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Gene de résistance a la Puromycine
Ran binding protein 2

RING-box protein 1

Replication factor C
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RH
RING
RNase
RNFS8
RON
RPA
SAE
Sce
SENP
Set8
SETDB1
Sme
Spd1
Srs2
Ss
SUMO
T2A
T2AA
T3
TALEN
TAT
TCEP
TCR
TFIIH
TLS

tracrRNA

UAF
Ub
UBC E2
UNG2
USP

UV-DDB
VIH
WSTF

Recombinaison homologue
Really interesting new gene
Ribonucléase

Ring finger protein 8
Recepteur d'origine Nantais
Replication protein A
SUMO-activating enzyme
Sister chromatid cohesion
Sentrin-specific protease
Histone methyl transferase
SET domain bifurcated 1
Structural maintenance of chromosomes
S-phase delaying protein 1
Suppressor of rad six
Single-strand

Small ubiquitin-like modifier
Thosea asigna virus 2A

T2 amino alcohol

Triiodothyronine

Transcription activator-like effector nucleases

Trans-activator of transcription
Tris(2-carboxyethyl)phosphine
Transcription-coupled repair
Transcription factor II H
Translesion synthesis
Trans-activating crRNA

Upstream activation factor
Ubiquitine

Ubiquitin-conjugating enzyme E2
Uracile-ADN glycosylase 2
Ubiquitin-specific protease
UltraViolet C

UV-damaged DNA-binding protein
Virus de I'immunodéficience humaine

Williams syndrome transcription factor
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XP
XRCC1
ZFN
y-H2ax

Wild-Type

Xeroderma pigmentosum

X-ray repair cross-complementing protein 1

Zinc-finger nucleases
Phosphorylated form of H2AX histone

Code acide aminés:

Nom
Alanine
Arginine
Acide Aspartique
Asparagine
Cystéine
Glutamine
Acide Glutamique
Glycine
Histidine
Isoleucine
Leucine
Lysine
Méthionine
Phénylalanine
Proline
Sélénocystéine
Sérine
Thréonine
Tryptophane
Tyrosine
Valine

Code a 1 lettre
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Code a 3 lettres
Ala
Arg
Asp
Asn
Cys
Gin
Glu
Gly
His

lle
Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Sec
Ser
Thr
Trp
Tyr
Val
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Préambule

En France, depuis plusieurs décennies et comme dans tous les pays développés, le
cancer est maintenant la premiére cause de déces. L’apparition des cellules
cancéreuses est intimement liée a la fois a la dérégulation du cycle cellulaire et de
certaines cascades de signalisation aboutissant a la mise en place de nouvelles

modifications post-traductionnelles sur de nombreux facteurs cellulaires.

PCNA, (Proliferating Cell Nuclear Antigen) est une protéine essentielle qui
intervient dans de nombreux mécanismes cellulaires tels que la réplication de TADN et
la réparation des dommages a ’ADN. Cette pléiotropie est expliquée par sa capacitée
d’interaction avec un large panel de partenaires protéiques mettant en jeu parfois des
modifications post-traductionnelles de la protéine PCNA. De nombreux sites de PCNA
sont potentiellement modifiables, cependant les roles de ces derniers ne sont pas ou

tres peu documentés.

Dans le cadre de la thématique générale de notre équipe sur leffet des
modifications post-traductionnelles dans la cancérogénese, notre objectif a été de
développer un outil génétique pour nous aider a définir I'implication de ces résidus
modifiés dans les fonctions de PCNA. Cet outil génétique est le fruit d'une combinaison
de deux outils biologiques. Le premier est le systeme CRISPR-Cas 9 utilisé afin
d’inactiver le gene endogeéne de PCNA. Le deuxieme est un mécanisme de
complémentation fonctionnelle plasmidique qui lorsqu’il est utilisé en parallele du
systeme CRISPR-Cas 9, nous permet d’exprimer n’importe quelles protéines PCNA
mutées comme substituant de la protéine PCNA endogene au sein de cellules en

culture.

L’utilisation de ce nouvel outil génétique, nous a permis de caractériser les
fonctions de 2 résidus de PCNA impliqués au sein d’'une voie de dégradation

ubiquitine-dépendante.
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Introduction

A) La protéine PCNA

1) PCNA, une protéine complexe

PCNA (proliferating cell nuclear antigen), est une protéine eucaryote essentielle de
la famille des clamps glissants ou « sliding clamp ». PCNA a été initialement
découverte comme un antigéne réagissant avec des anticorps provenant de sérums de
patients atteints de lupus érythémateux disséminé (Miyachi et al., 1978). Le role
majeur attribué a cette protéine est sa capacité a augmenter la processivité des ADN
polymérases réplicatives chez les eucaryotes et les archées lors de la réplication de
’ADN (Tan et al., 1986; Prelich et al., 1987; Bravo et al., 1987). Son role indispensable
dans le bon fonctionnement de la réplication de ’ADN catégorise cette protéine comme
protéine essentielle.

PCNA est fortement conservée dans toutes les especes eucaryotes de la levure a
I’humain (Stoimenov et al., 2009). Les archées possedent une protéine homologue
structuralement tres proche de PCNA (homo sapiens) (Matsumiya et al., 2001). Le
gene codant PCNA est situé sur le chromosome humain numéro 20 (région p12,3-p13)
et s'étend sur environ 12 kilobases. C'est un gene a copie unique, cependant, plusieurs
pseudogenes ont été découverts (Stoimenov et al., 2012). Le gene de PCNA code pour
2 transcrits différents, I'un possédant 6 exons, 'autre 7. Cependant les 2 transcrits
codent la méme protéine PCNA (Figure 1).
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Figure 1: Position dans le génome et caractéristiques du géne de PCNA.

Le géne PCNA de longueur 12 kilobases se situe sur le chromosome n°20 & la jonction des régions p12.3
et p13. La protéine PCNA peut étre traduite a partir de deux transcrits différents en taille et en nombre
d’exons codants.

Seulement 8 acides aminés sur un total de 261 sont différents entre les séquences
protéiques humaine et murine. A noter que les acides aminés qui different entre les
séquences sont cependant majoritairement de la méme famille (Stoimenov et al.,

2009) (Figure 2).
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‘ Emplacements des acides aminés qui different
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D’aprés Stoimenov et al., 2009

Figure 2: PCNA, une protéine fortement conservée chez les eucaryotes.
Les séquences des protéines PCNA d’Homo sapiens, de Mus musculus, de Gallus gallus, de Drosophila
megalonaster et de Saccharomyces cerevisiae présentent une forte conservation.

La protéine PCNA est tres largement étudiée et connue pour son role de facteur de
processivité des ADN polymérases réplicatives. Cependant le réle de PCNA n’est pas
exclusivement cantonné au mécanisme de réplication de 'ADN. PCNA intervient
également dans de nombreux mécanismes cellulaires tels que la réparation des

dommages a ’ADN, le cycle cellulaire, la ségrégation des chromosomes ainsi que dans
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le maintien de la structure de la chromatine (Stoimenov et al., 2009). La protéine
PCNA est donc pléiotrope. Les fonctions de PCNA semblent étre variées, mais restent
cependant englobées dans le métabolisme de I'ADN. La pléiotropie de cette protéine
peut étre expliquée par sa capacité d’interaction avec un large panel de protéines
différentes possédant des roles divers (Stoimenov et al., 2009) (Figure 3).
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Figure 3: PCNA, une protéine pléiotrope.

La protéine PCNA posséde de nombreux interactants participant & de nombreux mécanismes cellulaires
tels que la réplication de I’ADN, la réparation de I’ADN, le cycle cellulaire, la ségrégation des
chromosomes ou encore le maintien de la structure de la chromatine. L’interaction avec ces protéines est
rendue possible par la présence de 2 types de motifs: les motifs PIP-box et KA-box.

On retrouve dans la séquence protéique de PCNA plusieurs acides aminés qui
peuvent étre la cible de modifications post-traductionnelles, dont trés peu ont été
caractérisées mais dont nous connaissons l’existence via des analyses de spectrométrie

de masse. Parmi ces modifications post-traductionnelles, on distingue 'ubiquitination,
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la phosphorylation, l'acétylation, la méthylation, la SUMOylation ainsi que la
PARylation (Stoimenov et al., 2009; Zhang et al., 2013). Les roles des modifications
comme la mono ubiquitination de la Lysine 164 (K164) et la phosphorylation de la
Tyrosine 211 (Y211) ont été caractérisés. Ainsi la mono ubiquitination du résidu K164
a été décrite comme nécessaire pour le recrutement de polymérases spécialisées dans
la synthese translésionnelle avec comme exemple le remplacement de I'ADN
polymérase & par 'ADN polymérase translésionnelle n (Kannouche et al., 2004,
Watanabe et al., 2004). Quant a la phosphorylation du résidu Y211, elle aurait un role
de stabilisation du complexe Chromatine-PCNA (Wang et al., 2006). Les différentes
combinaisons de modifications post-traductionnelles de PCNA, ajoutées aux multiples
interactions protéiques, expliquent I'implication de PCNA dans un si grand nombre de
fonctions cellulaires. Cependant comment peut-on tenter d’expliquer une telle
diversité d’interactions possibles d’'un point de vue structural ?

La protéine PCNA est constituée de trois monomeres identiques liés les uns a la
suite des autres par des liaisons hydrogenes, amide-carboxyle, hydrophobes et
ioniques formant ainsi un homotrimere circulaire (Krishna et al. 1994; Kelman and
O'Donnell 1995; Gulbis et al. 1996). La forme de la protéine PCNA est dite toroidale.
PCNA est un homologue fonctionnel d’autres facteurs de processivité, comme la sous-
unité  de 'ADN polymérase III des procaryotes ainsi que le clamp de 'ADN
polymérase du bactériophage T4 (Bruck et al., 2001). Ces protéines homologues sont
structurées de facon identique a PCNA mais la sous-unité  de ’ADN polymérases 111
des procaryotes se différencie par la présence uniquement de 2 monomeres (Figure 4).

Chaque monomere de la protéine PCNA humaine possede deux domaines
globulaires tres similaires liés par un pont protéique appelé « interdomain connecting
loop » (IDCL). Cette configuration structurale donne a la molécule une symétrie
pseudo-hexagonale. Chaque domaine contient deux hélices a bordant la cavité centrale
et perpendiculaires a ’ADN. Les hélices a sont soutenues par une structure constituée
de 9 feuillets § qui forment l'extérieur de la protéine. La surface extérieure de la
molécule de PCNA est chargée globalement négativement; a I'inverse, de nombreux
acides aminés situés sur la surface interne de la protéine forment un champ chargé
positivement. Ces charges positives permettent 'interaction entre PCNA et les charges
négatives du squelette sucre-phosphate de I'ADN. Cette interaction facilite la
progression de PCNA le long de la molécule d'ADN lors de la réplication de ’ADN (De

March et al., 2017). La protéine PCNA forme ainsi un « anneau » protéique avec en son
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centre, la molécule d’ADN. La cavité de I'anneau de la protéine PCNA est d’environ 35
A de diamétre. PCNA présente une face avant et arriére distinctes. La région IDCL,
située sur la face avant de PCNA, est impliquée dans de nombreuses interactions et
permet la fixation de protéines comme les ADN polymérases et les ADN ligases
(Dieckman et al., 2012) (Figure 4). Le role de la face arriere de PCNA est moins bien
défini. Cette région agirait comme une zone de stockage de facteurs protéiques jusqu'a

ce qu'ils soient nécessaires sur la face avant de PCNA (Dieckman et al., 2012).

Exemples de protéines de la famille des clamps a ADN
Pince B PCNA gp4s
(E. coli) (homo sapiens) (Bactériophage T4)

Face avant
Face arriéere

i { @ Charge positive
@ Charge négative

D’apres Bruck et al., 2001 - Stoimenov et al., 2009

Figure 4: PCNA (homo sapiens) appartient a la famille des clamps a ADN

PCNA fait partie de la famille des « sliding clamp ». Les protéines de cette famille présentent des similarités
structurales. Elles ont toutes une forme toroidale, cependant la configuration des sous-unités est différente. Les
procaryotes possedent 2 sous-unités alors que les eucaryotes et les archées en possédent 3. Les interactions
entre PCNA et les protéines partenaires se font au niveau de I'IDCL. La charge positive globale de la cavité
interne de PCNA permet son interaction avec le squelette sucre-phosphate de I’ADN chargé négativement.

Les protéines interagissant avec PCNA le font a 'aide de 2 motifs majeurs. Le
premier motif, la « PIP-box » (PCNA-interacting peptide box) (Hingorani et al., 2000;
Maga et al., 2003; Tsurimoto et al, 1999), ayant pour séquence
QXX(M/L/DXX(F/Y)(F/Y) et qui peut parfois présenter une séquence KA en position
N-terminale (Xu et al., 2001). La structure secondaire de la « PIP-box » forme une
hélice dite de type "3:0" qui est un type de structure secondaire qui se forme aux

extrémités des hélices a et qui permet aux protéines de venir se loger dans une poche
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hydrophobe formée par la région IDCL de la protéine PCNA (Dieckman et al., 2012)
(Figure 5).

Peptide p21 IDCL  Hélice 34,

(PIP box) \

D’aprés Winter et al., 2012

Figure 5: La poche hydrophobe de PCNA.
Interaction entre la PIP-box du peptide p21 et la poche hydrophobe formée par I’IDCL de PCNA.

Le deuxieme motif majeur est la « KA-box» ayant pour séquence
[KA(A/L/D(A/L/Q)XX(L/V)]; cette séquence est différente de la PIP-box et est
également retrouvée dans plusieurs protéines interagissant avec PCNA (Stoimenov et
al., 2009) (Figure 3). La présence de 3 monomeres identiques suggere que PCNA
pourrait fixer un ensemble de protéines diverses avec des activités complémentaires.
Ce cas de figure a été observé chez des archées lors du mécanisme de réplication de
I’'ADN. Ces dernieres possedent une protéine hétérotrimerique homologue a PCNA
chez 'Homme et chacune des 3 sous-unités présente une préférence pour un
interactant différent: TADN polymérase, la protéine FEN1 (flap endonuclease 1) et
I’'ADN ligase 1 (Dionne et al., 2003). L’association de ces trois protéines a la protéine
PCNA permet de coupler étroitement la synthése de I'ADN et la maturation des
fragments d'Okazaki chez les archées. Il n’est pas impossible d’imaginer ce scénario
chez ’humain avec une synergie entre plusieurs protéines reliées par la protéine
plateforme PCNA, afin d’optimiser certains mécanismes cellulaires telle que la

réplication de TADN.
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2) Role de PCNA dans la réplication de ’ADN

a) Mécanisme de réplication de ’ADN eucaryote

La duplication du génome est nécessaire pour assurer la transmission de
I'information génétique aux cellules de la descendance. Il est ainsi primordial d’assurer
la fidélité de la réplication de 'ADN. Ce role est assuré entre autres par le cofacteur des
ADN polymérases, la protéine PCNA. Cette derniere orchestre les différentes étapes
qui ont lieu au sein de la fourche de réplication, en jouant le role d’'une plateforme
recrutant les acteurs cruciaux nécessaires a la réplication de TADN.

