Tris HCI pH 8,8, 1 mM dithiothreitol, 10 mM KCI, 2 mM MgCl, et d'une gamme
croissante de CaCl, dans un volume réactionnel final de 25 uL. Les réactions ont été initiées par
'ajout de 1 Unité d’ADN polymérase Isis™ (version commercialisée par MP Biomedicals de PabPolB
exo+) et 30 cycles de réactions de polymérisation en chaines ont été effectués en thermocycleur

(GenAmp® PCR System 9700, Applied Biosystems) selon le programme suivant :

- Dénaturation initiale (3 min — 94°C)
- Dénaturation (1 min —94°C)
- Hybridation des amorces (1 min-=55°C) | X 30 cycles
- Elongation (2 min —72°C)
- Elongation finale (5 min-72°C)

Les fragments amplifiés ont ensuite été analysés par électrophorése en gel d’agarose 0,8 %

contenant du bromure d’éthidium et visualisés sous UV avec I'lmager BioRad.

Il. Résultats supplémentaires

L’ensemble des résultats obtenus souligne que le ca* peut étre utilisé comme cofateur de
PabPolB pour mener a bien la synthése d’ADN. Toutefois, les expériences montrent que les
propriétés intrinséques de PabPolB sont quelques peu modifiées en présence de ca®. L’hypothése
d’'un mécanisme réactionnel différent de celui induit par le Mg2+ est alors posée. Les résultats exposés
dans cette partie concernent I'impact de I'utilisation du Ca?" comme cofacteur sur les propriétés déja
bien identifiées de PabPolB. Notamment, les propriétés de liaison a 'ADN simple brin et double brin,
et les propriétés de reconnaissance et de tolérance des dommages au cours de la synthése d’ADN.

Ces résultats sont trés préliminaires.
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I.1. Effet du Ca®* en tant que cofacteur sur les propriétés intrinséques de
PabPolB

II.1.1. Liaison a différent type de structures ADN

Ces mesures ont été réalisées par la technique de retard sur gel « EMSA » décrite dans
I'article publié Gouge et al., 2012. Pour des raisons expérimentales du fait de 'absence de dNTP dans
la réaction, et donc pour ne pas activer la potentielle dégradation des brins d’ADN lors de la réaction
de liaison, la version exo- de PabPoIB a été utilisée (mutant dont I'activité exonucléase est nulle).
L’absence d’agent dénaturant dans le gel prévient la dénaturation de 'ADN et de la protéine, et
conserve, au cours de la migration, les complexes formés lors de la réaction. Deux types de structure
d’ADN ont été étudiés : de I'ADN simple brin et de 'ADN double brin amorcé, ainsi que deux
longueurs différentes de simple brin (19 et 32 nucléotides). Une gamme de concentration de PabPolB
exo- a été effectuée en présence de Mg2+ ou de Ca®" afin de détecter une éventuelle modification
d’efficacité de liaison a '’ADN. Dans la méthode « EMSA », une liaison de la protéine a ’ADN marqué
se traduit par un retard a la migration sur gel nommé « shift » par rapport a 'ADN libre marqué. Sur
les figures, les formes libres d’ADN sont indiquées par des fléches, les complexes ADN/PabPolB sont

indiqués par des fleches en gras.

La premiéere différence importante a noter est la capacité de liaison de PabPolB a des
oligonucléotides simples brins, et que cette liaison est dépendante de la longueur de I'oligonucléotide.
En effet, alors qu’un complexe (ADN/PabPolB) est visible a 0,16 yM avec I'oligonucléotide de 32 nt
(Figure 16B, piste 6) aucun complexe n’est détectable en présence de I'oligonucléotide de 19 nt aux
concentrations en PabPolB testées (Figure 16B, piste 1 a 4). Ce résultat est identique en présence du
cofacteur Mg2+ ou Ca* (comparer Figures 16B et C). La liaison de PabPolB au duplexe
amorce/matrice (19/32) est visible entre 0,16 et 0,32 uM de PabPolIB (pistes 10 et 11). En présence
de Ca®, la liaison de PabPolB au duplexe semble étre totale des 0,16 uM de PabPolB (formation du
complexe en piste 10 indiqué par la fleche noire). Cependant, l'interprétation du résultat est incertaine
puisque l'intensité de fluorescence globale des bandes du P/T semble étre parasitée en présence de
ca®'. De fagcon générale, PabPolB semblerait se lier préférentiellement & TADN 32 nt > 19/32 >19 nt.
Lorsque le cofacteur Mg2+ est remplacé par le Ca®", seule la liaison de PabPolB au duplexe 19/32
semble étre augmentée. Les différents complexes observés (indiqués par diverses fléches sur le gel)
correspondent trés probablement a des monoméres (pour la forme la plus pénétrante) et des diméres
de PabPolB. Dans ce cas, plusieurs possibilités de fixation existent : une liaison a la jonction
amorce/matrice ou une liaison a la partie simple brin de la matrice ADN. Egalement, une fixation
coopérative de PabPolB est envisageable. D’autres oligonucléotides ont été étudiés. PabPolB avait
plus de capacité a se lier a un ADN simple brin de 87 nt lorsque le cofacteur utilisé était le Ca”;en
revanche, la capacité de liaison a un duplexe 17/87 était similaire en présence de Mg2+ ou de Ca*

(résultats non montrés).
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Figure 16. Liaison de PabPolB exo- i différents types d’ADN en présence de Mg** ou de Ca**

Profils d’électrophorese en gels non dénaturants de polyacrylamide 8 % des complexes PabPolB/ADN marqués [ADN simple
brin de 19 ou 32 nucléotides ou duplexe ADN amorce/matrice (19/32) avec marquage en 5’ de I'oligonucleotide ou amorce (A)]
formés au cours des réactions de liaison d’'une gamme de concentrations croissantes de PabPolB exo- a 'ADN en présence de
5 mM de cofateur Mg®* (B) ou Ca®* (C) pendant 20 min & 25°C.

I.2. Comportement de PabPol B face aux dommages a I’ADN en présence de Ca **
1.2.1. Tolérance de PabPolB a quelques exemples de dommages

PabPolB est une pol réplicative hautement fidele. Cependant, in vitro, une certaine tolérance
aux dommages a été mise en évidence, notamment lorsque PabPolB est confrontée a un dommage
apurique/apyrimidique (AP) (Palud et al., 2008) et a un dommage uracile (Gouge et al., 2012). La
réduction du taux d’extension de PabPolB observée lorsqu’une base uracile est rencontrée dans la
matrice ADN s’interpréte comme la diminution de quantité de pol libre. Ceci s’explique par la haute
capacité de liaison des pols réplicatives archéennes (Shuttleworth et al., 2004) a une matrice
contenant un dommage uracile. En effet, la mesure de I'affinité par SPR a montré que la Pol B de P.
furiosus, Pfu, est environ 300 fois plus affine a ’ADN contenant une uracile et est de l'ordre de la
dizaine de nM (Gill et al., 2007). Les pols, ainsi fixées a la matrice endommagée, ne sont donc plus

aptes a poursuivre I'extension d’amorce au-dela de ce dommage puisque fortement liées.
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Dans notre étude, nous montrons, par des expériences d’extension d’amorce hybridée a une
matrice contenant différents dommages a I'’ADN, en condition « running start », que PabPolB effectue
une pause de la synthése d’ADN quatre bases en amont de la base uracile (soit en position 29) et que
de la synthése au-dela du dommage est possible (Figure 17B, piste 2 et 3). De facon intéressante, la
synthése au-dela de la lésion uracile est quasiment inexistante lorsque Ca” est utilisé comme
cofacteur par rapport a Mgz+; ceci est surtout vrai pour la version exo- (comparer Figure 17B et C,
pistes 1, 2 et 3). Ainsi, la forte affinité conférée a PabPolB par le ca* (montré dans larticle en
préparation) diminue la tolérance au dommage uracile par rapport au Mgz+. Méme dépourvue de son
activité de relecture (mutant exo-), PabPolB devient intolérante aux dommages lorsque Ca”" est utilisé
comme cofacteur a I'image de PabPolB exo+ (comparer Figure 17C, pistes 1 et 2). Les mémes
résultats sont observés pour le dommage AP, mais, dans ce cas, I'arrét de la polymérisation a lieu
exactement au niveau de la Iésion AP, c’est-a-dire en position 33 (Figure 17B et C, pistes 4 a 6). La
tolérance de PabPolB aux dommages oxydatifs de 'ADN (oxoG et oxoA) se traduit sur les gels par
l'absence d’'une pause au cours de la polymérisation au moment de la lecture des bases
endommagées (Figure 17B, pistes 7 a 13). Cette tolérance n’est quasiment pas affectée en présence
de Ca* (Figure 17C, pistes 7 a 13). Ces résultats ne sont que préliminaires, cependant, ils soulignent
que la nature des cofacteurs métalliques divalents peut moduler la propriété de tolérance des ADN

polymérases a certains dommages.

A 33
5" -CY5-TGCCAAGCTTGCATGCC-3" \é
3’ -ACGGTTCGAACGTACGGACGTCCAGCTGAGATXTCCTAGGGGCCCATGGCTCGAGCTTAAGCATTAGTACCAGTATCGACAAAGGAC -5

Pistes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
dax: u AP oxoG OX0A
PabPolBexo  + - - - - + - - + - -
ro— W W W WS T “
B Cofateur Mg+
4 <37
— — — <33
<29
L ——— . A

C Cofateur Ca?* ——— T WY

37
— — — 33
.229

_‘--____—-_-.617

Figure 17. Réaction d’extension d’amorce en présence d’ADN endommagé contenant une Iésion ponctuelle par
PabPolB exo- avec du Mg* ou du Ca*.

Profils d’électrophorése en gels dénaturants de polyacrylamide 17 % / urée 8 M des produits des réactions enzymatiques
effectuées en présence de 25 nM d’amorce marquée en 5 par l'indocarbocyanin® Cy5 de 17 nucléotides hybridée a une
matrice de 87 nucléotides comportant une base uracile (U), apurinique (AP), 8oxoG ou 8oxoA en position 33 (X) (A), de 200 uM
de dNTPs et en présence de 5 mM de cofacteur Mg** (B) ou Ca® (C). Les réactions ont été initiées par I'ajout de 75 nM de
PabPolB exo+ ou exo- comme indiqué et incubées 30 min a 55°C. La piste 17 comporte le marqueur de taille
d’oligonucléotides.
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1.2.2. Influence de la variation de concentration de dNTPs sur la synthése
d’ADN erronée par PabPolB

La concentration en désoyribonucléotide triphosphates est un parameétre limitant de la réaction
de synthése d’ADN. Ainsi, dans les conditions testées in vitro, 1 yM de dNTPs sont nécessaires pour
obtenir une extension de la longueur totale de 'amorce, soit 87 nucléotides (Figure 18B, piste 5). A
0,1 uM de concentration en dNTPs, un arrét net de I'extension d’amorce est observé quatre bases en
amont du dommage uracile (Figure 18B, piste 12). Lorsque des concentrations plus élevées en
dNTPs sont utilisées, un arrét de la synthése d’ADN est observé mais des produits d’extension de 87
nucléotides sont synthétisés (Figure 18B, pistes 14 a 16). Ces résultats révélent que la concentration
en dNTPs peut affecter la tolérance des pols au dommage uracile. Si le cofacteur utilisé est Ca®*, le
taux d’extension de I'amorce est similaire a celui donné par Mg®* (comparer pistes 1 & 8, Figures 18B
et C). Lorsqu’'un dommage uracile est présent, PabPolB effectue aussi un arrét de la synthése en
position 29. En revanche, la synthése au-dela du dommage (produits > 29 nt) est amoindrie par
rapport a Mg2+ (pistes 14 a 16, comparer Figure 18B et C). La encore, ces résultats suggérent que
Ca®" en tant que cofacteur préviendrait la synthése erronée de la pol réplicative.

A 33

5’ -CY5-TGCCAAGCTTGCATGCC-3" ¢
37 -ACGGTTCGAACGTACGGACGTCCAGCTGAGATXTCCTAGGGGCCCATGGCTCGAGCTTAAGCATTAGTACCAGTATCGACAAAGGAC-5"

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

S 5 _ o o S ¢ _ o o
[NTPSIUM): o S S S -« 2 2 8 o 3 S S « 2 2 3
- e - o T e —— <87
B Cofateur Mg?*
- - <29
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- ™ ™™™ - <87

C Cofateur Ca?*

- e R e <29

CSafscrcmrcacbassaae

Figure 18. Influence de la concentration en dNTPs sur la réaction de polymérisation par PabPolB avec Mg* ou Ca* en
présence d’une matrice ADN saine ou contenant un dommage uracile.

Profils d’électrophorése en gels dénaturants de polyacrylamide 17 % / urée 8 M des produits des réactions enzymatiques
effectuées en présence de 25 nM d’amorce marquée en 5’ par l'indocarbocyanin® Cy5 de 17 nucléotides hybridée a une
matrice de 87 nucléotides comportant une base cytosine ou uracile en position 33 (X) (A), en présence d’'une gamme de
concentrations croissantes en dNTPs (indiquées au-dessus des gels) et en présence de 5 mM de cofacteur Mg2+ (B) ou ca®
(C). Les réactions ont été initiées par I'ajout de 75 nM de PabPolB exo- et incubées 30 min a 55°C. La piste 17 comporte le
marqueur de taille d’oligonucléotides.
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I.3. Comportement de PabPoIB en présence de ribonucléotides (NTPs)
1.3.1. Incorporation unique de NTP

Les pols tranlésionnelles de la famille Y, en raison de leur faible spécificité de substrat,
peuvent incorporer des NTPs lors de la synthése d’ADN (Gruz et al., 2003). Plus récemment, malgré
la spécificité élevée des pols réplicatives pour leurs substrats, des études ont montré que la Pol &

eucaryote incorpore des NTPs au cours de la synthése d’ADN (Nick McElhinny et al., 2010a).