La réplication du génome est assurée par un complexe protéique dynamique appelé
le réplisome (Bell et al., 2002; Johnson et al., 2005). Au cours de la phase G1 du cycle
cellulaire, un complexe protéique appelé le « pre-replication complex » (PreRC) se lie
a ’ADN au niveau d’'une origine de réplication (Takisawa et al., 2000). Ce complexe est
composé de 6 sous-unités ATPase nommeées ORC 1-6 (complexe ORC), de I'hélicase
héxamérique MCM2-7, de Cdt1 et de ’ATPase Cdc6. Le complexe ORC se lie d'abord
au niveau de l'origine de réplication, puis recrute Cdc6 et Cdt1. Ensemble, ces protéines
agissent pour charger les protéines Mcm2-7 sur ' ADN (Méndez et al., 2003). Une fois
que le complexe de pré-réplication est formé, l'activation de ce dernier est déclenchée
par lactivité de plusieurs kinases, la kinase cycline dépendante 2 (CDK2) et le
complexe Dbf4-Cdc7 (DDK) (Woo et al., 2003) ainsi que le recrutement de facteurs
additionnels (cdcg5, complexe GINS...) (Moldovan et al.,, 2007) (Figure 6). La
transition du complexe de pré-replication en complexe d’initiation permet d’initier le

recrutement des acteurs principaux de la réplication de TADN (Figure 7).
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Figure 6: Mécanisme d’initiation de la fourche de réplication

Etapes de la formation du complexe de pré-réplication nécessaire aux recrutements des acteurs
principaux de la réplication de I’ADN et la formation du futur réplisome. "P" représente une
phosphorylation.

L’activation de I'’hélicase permet la séparation des deux brins d’ADN et ainsi la
formation de la fourche de réplication bidirectionnelle. Les brins d’ADN sont stabilisés
par la présence de la protéine RPA (Sakaguchi et al., 2009). L’étape d’élongation
débute. Le cofacteur PCNA est fixé a TADN a l'aide de la protéine RFC (Replication
factor C) (Majka et al., 2004) et se lie aux ADN polymérases réplicatives 6 et €. Pour
pouvoir engager la réplication des brins d’ADN, les ADN polymérases doivent se fixer
sur une amorce. L’ARN polymérase « primase » synthétise une amorce ARN reconnue
par ’ADN polymérase a qui synthétise en aval, une vingtaine de désoxyribonucléotides
(Baranovskiy et al., 2016). Cette amorce d’ADN agit comme une plateforme de départ
des ADN polymérases 6 et «.

Les deux brins d’ADN, « brin précoce » (leading strand) et « brin tardif » (lagging
strand) sont répliqués a I'aide de deux mécanismes différents. Le brin précoce est
répliqué de facon continue, en effet TADN polymérase synthétise le nouveau brin de
Pextrémité 5 a l'extrémité 3’ en suivant I'ouverture progressive de la fourche de
réplication. Le sens de réplication du brin tardif est quant a lui opposé au sens
d’ouverture de la fourche. La réplication est dite alors discontinue et implique un
mécanisme différent appelé la synthese des fragments d’Okazaki (Sakabe et al., 1966;
Okazaki et al., 1968). Lors de la synthese du brin tardif, la polymérase réplicative
atteint une extrémité d'un autre fragment d'Okazaki, elle déplace ainsi partiellement
ce fragment provoquant une structure appelée une « flap structure ». Grace a l'activité
de lI'endonucléase 1 (FEN1), cette structure est sectionnée (Chapados et al., 2004).
L'ADN ligase I est alors recrutée afin de lier les deux fragments d’Okazaki consécutifs
(Levin et al., 2000). La coordination entre la polymérase & et FEN1 est plus efficace
qu’avec la polymérase € suggérant que la polymérase & répliquerait préférentiellement
le brin tardif, tandis que 'autre polymérase synthétiserait une copie du brin précoce
(Gargetal., 2004).

L’action de I'hélicase MCM2-7 provoque des tensions au niveau structurel de la
double hélice d’ADN (caténation et super-enroulement positif). Les topoisomérases I
et IT assurent la progression de la fourche de réplication en résolvant les problémes

topologiques (Champoux et al., 2001) (Figure 7).
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Figure 7: Le réplisome, un complexe protelque permettant d’orchestrer la réplication de I’ADN
Schéma représentant les acteurs principaux nécessaires a la réplication de ’ADN formant un

complexe protéique appelé le réplisome.

b) Mode d’action de PCNA dans la réplication de PADN

La protéine PCNA a été étudiée essentiellement pour son role de facteur de
processivité pour les ADN polymérases (Kuriyan et al., 1993), cependant PCNA ne se
présente pas comme un simple cofacteur mais comme une protéine « plateforme » au
centre de 'organisation du réplisome (Tableau 1).

La présence de PCNA sur la fourche de réplication est dictée par 'action du
complexe protéique RFC (Majka et al., 2004). RFC est un complexe de 5 protéines
structurellement similaires, a savoir des ATPases de type AAA+ (Superfamille d’
ATPases Associées a diverses Activités cellulaires). La formation du complexe PCNA-
RFC est ATP-dépendante. Le complexe RFC reconnait I'extrémité 3’ de 'amorce
synthétisée par le complexe primase-ADN polymérase o nécessaire a I'initiation de la
réplication de ’ADN. PCNA est alors positionnée de telle sorte que la face avant (voir
section Introduction A.1) soit en direction de I'extrémité 3’ de I'amorce permettant
ainsi le recrutement et une orientation correcte des ADN polymérases réplicatives pour

assurer I’élongation de ’ADN. La fixation de PCNA sur ’ADN active alors les ATPases

37



du complexe RFC qui, en hydrolysant ’ATP, causent la dissociation de ce dernier
(Gomes et al., 2001). Le mécanisme menant a la fixation de PCNA sur 'ADN via le
complexe RFC permet I'’échange du complexe primase-ADN polymérase a par une
ADN polymérase réplicative sur I'amorce du brin précoce tout comme sur les
fragments d’Okazaki du brin tardif (Maga et al., 2000).

Les ADN polymérases correctement placées et orientées vont bénéficier d'un gain
de processivité. En effet la processivité de 'ADN polymérase seule correspond a
I'incorporation d’'une dizaine de nucléotides avant que cette derniere se dissocie de
I’'ADN. Une fois '’ADN polymérase fixée a PCNA, la processivité est augmentée, passant
d’une dizaine a plusieurs milliers de nucléotides incorporés (Bloom et al., 2009).

Le gain de processivité dont profitent les ADN polymérases n’est pas 'unique
avantage fourni par la protéine PCNA. En effet cette derniere agit également comme
une plateforme amovible permettant le recrutement des facteurs nécessaires au bon
déroulement des étapes de la réplication de ’ADN. Le recrutement de ces facteurs est
permis par l'interaction des motifs PIP box de ces derniers avec la poche hydrophobe
formée par 'IDCL de PCNA (voir section Introduction A.1). PCNA interagit notamment
avec les protéines FEN1 et ADN ligase (Jonsson et al., 1998; Montecucco et al., 1998;
Tom et al., 2001) nécessaires a la suture des fragments d’Okazaki entre eux. Elle
interagit également avec la topoisomérase IIa (Niimi et al.,, 2001) permettant de
diminuer les tensions structurelles de la double hélice d’ADN durant la réplication.
Enfin son interaction avec la protéine MCM10 permet le bon déroulement de la
réplication de ’ADN via l'activation du complexe CMG hélicase Cdc45:Mcm2-7:GINS
(Das-Bradoo et al., 2006).

La protéine PCNA est également impliquée dans la prévention du phénomene de
re-réplication. La re-réplication est un événement indésirable lors de la réplication de
I’ADN, durant lequel le génome est répliqué plus d’'une fois par cycle cellulaire, pouvant
mener a la mort des cellules. Chaque origine de réplication doit étre initiée uniquement
une seule fois durant le cycle cellulaire pour éviter une aneuploidie ainsi que des
instabilités génomiques. Les concentrations des protéines nécessaires a l'initiation de
la réplication de ’ADN sont alors finement régulées. Un exemple en est I'inhibition des
protéines ORC, MCM et cdc6 (Matsuda et al., 2007; Weinreich et al., 2001; Nguyen et
al., 2001; Archambault et al., 2005) via leurs phosphorylations par la protéine kinase
cycline dépendante CDK1 ou encore I'inhibition de la protéine Cdt1 par la protéine

géminine (Wohlschlegel et al., 2000). Tout comme la géminine ou la protéine CDKi,
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PCNA est impliquée dans la prévention de ce phénomeéne de re-réplication en régulant
la concentration protéique de Cdt1. Cette derniére interagit avec PCNA chargée sur
’ADN. La protéine Cdt1 va alors étre poly-ubiquitinée et redirigée ainsi vers le
protéasome 26S ou elle va étre dégradée. La poly-ubiquitination de Cdt1 est permise
entre autre par 'action d’'une enzyme ubiquitine ligase CRL4¢dt2 (Arias et al., 2006;
Havens et al., 2012) (Voir section Introduction E.2).

La protéine PCNA n’est donc pas uniquement un facteur de processivité mais agit
comme une plateforme centrale amovible orchestrant le recrutement de nombreux
facteurs essentiels au bon déroulement des étapes de la réplication de ’ADN ainsi que
la prévention d’événements indésirables tel que le phénomeéne de re-réplication
(Tableau 1).

Role de la protéine

Organisme

ADN polymérases ADN polymérase &
réplicatives
pl2 H. sapiens (Li et al., 2006)
p66 H. sapiens (Ducoux et al., 2001)
p125 H. sapiens (Xu et al., 2001)
Pol32 S. cerevisiae (Gerik et al., 1998)
Cdc27 S. pombe (Reynolds et al., 2000)
ADN polymérases ADN polymérase €
réplicatives
Pol2 S. cerevisiae (Dua et al., 2002)
Dpb2 S. cerevisiae (Dua et al., 2002)
Endonucléase type FEN-1 H. sapiens (Warbrick et al., 1997)
« FLAP »
ADN Ligase ADN Ligase | H. sapiens ’ (Montecucco et al., 1998)
clamps glissants RFC
Rfcl H. sapiens (Montecucco et al., 1998)
Rfcl S. cerevisiae (Bowman et al., 2004)
Rfc3 S. cerevisiae (Bowman et al., 2004)
Rfc4 S. cerevisiae (Bowman et al., 2004)
Facteur d’initiation de Mcm10 S. cerevisiae (Das-Bradoo et al., 2006)
la réplication
Topoisomérase Topoisomérase lla G. gallus (Niimi et al., 2001)
Facteur d’initiation de Cdt1 X. laevis (Arias et al., 2006)

la réplication

D’aprés Moldovan et al., 2007

Tableau N°1: Protéines interagissant avec PCNA durant la réplication de I’ADN
Liste non exhaustive de protéines eucaryotes impliquées dans le mécanisme de la réplication de I’ADN et
qui interagissent avec la protéine PCNA via leurs motifs PIP box.



3) Role de PCNA au sein du cycle cellulaire

a) Les phases du cycle cellulaire

Larégulation du cycle cellulaire est essentielle afin d’assurer le bon déroulement de
la division cellulaire. Le cycle cellulaire est séparé en 4 phases dont les transitions sont
régulées par des complexes protéiques comprenant des cyclines et des kinases cyclines
dépendantes (CDK). La phase G1 correspond a la phase ou les cellules grossissent en
taille et évaluent leurs statuts métaboliques afin de préparer la réplication de ’”ADN.
La phase S consiste en la duplication du génome de la cellule. S’en suit la phase G2 ou
la cellule vérifie I'état de réplication du génome, compléte éventuellement des portions
d’ADN non répliquées et se prépare pour la division cellulaire. Enfin la phase M
correspond a la phase ou a lieu la mitose, c’est-a-dire la division de la cellule mére en
deux cellules filles génétiquement identiques.

Des analyses biochimiques ont montré que PCNA interagit avec de nombreuses
protéines impliquées dans le cycle cellulaire confirmant une fois de plus que cette
protéine est bel et bien une protéine pléiotrope participant a différents mécanismes

cellulaires essentiels.

b) Les actions de PCNA au sein du cycle cellulaire
PCNA n’est pas uniquement impliquée dans le mécanisme de réplication de TADN
mais interagit également avec des protéines régulatrices du cycle cellulaire. PCNA peut
ainsi affecter positivement comme négativement le déroulement du cycle cellulaire

ainsi que d’autres mécanismes cellulaires dépendant de ce dernier (Figure 8).

Phase G2 Phase M
CDK1- CDK4, 6-
Cycline B Cycline D
Effet apoptotique ING1b

Effet anti—apoptotique

< PCNA -

- "\ .
o cat® Stimule la P53, MDM2

réplication de 'ADN V

Phase S
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Figure 8: Interaction de PCNA avec les protéines régulatrices du cycle cellulaire

Chaque phase du cycle cellulaire est sous le controle de complexes cyclines-CDK. Le complexe CDKA4,
6-Cycline D régule la progression de la phase G1, le complexe CDK2-Cycline E est impliqué dans la
transition de la phase G1 a la phase S. Le complexe CDK2-Cycline A régule la phase S. Le complexe
CDK1-Cycline A est impliqué dans la transition de la phase S a la phase G2. Enfin le complexe CDK1-
Cycline B contrdle I’entrée en mitose. En interagissant avec des protéines régulatrices du cycle cellulaire,
PCNA influence positivement (indiqué par les fleches) ou négativement (indiqué par les barres en T) les
mécanismes cellulaires tels que la réplication de I’ADN ou 1’apoptose.

Il a été démontré que PCNA interagit avec le complexe CDK2-Cycline A lors de la
phase S et permet l'activation du complexe RFC et de '’ADN ligase I via leurs
phosphorylations (Koundrioukoff et al., 2000). La liaison entre le complexe CDK2-
Cycline A et la région C-terminale de PCNA produit un complexe ternaire. PCNA agit
alors comme une plateforme de recrutement permettant la connexion entre CDK2 et
ses substrats. PCNA permet ainsi de réaliser un pont entre deux mécanismes cellulaires
essentiels a savoir la réplication de 'ADN et le cycle cellulaire.