Dans cette expérience, la capacité de la Pol B archéenne de P. abyssi a incorporer des NTPs
a été explorée en présence des cofacteurs Mg2+ et Ca**. Une structure particuliere d’'amorce hybridée
a une matrice a été utilisée de sorte qu’au cours de I'extension, la premiére base instructrice a étre lue
soit la base G. Tout d’abord, les résultats montrent que I'incorporation de ribonucléotides par PabPolB
exo+ et PabPolB exo- est possible (Figure 19B et C, pistes 2), en revanche l'incorporation n’est pas
suffisante pour obtenir un produit d’extension finale de 34 nt (Figure 19 B et C, pistes 2). Ensuite, les
résultats montrent que seule la base CTP est incorporée et respectant ainsi 'appariement Watson-
Crick (piste 5), la sélectivité de la base et non du sucre semble donc étre conservée. Toutefois, la
stimulation intense de I'activité exonucléase lors de l'incorporation du CTP par PabPolB exo+ (Figure
19C, piste 5) témoigne d’un signal d’alarme. Cette activité de relecture semble prévenir 'incorporation
des trois autres bases (Figure 19C, pistes 3 a 6). Lorsque Ca”" est de le cofacteur de la réaction,
PabPolB exo- incorpore trés faiblement le pool des quatre NTPs, une base seulement (Figure 19B,
piste 8) de la méme fagon que la base CTP (Figure 19B, piste 11). Nous avons montré précédemment
que lactivité de relecture de PabPolB exo+ est inhibée lorsque Ca? est le cofacteur (article en
préparation) I'incorporation de deux bases de CTP par PabPolIB exo+ est tout de méme réalisée en
présence de Ca” mais de fagon moindre a celle faite en présence de Mg2+ (comparer pistes 5 et
pistes 11, Figure 19B et C).
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NTP incorporation en face de dG

A 5’ -Cy5-TGCCAAGCTATGCCTGCAGGTCG l
3" -ACGGTTCGAACGTGACGTCCAGCGTCCTAGG-5"

Pistes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Cofacteurs: Mg2* Ca2+
XTPs: - 4N A T c G - 4N A T c G
B PabPolB exo- - 34
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o < 26
-.———!---——-—"
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Figure 19. Réaction d’incorporation préférentielle d’un seul ribonucléotide face a une base guanine par PabPolB exo-
et PabPolB exo+.

Profils d’électrophorése en gels dénaturants de polyacrylamide 17 % / urée 8M des réactions enzymatiques effectuées en
présence de 25 nM d’amorce marquée en 5’ par l'indocarbocyanin® Cy5 de 26 nucléotides hybridée a une matrice de 34 nt
contenant une base guanine en position +1 par rapport a la jonction amorce/matrice (dX) (A) et de 200 pM de ribonucléotides
triphosphates (NTPs) différents indiqués au-dessus des gels. Les réactions ont été initiées par I'ajout de 75 nM de PabPolB
exo- (B) et PabPolIB exo+ (C) et incubées 30 min a 55°C. Les pistes 1B et C et 7B et C, montrent les résultats de la réaction en
absence de substrat nucléotidique. Les pistes 2B et C et 8B et C montrent les résultats en présence des quatre substrats
nucléoditiques ATP, TTP, CTP et GTP. Les oligonucleotides marqueurs de références 26 et 34 nucléotides sont indiqués en
pistes 13 B et C.

1.3.2. Extension d’amorce en présence de NTPs libres et en fonction de la

longueur de 'amorce

Les résultats obtenus montrent que PabPolB est capable de faire de la synthése d’ARN a
partir de NTPs et d’'une matrice ADN (Figure 20B). Cependant, cette extension est relativement faible
et s’effectue sur le tiers de la longueur totale de la matrice. Aucun produit final d’extension (87 nt) n’est
observable. De plus, nous pouvons observer qu'en présence de la structure d’ADN amorce/matrice
(37/87), seules deux bases ont été incorporées (Figure 20, piste 3). Cette extension semble étre
dépendante de la longueur de I'amorce utilisée. En effet, plus 'amorce est longue et plus I'élongation
ribonucléotidique est inhibée (Figure 20, comparer graduellement pistes 1, 2 et 3). L'augmentation de
la concentration en NTP de 200 uM a 1 000 uM induit une petite augmentation de la longueur du brin
amorce étendu (Figure 20, pistes 4 a 6). En présence de ca®, la synthése ribonucléotidique est
moins efficace, et, de fagon intéressante, 'augmentation de la concentration en NTPs ne favorise pas

davantage I'extension (Figure 20, comparer pistes 7 a 9 aux pistes 10 a 12).

Globalement, les résultats préliminaires sur I'étude de la sélectivité des ribonucléotides

tendent a montrer que le Ca  Jimite la synthése erronée de PabPolB.
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Figure 20. Extension d’amorce hybridée a une matrice de 87 nucléotides PabPolB exo- en fonction de la longueur de
I’'amorce ADN et en présence de Mg* ou de Ca** comme cofacteur.

Profil d’électrophorése en gel dénaturant de polyacrylamide 17 % / urée 8 M des produits des réactions enzymatiques
effectuées en présence de 25 nM d’amorce marquée en 5’ par I'indocarbocyanin® Cy5 de 17, 29 ou 37 nucléotides hybridée a
une matrice de 87 nucléotides (A), en présence de 200 ou 1 000 uM de NTPs (indiquées au-dessus des gels) et en présence
de 5 mM de cofacteur Mg®* ou Ca®". Les réactions ont été initiées par I'ajout de 75 nM de PabPolB exo- et incubées 30 min a
55°C. La piste 13 comporte le marqueur de taille d’oligonucléotides.
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11.4. Effet du calcium sur I'activité de PabPolB au cours de la PCR

Les réactions de PCR actuelle utilisent du MgSO, comme cofacteur de PabPolB
(commercialisée sous le nom d’lsis DNA pol par MP Biomedicals). En premier lieu, la capacité de
PabPolB & utiliser le Ca®" dans des réactions de PCR a été entrepris et n’a donné aucun résultat
positif (résultats non montré). Il semblerait donc que le Ca? ne soit pas un cofacteur adapté a
'amplification in vitro d’ADN a cause du temps relativement court dédié a I'étape d’élongation de 2
minutes. En second lieu, 'impact du calcium dans les échantillons sur la réaction de PCR effectuée
avec le Mg2+ a été étudiée. Ainsi, des expériences d’amplification d’'un fragment de 500 kb d’ADN
génomique extrait de P. abyssi ont été effectuées en présence du cofacteur classique Mg2+ et en
présence d’une gamme croissance de CaCl,. Les résultats montrent une inhibition nette de la réaction
de PCR effectuée par la Tag polymérase dés 2 mM de CaCl, (Figure 21, piste 6). Chez PabPolB (Isis)
cette inhibition par le CaCl, apparait dés 1,5 mM (Figure 21, piste 14). Des études ont montré que
cette inhibition par les ions calcium de la réaction PCR conduite par la Taqg polymérase, rencontrée
lors d’expériences de biologie moléculaire effectuées dans les aliments lactés, pouvait étre levée par

I'ajout de grandes quantités compensatrices d’ion magnésium (Bickley et al., 1996).

Pistes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
TaqPol Isis Pol (PabPolB)
Pols :

CaCl, e

mM 0O 01 05 1 15 2 25 5 75 0 01 05 1 15 2 25 5 75

800
600

400
200

Figure 21. Amplification d’ADN génomique de P. abyssi par PCR en présence de CaCl,

Profil d’électrophorése en gel d’agarose BET des produits de réactions d’amplification d’un fragment de 500 kb du génome (20
ng/uL) de P. abyssi effectuées en présence d’ 1 yM d’amorces, de 200 uM de dNTPs, de 2 mM de Mg2+ et d'une gamme de
concentrations croissantes en CaCl,. Les réactions ont été initiées par I'ajout de 1 unité de TagPol ou de Isis™Pol et incubées
dans un thermocycleur. La piste 20 comporte le marqueur de taille de fragments (Smart Ladder Long Fragment Eurogentec).
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Premiere partie:
Présentation de I'étude

Le maintien de l'intégrité du génome de génération en génération est indispensable a la survie
des espéces. L’ADN des organismes est constamment soumis a des agressions physiques et
chimiques plus ou moins intenses et pouvant varier au cours du temps. Il n’est donc pas rare que des
dommages a I'ADN surviennent. Il existe des mécanismes de détection et de réparation des
dommages a I’ADN qui, s’ils ne sont pas fidéles, générent des lésions persistantes qui pourront étre

transmises aux générations futures.

Bien que la structure en double hélice de I'ADN offre une protection contre les coupures
glycosidiques et les désaminations, les hautes températures participent, entre autres, a I'accélération
de la réaction de désamination des bases nucléotidiques de I'ADN adénine et cytosine (Lindahl and
Karlstrom, 1973 ; Lindahl and Nyberg, 1974 Lindahl, 1979 ; Shen et al., 1994). L'ADN simple brin est
formé transitoirement pendant la transcription, la réplication et la recombinaison. C’est au cours de
ces processus que les bases cytosines et adénosine de 'ADN sont particulierement vulnérables. Une
des réactions chimiques courantes est la désamination de la cytosine et de I'adénine qui donne
respectivement l'uracile et I'hypoxanthine par hydrolyse d’un groupement amine —NH,. L’uracile,
possédant une structure chimique proche de celle de la thymine, peut s’apparier a une adénine
donnant une transition C:G - T:A a la prochaine génération de cellules. Ce dommage est donc

hautement mutagéne.

Dans la cellule, deux lignes de défense contre la réaction de désamination de la cytosine ont
été identifiés a ce jour. Un des mécanismes consiste en I'élimination de la base uracile. Il est initié par
des glycosylases spécifiques de l'uracile (Pearl, 2000) et est ensuite pris en charge par les voies de
réparation de 'ADN. En effet, des UDG (Uracil DNA Glycosylases) ont été identifiees chez des
organismes thermophiles (Sandigursky and Franklin, 1999 ; Starkuviene and Fritz, 2002). Tout
récemment, une UDG a été isolée et caractérisée chez une Archée du genre Pyrococcus (Li-bo et al.,
2012). Une autre voie existe au sein de la cellule et consiste en I'ajustement de la concentration
cellulaire en dUTP (Vértessy et al, 2009). Une troisieme ligne de défense spécifique est présente au
sein méme de certaines ADN polymérases. Il s'agit d'une reconnaissance structurale de I'uracile. Ce
mécanisme a été vu en détail dans la deuxieme partie du chapitre | de ce manuscrit (page 48), il
participe a la haute fidélité des pols réplicatives archéennes. C'est un mécanisme moléculaire de
lecture en amont de la base uracile (Greagg et al., 1999). Il induit un arrét de la polymérisation qui
permet ensuite l'intervention des mécanismes de réparation de 'ADN, il s’agit en quelque sorte d’'un

mécanisme d’alerte précoce, signalant une anomalie de la réplication.
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En collaboration avec les cristallographes Marc Delarue et Jérdbme Gouge de I'Unité de
Dynamique Structurale des Macromolécules de I'lnstitut Pasteur a Paris, nous avons cherché a
comprendre plus en détail le phénoméne de reconnaissance de la base endommagée uracile par
I'ADN polymérase B de Pyrococcus abyssi au cours de la synthése d’ADN. Par une approche
méthodologique complémentaire, a la fois structurale et fonctionnelle, nous avons tenté de
comprendre les mécanismes qu'utilise PabPolB, dépourvue de sa fonction exonucléasique, pour

discriminer les bases endommagées des bases canoniques en cours de synthése de I'ADN.

Des cristaux de PabPolB ont été obtenus puis la structure tridimensionnelle de PabPolB en
complexe avec une construction amorce/matrice d’ADN contenant une base désaminée uracile a été
résolue. La structure cristallographique obtenue, hautement résolutive, a révélé I'existence, au sein du
domaine N-terminal, d'une structure en « T-cleft » située sous la poche de reconnaissance de
l'uracile. Cette structure implique trois acides aminés qui chélatent un ion métallique divalent par
l'intermédiaire de six molécules d'eau, formant ainsi une sphére d'hydratation. La présence de six
molécules d’eau autour d’'un métal est rare dans les structures cristallographiques des protéines mais
plus courant dans les structures d’oligonucléotides. De plus, en raison de sa proximité avec la poche
de reconnaissance a l'uracile, 'hypothése proposée est que ce T-cleft jouerait un réle dans la liaison a
'ADN et dans la reconnaissance de dommage. Ainsi, deux hypothéses ont été émises quant au réle

de I'ion métallique divalent :
i) Le métal sert de guide a 'ADN pour passer dans le T-cleft.

i) Le métal permet a PabPolB d’effectuer une reconnaissance de I'uracile, de marquer une
pause dans la polymérisation et ainsi d’augmenter la discrimination entre une base lésée et une base
canonique. Ces hypothéses, qui reposent sur des résultats de données structurales, ont été étudiées
d’'un point de vue fonctionnel. Pour cela, des mutations ponctuelles des acides aminés de PabPolB
formant le T-cleft impliqué dans la liaison a I'ion métallique ont été effectuées (D4A (acide aspartique
- alanine, E251A (acide glutamique - alanine), D343A) rendant ainsi les acides aminés moins

hydrophiles, et de fait, abolissant les liaisons avec la sphére d’hydratation.

L’étude fonctionnelle s’est déroulée de la fagon suivante :

- Production et purification de PabPolIB et de ses mutants (Annexe 1, pages 189-190).

- Contréle quantitatif (dosage de la concentration) et qualitatif (pureté (Annexe 2, page 190),
activité exonucléase) des protéines purifiées.

- Mise au point des conditions expérimentales pour la mesure des activitts ADN polymérases
et comparaison de la cinétique d’extension d’amorce hybridée a de 'ADN sain ou de 'ADN
endommagé par les PabPolBs.

- Mesure de la capacité de liaison des PabPolBs aux matrices saines et endommagées en

présence ou non d'ion métallique Mg2+.