Dans I'exemple précédant, I'association du complexe CDK-Cycline et de PCNA
permet la synchronisation du cycle cellulaire avec la réplication de TADN. Cependant
PCNA peut également affecter négativement la réplication de I’ADN, par son
interaction avec une protéine régulatrice du cycle cellulaire a savoir la protéine p21.
Cette derniere est une protéine dite « suppresseur de tumeur » ayant pour fonction
Parrét du cycle cellulaire; en effet elle a été identifiée comme un inhibiteur des kinases
cycline dépendantes (CDK2 et CDK4). Il a été démontré que I'association de p21 et de
PCNA inhibe la réplication de 'ADN. Cette inhibition est causée par I'impossibilité
pour les ADN polymérases et le complexe RFC de se fixer a PCNA en présence de la
protéine p21 (Flores-Rozas et al., 1994; Waga et al., 1994). En effet p21 bloque, par
compétition structurale, le site de reconnaissance des motifs PIP box des ligands de
PCNA.

La protéine PCNA joue également un réle crucial dans I’équilibre entre la mort et
la survie cellulaire. En fonction de ses ligands, PCNA peut avoir un réle pro-
apoptotique ou anti-apoptotique. L’isoforme ING1b de la protéine suppresseur de
tumeur ING1 (inhibitor of growth family member 1) contient une PIP box permettant
I'interaction avec PCNA. En réponse a une irradiation aux UV, le taux de PCNA lié a la
protéine ING1 augmente de dix fois induisant 'apoptose des cellules (Scott et al.,
2001). En effet, il a été démontré que la surexpression d’'ING1 provoque l’activation de
la transcription de p53 et ainsi par extension, la mort par apoptose des cellules

(Shinoura et al., 1999).
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D’un autre co6té PCNA possede une activité anti-apoptotique en inhibant I'activité
des protéines de la famille Gadd45 (Growth Arrest and DNA Damage : Gadd4s,
MyD118 et CR6). Ces protéines sont des senseurs de stress cellulaire impliquées dans
le controle de la croissance cellulaire, 'apoptose ainsi que la réparation des dommages
a PADN. L’interaction de PCNA avec les motifs PIP box de ces protéines provoque
I'inhibition de leurs activités pro-apoptotiques (Azam et al., 2001; Vairapandi et al.,
1996).

PCNA interagit également avec les protéines p53 et son régulateur négatif, la
protéine MDM2 via leurs motifs PIP box. L'inactivation de PCNA provoque une forte
accumulation de la protéine p53. La dégradation de MDM2 est dépendante de PCNA.
Ces données suggerent que PCNA contribue a la régulation du taux de protéines p53
dans les cellules (Banks et al., 2006). Cependant le role exact de 'interaction de ces
protéines avec PCNA reste encore a clarifier.

L’ensemble de ces observations place la protéine PCNA comme étant a 'origine de
signaux de régulation positifs et négatifs envers le mécanisme de réplication de ’ADN.
Ces régulations sont permises par I'interaction de PCNA avec des protéines régulatrices
du cycle cellulaire. PCNA agit également comme une balance entre la survie et la mort

cellulaire dictée par les activités pro et anti-apoptotiques de ses ligands.

4) Roles de PCNA dans la synthese translésionnelle et la
réparation des dommages a PADN

a) Implication de PCNA dans la synthese translésionnelle

Durant la réplication de 'ADN eucaryotique, la fourche de réplication peut
rencontrer des lésions du brin matriciel pouvant causer I'arrét de cette derniere. Cet
arrét de la fourche peut potentiellement étre la cause de son effondrement. Cependant
il existe un mécanisme appelé synthese translésionnelle (TLS) capable de s’affranchir
d’une telle situation (Barbour et al., 2003). La TLS permet de poursuivre la réplication
de ’ADN malgré la présence de 1ésions sur ’ADN grace a ’activité d’ADN polymérases
translésionnelles (ADN polymérases n, 1, k, ¢, Revi et Revy) (Burgers et al., 2001;
Prakash et al., 2005; Takahashi et al., 2005) qui remplacent les ADN polymérases dites
de type « classique » (ADN polymérases &/¢). Cette réplication de ’ADN au travers
d’'une lésion présente un coiit; en effet en contrepartie, les ADN polymérases

translésionnelles ne sont pas aussi fideles que les ADN polymérases classiques. Il n’est
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alors pas rare d’observer I'incorporation d’'un mauvais nucléotide en face de la lésion.
Cependant ce mécanisme reste essentiel pour éviter I'arrét de la fourche de réplication.

Les ADN polymérases translésionnelles sont recrutées sur la fourche de réplication
grace a leurs interactions avec PCNA (Haracska et al., 2001a, b, 2002; Maga et al.,
2002) (Figure 9). Le mécanisme de synthése translésionnelle est régulé; en effet le
recrutement des ADN polymérases translésionnelles telles que ’ADN polymérase
translésionnelle nj est permise par une mono-ubiquitination de la lysine 164 (K164) de
la protéine PCNA (Kannouche et al.,, 2004; Watanabe et al., 2004). Cette mono-
ubiquitination nécessite une enzyme E1 permettant I'activation de I'ubiquitine, une
enzyme de conjugaison E2 (Rad 6) qui permet le transport de la molécule d’ubiquitine
jusqu’a PCNA et enfin d’'une E3 ubiquitine ligase (Rad18) permettant le transfert de la
molécule d’'ubiquitine sur la K164 de PCNA (Hoege et al., 2002). Une fois la lésion
dépassée par la machinerie de réplication de ’ADN, la mono-ubiquitination de PCNA
est éliminée par la déubiquitinase USP10 recrutée suite a une modification post-
traductionnelle de la K168 de PCNA, a savoir 'ISGylation. La déubiquitination de la
K164 provoque alors le recrutement des ADN polymérases dites « classiques » en
remplacement de 'ADN polymérase translésionnelle i (Park et al., 2014). Cette

substitution permet le retour a une réplication de ’ADN dite « classique ».
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Figure 9: Schéma représentatif de la synthése translésionnelle via D’utilisation de I’ADN
polymérase n

La fourche de réplication de I’ ADN est bloquée par la présence d’une lésion sur I’ADN matriciel. La
protéine PCNA subit une mono-ubiquitination et recrute une ADN polymérase translésionnelle n en
remplacement de ’ADN polymérases o. Cet échange de polymérases permet la poursuite de la
réplication de I’ADN via I’incorporation de nucléotides en face de la Iésion de I’ADN. Une fois la 1ésion
dépassée par la machinerie réplicative, la mono-ubiquitination de PCNA est éliminée par le complexe
USP1-UAF1 et ’ADN polymérase n est remplacée par I’ADN polymérase & afin de poursuivre la

réplication de I’ADN.
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b) Implication de PCNA dans la réparation des dommages

a ’ADN

Les cellules sont exposées en continu a différents facteurs génotoxiques endogenes

et exogenes menant a terme, a Iapparition de 1ésions sur 'ADN. Ces lésions sont de

natures différentes et sont prises en charge par divers mécanismes de réparation de

I’ADN comme le BER (base excision repair), le NER (nucleotide excision repair), le

MMR (mismatch repair) et le DSBR (double strand break repair). PCNA prend part a

la derniere étape des mécanismes de réparation lorsque la machinerie de réplication

est recrutée pour remplacer les fragments d’ADN lésés qui ont été excisés. Cependant

il a été démontré que PCNA posséde une deuxiéme activité. Elle orchestre la mise en

place des systéemes de réparation de 'ADN en agissant comme une plateforme

recrutant des facteurs essentiels (Figure 10).
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Figure 10: Implication de la protéine PCNA dans divers mécanismes de réparation de I’ADN
PCNA est impliquée dans différents types de mécanismes de réparation de I’ADN : le BER, le NER et
le MMR. Le déroulement de ces mécanismes de réparation ainsi que les facteurs mis en jeu sont
représentés schématiquement. Le BER permet de corriger les bases endommagées des nucléotides, le
NER élimine les adduits et les diméres de thymine tandis que le MMR est impliqué dans la réparation
des mésappariements et des insertions/délétions de nucléotides. PCNA agit comme un facteur de
processivité au sein de la machinerie de réplication nécessaire pour les dernieres étapes des trois
mécanismes de réparation de I’ADN. La deuxiéme activité de PCNA consiste quant a elle, & orchestrer
le recrutement de certains des facteurs essentiels a la réparation de I’ADN.

S
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Le systeme de réparation BER (Sancar et al.,, 2004) est responsable du
remplacement des bases altérées chimiquement (exemple: oxydation) des nucléotides.
Le mécanisme de réparation débute avec la suppression de la base endommagée du
nucléotide par I'action d’ADN glycosylases (spécifiques de la modification chimique
présente) induisant I'apparition d’un site abasique. La liaison 5’ -phosphodiester du
site abasique est supprimée par des endonucléases AP (apurinique/apyrimidinique).
Le systeme BER peut alors prendre deux directions différentes a savoir le « short-patch
repair », lorsqu’un seul nucléotide est excisé, ou le « long-patch repair » lorsquun
fragment d’ADN a été excisé. Lors du « short-patch repair », 'ADN polymérase [3
compléte I'unique nucléotide manquant et le complexe XRCC1-ADN ligase III scelle la
coupure de 'ADN. Le « long-patch repair » implique FEN1, ’'ADN ligase I et les ADN
polymérases §/e qui permettent la synthese d’ADN de fagon similaire a la synthese des
fragments d’Okazaki sur le brin tardif. PCNA est impliquée dans le BER bien avant que
I'étape de la synthese de 'ADN n’ait lieu. En effet les ADN glycosylases (UNG2, MPG)
(Ko et al., 2005; Otterlei et al., 1999; Xia et al., 2005), les endonucléases AP (NTH1,
APE2) (Oyama et al., 2004; Tsuchimoto et al., 2001; Unk et al., 2002) et la protéine
XRCC1 (Fan et al., 2004) interagissent avec PCNA suggérant que cette derniere
orchestre la mise en place des facteurs du BER.

Le systeme de réparation NER (Sancar et al., 2004) permet de supprimer les l1ésions
a ’ADN volumineuses (adduits, diméres de thymine) générées par une exposition aux
radiations ou a des molécules chimiques. Il existe deux types de NER, le NER dit global
(GGR : global genome repair) et le NER couplé a la transcription (TCR : transcription-
coupled repair). Pour le GGR, les complexes protéiques UV-DDB et XPC-Rad23B sont
requis pour la reconnaissance du dommage tandis que pour le TCR ce sont les
protéines CSA, CSB et 'ARN polymerase II qui sont impliquées. Les deux voies de
réparation nécessitent le recrutement du facteur de transcription TFIIH (complexe
protéique incluant notamment les hélicases XPB, XPD) ainsi que les protéines RPA et
XPA. L’ensemble de ces protéines permettent le relachement de la molécule ’ADN.
Les endonucléases ERCC1-XPF et XPG coupent de part et d’autre du dommage a
I’'ADN. Le fragment d’ADN excisé est re-synthétisé par la machinerie de réplication et
son extrémité 3’ est scellée par ’ADN ligase I. PCNA est impliquée dans le NER lors de
la synthése de I'ADN mais il a été démontré qu’elle interagit également avec les

protéines XPG et XPA (Gary et al., 1997; Aboussekhra et al., 1995; Miura et al., 1996).

46



Ces résultats suggerent alors que PCNA est essentielle pour le recrutement de certains
facteurs du NER.

Le systéme de réparation MMR (Jiricny, 2006) corrige les mésappariements entre
les bases des nucléotides ainsi que les insertions/délétions générées par des erreurs de
réplication de 'ADN. Le complexe protéique MutSa (MSH2-MSH6) reconnait les
mésappariements ainsi que les insertions/délétions de petites tailles tandis que le
complexe MutS (MSH2-MSH3) cible les insertions/délétions de grandes tailles.
D’autres facteurs sont recrutés comme le complexe MutLa (MHL1-PMS2), les
protéines HMGB1, RPA, ainsi que 'exonucléase EXO1. L’ensemble de ces facteurs
protéiques permet I’excision du fragment d’ADN aberrant, suivi par la re-synthese du
fragment manquant par la machinerie de réplication de 'ADN. PCNA n’est pas
uniquement requis pour la synthese d’ADN mais interagit également avec les protéines
MSH6, MSH3, MLH1 et EXO1 (Clark et al.,, 2000; Flores-Rozas et al., 2000;
Kleczkowska et al., 2001; Lee et al., 2006) lui permettant d’intervenir dans les étapes
de reconnaissance des aberrations et d’excision des fragments d’ADN incorrects lors
du MMR.

PCNA présente deux roles importants dans les divers mécanismes de réparation de
FADN (BER, NER et MMR). Dans un premier temps, PCNA agit comme une
plateforme de recrutement des facteurs essentiels au bon déroulement des mécanismes
de réparation de ’ADN. Puis PCNA agit en tant que facteur de processivité au sein de

la machinerie de réplication de ’ADN nécessaire a tous mécanismes de réparation.

5) Implication de PCNA et de ses partenaires au sein
d’événements cellulaires annexes

a) PCNA et le métabolisme des chromatides-sceurs

La cohésion des chromatides-sceurs est essentielle pour permettre la séparation
coordonnée des chromosomes entre les cellules filles durant la mitose. Cet évenement
appelé ségrégation des chromosomes est a 'origine de la distribution fidéle et équitable
du matériel génétique entre les cellules filles. La cohésion entre deux chromatides-
sceurs est permise par I'action d'un complexe protéique appelé cohésine (Smc1, Smc3,
Scci1 et Sce3) (Nasmyth et al., 2005).

Il a été démontré chez Saccharomyces cerevisiae que 'acétyltransférase Eco1 est
un facteur essentiel a la mise en place du complexe cohésine. Eco1 interagit avec PCNA

via un motif PIP box. Cette interaction est essentielle pour le recrutement de
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Pacétyltransférase sur la chromatine (Moldovan et al., 2007). Les protéines humaines
ESCO1 et ESCO2 sont de la méme famille que la protéine Eco1 et possédent également
un motif PIP box (Moldovan et al., 2007), suggérant ainsi qu’il existe probablement
chez 'humain, un mécanisme similaire a celui de Saccharomyces cerevisiae
impliquant la forme humaine de PCNA.

La protéine PCNA est également a l'origine de la régulation des recombinaisons
entre les séquences d’ADN des chromatides-sceurs. Chez Saccharomyces cerevisiae, la
SUMOylation des lysines 127 et 164 de PCNA permet de recruter 'enzyme Srs2. Cette
enzyme dissocie la nucléoproteine Rad51 de 'ADN dont la présence est essentielle au
mécanisme de recombinaison (voir section Introduction B.2.b) (Papouli et al., 2005;

Pfander et al., 2005).

b) PCNA et le métabolisme de la chromatine

La molécule d’ADN est compactée en fibres de chromatine ou nucléofilaments
(Polo et al., 2006). L'unité de base de ces fibres de chromatine est le nucléosome :
lassociation de 146 paires de bases d’ADN autour d'un complexe protéique
octamérique (2 exemplaires de chacune des histones H2A, H2B, H3 et Hg).
L’organisation de la chromatine en nucléosomes correspond au premier niveau de
compaction de I'ADN. Les nucléofilaments peuvent adopter des niveaux d'organisation
plus compacts qui nécessitent le recrutement de protéines régulatrices et structurales.
La protéine PCNA est impliquée dans l'organisation structurelle de la chromatine
(Tableau 2).

En effet, il a été démontré lors de la réplication de TADN que PCNA interagit avec
une protéine chaperonne CAF-1 (Krawitz et al., 2002; Zhang et al., 2000) intervenant
dans 'assemblage des nucléosomes via le recrutement d’histones H3 et H4 (Smith et
al., 1989).

Durant la division cellulaire, I'information génétique n’est pas I'unique donnée
transmise aux cellules filles, le patron d’expression génétique doit également étre
légué. La régulation de ce patron d’expression est appelée « 'épigénétique » et est
codée par des modifications chimiques sur PADN et les histones. Ces modifications
covalentes permettent le relachement ou la compaction de la chromatine a l'origine de
la régulation de lexpression des genes. PCNA intervient dans de nombreux

mécanismes épigénétiques différents (Tableau 2).

48



PCNA controle la méthylation de la position c5 de la cytosine retrouvée dans les
ilots CpG (Bird, 2002). Les ilots CpG méthylés localisés au niveau des promoteurs
répriment I'expression des génes qui en sont dépendants. En effet PCNA interagit avec
la protéine DNMT1 en la recrutant aux niveaux des « foci de réplication » (Chuang et
al., 1997; Iida et al., 2002).

PCNA interagit également avec la protéine CAF-1 permettant le recrutement du
complexe MBD1-SETDB1 au niveau de la fourche de réplication afin d’y méthyler la
lysine 9 de I'histone H3 (H3K9) (Sarraf et al., 2004). Cette méthylation traduit un
statut réprimé de la chromatine (Hediger et al., 2006).

Les régulateurs principaux du statut réprimé ou non de la chromatine sont les
acétyltransférases d’histones (HAT: histone acetyltransferases) et les déacétylases
d’histones (HDAC: Histone deacetylases). Il a été démontré que la protéine HDAC1
impliquée dans la répression génique se lie a PCNA aux niveaux des « foci de
réplication » (Milutinovic et al., 2002). L’acétyltransférase p300 interagit également
avec la protéine PCNA; cependant le recrutement de p300 est réalisé aux niveaux de
dommages a ’ADN (Hasan et al., 2001). La protéine p300 serait nécessaire pour le
remodelage de la chromatine favorisant le bon déroulement des mécanismes de
réparation.

D’autres régulateurs de l'organisation structurelle de la chromatine interagissent
avec PCNA comme le complexe WSTF-SNF2H (Poot et al., 2004), ou bien encore la
protéine HP1 (Murzina et al., 1999) (Tableau 2).

PCNA agit directement sur la structure de la chromatine en se liant a des protéines
de remodelage. Elle permet également une régulation de 'expression génique, grace
au recrutement de partenaires protéiques de types méthylases, acétyltransférases et

déacétylases ciblant les histones et TADN.
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Role de la protéine Protéine Organisme Référence
Mise en place du Acétyltransférase Ecol 5. cerevisiae (Moldovan et al., 2006)
complexe cohésine entre ESCO1 H. sapiens (Moldovan et al., 2006)
chromatides-sosurs ESCO2 H. sapiens (Moldovan et al., 2006)
Répression de la
recombinaison entre Srs2 S. cerevisiae (Papouli et al,, 2005;
chromatides-sceurs Pfander et al., 2005)
Assemblage des CAF-1 H. sapiens (Krawitz et al., 2002;
nucléosomes Zhang et al., 2000)
Meéthylation des flots CpG | Méthyltransférase DNMT1 H. sapiens (Chuang et al., 1997; lida
et al., 2002)
Méthylation de I'histone MBD1-SETDB1 H. sapiens (Sarraf et al., 2004)
H3
Répression genique Déacetylases HDAC1 H. sapiens (Milutinovic et al., 2002)
Remodelage de la
chromatine sur sites de Acétyltransférase p300 H. sapiens (Hasan et al,, 2001}
dommages a I'ADN
Régulateur de WSTF-SNF2H H. sapiens (Poot et al., 2004)
l'organisation structurelle HP1 H. sapiens (Murzina et al., 1999)

de la chromatine

Tableau N°2: Protéines interagissant avec PCNA dans I’organisation structurelle de la chromatine et la
régulation génique

Liste non exhaustive de protéines eucaryotes impliquées dans les mécanismes de régulation génique et
d’organisation structurelle de la chromatine qui interagissent avec la protéine PCNA via leurs motifs PIP box.

B) Les modifications post-traductionnelles de PCNA

Nous avons vu que PCNA est une protéine intervenant dans de nombreux
mécanismes cellulaires différents. Cette diversité de fonctions est expliquée par de
multiples interactions avec différents partenaires protéiques. Cependant, ce panel
d’interactions n’explique pas a lui seul, la pléiotropie de PCNA. En effet cette protéine
posséde également de nombreux résidus sujets a diverses modifications post-
traductionnelles. Tres peu de ces modifications chimiques sont caractérisées, laissant

potentiellement beaucoup d’activités de PCNA encore inconnues a ce jour.

1) L’ubiquitination de PCNA et ses fonctions

a) L’ubiquitine
L’ubiquitination des protéines est une modification post-traductionnelle impliquée

dans de nombreux mécanismes biologiques eucaryotiques. C’est une modification en
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plusieurs étapes qui mene a la fixation covalente d'une ou plusieurs molécules
d’ubiquitine (chaines d’ubiquitines) sur une protéine cible (Swatek et al., 2016).
L'ubiquitine est une protéine de 76 acides aminés. La premiere protéine
d’ubiquitine est fixée a la protéine substrat via une interaction entre le groupe
carboxylate C terminal de I'ubiquitine et une lysine d’une protéine substrat; on appelle
alors cette modification une mono-ubiquitination. L'ubiquitine posseéde 7 lysines (K6,
K11, K27, K29, K33, K48 et K63) et une méthionine (M1). Ces résidus peuvent jouer le
role de site de liaison pour d’autres ubiquitines (Swatek et al., 2016) (Figure 11A). La

formation d’'une chaine d’ubiquitines est appelée une poly-ubiquitination.
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Figure 11: Schéma représentatif de la mono et poly-ubiquitination

A Structure protéique de 1’ubiquitine, suivie de la représentation de la mono-ubiquitination et d’une poly-
ubiquitination par la lysine 63. B Liste des différents types de liaisons entre ubiquitines ainsi que les
déubiquitinases qui y sont associées.

L’ajout d’une ubiquitine est permise par une cascade enzymatique en trois étapes
(Pickart et al., 2001): 'enzyme E1 ligase permet « 'activation » de 'ubiquitine selon
un processus ATP dépendant (Schulman et al., 2009), une enzyme de la classe E2 ligase

appelé enzyme de conjugaison est chargée par I'ubiquitine (Ye et al., 2009), enfin une
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enzyme de la classe E3 ligase permet le transfert de I'ubiquitine de 'enzyme E2 vers la

protéine cible (Deshaies et al., 2009; Rotin et al., 2009; Komander et al., 2012) (Figure

SH
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D’aprés Bhogaraju et al., 2016

Figure 12: Schéma représentatif de la cascade enzymatique menant a 1’ubiquitination d’un
substrat

Processus schématisé de 1’ubiquitination d’un substrat : L’enzyme E1 active I’ubiquitine via un systéme
ATP dépendant, I’enzyme E2 de conjugaison recrute I’ubiquitine et permet son acheminement vers la
cible et I’enzyme E3 transfére I’ubiquitine de 1’enzyme E2 vers le substrat.

Des familles spécifiques de protéases (déubiquitinases: DUB) permettent la
déubiquitination (voir Figure 11B) (Komander et al., 2009; Clague et al., 2013).

La mono-ubiquitination est impliquée dans la signalisation cellulaire, la réparation
de T'ADN, le marquage épigénétique et la localisation de certaines protéines
(Komander et al., 2012). La poly-ubiquitination est également engagée dans de
nombreuses activités cellulaires. Des analyses protéomiques ont permis de prouver
Pexistence de toutes les combinaisons de chaines d’ubiquitines possibles in vivo (Kim
et al., 2011), cependant certains types de chaines sont plus représentés que d’autres
(Figure 11B). Par exemple, 50% des chaines d'ubiquitines impliquent la lysine 48. Ce
type de chaine est nécessaire pour la dégradation des protéines poly-ubiquitinées via
le protéasome (Hershko et al., 1998). Les chaines impliquant les lysines 63 des
ubiquitines représentent quant a elle, le deuxieme type de chaine le plus fréquemment
observé. Elles sont engagées dans diverses activités comme l'activation de protéines
kinases ou la réparation de cassures double-brin de ’ADN (Chen et al., 2009). D’autres
chaines d’ubiquitines plus « atypiques» existent également mais leurs fonctions
restent encore inconnues (Swatek et al., 2016). On parle du « code ubiquitine » lorsque
Pon fait référence aux liens entre les différentes catégories d'ubiquitination et leurs

implications biologiques (Komander et al., 2012).
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b) L’ubiquitination de PCNA

L’ubiquitination de PCNA représente sa modification post-traductionnelle la plus
étudiée. Elle a tout d’abord été découverte dans la levure puis décrite dans les cellules
de mammiferes (Hoege et al., 2002; Kannouche et al., 2004; Watanabe et al., 2004).
L’ubiquitination s’effectue sur un résidu hautement conservé de PCNA, a savoir la
lysine 164. La lysine peut étre mono ou poly-ubiquitinée (Hoege et al., 2002). La chaine
d’ubiquitines sur la lysine 164 de PCNA différe d'un point de vue structural des poly-
ubiquitinations présentes sur les protéines vouées a la dégradation par le protéasome.
En effet ce ne sont pas les lysines 48 mais les lysines 63 qui sont impliquées dans
l’'assemblage de la chaine d’ubiquitines. La mono et poly-ubiquitination de PCNA
requierent un panel de protéines différentes.

Comme nous l'avons décrit précédemment dans la section A.4.a, la mono-
ubiquitination de PCNA est effectuée par un pool de protéines (enzyme E1, 'enzyme
E2: Rad 6 et I'enzyme E3: Rad 18) induisant une cascade enzymatique menant a la
mono-ubiquitination de la lysine 164 (Hoege et al., 2002). Cette modification post-
traductionnelle permet un changement de partenaire protéique a savoir le
remplacement d'une ADN polymérase dites « classsique » par une ADN polymérase
translésionnelle. Nous pouvons prendre en exemple le remplacement de 'ADN
polymérase 6 par TADN polymérase translésionnelle n (Kannouche et al., 2004;
Watanabe et al., 2004). Cet échange protéique permet a la machinerie de réplication
de passer outre les lésions de I'ADN par un processus appelé la synthese
translésionnelle (Figure 13).

La poly-ubiquitination de PCNA met en jeu le méme processus de cascade
enzymatique avec un pool de protéines différentes (enzyme E1, 'enzyme E2: Ubc13-
Mms2 et les enzymes E3: SHPRH, HLTF et RNF8) (Motegi et al., 2006; Unk et al.,
2008; Zhang et al., 2008). La poly-ubiquitination de PCNA est considérée comme un
mécanisme parallele a la TLS. Si la synthese translésionnelle ne permet pas le passage
de la machinerie de réplication de 'ADN a travers la 1ésion, un deuxiéme mécanisme
assure son remplacement. Des facteurs nécessaires aux mécanismes de recombinaison
de PADN sont recrutés grace a la poly-ubiquitination de PCNA. Ce mécanisme permet
ainsi une réplication de ’ADN sans erreur contrairement a la TLS (Motegi et al., 2008)

(Figure 13).
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Figure 13: L’ubiquitination de PCNA et ses conséquences

Processus schématisé de ’ubiquitination de la protéine PCNA. La mono-ubiquitination de PCNA est
réalisée par une cascade enzymatique comprenant les enzymes suivantes: ’enzyme E1 (activation de
I’ubiquitine), I’enzyme E2: Rad 6 (recrutement de ’ubiquitine), I’enzyme E3: Rad 18 (transfert de
I’ubiquitine de I’E2 a PCNA). Cette modification de PCNA permet la mise en place de la synthése
translésionnelle avec un risque éleve de mauvaises incorporations de nucléotides. La poly-ubiquitination
de PCNA met en jeu le méme processus de cascade enzymatique avec un pool de protéines différentes:
I’enzyme E1, I’enzyme E2: Ubc13-Mms2, I’enzyme E3: SHPRH/HLTF/RNF8. Cette modification de
PCNA permet la mise en place du mécanisme de recombinaison homologue permettant une synthese

d’ADN sans erreurs.

2) Role de la SUMOylation de PCNA

a) La SUMOylation

La famille des protéines SUMO (Small ubiquitin-like modifier) est constituée de 4
protéines (SUMO1, SUMO2, SUMO3 et SUMO4) d’une centaine d’acides aminés
(Flotho et al., 2013). La SUMOylation est une modification post-traductionnelle

ressemblant fortement a l'ubiquitination. En effet la protéine SUMO est tres proche de

l'ubiquitine d’un point de vue structural (Dohmen et al., 2004) (Figure 14A) et tout

comme |'ubiquitination, la SUMOylation aboutit a une liaison d'une ou plusieurs

protéines SUMO sur une lysine de la protéine cible. Le processus biochimique utilisé

dans la SUMOylation est tres similaire a la cascade enzymatique impliquée dans

l'ubiquitination (Figure 14B). La premiére étape consiste au clivage de la partie C

terminale de la protéine SUMO exposant ainsi un dipeptide de glycines (GG). Le
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clivage est réalisé a I'aide des protéines de la famille SENP (Sentrin-specific protease)
(Drag et al., 2008). Le motif GG est reconnu par I’enzyme E1 (SAE1-SAE2) (Olsen et
al., 2010) qui active la protéine SUMO via un processus ATP dépendant. La protéine
SUMO est chargée sur I'enzyme de conjugaison E2 (Ubcg) (Watanabe et al., 1996).
Enfin la protéine SUMO est transférée sur la protéine cible a I'aide d’enzymes E3
ligases (protéines de la famille PIAS : Protein inhibitor of activated, RanBP2 et PC2)
(Yunus et al., 20009; Pichler et al., 2002; Kagey et al., 2003). Comme l'ubiquitination,
la SUMOylation est un processus réversible. En effet les protéines de la famille SENP
clivent la protéine SUMO de son substrat (Drag et al., 2008). Cependant alors que
l'ubiquitination est principalement décrite pour son implication dans le mécanisme de
dégradation des protéines via le protéasome, la SUMOylation semble réguler les
propriétés biochimiques de nombreuses protéines. Cette modification permet la
régulation du trafic intracellulaire, de I'activité transcriptionnelle, de 'organisation de
la chromatine, de la réparation de I'ADN, de certaines voies de signalisations ainsi que
des interactions de types protéine-protéine ou ADN-protéine (Flotho et al., 2013).
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Figure 14: La protéine SUMO et sa cascade enzymatique

A Ressemblance structurale entre les protéines ubiquitine et SUMO. B Processus schématisé de la
SUMOylation d’un substrat : Le précurseur de la protéine SUMO subit une maturation par ’action des
protéines de la famille SENP. L’enzyme E1 (SAE1-SAE2) active I’ubiquitine via un systéme ATP
dépendant, I’enzyme E2 de conjugaison (Ubc9) recrute I’ubiquitine et permet son acheminement vers
la cible et I’enzyme E3 transfert la protéine SUMO de 1’enzyme E2 vers le substrat.

b) La SUMOylation de PCNA

Comme nous I'avons mentionné précédemment dans la section Introduction A.5.a,

il semblerait que la protéine PCNA de Saccharomyces cerevisiae possede deux sites de
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SUMOylation a savoir les lysines 164 (également ubiquitinée sur la forme humaine de
PCNA) et 127 (absente sur la forme humaine de PCNA) (Hoege et al., 2002).