L'ensemble des résultats obtenus a été valorisé sous la forme de publication scientifique dans la

revue scientifique « Journal of Molecular Biology », (voir ci-aprés).
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Euryarchaeal polymerase B can recognize deaminated bases on the
template strand, effectively stalling the replication fork 4nt downstream
the modified base. Using Pyrococcus abyssi DNA B family polymerase
(PabPolB), we investigated the discrimination between deaminated and
natural nucleotide(s) by primer extension assays, electrophoretic mobility
shift assays, and X-ray crystallography. Structures of complexes between
the protein and DNA duplexes with either a dU or a dH in position +4 were
solved at 2.3 A and 2.9 A resolution, respectively. The PabPolB is found in
the editing mode. A new metal binding site has been uncovered below the
base-checking cavity where the +4 base is flipped out; it is fully hydrated in
an octahedral fashion and helps guide the strongly kinked template strand.
Four other crystal structures with each of the canonical bases were also
solved in the editing mode, and the presence of three nuclectides in the
exonuclease site caused a shift in the coordination state of its metal A from
octahedral to tetrahedral. Surprisingly, we find that all canonical bases also
enter the base-checking pocket with very small differences in the binding
geometry and in the calculated binding free energy compared to
deaminated ones. To explain how this can lead to stalling of the replication
fork, the full catalytic pathway and its branches must be taken into account,
during which the base is checked several times. Our results strongly suggest
a switch from elongation to editing modes right after nucleotide insertion
when the modified base is at position +5.

© 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.

*Corresponding author. Department of Structural Biology and Chemistry, Institut Pasteur, 25 rue du Dr Roux, Paris
75015, France. E-mail address: marc.delarue@pasteur.fr.

Abbreviations used: PabPolB, Pyrococcus abyssi B family DNA polymerase; P/T, primer—template; PDB, Protein Data
Bank; ssDNA, single-stranded DNA; TLS, translesion synthesis; EMSA, electrophoretic mobility shift assay; TgoPolB,
Thermococcus gorgonarius B family DNA polymerase; PfuPolB, Pyroceccus furiosus B family DNA polymerase; dsDNA,
double-stranded DNA; Mes, +morpholineethanesulfonic acid; EDTA, ethylenediaminetetraacetic acid.

0022-2836/% - see front matter © 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.

-107 -



316

Recognition of Deaminated Bases by PabPolB

Introduction

Deamination of nucleotides spontaneously occurs
in cells under stress cond1t10ns such as high
temperature’ or oxidative stress.” Cytosine and
adenine are especially sensitive to those damages,
resulting in uracil (U) and hypoxanthine (H),
respectively. The first round of DNA replication
produces the base pairs G:U and T:H. After the
second round of replication, the DNA contains a
transition G:U—A:T or T:H—=C:G. Typically, the
cell has two lines of defense against this phenom-
enon; first, it can try to keep the dUTP concentration
low by using dUTPase, or it can remove U from
double-stranded DNA (dsDINA) by using uracil-
DNA glycosylases that recognize the G:U m1smatch
flip it out, and excise uracil by glycosidic cleavage.”
The DNA repair is further achieved by the base
excigion repair pathway.4 Base excision repair is
present in every living organism, even in archaea.”
A third line of defense exists in this particular
kingdom, embedded in the DNA polymerase itself
and in the progression of the replication fork.
Indeed, archaeal family B DNA polymerases possess
an N-terminal domain that can recognize and bind
deaminated bases 4nt upstream the primer—tem-
plate (P/T) junction during DNA replication. Upon
binding to the damaged base, elongation is stalled
and exonuclease activity is concomitantly
increased.® On the structural level, two crystal
structures of Thermococcus gorgonarius PolB with
either A uracil at +4 [Protein Data Bank (PDB) ID
2VWT?] or a hypoxanthine at +2 (PDB ID 2XHB 7y
confirmed the existence of a specific pocket that
binds the deaminated base. In these structures, the
polymerase is in the editing mode even if the duplex
is perfectly matched. Thus, with the primer 3/ end
being diverted away from the elongation site, the
polymerase is unable to add nucleotides. On the
functional level, it has been measured that the base-
checking pocket's affinity is 100 times higher for
single-stranded DNA (ssDNA) containing a dU
instead of a regular dT.* However, the implied
binding energy difference represents only about
3keal/mol, corresponding to the energy necessary
to break about two to three hydrogen bonds, and
thus can hardly account for the stalling observed. A
second paradox concerns the reparation process: the
deaminated base being bound and buried in the
protein, the DNA repair machinery does not really
have access to the lesion to process the damage. In
order to further document this phenomenon, here
we present structural and functional data on another
PolB from the same family, namely, Pyrococcus abyssi
PolB, where it was possible to crystallize a complex
with DNA containing either deaminated bases or
canonical ones in the base-checking pocket. While
structural and functional data continue to grow on

DNA polymerase at a rapid pace (see, e.g.,
Polbase”), structural information on archaecal PolB
used in PCR is still relatively scarce, despite obvious
biotechnological applications.

P. abyssi is a hyperthermophilic archaeon that
grows at an optimum temperature of 95°C."°
Prevrous studies have shown that PCR appli-
cations'’ for the B family polymerase (PabPolB)
are possible. Due to its living conditions in
hydrothermal vents, P. abyssi has to face environ-
mental fluctuations that may damage its genome.
Genetic maintenance mechanisms therefore play a
key role for this euryarchaeota to survive. For
example, in front of an abasic site, PabPolB is able
to achieve translesu)n synthesis (TLS) by preferen-
tially adding dATP."* Here, we report the activity of
Pab polymerase B on P/T containing a modified
base dU on the template strand. Crystal structures of
PabPolB in complex with a dU or a dH in position
+4, solved at a resolution of 23 and 2.9A,
respectively, were used to study the specific
recognition of deaminated nucleotides. In order to
compare with canonical bases, we crystallized
PabPolB in the editing mode: the crystal structures,
solved between 2.15 and 3.2 A resolution, revealed
that the natural bases may be accommodated in the
same base-checking pocket but are not as stabilized
as deaminated bases. The capacity to bind each
nmucleotide was estimated with electrophoretic mo-
bility shift assay (EMSA) experiments and in silico
docking programs. In addition, a new metal binding
site has been found in the T-cleft. This metal is fully
hydrated in an octahedral fashion and seems to be
involved in guiding the 5 end of the template strand
below the cavity. A triple mutant was constructed to
abolish this rnetal binding site, and its structure was
solved at 2.9 A resolution. Its functional properties
were also characterized.

Resulis

Activity of PabPolB on primer-templates
containing a deaminated base

As many other members of the archaeal family B
DNA polymerases, PabPolB contains an NH2-
terminal domain that can recognize and bind
deaminated bases on the template strand 4nt
upstream the P/T junction. The residues involved
in the recognition are highly conserved in euryarchaeal
and crenarchaeal family B DNA polymerases.>'* We
have tested the activity of PabPolB (exc+ and exo-) on
primer—templates containing a single dU on the
template strand at position +37 (Fig. 1}. Extension
assays show that PabPolB stops to elongate the
primer up to position +33, exactly 4nt before the
lesion (Fig. la). We also observe that full-length
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Fig. 1. PabPolB-catalyzed extension of a dsDNA with and without a deaminated base in the template strand. (a)
Extension assays. P/T duplexes (25nM, labeled with Cy5 at the 5’ end of the primer) with either a dU or a dC located 16nt
upstream the P/ T junction were extended by 75nM PabPolB, either exo+ (top} or exo— (bottomy). For both constructions,
the polymerase stops before the lesion but is also able to proceed further and to bypass the deaminated nucleotide, the so-
called TLS activity. (b) Elongation analyses. Intensities of bands were measured and plotted as a function of time to
illustrate elongation, stalling, and TLS. The broken lines correspond to extension assays with canonical template, whereas
the continuous lines correspond to the extension assays with a damaged template. The blue curve corresponds to PabPolB
exo—, while the red one corresponds to PabPolB exo+. The extension, pausing, and translesion percentages are defined in
Materials and Methods. The primer extension percentage increases rapidly and reaches a plateau with a canonical
template. When a dU is present in the template strand, the slope of extension percentage is lower at a short incubation
time. At 30min of incubation, the extension percentage by PabPolB exo+ is in the range of the extension rate on a canonical
template (about 60%), whereas PabPolB exo— extends more primer. The pausing percentage rapidly decreases for
PabPolB exo—, whereas pausing is stronger for PabPolB exo+. A consequence is that the TLS rate is always higher for
PabPolB exo— than for PabPolB exo+.

extension product accumulates at longer incubation
times when the template strand contains a dU. These
observations are similar to those observed for
Pyrococcus furiosus PolB.>*® Therefore, PabPolB is
able to recognize the deaminated base, thus inducing
prominent uracil-dependent pause sites during DNA
synthesis.

Comparison of the extension assays with dC and
dU at the same position shows a clear reduced rate

of extension at short incubation times (f<10min)
when uracil is present on the template strand.
However, at longer incubation times, PabPolB
exo— extends more primer when a deaminated
base is present (89+2% for exo— versus 56+18% for
the exo+ construct). A possible explanation for this
phenomencn could simply be a higher turnover of
the exo— polymerases. The pausing for PabPolB
exo+ is stronger and longer than that for PabPolB
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Fig. 2. Structures of 13T_11 and 13U_8: Canonical bases also enter the base-checking pocket. (a) Overall view of
PabPolB complexed with a duplex containing three mismatches (13T_11), which ensures that the polymerase is in the
editing mode. The NH2 domain (residues 1-130 and 327-369) is depicted in green, the exonuclease domain (residues 131-
326) is colored blue, the palm domain (residues 369449 and 500-569) is in orange, the finger domain (residues 450-499) is
depicted in pink, and the thumb domain (residues 586-757) is colored red. The inset shows a thymine bound in the
recognition pocket. The contouring of 2F,—F, electron density map is at 1.2 ¢. The right part of the figure shows the
interactions between PabPolB and the dsDNA. The base located in the cavity has been flipped and is colored red. In the
exonuclease site, metal A, in deep purple, is visible in all the structures and interacts with the phosphodiester bond to be
cleaved for structures containing the primer in the E-cleft. In all our structures, a second metal is bound in the T-cleft, in
green. For the highest-resolution struchares, six water molecules arranged in octahedron coordinate the metal and all
metal-protein interactions are indirect. (b} Overall view of PabPolB complexed with a dU in position +4 (13U_8). The
polymerase is in the editing mode. The 2F,—F. electron density map of the bound dU is contoured at 1.2 o. The right part
of the figure shows the interactions between PabPolB and the P/T duplex.

exo— (Fig. 1b). This suggests that, as seen for T.
gorgonarius B family DNA polymerase (TgoPolB),
the polymerase needs to degrade the primer strand
to achieve an efficient stalling. Consistently, when
PabPolB exo+ was incubated in primer extension
assays with uracil at +4 position, primer degrada-

tion was observed (data not shown). TLS is always
observed for all the constructions tested as seen with
Pyrococcus furiosus B family DNA polymerase
(PfuPolB).® At a finer level of analysis, it is apparent
that the rate of TLS is higher for the exo-
polymerase, the stalling being less effective. In the
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case of PabPolB exo+, the TLS is slower because the
polymerase is able to digest the extended primer,
thereby locking the uracil in the recognition pocket.

Structures of PabPoIB in editing mode

The different crystal structures presented in this
article are designated by nX m, where the first
number (n} corresponds to the length of the
template; the letter (X) identifies the base bound in
the pocket; the last number (m) corresponds to the
length of the primer strand (Fig. 2). Structures
13T_11 and 13U_8 will be taken as (respectively)

Table 1. Data collection and refinement statistics

representative of PabPolB in the exonuclease mode
(13A_11, 13C_11, 13G_11, 13T_11) or bound to a
deaminated base (13H1_8, 13U_8, 15I1_8, 15U_8) and
will be discussed in greater detail. These structures
are chosen as references because of their higher
resolution. Data collection and refinement statistics
are listed in Table 1. In all cases, the DNA is clearly
visible in 2F,—F. maps as well as in omit maps.
The overall superimposition of all C* atoms for
13U_8 and 13T_11 (Fig. S1) reveals that PabPolB
bound to uracil adopts a conformation compatible
with a 3'-5’ exonuclease activity (i.e., editing mode)
even if the DNA duplex is perfectly matched (rmsd,

13A_11 13C_11 13G_11 13T_11 13U_8 soaked in MnCl,
PDB ID 4FLT 4FLU 4FLV AFLW 4FM1
Space group P2,2,2, P2,2,2, P2,2.2, P2.2,2, P2,2,2,
Cell parameters
i, b, c {A) 69.21, 114.86, 69.05, 114.63, 69.03, 115.0, 129.21 69.03, 11449, 68.73, 115.02,127.26
12917 128.74 127.30
o, B, v ) 90, 90, 90 90, 90, 20 90, 90, 90 90, 90, 90 90, 90, 90
Resolution shell 47-29 44-3.1 47-2.7 44-2.15 44-3.0
No. of unique reflections 22,297 (3248) 18,522 (2703) 28,989 (4136) 55,498 (7839) 505,777 {7266)
Multiplicity 4 4 49 58 26
Completeness 97.2 (98.7) 97.7 (98.8) 100 (100} 995 (98.1) 927 (95.1)
Rpnerge (%) 134 {51.3) 15.8 {45.6) 13.2 (66.1) 9.4 (74.6) 147 (50.6)
I/o (D) 11.2 (3.1) 10 (3.0) 13 (2.4) 14.2 (2.3) 6.9 (2.1)
R (%) 164 16.3 17.1 16.7 16.5
Reree (%) 206 217 21.5 217 226
No. of protein atoms 6107 6130 6102 6115 6043
No. of DNA atoms 484 492 494 493 426
No. of water molecules 313 212 363 671 256
B-factor overall (A?) 302 328 429 43.3 36.6
B-factor DINA (Az) 555 522 46.2 52.0 53.0
Ramachandran 0 0 0 0 0
outliers (n)
RMSD bond lengths (A) 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
RMSD bond angles (%) 1.11 1.09 1.08 1.04 1.12
13H_8 13U_8 15H_8 15U_8 Triple mutant 15U_8
PDB ID 4FLX AFLY AFLZ 4FMO 4FM2
Space group P21212] P212121 P212121 P212121 P212121
Cell parameters
o b cd) §9.21, 114.53, 69.10, 114.34, 69.22, 115.11, 69.61, 114.72, 68.73, 115.02, 127.26
12850 128.58 128.71 128.09
o, B,y ) 90, 90, 90 90, 90, 20 90, 90, 90 90, 90, 90 90, 90, 90
Resolution shell 44-29 44-2.3 44-32 43-3.1 44-29
No. of unique reflections 22,777 (3297) 44,918 (6401) 17,526 (2491) 18,760 {2699) 21,903 (3183)
Multiplicity 3.5 41 40 a9 37
Completeness 98.8 {99.5) 97.8 (97.3) 99.9 (100) 99.5 (99.8) 97.7 (98.8)
Ronerge (%) 15.1 {51.2) 14.1 {66.1) 13.0 (64) 13.1 (66.2) 10.4 {86)
I/ a(l) 8.8 (2.4) 10.7 (2.6) 123 (2.1) 84 (2.4) 11 {2.09
R (%) 163 17.6 17.5 17.7 184
Riree (%0) 211 219 204 20.8 221
No. of protein atoms 6144 6003 6001 5894 5937
No. of DNA atoms 428 426 470 462 470
No. of water molecules 440 563 66 87 139
B-factor overall (Az) 334 328 65.7 69.1 745
B-factor DINA (A?) 446 425 98.7 98.4 103.2
Ramachandran 0 0 0 0 0
outliers (1)
RMSD bond lengths (A) 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
RMSD bond angles (%) 1.12 1.08 1.13 1.11 1.12

Values in parentheses refer to the highest-resolution shell.