Lorsque la molécule d’ADN présente un dommage, PCNA est modifiée sur la lysine
164 par mono-ubiquitination, la poursuite de la réplication est alors possible via la TLS
mais le risque d’erreur d’incorporation de mauvais nucléotides est élevé (voir section
Introduction B.1.b). Au contraire lorsque la lysine 164 est poly-ubiquitinée, la
poursuite de la réplication est possible sans erreur grace a 'utilisation d'un mécanisme
de recombinaison homologue de ’'ADN (voir section Introduction B.1.b). Durant la
phase S, la protéine PCNA de Saccharomyces cerevisiae peut étre SUMOylée sur les
lysines 164 et 127 en absence de dommage a ’ADN. La protéine PCNA-SUMO
perturberait alors la voie de signalisation RAD52 essentielle pour le mécanisme de
recombinaison homologue (Pfander et al., 2005) (Figure 15). En 'absence de PCNA-
SUMO, la protéine Rad52 va charger la protéine Rads1 sur les simples brins ’ADN
provoquant la formation de filaments de nucléoprotéines essentielles au mécanisme
de recombinaison homologue. Cependant en présence de la protéine PCNA-SUMO,
I’'Hélicase Srs2 est recrutée. Cette derniere exerce I'activité inverse de Rads2 et va
dissocier les protéines Rad51 des simples brins de ’ADN inhibant ainsi le mécanisme
de recombinaison homologue. La SUMOylation de PCNA chez Saccharomyces
cerevisiae permet ainsi le blocage des événements de recombinaison de ’ADN durant

la réplication de ’'ADN en phase S.
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Figure 15: La SUMOylation de PCNA et ses conséguences

Représentation schématique de la formation des filaments de nucléoprotéines nécessaires au bon
déroulement de la recombinaison homologue. La protéine RAD52 recrute et charge Rad51 sur les
simples-brins d’ADN protégés par les protéines RPA. En présence de PCNA SUMOylé (PCNA-
SUMO), I’hélicase Srs2 est recrutée et dissocie les protéines Rad51 des simples brins d’ADN, causant
I’inhibition d’événements de recombinaison homologue.

Chez 'Humain, la K164 de la protéine PCNA peut étre SUMOylée a I’aide de trois
isoformes a savoir SUMO1, SUMO2 et SUMO3. En fonction du type de conjugaison, la
protéine PCNA SUMOylée n’aura pas les mémes fonctions. Il a été démontré que la
protéine PCNA-SUMO1 permet le recrutement de I'hélicase PARI (PCNA associated
recombination inhibitor) qui permet d’inhiber la recombinaison homologue en cas de
blocage de la fourche de réplication au niveau de lésions de I'ADN empéchant ainsi la
formation de cassures double-brins de ’ADN (Gali et al., 2012). PCNA-SUMO2 quant
a elle, limite la transcription via le remodelage de la chromatine lors de la réplication
de 'ADN. Ce remodelage de la chromatine est permis notamment par le recrutement
de la protéine CAF-1. Le réle de cette SUMOylation est alors de minimiser l'instabilité
génomique pouvant résulter de rencontres catastrophiques entre les mécanismes de
réplication et de transcription lors de I'arrét de la fourche de réplication au niveau de
lésions de I'ADN (Li et al., 2018). La SUMOylation de PCNA au niveau de K164

garantirait alors la mise en place préférentielle du mécanisme de la TLS en empéchant
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la recombinaison homologue lors d’événements de blocage de la fourche de réplication
au niveau de lésions de I'ADN (Mohiuddin et al., 2018).

Il a été également démontré que PCNA pourrait étre poly-SUMOylée. Cette poly-
SUMOylation serait la cause du chargement de PCNA sur ’ADN (Parker et al., 2008).
Cependant le role de cette poly-SUMOylation reste encore incertain. Ces résultats sont
issus d’études chez la levure; cependant dans les cellules humaines, le role de la

SUMOylation de PCNA n’a pas encore été exploré.

3) La phosphorylation de PCNA nécessaire au maintien de la
structure PCNA-chromatine

L’ubiquitination et la SUMOylation ne sont pas les seules modifications post-
traductionnelles caractérisées pour la protéine PCNA; lexistence dune
phosphorylation de PCNA a été observée (Wang et al., 2006).

Cette phosphorylation est réalisée par la protéine EGFR (epidermal growth factor
receptor) et prend place sur la Tyrosine 211 (Y211). L’EGFR est une protéine
transmembranaire de la famille ErbB (ErbBi: EGFR, ErbB2, ErbB3 et ErbB4) qui
transduit son signal suite a la liaison du facteur de croissance épidermique (EGF)
(Wieduwilt et al., 2008). En effet la fixation d’EGF sur son récepteur permet une
dimérisation de ce dernier qui active alors sa fonction de tyrosine kinase. Son
autophosphorylation provoque une activation des voies de signalisations conduisant a
la syntheése de I'ADN et a la prolifération cellulaire. La phosphorylation de PCNA
implique un mécanisme différent de la voie de signalisation dite « classique » ’EGFR.
Le récepteur va étre « transloqué » vers le noyau, et peut alors cibler des promoteurs
et agir en tant que régulateur transcriptionnel ou bien utiliser sa fonction de tyrosine
kinase pour phosphoryler des protéines et notamment PCNA. La phosphorylation de
PCNA a été observée uniquement sur une fraction de la population de la protéine, a
savoir celle liée a la chromatine. Il a été démontré que cette phosphorylation sur la Y211
accroit la stabilité du complexe PCNA-chromatine (Wang et al., 2006). Cette forme
phosphorylée de PCNA est retrouvée en grande quantité dans les tissus a fort taux de
régénération comme le foie ou les cellules tumorales présentant un fort taux ’EGFR
nucléaire (Marti et al., 1995; Marti et al., 2001; Psyrri et al., 2005; Tao et al., 2005).
Ces deux types cellulaires présentent une forte activité de réplication. Les forts taux de
protéine PCNA phosphorylée pourraient alors étre expliqués par la nécessité d'un

complexe PCNA-chromatine stable lors du mécanisme de réplication de '’ADN.
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L’utilisation d’un peptide bloquant d’EGFR a permis d’inhiber par compétition la
phosphorylation de PCNA et ainsi permettre une diminution de la croissance de
cellules tumorales de prostates et de cellules tumorales triples négatives du sein (Zhao

et al., 2011; Yu et al., 2013).

4) Autres modifications post-traductionnelles de PCNA

a) L’acétylation de PCNA

Il existe d’autres types de modifications post-traductionnelles de PCNA moins
étudiées, comme l'acétylation. Les sites spécifiques d’acétylation de PCNA ne sont pas
encore caractérisés, cependant I'analyse de profils de migration de PCNA sur des gels
d’électrophorese bidimensionnelle a haute résolution a permis de révéler I’existence de
trois isoformes de PCNA (Naryzhny et al., 2004). Une isoforme est non acétylée, I'une
« modérément-acétylée » et la derniere « hyper-acétylée ». Les résultats de I'’étude ont
montré une localisation des isoformes « modérément-acétylée » et « hyper-acétylée »
sur la chromatine tandis que I'isoforme « non acétylée » se situe principalement dans
le nucléole. Ces données suggerent alors une translocation dynamique de PCNA qui
dépendrait de son statut d’acétylation. De plus, la déacétylation de PCNA semble
affecter sa capacité a se fixer aux ADN polymérases O et € (Naryzhny et al., 2004). Les
protéines p300 et HDAC1 ont été co-immunoprécipitées avec PCNA suggérant ainsi
leurs implications respectives dans l'acétylation et la déacétylation du facteur de

processivité (Naryzhny et al., 2004).

b) La méthylation de PCNA

La méthylation de PCNA a été découverte dans des cellules tumorales de cancer du
sein. L’isoforme de PCNA méthylée est communément appelée « caPCNA » pour
« cancer-associated proliferating cell nuclear antigen ». Le role de la méthylation reste
encore inconnu mais la forme méthylée de PCNA est proposée comme un biomarqueur
candidat pour la détection du cancer du sein (Malkas et al., 2006). La méthylation ou
méthyl-estérification de PCNA prend place sur deux types de résidus différents a savoir
lacide aspartique et l'acide glutamique. Aprés analyse par LC-MS/MS (Liquid
chromatography coupled to tandem mass spectrometry) de peptides synthétiques de
I'isoforme caPCNA, une quinzaine de résidus de PCNA (dont la majorité sont des acides
glutamiques) présentent une méthylation potentielle (Hoelz et al., 2006). Les

conséquences de ces méthylations sur la fonction de PCNA restent encore inconnues a
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ce jour, cependant la méthylation semble provoquer un changement conformationnel
de la protéine. Ces changements pourraient étre a 'origine d’interactions protéiques
spécifiques ou au contraire de la dissociation de certains ligands de PCNA. En effet ce
phénomeéne de modification structurale a été observé pour certains récepteurs
chimiotactiques chez les bactéries (Levit et al., 2002). Sous l'action d'un ligand, les
récepteurs sont méthylés et subissent un changement conformationnel qui meéne a la

transduction du signal dans la cellule.

c) PARylation de PCNA ?

La PARylation ou Poly ADP-ribosylation est une modification post-traductionnelle
présente majoritairement chez les eucaryotes. Cette modification intervient dans de
nombreux mécanismes biologiques comme l'organisation de la chromatine, la
réparation de 'ADN, la transcription, la réplication de ’'ADN ou encore I'apoptose
(Berger et al., 2004; Corda et al., 2003). La PARylation permet 'ajout de plusieurs
unités d’ADP-ribose sur une protéine cible aux niveaux de résidus tels que I'aspartate,
le glutamate et la lysine (Figure 16). A noter qu’il existe également la mono ADP-
ribosylation qui comme son nom l'indique permet I'ajout d’'une unique molécule
d’ADP-ribose. La source d'unités d’ADP-ribose est le coenzyme NAD (nicotinamide
adénine dinucléotide). Les enzymes responsables de la PARylation sont les PARPs
(poly ADP-ribose polymérases) (Hottiger et al., 2010; Gibson et al., 2012). Pour former
les chaines de poly ADP-ribose, les unités d’ADP-riboses sont liées entre elles par des
ponts ribose-ribose (Miwa et al., 1979). Il existe deux types de connexions différentes
entre les riboses. La formation d’'une chaine linéaire nécessite que la liaison se réalise
au niveau du ribose de I'adénosine. Tandis que la formation d'une chaine ramifiée
implique une liaison au niveau du ribose qui n’appartient pas a I’adénosine (Miwa et
al., 1981). Cette modification est réversible et implique I'enzyme PARG (poly ADP-
ribose glycohydrolase) (Hatakeyama et al., 1986). PARG permet la coupure des liaisons
ribose-ribose des chaines d’ADP-riboses cependant elle n’est pas capable d’éliminer la
derniere unité d’ADP-ribose laissant ainsi les protéines mono ADP-ribosylées. Trois
enzymes (MacroD1, MacroD2 et TARG1) rompent les liaisons covalentes entre la
derniere unité d’ADP-ribose et les protéines modifiées (Jankevicius et al., 2013;

Rosenthal et al., 2013; Sharifi et al., 2013).
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Figure 16: ADP-ribosylation de PCNA

Représentation schématique de la formation de chaines d’ADP-riboses sur une protéine cible appelée
ADP-ribosylation. La protéine cible peut étre modifiée par ’ajout d’une seule unité d’ ADP-ribose: Mono
ADP-ribosylation. La poly ADP-ribosylation consiste en 1’ajout de plusieurs unités d’ ADP-riboses sur
la protéine cible. La formation d’une chaine linéaire entre les unités ADP-riboses implique le ribose de
I’adénosine (ribose n°2). Des ramifications peuvent avoir lieu impliquant ainsi le ribose n’appartenant
pas a I’adénosine (ribose n°1).

Il a été démontré que la protéine PCNA pourrait étre potentiellement PARylée. Ces

Bien que le role de la PARylation de PCNA ne soit pas encore connu, il est suggéré q
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résultats sont issus d’analyses par « Boronate pulldown » de lysats protéiques ’'HEK
293T (Human embryonic kidney 293T) (Zhang et al., 2013). Les trois résidus suivants :
acide aspartique 120 (D120), acide aspartique 122 (D122) et acide glutamique 124
(E124) pourraient étre des sites candidats pour une mono ou poly ADP-ribosylation.
ue

la PARylation éventuelle de ces résidus pourrait causer l'inhibition de certaines



interactions entre PCNA et ses ligands (par exemple PCNA-FEN1) (Zhang et al., 2013).
Cette inhibition serait alors provoquée par la modification de la conformation

structurelle de la protéine PCNA.

C) PCNA, un gene de ménage ou une cible
thérapeutique potentielle ?

La protéine PCNA est étudiée comme une molécule marqueur de la prolifération
cellulaire. En effet, PCNA est un acteur essentiel impliqué dans le mécanisme de
réplication de '’ADN et donc par extension dans les processus de prolifération
cellulaire. Nous avons décrit dans les chapitres précédents, que PCNA est une protéine
plateforme sur laquelle de multiples protéines sont recrutées. Cette capacité de
recrutement hors norme, permet a PCNA de coordonner de nombreuses fonctions
cellulaires essentielles. PCNA est également étudiée comme une cible potentielle dans
le cadre d’interventions thérapeutiques pour diverses maladies et notamment le
cancer.

La protéine PCNA a tout d’abord été utilisée comme marqueur tumoral, mais il ne
semble pas exister une corrélation entre le niveau d'expression de PCNA dans les tissus
tumoraux et le pronostic des patients (Visakorpi et al., 1992; Kordek et al., 1996;
Dworakowska et al., 2002). Ces résultats sont expliqués par I'existence de deux types
de populations de PCNA avec deux statuts fonctionnels différents (Bravo et al., 1987).
Seule, la population dite « active » est associée a la chromatine et engagée dans des
mécanismes cellulaires comme la réplication de ’'ADN. Les outils de diagnostics ne
font pas la différence entre les deux types de population de PCNA. Or il serait
intéressant d’identifier la population de PCNA impliquée dans la réplication de ’ADN
afin de pouvoir marquer les cellules tumorales présentant une forte activité de
réplication.

La protéine PCNA est d’avantage étudiée comme une cible thérapeutique anti-
cancéreuse (Figure 17). Cependant l'inhibition des activités de PCNA suscite des
inquiétudes quant aux impacts négatifs potentiels sur la physiologie des cellules saines.
L’inhibition spécifique des modifications post-traductionnelles de PCNA a été
proposée comme une alternative a ce probleme. En effet, nous avons vu précédemment

(voir section Introduction B) que les modifications post-traductionnelles de PCNA
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régulent certaines de ses fonctions. La population de PCNA modifiée représenterait
alors les protéines dites « actives » fixées sur la chromatine. Il a été notamment
démontré que la phosphorylation de PCNA surla Y211 permet de stabiliser le complexe
PCNA-chromatine (Wang et al., 2006). Cette modification post-traductionnelle de
PCNA représente un exemple d'une cible thérapeutique dans le traitement du cancer.
Il existe d'ores et déja des peptides bloquants et des petites molécules chimiques qui
ciblent directement ou indirectement la protéine PCNA. Le développement de
nouveaux agents peptidiques ou chimiques capables d’inhiber des modifications post-
traductionnelles de PCNA représente alors une piste thérapeutique intéressante dans

la lutte contre le cancer.
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Figure 17: Schéma récapitulatif des principaux agents ciblant la protéine PCNA

Représentation des sites d’actions des agents ciblant la protéine PCNA: Les molécules chimiques
Lapatinib et AG1478 sont des inhibiteurs de la tyrosine kinase de PCNA (récepteur EGFR). Ces deux
molécules inhibent la voie de signalisation EGFR/PCNA. La molécule Imatinib inhibe I’activité de la
tyrosine kinase c-ABL responsable de la phosphorylation de PCNA. Cette molécule inhibe la voie de
signalisation RON/c-ABL/PCNA. Le peptide Y211F inhibe la phosphorylation de PCNA via une
compétition structurale pour le récepteur EGFR. La famille des protéines PCNA-I inhibe la trimérisation
de PCNA en se fixant sur la surface d’interaction entre les monoméres du facteur de processivité. Le
peptide p21PBP et la molécule chimique T2AA inhibent des interactions PCNA-protéines en bloguant
le site de reconnaissance des motifs PIP box. Enfin le peptide APIM inhibe des interactions PCNA-
protéines en bloguant le site de reconnaissance des motifs APIM.
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1) Ciblage de PCNA via des peptides

Plusieurs types de peptides différents ciblant la protéine PCNA ont été découverts:
Le peptide p21PBP (p21 PCNA-binding peptide) (Warbrick et al., 1995) d'une vingtaine
d’acides aminés est dérivé du motif PIP box situé sur 'extrémité C-terminale de la
protéine p21. La protéine p21 est une protéine inhibitrice des kinases cycline-
dépendantes et possede une forte affinité avec la protéine PCNA (voir section
Introduction A.3.b). Des analyses structurales ont démontré que la séquence PIP box
du peptide interagit avec 'TDCL de PCNA (Gulbis et al., 1996). La fixation de ce peptide
a la protéine PCNA provoque 'inhibition de la réplication de TADN et du mécanisme
NER (Warbrick et al., 1995; Pan et al., 1995).

Un autre peptide a été développé pour inhiber la phosphorylation de la Y211 de
PCNA afin de perturber la croissance cellulaire. En effet, la phosphorylation de PCNA
sur la Y211 permet de stabiliser le complexe PCNA-chromatine qui est essentiel pour
la réplication de ’ADN (Wang et al., 2006) (voir section Introduction B.3). Le peptide
synthétique Y211F contient une séquence de 12 acides aminés dérivée de la région
proximale du résidu Y211 de PCNA. L'unique différence entre la séquence du peptide
synthétique et celle de PCNA réside dans le remplacement du résidu Y211 de la protéine
par une phénylalanine (Y211F). Ce peptide Y211F contient également a son extrémité
N-terminale, une séquence d’'une dizaine d’acides aminés dérivée de la protéine TAT
du VIH (virus de l'immunodéficience humaine). Cet ajout de séquence classe ce peptide
en tant que « CPP » (cell-penetrating peptide) et permet de faciliter son passage a
travers la membrane cellulaire (Green et al., 1989; Vives et al., 1997). Ce peptide
synthétique entre en compétition structurale avec PCNA pour le site actif de la kinase
EGFR et permet ainsi une inhibition de la phosphorylation du facteur de processivité.
Le peptide Y211F est une piste thérapeutique encourageante pour certains types de
cancers (voir section Introduction B.3). Son utilisation in vitro permet une diminution
du taux de croissance des cellules tumorales issues des cancers du sein « triple
négatif ». Ce peptide représente une alternative thérapeutique pour les cancers du sein
qui ne répondent pas aux agents thérapeutiques « classiques » comme les inhibiteurs
d’ErbB2 et les anti-estrogenes (Yu et al., 2013). De méme, ce peptide Y211F représente
également une alternative thérapeutique pour les cancers de la prostate insensibles aux

traitements hormonaux (Zhao et al., 2011).
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Le peptide APIM (AlkB homolog 2 PCNA-interacting motif) permet de bloquer un
site de reconnaissance de PCNA pour des protéines qui possédent un motif APIM et
qui sont impliquées dans la réparation des dommages a ’ADN (Gilljam et al., 2009).
Cependant en pratique, l'utilisation de ce peptide APIM ne provoque qu’une faible
inhibition de la croissance cellulaire au sein de lignées cellulaires spécifiques (Gilljam
et al., 2009; Miiller et al., 2013). La plupart des protéines contenant le motif APIM sont
impliquées dans la réparation et la réponse aux dommages a 1'ADN, il est donc
cohérent que l'utilisation du peptide bloquant n’affecte que tres peu la prolifération
cellulaire. En revanche l'utilisation couplée de ce peptide avec des agents génotoxiques
inhibe significativement la croissance cellulaire de certaines populations tumorales

(Gilljam et al., 2009; Miiller et al., 2013) (Figure 17).

2) Ciblage de PCNA via de petites molécules chimiques

Les peptides ne sont pas les seules molécules utilisées pour cibler la protéine PCNA.
Des criblages a haut débit ont permis d’identifier de petites molécules chimiques
capables de bloquer I'association entre PCNA et les motifs « PIP box » de certains de
ses partenaires protéiques ainsi que d’inhiber certaines voies de signalisation
impliquant le facteur de processivité.

Parmi ces petites molécules chimiques, on retrouve la molécule T2AA (T2 amino
alcohol) (Punchihewa et al., 2012). Cette derniere est dérivée de la molécule T3, une
hormone thyroidienne appelée triiodothyronine. La molécule T2AA permet la
dissociation des interactions de type PCNA-PIP box in vitro et empéche I'interaction
entre PADN polymérase 8 et PCNA in cellulo. La molécule T2AA inhibe la synthese
d’ADN et induit du stress réplicatif via le blocage des fourches de réplication
(Punchihewa et al., 2012). Cette molécule inhibe également le mécanisme de la TLS
sensibilisant ainsi les cellules cancéreuses aux agents génotoxiques (Actis et al., 2013).

La plupart des molécules étudiées pour cibler directement la protéine PCNA, se
fixent sur la surface d’interaction avec les motifs PIP box. Cependant, d’autres
inhibiteurs ont été découverts, comme les inhibiteurs de la trimérisation regroupés au
sein d'une famille appelée PCNA-I (PCNA inhibitors) qui se fixent au niveau de la
surface d’interaction entre les monomeres de PCNA (Tan et al., 2012). Le traitement
de cellules par ces inhibiteurs provoque une diminution du taux de PCNA fixée sur la
chromatine, une inhibition de la réplication de ’ADN ainsi qu’un arrét dans le cycle

cellulaire en phase S et en interphase G2/M (Tan et al., 2012).
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Jusqu’a présent nous n’avons référencé que des molécules ciblant directement la
protéine PCNA. Il existe aussi des inhibiteurs des activités de PCNA n’interagissant pas
directement avec cette derniere. Ces molécules interagissent en amont, au niveau de
voies de signalisation de PCNA: ’AG1478 ainsi que le lapatinib (utilisé en clinique), des
inhibiteurs spécifiques du récepteur EGFR, diminuent le taux de PCNA phosphorylée
(Wang et al., 2002; Zhao et al., 2014). Le récepteur ne peut pas étre transloqué au
noyau empéchant ainsi son activité tyrosine kinase sur la protéine PCNA. Ces deux
molécules empéchent ainsi la phosphorylation de PCNA en inhibant la voie de
signalisation ’EGFR.

Il a été démontré qu'une deuxiéme voie de signalisation était impliquée dans la
phosphorylation de PCNA. Cette voie de signalisation appelée Ron/c-ABL/PCNA
nécessite I'activation du récepteur tyrosine kinase RON (Recepteur d'origine nantais)
via son ligand HGFL (hepatocyte growth factor-like protein). L’activation de ce
récepteur entraine ’activation de différentes voies de signalisation (PI3K, MAPK, SRC,
[B-catenin) et notamment la voie impliquant la protéine tyrosine kinase c-ABL. Cette
tyrosine kinase permet alors la phosphorylation de la Y211 de PCNA (Zhao et al., 2013).
L’Imatinib est une molécule inhibitrice de la protéine kinase c-ABL. L’'imatinib permet
ainsi de bloquer la phosphorylation de PCNA en perturbant la voie de signalisation
Ron/c-ABL/PCNA (Zhao et al., 2014) (Figure 17).

D) Développement d’un outil génétique permettant la
caractérisation des sites de modifications post-
traductionnelles de PCNA

La protéine PCNA possede de nombreux résidus ciblés par des modifications post-
traductionnelles (exemple: ubiquitination de la K164, phosphorylation de la Y211).
Nous avons vu précédemment que certaines de ces modifications post-traductionnelles
sont impliquées dans la régulation de I'activité de PCNA sur la chromatine (voir section
Introduction B). Certains de ces sites modifiés chimiquement représentent de
potentielles cibles thérapeutiques notamment dans le domaine de la lutte contre le
cancer (exemple: linhibition de la phosphorylation de la Y211) (voir section
Introduction C). Des analyses en spectrométrie de masse de la protéine PCNA ont

révélé de nombreux autres résidus modifiés dont les roles restent encore a définir
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(https://www.phosphosite.org). Ces résidus modifiés pourraient aussi présenter de
potentielles cibles thérapeutiques.

Au sein de notre laboratoire, nous avons développé un outil génétique concu pour
nous aider a définir I'implication de ces résidus modifiés dans la régulation des
activités de PCNA. Cet outil génétique est le fruit d'une combinaison de deux outils
biologiques. Le premier est le systeme CRISPR-Cas 9 (Wang et al., 2016) (voir section
Introduction D.1) utilisé afin d’inactiver le gene endogéne de PCNA. Le deuxiéme est
un mécanisme de complémentation fonctionnelle plasmidique qui nous permet
d’exprimer n’importe quelles protéines PCNA mutées au sein de cellules en cultures
(voir section Introduction D.2). L'utilisation en parallele de ces deux systémes nous
permet de créer un modele cellulaire qui exprime une protéine PCNA muté pour un

site d’intérét et dont le gene PCNA endogene est inactivée (voir section Résultats A.3).

1) Le systeme CRISPR-Cas 9

Le systeme CRISPR-Cas (CRISPR: clustered regularly interspaced short
palindromic repeats, Cas: CRISPR-associated protein) est un mécanisme immun
adaptatif présent dans de nombreuses souches de bactéries et d’archées (Makarova et
al., 2013). Deux classes de systemes CRISPR-Cas existent (classe 1 et 2), elles-mémes
divisées en plusieurs types (classe 1: types I, III et IV; classe 2: II, V et VI). Les deux
classes se différencient par leur méthode de clivage. La classe 1 met en jeu un complexe
de plusieurs protéines Cas tandis que la classe 2 utilise une seule endonucléase Cas
(Koonin et al., 2017).

Nous nous intéressons au systtme CRISPR-Cas 9 qui est un systtme CRISPR de
type II (Deltcheva et al., 2011). Ce systeme permet aux bactéries de se défendre face
aux infections de bactériophages (Figure 18). Lors de linfection, les bactéries
possédant le systeme CRISPR-Cas 9 vont intégrer au sein de leurs propres génomes
des fragments d’ADN provenant du génome du bactériophage. Ces fragments d’ADN
sont appelés « protospacers ». Les nucléases Cas 1 et Cas 2 vont permettre I'excision
des « protospacers» ainsi que leur intégration au niveau du génome de la bactérie
(Heler et al., 2015). Cette intégration se réalise au niveau d'une séquence d’ADN
appelée CRISPR. Cette séquence CRISPR contient des motifs courts (28 a 37 paires de
bases) régulierement répétés et espacés de séquences appelées « spacers ». Ce sont les
séquences « spacers » qui accueillent les fragments d’ADN issus du génome du

bactériophage « protospacers » (Barrangou et al., 2014). La séquence CRISPR est
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transcrite en ARN non mature appelé « pre-crRNA » (crRNA: CRISPR RNA). Sous
Paction de protéines Cas, TARN précurseur est épissé en une forme mature «crRNA »
(Deltcheva et al.,, 2011). Un deuxieme type d’ARN appelé « tracrRNA » (trans-
activating crRNA) transcrit a partir du génome de la bactérie va s’hybrider au niveau
d’un motif répété du « crRNA ». Le complexe d’ARN crRNA-tracrRNA est reconnu par
I’'endonucléase Cas 9. En effet, le « tracrRNA » interagit avec la protéine Cas 9 (Jinek
et al.,, 2012; Deltcheva et al.,, 2011). Le complexe protéine-ARN (Cas 9-crRNA-
tracrRNA) ainsi formé est alors opérationnel. La derniére étape consiste a la
reconnaissance et au clivage de la séquence cible au sein du génome du bactériophage.
Cette reconnaissance est permise par le « crRNA » et plus particulierement la séquence
ARN correspondant au « protospacer ». On parle alors de guidage de la protéine Cas 9
par le complexe ARN crRNA-tracrRNA. La protéine Cas 9 possede deux domaines
correspondant a des nucléases. Le domaine HNH permet de cliver le brin d’ADN
contenant la séquence cible tandis que le domaine RuvC permet de cliver le deuxiéme
brin d’ADN (Jinek et al., 2012; Gasiunas et al., 2012). Ainsi l'activité de la Cas 9
provoque l'apparition d'une cassure double brin de 'ADN au sein du génome du
bactériophage. La reconnaissance de différentes séquences cibles via le systeme
CRISPR-Cas 9 permet alors de fragmenter le génome des bactériophages et de protéger
ainsi la bactérie de I'infection (Mojica et al., 2009; Deveau et al., 2008; Shah et al.,
2013).