-111-



320

Recognition of Deaminated Bases by PabPolB

0.36A; 4830 atoms). Comparison of PabPolB struc-
tures with 2VWJ* and 2XHB7 (T. gorgonarius PolB
with U+4 and H+2, respectively) shows a similar
conformation, but the thumb subdomain of TgoPolB
is shifted by about 7 A for 2VW] and about 3 A for
2XHB (Fig. 51). These differences may be explained
by either packing interactions specific to each
protein or a slightly distorted conformation of
DNA molecule in the hairpin construct used for
TgoPolB. Here, PabPolB was crystallized with a
DNA that consists of two separated strands.
Com]?ared to other structures of archaeal apo PolBs
(Pfu,” Tgo,™ and Kod ™), the thumb subdomain is

(a)

Y146

M g2+

Y146

shifted toward the exonuclease domain, thereby
opening a channel that allows the primer to enter in
the editing cleft (E-cleft). Our own unpublished
structure of PabPolB apo, solved at 3.2 A resolution,
shows yetanother slightly different orientation for the
thumb subdomain (rigid-body movement), empha-
sizing the intrinsic mobility of the C-terminal domain.

In the 13T 11 structure, the three mismatches
inserted at the 3’ end of the primer induce a melting
of the dsDINA at the P/T junction. Thus, three bases
now lie in the E-cleft. Comparison of archaeal PolB
in the apo form and in editing mode shows that the
p-hairpin motif (residues 240-251) does not adopt

T-Cleft

B-hairpin

Fig.3. Interactions between PabPolB and DINA duplexes at the P/T junction and in the exonuclease catalytic site. (a) P/
T junction in 13U_8. R265 (depicted in red) makes a direct interaction with the 3’ terminus of the primer. In the
exonuclease site, only metal A (blue sphere) is present because of the mutation D215A. The coordination sphere of the
metal adopts an octahedral conformation when the E-cleft is apo, highlighted with red broken lines. Three acidic residues
(D141, E143, and D315) take part in the coordination sphere that is completed by three water molecules. The attacking
hydroxide or water molecule is depicted in pink. 2F,—F. maps were contoured at 3 o for the metal and 1.5 ¢ for the water
molecules. (b) P/T junction in 13T_11. R265 (depicted in red) interacts with the last hybridized base of the primer strand
and the first non-hybridized of the template, thereby stabilizing the P/T junction if a mismatch if present. In the
exonuclease site, metal A (blue sphere) binds the last phosphodiester bond and has switched to a tetrahedral coordination,
highlighted with red broken lines. Y146 is stacked against the 3’ terminus of the primer. The attacking hydroxide or water
molecule is depicted in pink. 2F,—F. maps were contoured at 3 o for the metal and 1.5 ¢ for the water molecule.
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an “up” or “down” conformation as seen in the
recent structure of RB69 phage DNA polymerase.™
The tip of this particular motif does not contain the
Y255-(G256 motif of T4 PolB (Y257-(G258 for RB69
PolB} that has been shown 1o be required for DNA
replication fidelity.”" Nevertheless, the p-hairpin
loop and arginine 265 block the P/T junction from
two different sides (Fig. 3). This latter residue
interacts via salt bridges with both the last base of
the hybridized primer and the first base of the
single-stranded template, thereby stabilizing the
duplex when the primer is present in the E-cleft.
When it is absent and the polymerase keeps its
editing conformation (13U_8), R265 makes a hydro-
gen bond with the 3'-OH of the primer (Fig. 3).

Primer strand interactions
The mechanism of exonuclease activity normaléy
involves two metal ions as described for PolA =%

and PolB,* but here, only metal A is seen because
the residue involved in stabilizing metal B has been

(@

Thumb
domain

Exonuclease
domain

mutated (D215A). Metal A is coordinated by D141,
E143, and D315, in addition to either one of the
oxygen phosphate of the last base (13T 11) or three
water molecules (13U_8). Without DNA in the
active site, metal A is in an octahedral coordination
state but is switched to a tetrahedral one when the
primer is present (Fig. 3). To our knowledge, this is
the first experimental characterization of a coordi-
nation switch of metal A upon binding of the primer
in the exonuclease domain. These observations are
compatible with previcus experiments. Beese and
Steitz have shown that the exonuclease domain of
the Klenow fragment is functional in the presence of
Zn>*, Mn>", or Mg2+ but exhibits higher activity
when metal A can adopt a tetrahedral confor-
mation.” Brautigam et al. have demonstrated that
in the presence of Zn>" and Mg™, metal A is
preferentially a Zn>*, probably because the energet-
ic penalty of a change from an octahedral to a
tetrahedral coordination for a Mg>" is greater than
that for Zn?*.*>”* The attacking water molecule (or
the hydroxide ion) is chelated by Y311, D315, and

(b)

Recognition
pocket

Fig. 4. Base-flipping and base-checking pocket overview. (a) Superimposition of dsDNA complexed with archaeal
PolB. Structures 13U_8 (green), 13T_11 (blue), TgoPolB U+4 (magenta, PDB ID 2VW]), and TgoPolB H+2 (orange, PDB
[y 2XHB) have been superimposed. For clarity reasons, only the oligonucleotides have been represented in the sketch.
The double-stranded part of 13U_8 and 13T_11 is almost superimposable. However, the comparison with TgoPolB's
DNAs shows that the double-stranded part does not superimpose well, probably because the thumb domains are slightly
shifted (see Fig. 51). The last three bases of the primer in 13T_11 and the last two bases of TgoPolB H+2 lie in the
exonuclease domain. In front of the recognition pocket, the template strand is kinked by about 80° to flip the base out in
order to check its identity. High B-factors are observed on the template strand from the recognition pocket to the P/T
junction part for all structures. (b} Base-checking pocket and T-cleft. The nucleotide in front of the recognition (here, a dU
in white sticks) is flipped in the cavity (represented with a dark surface). The phosphate immediately 5’ is bound by Y7,
Q91, and F116N (not represented here), whereas the 3/ phosphate makes a salt bridge with R97. Right below the cavity, a
fully hydrated divalent metal ion is bound to the protein via five out of six of its water molecules. The map represents the
contouring of the predicted cation density at 8.0M as calculated by the electrostatic program AQUASOL”?® on the 13U_8
structure without DNA or metal ions. The positive potential is in red and located at the entrance of the binding pocket.
The negative potential is in blue and located around the hydrated metal.

-113 -



322

Recognition of Deaminated Bases by PabPolB

one of the oxygen phosphate at the 3’ end of the
primer strand. Interestingly, the electron density of
this water molecule is present in both structures
with or without DNA bound in the Eleft. At the
ene of the E-cleft, the 3’ end nucleotide is nicely
stacked against Y146. As one could expect, no
sequence-specific interactions are seen between the
polymerase and the ssDNA.

Template strand interactions

The electronic density of the template strand
between the recognition pocket and the P/T
junction is poorly defined as reflected by the greater
B-factors in this region. Some of the bases were only
partially modeled (i.e., #4 for 13A 11, #1 and # 4 for
13G_11). There are indications that the third base
(+3 from the P/T junction) may adopt two distinct
conformations. In 13T_11 and 13C_11, the base is
stacked over the fourth base (+2 from the P/T
function) and points to the p-hairpin motif. In the
second conformation (13A_11 and 13G_11), the base
points toward the NH2-terminal domain. In the
other structures (i.e., with dU or dH bound), the
third base is mainly stacked under the preceding
one, but residual electronic density in the 2F,—F,
map indicates that the base can also adopt the
alternative conformation. Interactions of the phos-
phodiester backbone with the protein are seen at the
entrance of the base recognition pocket. The
phosphate 5 to the flipped-out base (+4) is
hydrogen bonded by Y7, Q91, and F116, whereas
its 3’ phosphate makes a salt bridge with R97

(Fig. 4). A kink angle of about 80° is observed on the
template strand direction in front of the binding
pocket. This bending allows the base being checked
to bind the recognition pocket in an extra-helical
(flipped out) fashion. The electrostatic potential
around cavity shows a clear positive peak at the
entrance of the cavity (ie., where the phosphates
groups lie) and a negative peak below the pocket,
where an additional fully hydrated metal is bound
(see below and Fig. 4b).

The base-checking pocket binds deaminated
bases but can also accommodate canconical
bases

Superimposition of 13U 8 PabPolB base-checking
pocket with TgoPolB's structure (apo, 1TGO; H+2,
2XHB; U+4, 2VW]) clearly shows that the binding
sites are similar and open even in the apo form (Fig.
S1). Moreover, four prolines (P36, P90, P94, and
P115) take part in the formation of the pocket,
possibly contributing to the cavity's rigidity. In
13A_11,13G_11,13T_11, and 13_C_11 structures, all
protein residues around this cavity occupy the same
position except for a few side chains that point
outside the cavity and for F116 in 13T 11 that is
slightly shifted to accommodate the 5-methyl group
of thymine. The bases are held in place via a network
of H bonds that involves mainly backbone amide
and carbonyl groups. The interactions between the
protein and the recognized base are summarized in
Table 2. At the structural level, the network clearly
helps stabilize the deaminated bases, whereas

Table 2. Summary of the interactions between PabPolB and the base bound in the base-checking pocket

dUu dC dT

Favorable Unfavorable Favorable Unfavorable Favorable Unfavorable
Y37N 4 N4 4
Y37C0 N3, water N4, N3 N3, water
P90 5
Va3 Aromatic ring Aromatic ring Aromatic ring
E111CO water water
T114N 02 a2 02
Fllé6 5
R119 Water Water
water N3 N3

dH dA dG

Favorable Unfavorable Favorable Unfavorable Favorable Unfavorable
Y37N Co No 06
Y37C0O N1, water No, water N1, water
Va3 Aromatic ring Aromatic ring Aromatic ring
E111CO Water Water Water N2
I114N N3 N3
R119 Water Water Water
Water N1 N6, N7 N1

Deaminated bases are stabilized by an extensive H-bond network. For canonical bases, this network is weaker and may display one
unfavorable contact from the so-called selectivity filter (Y37 N-atom for dC and dA) or too close a contact (E111 C=0 for dG and F116
for dT).

-114 -



Recognition of Deaminated Bases by PabPolB

323

canonical ones can be bound but with at least one
less favorable interaction and/or one more unfa-
vorable ones.

Inside the recognition pocket, all the six bases'
aromatic rings are strictly superimposable, but the
exact arrangement of H-bonds is slightly different
(Fig. 5). Since the pocket's walls are rigid, the bases
have in each case slightly adapted their position in
order to fit in the cavity. A striking example is the
adenine's conformation that is bound in syn whereas
all the other bases are in anti. The side chain of V93
points toward the base aromatic ring. A water
molecule held by Y37 CO, E111 CO, and R119 side
chain contacts all possible bases except for the
cytosine where there is no clear electron density for
this water in the 2F,—F. map. The backbone amide

13U_8

group of Y37 is used to identify nucleotides having a
carbonyl (i.e., O6 in hypoxanthine and guanine, 04
of uracil and thymine). The distance between Y37N
and N6 of adenine or N4 of cytosine is quite short
(3.1A and 324, respectively), and this probably
induces some strain that impairs strong binding.
Moreover, a steric hindrance prevents guanine to fit
snugly in the pocket because E111 CO comes close to
the N2 atom (2.3A). The methyl group of thymine,
the only structural difference with uracil, comes in
close vicinity of H” of P90 and of F116. The side
chain of this latter residue has been shifted by about
0.8 A compared to other structures (Fig. 5).

We then tested the ability of the nucleotides to
bind in the recogmtmn pocket using the docking
software AutoDock. " The recognition pocket of

13H_8

Fig. 5. Deaminated and canonical bases in the base-checking pocket. Interactions in the recognition pocket and results
of in silico docking solutions are represented on the left and right sketches, respectively. Hydrogen bonds between
PabPolB and the nucleotide are colored light blue. A water molecule is held in the recognition pocket by hydrogen bonds
that are colored red. This water has clear density in all solved structares except 13C_11. Canonical nucleotides display less
tight interactions with the pocket than canonical ones, namely, (i) lack of stabilization by the backbone amide of Y37
(13A_11 and 13C _11) and (ii) steric clashes (13G_11 and 13T 11). These interactions are depicted with black lines and
highlighted with a red circle. Hydrophobic interactions between V93 and the aromatic nucleobase are depicted with
purple broken lines. For each base bound in the pocket, the electronic density of 2F,— F. map is shown with a contouring
at 1o on the right side. The best docking solution is colored orange and in general superimposes well with the

crystallographic struchure with an rmsd less than 1A,
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13U_8 was used as the “receptor” and 10 poses were
selected for visual inspection for each base. The best
solution exhibits an rmsd lower than 1A compared
to the crystallographic data (Fig. 5). Lower binding
free energies were observed for deammated bases
(dH: —8.8kcal mol?, dU: —8.4kcal mol™ ') than
for canonical nuc1e0t1des (dC: —8.1kcal mol~?, dT:
—7.4keal mol™?, dA: —-7.6kcal mol™?, AG: —7.1 keal
mol™). These results are consistent with the
crystallographic structures where the interactions
between the protein and the bound base are less
extensive for the canonical bases than for the
deaminated ones.

However, these results cannot explain the higher
affinity for deaminated bases observed experimen-
tally with PfuPolIB in complex with ssDINA contain-
ing dU or dH (3nM for dU, 31nM for dH compared
t0 3000nM for dT*") or with a fully matched dsDNA
(4.4nM for a dU, 182uM for dT7). A factor of 100 in
K4 would reqmre AAG=2.8kcal mol ™! instead of
the 1kcal mol ™ suggested by the docking experi-
ments. This difference may arise from the different
binding modes for the DNA moiety. In the binding
experiments in solution, it is not known if the ssDNA
is bound as a template strand (in the T-cleft) or as a
primer strand (in E-cleft or in the elongation site),
while it is not known for certain in the dsDNA
experiments if the polymerase adopts an editing
conformation or an elongation conformation. In
order to quantify the binding energy difference for
the deaminated versus natural nucleotide, in sitnations
where only the bound base differs, EMSA experiments
have been performed with PabPolB bound to a P/T
duplex in editing mode (three mismatches at the 3’
end) and containing a dC, adT, ora dU in+4. Analysis
of the proportion of bound DNA showed that a
canonical template (dC or dT) is less effective than cne
containing a deaminated base dU (Fig. 6a). We
estimate ‘rhe difference in binding energy to be about
1keal mol ™, consistent with the docking experiments
and the new structural results presented here.

The lesser stability of natural bases in the
recognition pocket is reflected by their greater B-
factors (Fig. 6b). Single-stranded templates (bases 1
to 5) containing canonical bases, except dT, exhibit
the highest B-factor deviations. The B-factor plot for
the template strand clearly exhibits two regimes: for
13A 11 and 13G 11 for instance, the B-factor
deviations are high in the single-stranded part
(bases 1 to 5} and then decreases in the double-
stranded part (bases 6 to 13). dU- and dH-containing
template strands exhibit lower B-factors in the
single-stranded part of the template strand, espe-
cially for bases 1 to 3. Purines bound to the base-
checking pocket have the highest deviations of the
B-factors. Bound pyrimidines have an intermediate
behavior.

The most mobile one is adenine because of its N6
that is not recognized by Y37. Guanine is the second

most mobile classical base in the pocket: the clash
with E111 carbenyl oxygen probably tends to
destabilize binding. Cytosine fits better in the
pocket, but Y37, which is instrumental in recogniz-
ing deaminated bases, brings one bad contact.
Thymine has a standard deviation of B-factors in
the same range as that of uracil or hypoxanthine.
Thus, this base is not as mobile as other canonical
bases. An explanation for this cbservation may
come from the fact that the room left in the cavity
(Fig. 6¢) is not big enough to allow thymine to move,
consequently lowering its B-factor, but in a position
leading to an unfavorable binding energy.

A divalent metal bound to DNA in close
proximity to the base-checking pocket

Right below the cavity near the 5 end of the
template strand, there is strong density for a metal
and its coordination shell, namely, six water
molecules arranged in an octahedral geometry.
The template strand enters in the protein roughly
(Fig. 7) at this point. All the structures presented
here exhibit a metal at this position. In the case of
our highest-resolution structures (13U_8 and
13T _11), the mean distance between the metal and
the water molecules is 2. 15A with a standard
deviation of 0.1A. The six coordinating water
molecules are in contact with protein residues (D4,
A5 CO, E251, and D343) and the sulfate moiety of a
4-morpholineethanesulfonic acid (Mes) molecule
(Fig. 7). The cyclic part of the Mes molecule is
stacked below the first base of the template strand.
To investigate the role of this additional metal, we
also solved the structure of PabPoelB bound to a
longer template strand (15nt instead of 13nt}. The
diffraction resolution dropped below 3A (Table 1).
The first two bases on the template strand adopt an
unusual conformation due to the packing interac-
tion with a symmetrical molecule. However, the
third base is located in front of the metal, exactly
where the Mes molecule was. Because of the lower
resolution, the hydration shell of the metal is not as
well defined as in the structures with the shorter
template. However, the distances between the metal
and the acidic residues are unchanged; thus, we may
assume that the hydration shell is conserved, except
that the density on the phosphate side indicates loss
of a ligand water molecule and now the phosphorus
atom of the phosphate of the fourth base is situated
at 4.6 A from the metal. Thus, the metal probably
interacts directly with the DNA, when the latter is
sufficiently long (Fig. 7), while it interacts only
indirectly with the protein through its hydration
shell.

To test the nature of this ion, we recorded X-ray
fluorescence spectra between 5 and 15keV on a
13U_8 crystal. No fluorescence signals specific for
chromium, manganese, iron, cobalt, nickel, copper,

-116-



Recognition of Deaminated Bases by PabPolB 325
(a) EMSA (b) B factor deviation
; - 13A_11
100 4 = 32C_19mis 8+ =
o = 32T _19mis =13C_11
£ = 32U_19mis 64 a 13G_11
g _ a 13T_11
) A = 13U_8
S 504 | — 41 A,
2 vig ~13H_8
E o 24
m
; T s snnEhn
Qe N0 Qe N D VNN O
QP OTNT QRIeTAT e = Base number

Concentration of PabPolB (uM)

Fig. 6. Deaminated and canonical bases, and functional and structural differences. (a) EMSA analysis of PabPolB
binding on DNA duplexes. The primer—-templates contain three mismatches at the 3’ end of the primer in order to lock the
polymerase in editing conformation. The percentage of bound DNA is higher for P/T duplexes containing a deaminated
base than for canonical ones. The binding capacity with template strands with a dC or dT in position +4 (in orange and
blue, respectively) is about fivefold lower than for a dU (in red). (b} B-factor deviations of each base on the template strand
compared to the mean B-factor of the structure. B-factor deviations have been expressed as the number of o above the
mean value of the overall B-factor distribution. The bound base for all structures is #2. Due to poor electronic density in
the 2F,—Fc, some of the bases are partially modeled (points depicted with black borders). Templates containing dU or dH
have lower B-factor deviations on their single-stranded part (bases 1 to 5), whereas bound canonical bases, except
thymine, exhibit higher intrinsic thermal agitation. The double-stranded part {bases 6 to 13) has a lower B-factor deviation
because of the hybridization with the primer strand. (c) Superimpositions of the different pockets of PabPolB in complex
with different dsDNAs (yellow, 13U_8; salmon, 13H_8; gray, 13A_11; blue, 13C_11; orange, 13G_11; green, 13T_11}. All
residues are almost superimposable except for F116 that has been shifted by about 0.8A in 13T _11 (green) to
accommodate the 5-methyl group of thymine represented with a green sphere. The aromatic part of the base is shown in
lines in the cavity.

or zine were visible. However, an anomalous map
obtained after soaking the crystals of 13U_8 overnight
in a solution containing 2mM MnCl, exhibits two
positive peaks larger than 8o: one in the H-cleft
(which serves as positive control™) and one in the T-
cleft, suggesting that the new metal is exchangeable

with manganese (Fig. 7). Taking into account this
observation plus the presence of six water molecules
in the inner shell and their respective distances
(22A+0.21 A from Metal Sites in Proteins database™
for Mgz+ compared to 2.15A +0.1 A for PabPolB), we
suggest that this metal is indeed a magnesium ion.
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Fig. 7 {legend on next page)
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Several structures of other archaeal B family
polymerases have been solved. However, to our
knowledge, only one contains a metal at this place
(PfuPolB, PDB ID 2JGU ). Other structures contain
a strong peak in the electron density that has been
assigned to a water molecule at the same place
(TgoPolB PDB ID 1TGO water A/955,'* Desulfur-
ecoccus strain Tok B family DNA polymerase PDB
ID 1QQC water A/20027%).

Structural and functional characterization of a
triple mutant abolishing the extra divalent metal

To investigate the role of this metal in binding the
template strand, we have constructed a triple
mutant in which all the residues involved in the
coordination of the ion by water molecules have
been mutated to alanine (D4A, E251A, and E343A).
The structure of the triple mutant was solved and
indeed showed the absence of the metal in the T-cleft
(data not shown). The triple mutant structure
superimposes extremely well on the other PabPolB
structures: the rmsd using all atoms is 0.266 A with
15U_8 (5018 atoms) and 0.286 A with 13U_8 (4929
atoms).

We tested the ability of the polymerase lacking the
metal to extend a primed DNA with or without a dU
on the template strand (Fig. 8). It was observed that
the mutant polymerase retains the ability to pause
DNA synthesis four bases upstream the P/T
junction in the presence of a dUJ (Fig. 8a). The rate
of TLS is similar to that observed for PabPolB exo—
(Fig. 8b). Thus, the metal is not mandatory in the
polymerase stalling when the template strand is
damaged or in the bypass of the lesion. However, in
the same reaction conditions used for PabPolB exo+
and PabPolB exo—, the extension rate of the triple
mutant is highly reduced (Fig. 8b).

Discussion

The additional divalent ion

The newly described divalent ion, located in the T-
cleft, is apparently conserved in other known

archaeal structures because its side-chain ligands
are strictly conserved. To our knowledge, this metal
has been described only in the (apo) PfuPolB
structure but has been assigned to a water molecule
in other crystallographic studies of similar archaeal
DNA polymerases. In all our structures, the geom-
etry of the coordination sphere is most compatible
with a Mg2+. Alsop, the refined B-factor, which is
similar to nearby 2protein atoms, indicates that the
refined ion (Mg=") has the correct number of
electrons. The six water molecules surrounding the
metal are arranged in a perfect octahedral coordi-
nation sphere. This first hydration shell is in contact
with three acidic residues of the protein (D4, E251,
and 1D343). In the presence of the template strand of
sufficient length, distances between the DNA and
the metal indicate a possible direct interaction.

Usually, MgZ+ interact indirectly (ie., through
their hydration shell) with nucleic acids,*** where-
as they are directly coordinated in proteins, for
instance, when they participate in catalytic process-
es. In PabPolB structures presented here, the metal
located in the T-cleft is bound in an indirect manner
to the protein and so we would predict that it does
not have a catalytic activity. We decided to look for a
niuclease activity anyway, but cleavage assays of a
labeled template strand by the triple mutant or
PabPolB exo— construct did not show any degrada-
tion (data not shown). Superimposition of the triple
mutant structure on other PabPolB structures did
not exhibit any differences. Therefore, the metal
does not catalyze template strand cleavage or have
an influence on PabPolB conformation, at least in the
editing mode.

The metal interacts with the template strand at the
level of the phosphate in position +5 in the template
strand. In Fig. 7¢ and d, it is ideally placed to help
the template strand to find its way in the protein just
upstream the base-checking cavity that otherwise
induces a sharp kink in the phosphodiester pathway
adopted by the DNA. It turns out that PabPolB
polymerases lacking this ion are less effective to
synthesize DNA but present a higher binding
capacity for DNA. At first sight, it might seem
surprising that a higher binding constant would
lead to a lower extension rate. However, EMSA

Fig. 7. A fully hydrated divalent metal close to the T-cleft. (a) Interactions between 13U 8 and PabPolB are depicted in
the left panel. In the T-cleft, the metal is fully hydrated in all short template structures (i.e., 13nt). The first hydration shell
is in direct contact with the protein (D4, E251, D343). The electronic density in the 2F, —F. map around the metal and its
hydration shell has been contoured at 1.2¢. {b) Interactions between 15U_8 and PabPolB are depicted in the left panel. In
the T-cleft of longer template structures (i.e., 15nt), the distance between the metal and the DNA is 3.4 A, Due to a lower
resolution, the density around the metal impairs the accurate building of the hydration shell, but the protein—metal
distances are unchanged. The electronic density in the 2F,—F, map around the metal has been contoured at 2.0 . ()
Anomalous map after 16h of soaking in stabilization solution containing 2mM MnCl,. Two positive peaks are present (in
magenta}, one in the E-cleft (on the left} and one in the T-cleft (on the right}. Contours of the anomalous electronic density
are shown at7 o. (d) The anomalous map calculated after the divalent metal exchange experiment has been superimposed
on the structure 15U_8. The template strand enters in the protein roughly at this point.
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Fig.8. Biochemical characterization of the triple mutant lacking the metal near the T-cleft. (a) Extension assays. Primer-
templates (25nM, labeled with Cy5 at the 5 end of the primer) with either a dU or a dC located 16nt upstream the P/T
junction were extended by 75nM of PabPolB lacking the metal in the T-cleft. The triple mutant stops before the lesion but
is also able to extend the primer after the deaminated nucleotide (TLS). (b) Elongation analyses. Intensities of bands were
measured and plotted as a function of time to illustrate elongation, stalling, and TLS. The broken lines correspond to
extension assays with canonical template, whereas the continuous lines correspond to the extension assays with a
template containing a deaminated base. The blue curve corresponds to PabPolB exo—, while the red one corresponds to
PabPolB exo+; the triple mtant is depicted in green. Analyses were carried out as in Fig. 1. The slope of the extension
percentage by the triple mutant on a canonical template is reduced compared to PabPolB exo+ and exo—, but the presence
of a dU highly impairs the extension. The percentage of pausing of the triple mutant rapidly decreases and is in the range
of PabPolB exo—. (c) EMSA analyses of the triple mutant binding to various dsDNA. An increase in binding capacity is
observed when the metal is missing in the T-cleft (dashed histograms) compared to the exo— construct (solid histograms).
The amount of bound dsDNA is similar whether the bound base is canonical (here dC or dT) or damaged (dU). Moreover,
it is higher than the one of the exo— construct for a dU.

experiments assess the equilibrium binding of the
protein on DNA whereas the extension assays
measure the kinetics of polymerization. The catalytic
cycle of processive DNA polymerase implies trans-
location of the double strand, an event that might be
impaired if the binding capacity is too high. These
cbservations lead us to propose that the metal

facilitates the sliding of the polymerase on DNA by
reducing direct protein—-DINA interactions in the T-
cleft and/or guiding the DNA out of the base-
checking pocket, on the 5 side. This is in contrast
with most known protein-DINA structures where a
metal at the protein-DNA interface produces a
tighter binding. Interestingly, this magnesium ion is
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situated in the close vicinity of the p-hairpin loop
involved in stabilizing the editing mode, and E251,
one of its ligands, is part of this motif. This ion may
therefore be one of the sensors of the template strand
upstream region and may participate in the parti-
tioning of the polymerase’s activity into elongation
or exonuclease active sites.