Il est a noter que le clivage est réalisé uniquement en présence d’'une séquence PAM
(Protospacer-adjacent motif) adjacente a la séquence d’ADN cible. La séquence PAM
est constituée de 3 nucléotides (NGG). Le site de clivage se situe alors a 3 nucléotides
en amont de la séquence PAM au sein de la séquence d’ADN cible. Le génome de la
bactérie est dépourvu de séquences PAM permettant ainsi d’éviter un clivage
accidentel par le systeme CRISPR-Cas 9 (Hsu et al., 2014).

Le systtme CRISPR-Cas 9 est un mécanisme qui a permis de développer un outil
flexible d’édition du génome qui est simplifié et dérivé du systéeme retrouvé chez la
bactérie. Cet outil utilise la protéine Cas 9 ainsi qu'un ARN hybride issu de la fusion du
« crRNA » et « tracrRNA ». Cet ARN hybride est appelé ARN guide (ARNg) (Jinek et
al., 2012). La séquence ARN correspondant au « protospacer » peut étre modifiée a
souhait permettant ainsi de cibler n’importe quelle séquence du génome a condition
qu'une séquence PAM y soit adjacente. La possibilité de cliver n’'importe quelle

séquence d’ADN a ouvert de larges possibilités concernant I’édition du génome. Le
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systeme CRISPR-Cas 9 s’apparente aux systemes déja développés de type « TALEN »
(transcription activator-like effector nucleases) (Boch et al., 2009) ou encore « ZFN »
(zinc-finger nucleases) (Miller et al., 1985).

Des modifications des domaines nucléases de la Cas 9 ont permis de créer des
dérivés de I'endonucléase. L’inactivation par mutation d'un des deux domaines de la
Cas 9 a permis de créer la nickase. Cette derniere possede la capacité de ne cliver qu’un
seul brin de 'ADN (Mali et al., 2013). L’association de deux nickases permet ainsi
d’exciser un fragment d’ADN de facon similaire aux systémes de type « TALEN » (Mali
et al., 2013). L’inactivation par mutation des deux domaines de la Cas 9 ont permis la
création de la dead Cas 9. Cette forme de I'endonucléase est inactive mais ne perd pas
sa capacité d’'interaction avec ’ARNg. La dead Cas 9 peut étre fusionnée a des protéines
effectrices qui peuvent ainsi étre dirigées vers des séquences d’ADN spécifiques sans
pour autant induire le clivage de ces dernieres. La forme non activée est notamment

utilisée dans le domaine de la régulation épigénétique (Hilton et al., 2015).
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Figure 18: Schéma comparatif entre le systeme CRISPR-Cas 9 natif retrouvé chez la bactérie et
I’outil CRISPR-Cas 9 utilisé dans I’édition du génome

Le systeme CRISPR-Cas 9 natif: Lors de ’infection d’une bactérie par un bactériophage, des fragments
d’ADN du génome viral sont clivés par le couple d’endonucléases Cas 1 et Cas 2. Ces séquences d’ADN
appelées « protospacers » vont s’intégrer au niveau de séquences CRISPR contenues dans le génome de
la bactérie. La transcription d’une séquence CRISPR entraine la synthése d’un ARN non mature, le « pre-
crRNA ». Sa forme mature est appelée « crRNA ». Le « crRNA » s’hybride avec un deuxiéme type
d’ARN « tracrRNA » transcrit a partir du génome bactérien formant ainsi un complexe ARN (crRNA-
tractrRNA). La protéine Cas 9 s’associe alors avec ce complexe ARN grace a son interaction avec le
« tracrRNA ». Le crRNA permet de diriger I’endonucléase Cas 9 au niveau de la séquence cible du
génome du bactériophage. La Cas 9 clive alors ’ADN du bactériophage uniquement en présence d’une
séquence PAM (NGG) adjacente a la séquence cible. Le clivage correspond a une coupure double-brins
de ’ADN. Le mode d’action de 1’outil CRISPR-Cas 9 dérivé est similaire au systeme natif. L’unique
différence consiste au remplacement du complexe ARN (crRNA-tracrRNA) par un seul ARN hybride
issu de la fusion des deux types d’ARN.

2) Systeme de complémentation fonctionnelle in cellulo

Le systeme de complémentation fonctionnelle permet de compenser la perte de
Pactivité d’une protéine au sein de cellules en culture. Le systéme de complémentation
fonctionnelle plasmidique est surtout connu pour son utilisation dans le domaine de la
génétique de la levure (Nasmyth et al., 1980). Ce systeme a été utilisé notamment afin
d’isoler des genes inconnus exprimant des protéines étudiées chez la levure (Figure
19). Lorsque l'on dispose d'une souche de levure mutante qui n'exprime pas une
protéine d’intérét, il est possible de retrouver le gene qui lui est associé. Il faut pour
cela fabriquer une banque de plasmides appelés « plasmides de complémentation »
comportant des fragments du génome d'une souche de levure qui elle, exprime cette
protéine. La souche mutante est alors transformée avec la banque de plasmides de
complémentation. La souche mutante se différencie de la souche sauvage par un
caractere observable comme une thermo-sensibilité. L'isolement d’'un transformant
qui présente une réversion de son caractére de thermo-sensibilité permet d’isoler le
plasmide contenant le gene inconnu. On appel ce principe: la complémentation

fonctionnelle plasmidique.
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Figure 19: Schéma du principe de complémentation fonctionnelle plasmidique chez la levure

Le systéme de complémentation fonctionnelle plasmidique de la levure permet d’identifier le gene inconnu
(géne X) d’une protéine d’intérét (protéine X). Une banque de plasmides de complémentation comportant
des fragments du génome d'une souche de levure sauvage est créée. Une souche de levure mutante pour le
géne X et thermo-sensible est transformée a 1’aide de la banque de plasmides de complémentation et les
transformant sont cultivés sur boite de Pétri a température permissive. Un dupliquat de la boite de Pétri est
placé en condition de température non-permissive. L'isolement d’un transformant qui présente une
réversion de son caractere de thermo-sensibilité permet d’isoler le plasmide contenant le géne inconnus X.

Dans notre cas, nous nous sommes inspirés de ce principe afin de créer des
plasmides de complémentation capables d’exprimer des protéines PCNA mutées au

sein de cellules en cultures (voir Section Résultats A.2).

E) Role de PCNA dans la voie de dégradation
ubiquitine dépendante CRL4¢dt2

L’utilisation de notre outil génétique (voir section Introduction D.3) nous a permis
de remplacer in cellulo la protéine PCNA endogéne par des formes mutantes de cette
méme protéine. Nous avons ainsi pu déterminer si les mutants de PCNA étaient viables
ou non. En effet, PCNA étant une protéine essentielle, si la mutation d'un résidu altere
une de ses fonctions critiques, la complémentation échoue et cause la mort des cellules.
Parmi les mutants de PCNA étudiés, certains ont provoqué une mort cellulaire (voir
section Résultats B.1). L’étude approfondie du mécanisme impliqué dans la mort des
cellules nous a amené a étudier la voie de dégradation ubiquitine dépendante

impliquant l'ubiquitine ligase CRL4¢dt2,
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1) Le systéeme ubiquitine-protéasome

La régulation de la dégradation des protéines fait partie intégrante de la physiologie
des cellules eucaryotes. De nombreux évenements cellulaires tels que le déroulement
du cycle cellulaire, le maintien de I'intégrité du génome ou encore la signalisation
cellulaire nécessitent une régulation de la concentration des protéines impliquées. Une
protéolyse permet de réguler la concentration de ces protéines. Il existe 2 systemes de
protéolyse: le systéeme ubiquitine-protéasome dans lequel la conjugaison de molécules
d'ubiquitine (poly-ubiquitination) a des substrats provoque leur dégradation par le
protéasome (Ciechanover et al.,, 2015) et le systéme de dégradation lysosomale
(autophagie) par lequel des composants cytoplasmiques (protéines et organites) sont
dégradés par le lysosome (Cha-molstad et al., 2015). Dans cette partie, nous nous
focaliserons sur le systeme ubiquitine-protéasome (Figure 20). Afin de mettre en place
ce systeme de dégradation, il est nécessaire pour le protéasome d’identifier
correctement les protéines a cibler. L’identification de ces protéines est permise par
une modification post-traductionnelle a savoir la poly-ubiquitination (voir section
Introduction B.1.a) qui consiste dans la synthese d'une chaine de molécules
d’ubiquitines dont les liaisons impliquent la lysine 48 ou plus rarement la lysine 11 et
le groupement carboxylate C-terminal de 'ubiquitine (Hershko et al., 1998). L’ajout
d’'une molécule d’ubiquitine nécessite une cascade enzymatique en trois étapes (voir
section Introduction B.1.a). La premiere étape consiste en 1'activation de I'ubiquitine
par E1 (enzyme d’activation de l'ubiquitine) selon un processus ATP dépendant
(Schulman et al., 2009). S’en suit la deuxieme étape avec le transfert de I'ubiquitine de
I’'enzyme E1 vers 'enzyme E2 (enzyme de conjugaison de I'ubiquitine) (Ye et al., 2009).
La liaison entre 'ubiquitine et les enzymes E1 et E2, implique la formation d'esters de
thiol entre les cystéines des enzymes E1 et E2 et le carboxylate situé a I'extrémité C-
terminale de l'ubiquitine. La troisieme étape implique la formation d'un complexe
comportant les enzymes E2 (chargée avec I'ubiquitine), E3 (enzyme ubiquitine ligase)
et le substrat. Une fois le complexe formé, 'ubiquitine est transférée de I’enzyme E2
vers une lysine du substrat sous 'action de I'enzyme E3 (Deshaies et al., 2009; Rotin
et al., 2009; Komander et al., 2012). Cette cascade enzymatique en 3 étapes est répétée
de facon identique a ceci pres que la derniere étape consiste dorénavant a I’ajout d’'une
molécule d’'ubiquitine non pas sur une lysine du substrat mais sur la lysine 48 de

l'ubiquitine précédente (4¢me étape). Une chaine d’ubiquitines est alors synthétisée
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(Hershko et al., 1998). Le protéasome 26S reconnait cette chaine d’'ubiquitines comme
un signal de dégradation (5°me étape). Le protéasome déplie le substrat selon un
processus ATP-dépendant et élimine la chaine d'ubiquitine par I'action d'une enzyme
ubiquitine hydrolase associée a ce dernier. La protéine « dépliée » est alors dégradée

par le protéasome (6¢me étape) (Pickart et al., 2001).
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' Dégradation du

=8 ! substrat parle
' @ T_ . @ | protéasome 265
1% étape !
Activation de ! f i i
I'ubiquitine ' ;@ ._ __________________ E
parEl | A e i

5éme étape
Reconnaissance du
signal de dégradation
i (chafne d’ubiquitines)
par le protéasome 26S

i Ribosome
___________________________________ ! 26S

28me gtape
Transfert de
I'ubiquitine dei
Elvers E2 :

R s > 5 4éme gtape

7 Répétition de la

| cascade enzymatique

Poly-ubiquitination
du substrat

3éme étape
Transfert de l'ubiquitine de

E2 vers le substrat sous i

I'action d’E3 :

D’apres Nalepa et al., 2006

Figure 20: Schéma récapitulatif du systeme de dégradation ubiquitine-protéasome

Le systeme de dégradation ubiquitine-protéasome est un processus en plusieurs étapes qui a pour but la
dégradation de protéines marquées a ’aide d’une poly-ubiquitination. La 1°"® étape consiste en I’activation
de I’ubiquitine (Ub) par ’enzyme d’activation E1 selon un processus ATP-dépendant. Lors de la 2¢™
étape, I’ubiquitine est transférée de E1 vers I’enzyme de conjugaison E2. L’enzyme E2 est a présent
chargée avec une molécule d’ubiquitine (E2-Ub). La 3°™ étape implique la formation d’un complexe
Substrat-E3-(E2-Ub) permettant le transfert de I’'ubiquitine de E2 vers le substrat sous I’action de I’enzyme
ubiquitine ligase E3. Cette cascade enzymatique se répéte permettant la synthése d’une chaine d’ubiquitine
(Poly-ubiquitination) sur le substrat (4°™ étape). La 5°™ étape consiste en la reconnaissance du signal de
dégradation (chaine d’ubiquitine) par le protéasome 26S. Enfin en dernicre étape le protéasome dégrade
la protéine ciblée par le signal de poly-ubiquitination.
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2) Reconnaissance du substrat de 'ubiquitine ligase CRIL4Cdt2
via un degron composite

Il existe de nombreuses voies de dégradation ubiquitine-protéasome différentes.
L’ensemble de ces voies cible divers types de protéines et implique toutes des enzymes
différentes. Cependant il est a noter que le schéma de déroulement de la cascade
enzymatique reste conservé et comparable entre ces voies de dégradation. La
différence de spécificité de ces voies de dégradation est directement reliée a I’existence
d’'une grande variété d’enzymes de la classe E2 et E3 (Ravid et al., 2008; Jin et al.,
2008).

En régle générale, 'interaction entre E3 et son substrat implique qu'une sous-unité
de I'enzyme se fixe au niveau d’'un motif de 6 a 8 acides aminés de la protéine ciblée
appelé « degron ». Il existe deux types de famille d'ubiquitine E3 ligases caractérisés
soit par la présence d'un domaine RING soit d'un domaine HECT (Ardley et al., 2005;
Deshaies et al., 2009). Les E3 ligases possédant le domaine RING permettent le
transfert direct de la molécule d'ubiquitine chargée sur 'enzyme E2 vers le substrat.
En revanche les E3 ligases possédant le domaine HECT fixent en premier lieu la
molécule d'ubiquitine puis la transférent sur le substrat. L’enzyme ubiquitine ligase
CRL4C¢t2 est un complexe protéique possédant un domaine RING. Ce complexe
comporte 3 sous-unités a savoir Cul4, Ddb1 et Cdt2 (Havens et al., 2011). L’extrémité
N-terminale de Culg interagit avec la protéine « adaptateur » Ddb1. La sous-unité Cdt2
représente le « récepteur du substrat » et se fixerait a la sous-unité Ddb1. La structure
de Cdt2 n’étant pas encore résolue a ce jour, la structure de CRL4¢dt2 reste encore
hypothétique. L'extrémité C-terminale de la sous-unité Culg interagit avec la protéine
Rbx1. Cette derniére joue le role d’intermédiaire entre I'ubiquitine ligase CRL4Cdt2 et
I’'enzyme E2 chargée avec 'ubiquitine.