The base-checking binding pocket

We confirm the existence of a base recognition
pocket located in position +4 from the P/T junction
when the polymerase is m the exonuclease mode as
described by Connolly.*® Previous studies have
shown that the presence of this cavity allows PolB
to stall DNA replication. This specificity occurs only
in archaea and not m the D’rher kingdoms (ie.,
bacteria, eukaryotes,”” or phage ™). When the pocket
is filled by a larger sidle chain (V93()), the polymerase
loses this capacity.'** The structures of PabPolB in
complex with a damaged template strand confirm
the switch from the elongation mode to the editing
mode upon binding of deaminated bases. Prev1ous
studies pointed to a read-ahead mechanism.*® The
binding pocket is rigid and preformed even in the
apo form of archaeal PolB (Fig. 51).

Here, we show that the structure of PabPolB in
editing mode can also accommeoedate canonical bases
in the rigid binding site. Of course, one may
question the lifetime in sclution of such a complex.
The presence of the three mismatches on the primer
strand and the inability to degrade it may have
forced the polymerase in an otherwise unstable
state. Also, crystallization may have captured
complexes that exist in solution only transiently;
namely, the base will only shortly visit the cavity
and will not stay for long in this conformation in
solution. Nevertheless, it is known that switching to
the exonuclease mode is cne of the two branches of
the classical proposed pathway (along with transle-
cation) that the polymerase will follow after every
insertion step (see below).

Interactions between the template strand and
the protein are of three types: (i) in the T-cleft via
the metal described above, (ii) at the entrance of
the recognition pocket via the two phosphate
groups binding, and (iii} in the thumb subdomain
via salt bridges. As a result, a sharp bend of about
807 is generated in front of the cavity. This “bend”
is necessary to flip the base in the cavity. The same
mechanism is also observed in DINA repair enzymes
(ie, DNA glycosylases™) or, DNA -modifying
enzymes (i.e., methyltransferases™). These enzymes
need an access to a specific nucleotide buried in a
double-stranded context. The following base-flipping
features are conserved: the strand containing the
base to be checked, repaired, or modified is bent; the
phosphodiester dihedral angles flanking the nuclec-
tide are distorted; and a bulky residue takes the place

of the flipped base.?! In archaeal PolB, the base to be
read is in a (different) ssDNA context; therefore, the
void left by the extruded base does not have to be
filled; on the other hand, the path of the phospho-
diester backbone is guided by an additional Mg™*
The cavity, rigid, preformed, and located on the path
of the template strand, is therefore most probably an
obligatory checkpoint for any base before it enters in
the polymerase site.

Modeling the template strand in the elongating
mode

There is still one important part of the puzzle that
wotuld be needed to fully understand the efficient
recognition of deaminated bases: How does the
polymerase bind canonical bases in the recognition
pocket in elongation mode? Does every single base
go through the base-checking pocket in this mode
too? And if so, what is its structure? Structural data
of archaeal PolB in complex with dsDNA in the
polymerase site and a long 5 end template strand
would be needed to elucidate this point.

Until recently, the only possible template for
modeling the elongation state of a PolB was the
bacteriophage RB69 DNA polymerase.** However,
this polymerase does not possess the base-checking
pocket seen in archaeal PolBs. Several variants of the
ternary complex have been published, and the one
with the longest 5 end of template strand is 35]].%
Very recently, the binary complex of dsDNA and
PfuPelB in the elongation mode (5. A. Wynne et al.,
manuscript in preparation) has been made available
in the PDB (4AIL). The latter one contains a base-
checking pocket but no 5’ overhang of the template
strand. After superimposition of residues 1-300, it
can be seen that (i) 4AIL and 3SS] are indeed very
similar and show the same path for their common
dsDINA (Fig. S3a) with a large reorientation of the
DNA with respect to the complex in the exonuclease
mode and (ii} the deaminated base could be made to
enter the base-checking pocket only if it were in the
+5 position, when the polymerase is in elongation
mode. This would effectively represent the pre-
catalytic state (Fig. 53b). It can therefore be inferred
that the difference between a deaminated and
normal base manifests itself only after chemical
addition of one nucleotide; according to the estab-
lished classical kinetic pathway of polymerases, this
coincides with a choice between two branches,
namely, translocating or going to the exonuclease
mode. The simplest hypothesis is that dU or dH (but
not normal bases) switches the polymerase in
exonuclease mode because of some friction in the
pocket that prevents translocation from occurring
rapidly. This kmet1c scheme is well known and
documented.**

This is compatible with a possible mechanism for
the switch between the two modes of the
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polymerase that was proposed earlier from single-
molecule studies showing that a tension on the
template strand tends to displace the ethbnum
from the polymerase mode to the edition mode.** In
the case of archaeal PolB, a base still sitting in the
pocket may induce strain or friction in the template
strand when the polymerase tries to translocate the
DNA. This tension may be the signal for the PolB to
switch from the elongation mode to the editing
mode. Quite logically, the transition between the
two modes may therefore constitute the first event to
stall the replication fork.

Purely structural data peint to the fact that natural
bases are more mobile than unnatural ones when
engaged in the discrimination pocket. Consistent
with this idea, functional data have shown that
deaminated nucleotides are slightly more stable in
the pocket than canonical ones. However, it is clear
that structural data alone are not encugh to explain
the full net effect of dU-containing template strands,
namely, the stalling of the replication fork. To do so,
we need to integrate the different kinetic pathways
of the DNA polymerase.

Possible kinetic proofreading

In the docking and EMSA experiments with
PabPelB, we have shown that the difference of
binding free energy between a canomcal and a
deaminated base is about lkeal mol™ Typically,
this value corresponds to about one hydrogen bond
and can hardly account for stalling. An “idling”
process has been proposed earlier for archaeal DINA
polymerases in which the polymerase may switch
from polymerase to editing mode upon binding of the
deaminated base® and then degrade part of the primer
strand. As observed in the 13IN_11 structures, 3nt of
the primer mustbe melted in orderto reach the editing
active site. Thus, degradation will start when the
deaminated base is in position +1, precisely avoiding
that the dU base reaches the templating position.

Based on the discussion above, a more detailed
idling process can now be proposed (Fig. 9), which
takes into account all the known branches of a
polymerase catalytic cycle. Comparison of the
structure of PfuPolB bound to a fully matched
dsDNA (5. A. Wynne et al., manuscript in prepara-
tion} and RB69 DNA polymerase with a long 5" end
template strand® indicates that the deaminated
base is first bound when in position +5. After
insertion of the incoming nucleotide, this base is
now in position +4. Probably due to inefficient
translocation, the polymerase will switch to the
editing mode, instead of translocating the dsDINA.
This event is the first step that allows stalling of the
replication. The primer being too short to reach the
exonticlease catalytic site, no degradation oceurs.

However, the protein may also switch back to the
elongation mode because we do observe TLS.

Several factors may be involved in this process,
such as thermal activation, elevated local nucleotide
concentration,® intrinsic rate constant for mode
switching, **% or “leaking”/escape of the bound
damaged base due to a low binding energy
difference. This means that, whenever the protein
binds a nucleotide in the base-checking pocket, it
can be expected to oscillate back and forth between
the elongation and the editing mode (idling mode).
The rate constant of this switching depends on the
polymerase. The ease of the conversion between the
proofreading and elongating modes can be estimated
by the analysis of the contribution of the lowest-
frequency normal modes derived from the simple
Elastic Network Model to this conformational transi-
tion, as derived by the web server NOMAD-Ref: % it
turns out that the first 15-20 lowest-frequency normal
modes are sufficient to explain more than 90% of this
transition in the structurally aligned PabPolB and
PfuPolB (data not shown), a recurrent theme in DINA
polymerases,* implying that this transition occurs
easily and frequently in solution. This is also true for
the two known conformations of RB69 DNA poly-
merase in the editing mode (1CLQ) and in the
elongation mode (11G9), where the overlap coefficient
between the lowest-frequency mode and the differ-
ence vectors between the two forms is very high
(0.77).

The second event that allows the polymerase to
stall the replication is the possibility to switch to
editing mode when the deaminated base is in the
positions ranging from +1 to +3.%”"*" Thus, the
protein can achieve a backward movement and can
once again oscillate between the editing and
elongation modes. The exonuclease activity is
enhanced when the damaged nucleotide comes
closer to the P/T junction™ but becomes fully
effective in posmon +1 because the primer then
physically reaches the exonuclease catalytic site. The
polymerase may remove one or several nucleotides
in a row as seen for T4°® and RB69%! DNA
polvmerases. Degradation of the primer strand
allows the polymerase to reset the position of the
deaminated base (from +1 to +4). The whole
catalytic cycle may start again. The net incorpora-
tion is null and corresponds to the stalling observed
experimentally. The deaminated base is not tightly
bound and buried in the recognition pocket but
rather can move in and out, allowing repair
enzymes to handle the damage. The idling process
in itself, if it lasts long encugh, might be a stress
signal for the cell that may trigger DNA repair.
However, the precise repair pathway in a replicative
context in archaea is unknown.

Experimentally, we observe only one strong
pausing at position +4, probably because this is
the most stable position of the cycle. When the dU is
in position +3 to +1, the protein needs to melt
dsDINA in order to bind the deaminated base in the
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Fig. 9. Idling process and kinetic proofreading mechanism. The polymerase in elongation or in edition mode is depicted in blue and red, respectively. The newly
added base is colored orange and the damaged one is in red. The blue arrows represent a nucleotide insertion whereas the pink ones correspond to an excision. The Pol
site is represented by the blue oval, the recognition pocket is the “blue moon”, and the exo site is depicted with the “green moon”. The polymerase checks the nucleotide
quality in position +5, but the discrimination occurs after addition of the incoming nucleotide, represented here in green. The bound base then is in position +4. The
translocation default would tend to switch the polymerase to the edition mode. At each position between +4 and +1, the polymerase can oscillate back and forth
between the elongation and the edition mode (bicolor arrow). At position +1, the primer terminus reaches the exonuclease site and can be degraded. The polymerase
can then be reset at position +4. Each time the polymerase can bind the deaminated base, a discrimination factor Fy is observed. For one full cycle, the polymerase
discriminates by a factor (Fp)® the deaminated base over canonical ones. If the degradation does not occur, TLS is observed. The overall reset of the polymerase
corresponds to the idling process, represented by the gray arrow. The net extension of the primer is equal to zero because the polymerase degrades the primer in order
to bind the deaminated base at position +4.
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dedicated pocket. The energetic penalty for unwind-
ing the dsDINA increases when the deaminated base
comes closer to the P/T junction. Once in editing
mode with the primer in the E-cleft, the perfectly
matched strands can anneal more easily, thereby
switching the protein to elongation mode. The
intermediate states +3 to +1 are therefore transitory
states between the lesion bypass (ie., exo— con-
structs) and the reset (i.e., exo+ constructs).

At the purely discrimination level, one can
observe that, during one cycle, the polymerase has
at least six opportunities to bind the damaged
nucleotide (see Fig. 9). If we call Fy the discrimina-
tion factor between the deaminated base and the
canonical one, which would be the ratio of binding
constant of a dU to any other canonical base, Kqu/
Kan, one full cycle may produce a discrimination of
(Fo)°. In the end, this process is typically a kinetic
proofreading mechanism in which several binding
events (even at a low discrimination factor) preduce
a strong macroscopic effect.”™** This process allows
a better discrimination between bases because the
polymerase may go through several idling cycles
before translesion occurs and get several chances of
putting the deaminated base through the filter of its
dedicated pocket; therefore, this phenomenon can
stall DNA replication more efficiently and perhaps
trigger DINA repair more often.

Materials and Methods

Production and purification of PabPolB

PabPolB gene WT has been inserted into a pET28 vector
{(Novagen) between Ndel and BamHI sites. All the
mutations have been achieved using the QuikChange
Mutagenesis XL kit from Agilent Technologies. The
residue D215 has been mutated to alanine in order to
abolish exonuclease activity,** subsequently referred to as
exo— construct. The triple mutant where the additional
Mg’ binding site was abolished also contains the D215A
mutation. For expression, Escherichin coli Rosetta 2 cells
were transformed with the corresponding plasmid for
each of the constructs.

The protocol of production and purification is the same
for all constructions. The bacterial cultures were grown to
an ODygqp {optical density at 6001nm) of 0.6. After addition
of ImM IPTG, cultures were incubated at 30°C overnight
(16h) and harvested by centrifugation (4000rpm, 20min,
4°C).

The pellet was resuspended in a solution containing
50mM Tris-HCI, pH7.5, 200mM NaCl, and 9mM
imidazole; supplemented with tablets of a protease
inhibitor cocktail (Complete, EDTA-free, Roche); lysed
by sonication on ice; heated at 55°C for 10min; and
centrifuged at 15,000 rpm for 30min at 4°C. The superna-
tant was filtered through a 0.22-um filter and loaded on a
5-mL nickel-affinity resin (HisTrapHP, GE Healthcare).
Elution was achieved with 500mM imidazole gradient.

Fractions containing the protein were pooled, dialyzed
overnight in buffer A (50mM Tris-HCI, pH?7.5, 10mM
NaCl, and 2mM MgCly) and then loaded on a 5-mL
HiTrap Heparin HP column. Elution was achieved with
2M NaCl gradient. Fractions containing the protein were
pooled; dialyzed overnight in a solution containing 50 mM
Tris-HCI, pH7.5, 500mM NaCl, and 2mM MgCl,; and
applied to a Superdex™ 200 10/300 GL (GE Healthcare).
Fractions containing the proteins were pooled and
dialyzed in the final buffer (50mM Tris—-HCI, pH7.5, and
2mM MgCl,).

Oligonucleotides for mutagenesis and enzymatic activ-
ities were purchased from Eurogentec (Seraing, Belgium).
The unlabeled and 5'-Cy5 indocarbocyanin®-labeled
short oligonucleotides (<87nt) were purified by RP-
cartridge or RP-HPLC. The undamaged oligonucleotide
{>87nt) or that containing one wuracil was purified by
PAGE. The oligonucleotide templates were resuspended
in TE buffer and annealed to 5-end-labeled oligonucleo-
tide primers in the presence of 10mM Tris—-HCl, pHS8.0,
and 50 mM NaCl at a 1:1molar ratio by heating to 95°C for
5min and cooling to room temperature. Sequences were
checked by GATC Biotech. For crystallization, they were
purchased from the same supplier but further purified on
RP-HPLC and resuspended in 25mM Tris-HCI, pH?7.5,
10mM MgSOy, and 0.5mM ethylenediaminetetraacetic
acid (EDTA}.

Primer extension assays

For primer extension assays, a 5'-Cy5-labeled 3/ 17-nt
5-TGCCAAGCTTGCATGCC-3' was annealed to an 87-nt
template 5'-CAGGAAACAGCTATGACCATGATTAC-
GAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTXTA-
GAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGCA-3/,
where X is either a dC or a dU located 16nt upstream the
P/T junction. Reactions were carried out in 10 uL contain-
ing 75nM protein, 25nM duplex, 50mM Tris, pH8.8,
1mM DTT, 10mM KCl, 2mM MgCly, and 200uM dNTPs
ak 55°C at different times indicated on the figure and
quenched by adding 15 uL of stop buffer (84% formamide,
10mM EDTA, 0.01N NaOH, and 1pM competitor
oligonucleotide, the exact complement of the template
under study). The reaction products were separated by gel
electrophoresis on an 18% polyacrylamide 19:1, 8M urea,
analyzed with a Mode Imager Typhoon 9400 (GE
Healthcare). Three bands were quantified with Image-
Quant 5.2 software and corresponds to A, the band of the
nonelongated primer (at 17nt}; B, the band of the pause
products (at 33nt); and C, the band of the full-length
products (at 87nt). Extension ratio is defined as the ratio of
extended primer to total products [i.e., (B+C)/(A+B+C).
Pausing is defined as the ratio of bands of paused
products to elongated products [ie., B/(B+C)]. The ratio
is then scaled with respect to the highest proportion of
stalled products, namely, the ratio at £=2min. Translesion
ratio is defined as the ratio of extended products past the
lesion, thus corresponding to 1-pausing ratio. Exper-
iments were carried out three times for the polymerase,
which is able to degrade the primer (exo+construct) and
the D215A mutant (exo— construct), and eight times for the
triple mutant. Plots were fitted using Prism5 to a one-step
association model for elongation and TLS, and to a one-
phase decay for pausing.
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Electrophoretic mobility shift assays

For EMSA, a 5'-Cy5-labeled, 22-nt 5-GCAGTCCTA-
GACGATCACGGGG-3' (19mis) was annealed to a 32-nt
template 5'-CATCCGTGGXGTACGTGATCGTCTAG-
GACTGC-3/, where X is a dC, a dT, or a dU located four
bases upstream the P/T junction. Binding was carried out
with 25nM duplexes and increasing concentrations of
exonuclease-deficient PabPolB (indicated on the figure) for
20min at 25°C in a buffer (10uL} containing 50 mM Tris—
HCl, pHB8, 20mM Na(Cl, 2mM MgCl,, 5mM EDTA, and
0.05mg/mL bovine serum albumin. The reaction mixture
was then loaded with 8% Ficoll type 400 on native gel
containing 8% polyacrylamide 29:1 and run in 0.5x TB
buffer (5.4 ¢/L Tris-base and 2.75g/L boric acid) supple-
mented with 2mM MgCl,. Gels were analyzed with a
Mode Imager Typhoon 9400 (GE Healthcare) and pro-
cessed with ImageQuant 5.2 software. The percentage of
protein-DNA complexes corresponds to the ratio of the
intensity shifted bands to the intensity of all bands (shifted
and non-shifted band). Experiments were realized in
replicate: n=>3 for the exo— construct, n=4 for the triple
mutant,

Crystallization

For deaminated-base-containing template, the 8-nt-long
primer 5'-CGATCACG-3' was annealed to a 13-nt-long
template, 5'-GXGTACGTCATCG-3', where X is either a
dU or a dH. For a longer template, the same primer
sequence was used but was annealed to 15-nt 5'-
GGGUGTACGTGATCG-3' or 5'-AAGHGTACGT-
GATCG-3'. For the structures with a canonical base in
the recognition pocket, the same primer was used {11nt,
5'-CGATCACGGGG-3) and armealed to a 13-nt template
strand (5'-GXGTACGTGATCG-3, where X is dA, dC, dG,
or dT).

The protein was incubated with the duplex at a ratio of
1:1.2 for 20min at 37°C. Crystals of 13-nt-long matrices
grew in 2days by mixing 2uL of the complexes at 10mg
mL™ ! and 1ul of the crystallization solution (7-12%
polyethylene glycol 20000 and 100mM Mes, pH 6.5). Seeds
of these crystals were used to crystallize the complexes of a
15-nt-long template after 16h of equilibration. Crystals
were subsequently cryoprotected by transferring them
shortly to a mother liquor solution containing 30%
glycerol before flash cooling in liquid nitrogen. Metal
exchange assays were carried out by transferring the
crystals grown in 2mM MgCl; into a stabilization solution
containing 2mM MnCl, for 16h.

Diffraction data collection and structure
determination

Diffraction data were collected with an ADSC Q210
CCD at beamline ID 14ehl (European Synchrotron
Research Facility, Grenoble, France} and on an ADSC
Q315r at beamline Proxima 1 (Synchrotron SOLEIL, Gif-
sur-Yvette, France). Data sets were collected at 100K, A=
093 A for13A_11,13C 11, 13G_11,13H 8, and 15H & r=
0.98 A for 13T_11, 13U_8, and 15U_8; and A=1.79 A for the
divalent metal exchan{cgre experiment. All the data were
processed using XDS™ and POINTLESS®® and were

scaled and merged with SCALA.” Data collection
statistics are presented in Table 1. Five percent of the
reflections were removed from the refinement and kept
aside to calculate the R

Molecular replacement was achieved with Phaser”
using 2VW] apo as a search model for 13T_11. Molecular
replacement was carried out with this latter structure.
Manual building was achieved with Coot.”” BUSTER-
TNT®® was used to refine the model until convergence of
the R-factors. TLS were chosen with TLSMD® and
included in the last stages of refinement; five TLS groups
were selected for the protein, two TLS groups for the
template strand, and one or two for the primer strand
(structures with bound dU/dH or bound canonical base,
respectively). Anomalous maps were calculated with
programs available in CCP4 suite 6.1.1.%” For each base
recognized in the pocket, an omit map was calculated in
order to correctly place the aromatic ring. All the refined
models were validated with MolProbity.*® Superimposi-
tions and pictures have been realized with PyMOL.

8

Docking experiments and pocket visualization

The recognition pocket of 13U 8 was chosen as the
target receptor, without DNA, using all atoms within a
sphere of radius 10A around V93 CP. Side chains were not
allowed to move. Ten poses were calculated for each of the
four bases using AutoDock;”* all of them were visually
examined after superimposition and the best solution was
selected. The semiempirical free energy contains both an
enthalpic term and an entropic term. The enthalpic term is
made of six different terms (differences between ligand-
ligand, protein-protein, and protein-ligand interactions)
that include van der Waals, hydrogen bonding, electro-
static, and solvation interactions.

The solvent-accessible surface has been calculated with
the program HOLLOW 1.2% using a probe radius of 1.4A.

Poisson—Boltzmann—Langevin electrostatics
calculations

The program AQUASOL?"? was used to compute the
solvent, cation, and anion density maps around the
structure 13U 8 without DNA, water, and metals.
PDBZPQR“’ and the CHARMM force field were used to
assign charges and atom radii to every atom (including
experimentally invisible hydrogens), respectively. The pH
used for the calculation was set to 7.

The resulting pqr file was given as an input for
AQUASOL. The solute was embedded in a cubic grid of
129 points in each direction equally spaced by 1A. A
trilinear interpolation protocol was used to spread the
charges of atoms over the grid. The solvent region was
defined as being outside the solvent-accessible surface that
has been computed by rolling a probe of radius 1.4A on
the atoms of the structure. Water is defined by its dipolar
moment (set to 2.35 D) and its bulk concentration of 55M.
Monovalent cation and anion concentrations were set to a
bulk concentration of 200mM. Their radius was set to
14 A. The electrostatic potential was set to zero on the
borders of the grid. AQUASOL self-consistently solved
the nonlinear Poisson-Boltzmann-Langevin equation.®®
Maps were caleulated for the electrostatic potential, ion,
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and water densities. Subsequent anion and cation density
maps were extracted from a combination of ion density
and ion valency.

Normal mode calculations and overlap coefficient

Overlap coefficients were calculated as previously
described® wusing the elastic network and CA-only
models. The cutoff radius used for spring definition was
10A. All calculations were made using the NOMAD-Ref
web server.

Accession numbers

The accession numbers of the structures are the
following: 13A 11, 4FLT; 13C 11, 4FLU; 13G 11, 4FLV;
13T 11, 4FLW; 13H_8, 4FLX; 13U _8, 4FLY; 15H 8, 4FLZ;
15U 8, 4FM0; 13U 8 soaked in MnCl,, 4FMI1; triple
mutant, 4FM2. These accession numbers are listed in
Table 1.
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Figure S1: Superimposition of PabPolB complexes with other archaeal PolB.

A. Superimposition of 13U 8 (green) with 13T 11 (blue), Tgo PolB with dH in position +2
(2XHB, magenta) or dU+4 (2VWI, salmon). For clarity the DNA has been omitted. Whereas
the thumb subdomain is almost superimposable for all structures concerning PabPolB it is
found to be shifted by about 3 A for TgoPolB bound to dH and 7 A for TgoPolB bound to dU.

B. Stereo view of the base-checking pocket of archaeal PolBs. The recognition sites have
been superimposed. The sketch is a superimposition of 13U 8 (green), Tgo in apo
conformation (pdb id 1TGO, dark blue) bound to uracil (pdb id 2VWIJ, salmon) or to
hypoxanthine (pdb id 2XHB, magenta). The pockets have been highlighted using a surface
representation. This clearly shows that the pocket is rigid, even in the apo form. Principal
residues are numbered on the figure.
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Figure S2: Examples of EMSA gels

All duplexes used in binding assays contain a mismatch of 3 bases at the 3’-end of the primer
in order to lock the polymerase in editing conformation. 25 nM of each duplexes have been
mixed with increasing concentrations of either PabPolB exo- (upper panel) or the triple
mutant lacking the metal in the T-cleft (lower panel). The binding capacity of the triple
mutant is higher than for the exo- construct.
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Figure S3: Comparison of DNA involved in binary complexes with PolB

A. PabPolB structures in edition mode (13U 8 in green, 13T 11 in magenta) have been
superimposed on PfuPolB and RB69 in elongation mode (pdb id 4AIL in dark blue, pdb id
3SJJ in cyan respectively). For clarity reasons only the DNAs have been represented. The
localization of DNA is different if the polymerase is in elongation mode or in editing mode.

B. 13U _8 structure has been superimposed on RB69 polB in polymerization mode (pdb id
3S1)). For clarity reasons only the DNAs are represented here and the upper part of the
duplexes have been omitted. Each base has been colored depending on its position from the
P/T junction as depicted in the upper right panel. Before the reaction occurs the incoming
nucleotide is hybridized with the base in position +1 (depicted in cyan in the RB69 PolB
structure). Therefore the base-checking pocket would bind the nucleotide in position +5 (not
seen here because RB69 PolB lacks the cavity). After the reaction, the bound nucleotide is in
position +4. If the polymerase can’t translocate the DNA, it switches in editing mode
(depicted with the structure of PabPolB here). The base sitting in the cavity is therefore in
position +4 as observed structurally and functionally.
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Troisieme partie:
Résultats supplémentaires

Le réle de lion métallique divalent tout récemment identifié par cristallographie au sein du
domaine N-terminal de 'ADN polymérase réplicative de la famille B de Pyrococcus abyssi reste
aujourd’hui encore mal compris. Afin de déceler une différence de propriétés fonctionnelles de
PabPolB triple mutée par rapport a PabPolB sauvage, diverses réactions enzymatiques

supplémentaires ont été effectuées.

. Matériels et méthodes supplémentaires : Réaction de processivité

L’ADN M13mp18(+) circulaire simple brin de 7 250 bases a été utilisé en tant que matrice. La
matrice a été hybridée a une amorce de 32 nucléotides marquée en 5’ avec l'indocarbocyanin® Cy-5.
Les réactions d’extension ont été effectuées in vitro en présence de 7 nM d’amorce /matrice
(32/M13mp18) et de 200 nM d’enzyme PabPolB dans son tampon réactionnel (50 mM Tris HCI pH
8,8, 1 mM dithiothreitol, 10 mM KCI, 5 mM MgCl, ou CaCl, en fonction des expériences) et initiées par
'ajout d’'un mélange de dNTPs (200 uM) et de « trap » héparine (de 102 a10° mg/mL). Le mélange
réactionnel a été incubé a 60°C pendant différents temps. Pour les temps supérieurs a 30 min
d’'incubation, de I'huile minérale a été déposée au-dessus du mélange réactionnel afin de pallier a
'évaporation de I'échantillon. La réaction d’extension a été arrétée sur glace par addition de 10 pL de
tampon inhibiteur (96% formamide, 15 mM EDTA). Dans le but de piéger la pol lors de son
détachement pendant un cycle d’extension, 'héparine a été préincubée avec la pol pendant 8 min a
60°C avant I'ajout du mélange réactionnel. Une réaction de contréle sans piégeage de 'enzyme a été
réalisée en I'absence d’héparine. Les produits d’extension obtenus ont été dénaturés a 100°C
pendant 5 min. lls ont été ensuite séparés en fonction de leur taille par électrophorése en gel
d’agarose a 1 % (p/V) alcalin, dans un tampon de migration NaOH (0,05 N) et EDTA (1 mM) pH 8
sous linfluence d’un champ électrique (30 V constant) pendant 14 & 17 h a 4°C. L’intensité de
fluorescence émise par les produits d’extension marqués, aprés excitation a la longueur d’onde de
633 nm, a été mesurée a 670 nm par Mode Imager Typhoon 9400 (GE Healthcare). En paralléle, un
marqueur de taille d’ADN (Raoul™ , 200 - 48 000 pb, Qbiogene) a été déposé sur le gel afin de
déterminer la taille des fragments d’ADN obtenus puis révélé séparément dans un bain tamponné a
pH 8 de SYBRGold (Invitrogen) pendant 30 min sous agitation a 25°C. Son intensité de fluorescence,

apres excitation a la longueur d’'onde de 488 nm, a été mesurée a 532 nm.
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Il. Résultats supplémentaires

Il.1. Efficacité d’extension de PabPolB triple mutée

Des réactions d’extension d’amorces hybridées a une longue matrice dADN de 7 250
nucléotides, soit environ 80 fois plus longue que la matrice d’ADN utilisée dans les expériences
précédentes, ont été effectuées dans le but d’apprécier une différence de capacité d’extension lors de
temps courts d’'incubation. Nous pouvons remarquer que PabPolB triple mutée (D4A, E251A, E343A)
a le méme profil de cinétique d’extension d’'une longue matrice que PabPolB sauvage (Figure 22).
Ainsi, a 8 min d’incubation, les produits d’extension de longueur maximale, c’est-a-dire de 7 250
nucléotides, apparaissent déja et ceci pour les deux polymérases (Figure 22, pistes 6 et 12). Ces
résultats suggérent que l'ion métallique divalent nouvellement identifié n’interviendrait pas dans la

rapidité de PabPolIB a polymériser de longs fragments d’ADN.

Pistes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

PabPolBExo- + = = =
PabPolB triple mutant - - -
Temps (min) 0O b %

)

Figure 22. Cinétique d’extension d’amorce hybridée a une matrice ADN de 7 250 nucléotides par PabPolB sauvage et
PabPolB triple mutée.

Profil d’éléctrophorése en gel dénaturant d’agarose a 1 % alcalin des produits des réactions enzymatiques effectuées en
présence de 7 nM d’amorce marquée en 5’ par l'indocarbocyanin® Cy5 hybridée a la matrice M13mp18(+), de 200 uM de
dNTPs et de 200 nM de chaque PabPolB indiquée. Les mélanges réactionnels ont été incubés a différents temps indiqués au-
dessus du gel a 60°C. La piste 13 comporte le marqueur de taille d’ADN
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Il.2. Tolérance du dommage uracile et contexte nucléotidique

PabPolB exo- a été mise en présence de deux types de matrices de 87 nucléotides (nt)
contenant une base uracile a des positions différentes. Les environnements nucléotidiques des

duplexes amorce/matrice (17/87) formés, notés dU +16 et dU +20 sont respectivement les suivants :

dU +16: 5 '-CAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTUTAGAGTCGACCTGCAGG
CATGCAAGCTTGGCA-3"

du +20: 5" ~CAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGAUCCTCTAGAGTCGACCTGCAGG
CATGCAAGCTTGGCA-3'

(La base notée en gras soulignée correspond a la base lue quatre bases en amont du dommage uracile, la base
en rouge est l'uracile).

Il est intéressant de noter ici que lintensité de la pause de polymérisation par PabPolB, quatre
bases avant le dommage uracile, située respectivement en position 33 pour le dommage dU +16 et en
position 37 pour le dommage dU +20, est différente selon la matrice d’ADN utilisée (Figure 23,
comparer par exemple bande 29, piste 6 et bande 33, piste 12) et plus particulierement le contexte
nucléotidique qui environne le dommage ponctuel uracile. Ainsi, PabPolB semble effectuer une pause
dans la synthése d’ADN quatre bases en amont du dommage de fagon plus forte dans le contexte dU
+16, et de ce fait, freine la synthése compléte du brin complémentaire (bande de 87-nt moins intense,

comparer la piste 6 a la piste 12).

Pistes 1 4 5 6 7 8 9 10 11 1213

dU +16 + + - - - - -

di+420 = = = = = = + E B OE =
Temps(min) 0 2 4. 816780 0 2 478746

== | 87-nt

o 37-N1t
13-t

29-nt >

17-nt
- | s —— -

Figure 23. Cinétique d’extension d’amorce hybridée a une matrice de 87 nucléotides par PabPolB exo-.

Profils d’électrophorése en gels dénaturants de polyacrylamide 17 % / urée 8 M des produits des réactions enzymatiques
effectuées en présence de 25 nM d’amorce marquée en 5 par l'indocarbocyanin® Cy5 de 17 nucléotides hybridée a une
matrice de 87 nucléotides comportant une base uracile en position 29 (pistes 1 a 6) ou en position 33 (pistes 7 a 12), de 200 yM
de dNTPs et de 75 nM de PolB exo-. Les mélanges réactionnels ont été incubés a 55°C aux temps indiqués au-dessus des
gels. La piste 13 comporte le marqueur de taille d’oligonucléotides.
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11.3. Processivité de PabPolB triple mutée

La possibilité d’action de I'ion catalytique divalent sur certaines propriétés de PabPolB a été
explorée. A savoir, le profil d’extension d’amorce, la vitesse de réaction de polymérisation et la
capacité de liaison a 'ADN sain et a TADN endommagé. Nous avons par la suite étudié le role de cet
ion dans la processivité de 'enzyme. Pour 'ADN polymérase, la processivité est définie comme le
nombre de nucléotides incorporés par 'enzyme par unité de temps au cours d’un cycle d’attachement
a 'ADN. Pour étudier cette propriété intrinséque, il est nécessaire d’utiliser une longue matrice
d’ADN , ici le phage circulaire M13mp18 de 7 250 bases a été choisi ; et d’utiliser une molécule qui
empéche la pol d’entamer un second cycle d’attachement lorsqu’elle se décroche de 'ADN en cours
de réplication, ici, I'néparine a été utilisée. Il a d’abord été nécessaire d’estimer la concentration
optimale en héparine a introduire pour obtenir une inhibition efficace de la polymérisation lors de la
réaction d’extension d’amorce. Pour cela, l'inhibition de l'activité d’extension d’amorce de PabPolB
exo- et de PabPolB triple mutée a été mesurée en fonction d’'une gamme de concentration croissante
en héparine. Dans les conditions d’expériences pratiquées, 107 mg/mL (Figure 24, pistes 5 et 10)
semblent étre la concentration en héparine optimale pour piéger efficacement PabPolB exo- et

PabPolB triple mutée au cours des réactions d’extension d’amorce.

Pistes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

PabPolBExo- + - + + + + o+ -~ = = s -
PabPolB triple mutant - + - £ - e : S + + g
Héparine (mg/mL) - = '*310-’-"'1&*1- 102 10* 10° @F 105ete._10* 10°
- ___7378-nt
—4360-nt
o> 3 e 2319t
' —754-nt
-~
[ —375-nt
g

Figure 24. Réaction d’extension d’amorce hybridée au plasmide M13mp18 de 7250 nucléotides par PabPolB exo- et
PabPolB triple mutée en présence de quantités décroissantes d’héparine.

Profils éléctrophorétiques en gel dénaturant d’agarose alcalin @ 1 % des produits des réactions enzymatiques effectuées en
présence de 7 nM d’amorce marquée en 5 par l'indocarbocyanin® Cy5 hybridée a la matrice M13mp18(+), de 200 uM de
dNTPs, de 200 nM de chaques PabPolIB indiquées et de quantités décroissantes d’héparine indiquées au dessus du gel. Les
mélanges réactionnels ont été incubés 8 min a 60°C.
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La seule différence observée en cristallographie entre PabPolB exo- et PabPolB triple mutée
exo- étant la capacité a fixer un ion divalent dans la structure T-cleft nouvellement identifi€ée au niveau
du domaine N-terminal, la processivité de PabPolB exo- et de PabPolB triple mutant exo- a été
mesurée. La processivité de PabPolB exo- et de PabPolIB triple mutant exo- en présence de 107
mg/mL d’héparine a été mesurée en fonction du temps d’incubation (Figure 25). La progression de
PabPolB exo- le long de la matrice semble étre plus élevée que celle de PabPolB triple mutant (Figure
25). Alors que PabPolB triple mutée interrompt sa progression le long de la matrice ADN a environ
750 nt aprés 30 min d’incubation (Figure 25B, piste 20), PabPolB exo- poursuit I'extension bien au-
dela, a environ 2 320 nt (Figure 25B, piste 12). Il semblerait que PabPolIB exo- soit plus processive, et
donc que l'ion facilite la translocation de I'enzyme d’une base a l'autre le long de la matrice ADN.
Cependant, I'expérience semble ne pas étre reproductible. En effet, lors d’expériences suivantes en
présence d’'une quantité moindre en héparine de 107 mg/mL. le résultat apparait inversé (Figure 25C).
Ces expériences ont donné des résultats incertains et remettraient en cause le choix du temps
d’'incubation et I'effet du piege héparine. Afin de pouvoir conclure quant a la différence de processivité

des deux PabPolBs, une nouvelle mise au point des conditions expérimentales est requise.

Par la suite, l'influence de la concentration en MgCl, sur la processivité de PabPolB exo- et
PabPolB triplé mutée exo- a été mesurée (Figure D). La progression des deux PabPolBs le long de la
matrice M13mp18 durant une incubation de 8 min et en présence de 107 mg/mL d’héparine a été
évaluée. Les deux PabPolBs semblent présenter le méme profil de processivité avec un optimum

d’activité proche se situant entre 1 et 2,5 mM (Figure 25D, pistes 7 et 8 et pistes 15 et 16).

.
o %
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.’3\ + PabPolB +dNTPs f'\

A + I\/IgCI + heparlne

2m|n60C 8m|n60C
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Figure 25. Réactions de processivité de PabPolB exo- et PabPolB triple mutée.

Profils d’éléctrophorése en gel dénaturant d’agarose alcalin a 1 % des produits des réactions enzymatiques effectuées en
présence de 7nM d’amorce marquée en 5 par I'indocarbocyanin® Cy5 de 32 nucléotides hybridée a la matrice circulaire de
7 250 nucléotides M13mp18(+), 200 nM de chaques PabPolB indiquées. Les réactions ont été initiées par I'ajout simultané des
dNTPs (200 puM) et de I'héparine (A). Les différents mélanges réactionnels ont été incubés a 60°C a différents temps
d’incubation indiqués au dessus des gels. (B) Réaction de processivité de 0 a 30 min en présence de 10° mg/mL d’héparine.
(C) Réaction de processivité en fonction du temps de réaction de 0 4 60 min en présence de 10 mg/mL d’héparine. (D)
Réaction de processivité en fonction d’'une gamme de concentration croissante d’ion cofacteur Mg?* (indiquées au-dessus du
gel) de 8 min en présence de 10™ mg/mL d’héparine. Les pistes 1 B,C et D et 2 B,C et D montre les résultats de la réaction en
absence de trap et correspond a I'extension maximale de I'amorce par PabPol B exo — (pistes 1) et PabPolB triple mutée (pistes
2). Les pistes 3 B,C et D et 4 B,C et D montrent les résultats d’extension en présence d’héparine et reflétent I'efficacité du piege
pour PabPol B exo — (piste 3) et PabPolB triple mutée (piste 4).
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Il.4. Etude préliminaire de la séléctivité de PabPolIB triple mutée

Cette étude a été effectuée par la méthode d’incorporation préférentielle d’'un seul nucléotide
face a une base canonique ou une base désaminée (vue dans l'article en préparation présenté dans
le Chapitre Il de ce manuscrit, pages 71 a 90). Cette réaction consiste a apprécier lequel des quatre
dNTPs va étre préférentiellement insérés par la Pol B face a une base instructrice donnée par la
matrice ADN. Dans I'expérience ci-apres, une amorce marquée de 32 nt a été hybridée a une matrice
de 87 nt de séquence particuliere de sorte que la premiére base instructrice a étre lue par la pol soit
une cytosine (C) ou une uracile (U) (Figure 26A). Un des quatre nucléotides libres est mis en
présence de la pol dans chaque tube. Le témoin en présence des 4 dNTPs « 4N », montre la capacité
de I'enzyme a incorporer I'ensemble des dNTPs et de produire un brin complémentaire de méme
longueur que la matrice. Ce résultat permet de valider les conditions expérimentales (Figure 26B et C,
pistes 2 et 8). Face a la base C, PabPol B triple mutée insére préférentiellement une base G (Figure
26C, piste 6), créant un appariement légitime « Watson-Crick », tout comme PabPolB exo- (Figure
26B, piste 6). On notera que les bases de A, T et C sont incorporées faiblement, ceci est di au fait
que les deux pols étudiées sont dépourvues de la fonction exonucléasique de correction des erreurs
d’insertion. Lorsqu’une base endommagée uracile présente dans la matrice ADN est lue par PabPolB
triple mutée, celle-ci insert préférentiellement une base adénine en face (Figure 26C, piste 9) et dans
ce cas, la base « légitime » G n’est pas préférentiellement incorporée. Le méme résultat est observé
pour PabPolB exo-. Ainsi, PabPolB exo- et PabPolB triple mutée ont le méme profil d’incorporation
préférentiel. C’est-a-dire qu’elles incorporent une base légitime face a un C témoignant de leur
sélectivité élevée, et une base A face a un dommage uracile. Ainsi, I'ion métallique (absent chez
PabPolB triple mutée) ne semble pas intervenir dans la sélectivité élevée de PabPolIB. Ces résultats
ne sont que préliminaires, une conclusion plus rigoureuse nécessiterait la détermination des
parameétres d’incorporation cinétique K, et k..t pour chaque substrat nucléotidique, comme effectué

dans I'étude montrée dans I'article en cours de préparation en chapitre II.
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