L’'ubiquitine Ligase CRL4¢d2 présente une particularité qui concerne son mode
d’interaction avec le substrat (Figure 21). La plupart des interactions E3-substrat dites
« classiques », se réalisent grace a la reconnaissance du motif « degron » du substrat
par une ubiquitine E3 ligase. Par exemple, 'enzyme ubiquitine ligase CRL15kp2 qui
interagit avec le degron du substrat p27: CRL15kr2 permet I’entrée du cycle cellulaire en
phase S grace a la dégradation de la protéine inhibitrice de CDK (kinases cycline-
dépendantes) p27 (Carrano et al., 1999). En revanche l'interaction entre CRL4¢dt2 et
son substrat Cdt1 présente une particularité. L’interaction implique un 3¢me facteur, a

savoir la protéine PCNA. L'interaction entre CRL4¢dt2 et Cdt1 se base toujours sur la
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reconnaissance d’'un degron par l'ubiquitine ligase. Cependant CRL4¢dt2 reconnait
uniquement le substrat Cdt1 si ce dernier est fixé a la protéine PCNA, elle-méme
chargée sur 'ADN (Havens et al., 2012). CRL4¢dt2 reconnait alors un degron dit
« composite » représentant une structure protéique mixte associant a la fois des

résidus du substrat Cdt1 mais également des résidus de la protéine PCNA.

CRL4CH2
(E3)

CRL1S%2
(3)

Degron
composite

ADN

Reconnaissance dite « classique » Reconnaissance dite « non-classique »
d’un Degron d’un Degron composite

Figure 21: Schéma comparatif des interactions entre les enzymes CRL15%P2, CRL4 et leurs
substrats respectifs

L’une des étapes du systéme de dégradation ubiquitine-protéasome consiste en la formation d’un
complexe protéique constitué des enzymes E3, E2 chargée avec une molécule d’ubiquitine (Ub) et du
substrat. L ubiquitine ligase E3 interagit a la fois avec I’enzyme E2 chargée avec 1’ubiquitine ainsi qu’avec
un motif appelé degron présenté par le substrat. L ubiquitine ligase CRL15*2 permet une reconnaissance
dite « classique » du motif degron présenté par le substrat p27. En revanche, ’ubiquitine ligase CRL4¢%?
ne reconnait pas un motif degron classique. Le motif reconnu est un degron composite. La sous-unité Cdt2
(récepteur du substrat) reconnait une structure protéique mixte associant a la fois des résidus du substrat
Cdt1 mais également des résidus de la protéine PCNA. Ainsi la reconnaissance du substrat par 1’ubiquitine
ligase met en jeu un 3°™ facteur a savoir la protéine PCNA, elle-méme chargée sur I’ADN.

3) L’ubiquitine ligase CRL4¢d2 empéche le phénomene de
re-réplication

Il est nécessaire pour la cellule de réguler les concentrations des protéines
impliquées dans la réplication de ’ADN ou sa régulation et ce durant la phase S ou
lors d’évenements de réparation de dommages a ’ADN nécessitant la machinerie
réplicative. Une mauvaise régulation de ces protéines peut provoquer un
phénomeéne dit de « re-réplication ». Ce phénomene est le résultat d'une sur-
réplication du génome c’est-a-dire lorsque le génome est répliqué plus d’une fois
lors du cycle cellulaire. La re-réplication de TADN provoque ainsi des instabilités
génomiques pouvant mener a la mort cellulaire. La régulation de ces protéines et la
prévention du phénomene de re-réplication est permise notamment par le systéme

ubiquitine-protéasome.
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Cdt1 (Chromatin licensing and DNA replication factor 1), p21 (cyclin-dependent
kinase inhibitor 1) et Set8 (histone methyl transferase) sont des exemples de
protéines qui nécessitent une régulation durant la phase S ou lors d’évenements de
réparation de dommages a ’ADN. En effet, la surexpression de ces derniéres
provoque des évenements de re-réplication de '’ADN (Vaziri et al., 2003; Kim et al.,
2008c; Abbas et al., 2010). La protéine Cdt1 est un facteur d’initiation de la
réplication de 'ADN essentiel a 'assemblage du complexe de pré-réplication. La
protéine p21 est une protéine inhibitrice des CDK connue pour inhiber les
complexes CDK2 et CDK4 et permettre ainsi 1'arrét du cycle cellulaire. Enfin la
protéine Set8 est une histone méthyl-transférase permettant la mono-méthylation
de la lysine 20 de l'histone H4 nécessaire notamment a la compaction de la
chromatine. Chez les vertébrés, I’enzyme E3 ligase CRL4¢dt2 permet 'ubiquitination
des protéines Cdt1, p21 et Set8 qui sont par la suite prises en charge par le
protéasome 26S pour y étre dégradées. Il est a noter que CRL4Cd2 reconnait
uniquement ces substrats s’ils interagissent avec la protéine PCNA elle-méme
chargée sur 'ADN (Havens et al., 2012). Par conséquence, la dégradation des
substrats Cdt1, p21 et Set8 prend place uniquement durant la phase S du cycle
cellulaire ou lors d’évenements de réparation de dommages a ’ADN. CRIL4Cdt2
contribue ainsi au blocage d’évenements de « re-réplication » de ’ADN.

L’enzyme CRL4Cdt2 cible d’autres substrats, tels que le facteur de transcription
E2F chez la D. melanogaster, ’ADN polymérase 1 chez C. elegans ou encore Spdi,
I'inhibiteur de la ribonucléotide réductase au sein de la levure S. pombe (Zielke et

al., 2011; Kim et al., 2008b; Liu et al., 2005).
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Objectifs de la these

PCNA est une protéine pléiotrope possédant de nombreux sites de modifications
post-traductionnelles et interagissant avec une multitude de protéines impliquées dans
divers mécanismes cellulaires. La plupart des fonctions des résidus modifiés de PCNA
restent encore inconnues a ce jour. Le projet de thése a eu pour but de développer un
outil génétique qui nous a assisté dans la caractérisation fonctionnelle de certains de

ces sites de modifications post-traductionnelles.

Mon travail de thése est divisé en 3 axes principaux. Dans un premier temps nous
avons développé un outil génétique (voir section Résultats A) nous permettant de
substituer in cellulo la protéine PCNA endogene a I'aide d’'une protéine mutante dite
de complémentation. La mise en place de cet outil a nécessité le développement de
deux types de plasmides: un plasmide d’invalidation permettant le déploiement du
systeme CRISPR-Cas 9 permettant d’inactiver le gene endogene de PCNA et un
plasmide de complémentation permettant ’expression d'une protéine mutante de
substitution. Il a été nécessaire de valider cet outil génétique en confirmant la réussite

de la complémentation fonctionnelle de la protéine PCNA.

Une fois le systéeme maitrisé et validé nous avons testé la viabilité de différentes
cellules exprimant des formes mutées de PCNA (voir section Résultats B). Les
mutations ciblaient un panel de résidus potentiellement sujets a des modifications
post-traductionnelles. Nous avons réalisé une étape de criblage ou nous avons
sélectionné deux mutants de PCNA létaux (Di122A et E124A) que nous avons

considérés comme intéressants a étudier.

Dans la derniere partie de mon travail de these, nous avons cherché a déterminer
quelles activités de PCNA étaient altérées par les mutations des deux résidus D122 et
E124 (voir section Résultats C et D). Nous avons ainsi pu mettre en évidence que ces
résidus sont essentiels au bon déroulement d'une voie de dégradation ubiquitine-
dépendante impliquant I'E3 ubiquitine ligase CRL.4¢dt2 nécessaire a la dégradation d'un

cocktail de protéines (Cdt1, p21 et Set8) durant la phase S du cycle cellulaire.

Nos résultats préliminaires suggerent qu'un des deux sites (E124) semble étre sujet
a PARylation, représentant ainsi, une piste d’étude intéressante concernant une
éventuelle régulation de cette voie de dégradation ubiquitine-dépendante a I’aide d'une
modification post-traductionnelle de la protéine PCNA.
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Résultats

A) Développement et validation de notre outil de
complémentation fonctionnelle

1) Inactivation du géene PCNA via le systeme CRISPR-Cas 9

a) Construction des plasmides « pCas9 anti-PCNA GFP »
et « pCas9 anti-PCNA Puro »

Le développement de notre outil génétique a nécessité l'utilisation du systéeme
CRISPR-Cas 9. L'objectif a été d’inactiver fonctionnellement le géne codant PCNA au
sein de cellules en culture. Afin de permettre cette inactivation, il a été nécessaire
d’incorporer au sein de cellules en culture, 'ensemble des facteurs nécessaire pour le
déploiement du systeme CRISPR-Cas 9 ainsi qu'un ARN guide ciblant le gene PCNA.
Une fois transfectés, les plasmides commerciaux pSpCas9(BB)-2A-GFP et
pSpCas9(BB)-2A-Puro (référencés respectivement PX458 et PX459, addgene)
permettent d’exprimer l'ensemble de ces facteurs. Nous avons modifié ces deux
plasmides afin de créer respectivement les plasmides pCas9 anti-PCNA GFP et pCas9
anti-PCNA Puro. Les deux plasmides dérivés possedent une séquence d’ADN identique
codant le méme ARN guide. Ainsi les deux plasmides dérivés présentent la méme
fonction a savoir I'inactivation spécifique du gene codant PCNA. Lunique différence
concerne la méthode de sélection employée lors de la sélection des cellules
transfectées.

Les plasmides PX458 et PX459 sont des plasmides d’expression eucaryotiques qui
ont pour origine la bactérie Streptococcus pyogenes. Ils contiennent une séquence
d’ADN codant un ARN guide sous le contréle du promoteur U6 humain. La séquence
d’ADN correspondant a ’ARN guide est délimitée par deux sites de restriction BbsI. Il
est ainsi possible d’incorporer n’importe quelle séquence d’ADN par digestion
enzymatique avec 'enzyme Bbsl. Les deux plasmides contiennent également une
séquence permettant 'expression de la protéine Cas 9 sous le contréle d'un promoteur
Cbh, qui est une fusion du promoteur CMV et d’'un promoteur [-actine de poulet. Les
plasmides PX458 et PX459 ne possedent pas le méme marqueur de sélection. En effet,

le plasmide PX458 possede une séquence d’ADN codant la protéine eGFP alors que
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PX459 a une séquence d’ADN codant le géne de résistance a la Puromycine (PuroR).
L’utilisation de ces marqueurs de sélection permet de trier les cellules ayant incorporé
les plasmides PX458 et PX459, a l'aide respectivement dune sélection par FACS
(fluorescence activated cell sorting) ou d’'un traitement a la Puromycine. Les deux
séquences correspondant aux marqueurs de sélection sont localisées en aval de la
séquence codant la protéine Cas 9 et sont fusionnées a cette derniére par une petite
séquence T2A. Elles sont ainsi sous le controle du méme promoteur Cbh. La séquence
T2A code un peptide permettant la traduction de deux protéines distinctes a partir d'un
seul ARNm (voir section Résultats A.2.a). Enfin les deux plasmides PX458 et PX459
codent également pour le géne de résistance a I'ampicilline, sous le controle du
promoteur bla, nécessaire lors des étapes de clonage chez la bactérie.

La modification par clonage de ces plasmides PX458 et PX459 nous a permis de
construire respectivement les plasmides pCasg anti-PCNA GFP et pCas9 anti-PCNA
Puro (Figure 22). Les deux plasmides dérivés présentent la méme séquence d’ADN de
20 nucléotides « GGGCCAGGTTGCGGTCGCAG » complémentaire a une séquence
contenue dans I'exon 1 du gene de PCNA codant ’ARN guide.

Bbsl Bbsl
Promoteur Cbh (245) (267)

B8bsl  Bbsl
(245) (267)

Promoteur Cbh

Promoteur B-actine
de poulet

N
A\  Intron hybride

Promoteur
U6 humain
ARN guide

anti-PCNA
Séquence ADN
"GGGCCAGGTTGCGGTCGCAG"

= enhancer CMH
- Promoteur B-actine
de poulet
I %3 Intron hybride
Promoteur 4 AN
U6 humain
ARN guide
anti-PCNA
Séquence ADN
"GGGCCAGGTTGCGGTCGCAG"

AmpR AmpR

Promoteur bla Promoteur bla

pCas9 anti-PCNA GFP pCas9 anti-PCNA Puro

D’aprés « https://www.addgene.org»
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Figure 22: Plasmide pCas9 anti-PCNA GFP et plasmide pCas9 anti-PCNA Puro

L’inactivation du géne PCNA est permise par la transfection des cellules en culture a 1’aide des plasmides
« pCas9 anti-PCNA GFP » (dérivé du plasmide PX458, addgene) ou « pCas9 anti-PCNA Puro » (dérivé
du plasmide PX459, addgene). Les plasmides permettent 1’expression de I’ensemble des facteurs du
systeme CRISPR-Cas 9. Ils contiennent également une séquence d’ADN codant un ARN guide ciblant
I’exon 1 de PCNA sous le contréle d’un promoteur U6 humain. Cette séquence d’ADN est constituée de
20 nucléotides « GGGCCAGGTTGCGGTCGCAG ». Les deux plasmides dérivés contiennent également
une séquence codant la protéine Cas 9. Cette dernicre est située en amont d’une séquence codant le peptide
T2A, qui elle-méme, précéde la séquence du marqueur de sélection. La séquence du marqueur de sélection
pour le plasmide « pCas9 anti-PCNA GFP » correspond a la protéine eGFP. La séquence du marqueur de
sélection pour le plasmide « pCas9 anti-PCNA Puro » correspond quant a elle au gene de résistance a la
Puromycine (PuroR). L’ensemble de ces séquences sont ainsi sous le contréle du méme promoteur Cbh,
une fusion du promoteur CMV et d’un promoteur -actine de poulet. Enfin, les deux plasmides contiennent
une séquence codant le géne de résistance a I’ampicilline (AmpR) sous le contrdle du promoteur bla.

pCas9 anti-PCNA GFP et pCas9 anti-PCNA Puro font partie d'une méme classe de
plasmides que 'on appellera par la suite « plasmide d’invalidation ». Le plasmide
d’invalidation est introduit dans des cellules en culture par transfection. L'expression
des différents éléments codés par ce plasmide induit la formation d'un complexe ARN
guide-Cas 9 permettant de cibler le gene codant la protéine PCNA (Figure 23).
L'utilisation de ce systeme provoque une coupure double brin au niveau de la séquence
cible. La réparation de cette coupure double brin peut étre prise en charge par deux
mécanismes différents a savoir le NHEJ (non-homologous end joining) ou la
recombinaison homologue (RH) (Rouet et al., 1994a, 1994b; Rudin et al., 1989; Plessis
et al., 1992; Choulika et al., 1995). Le NHEJ est un systéeme de réparation qui peut
introduire des insertions ou des délétions de séquence (indels). Ces évenements
peuvent étre la cause d'un décalage du cadre de lecture « frameshift » menant a terme
a l'expression dune protéine PCNA altérée. Cependant la réparation peut étre
également prise en charge par le systéme de recombinaison homologue. Ce systéme de
réparation n’entraine pas de modifications de la séquence d’ADN. Cependant la
séquence d’ADN réparée est alors reconnue a nouveau par le systeme CRISPR-Cas 9.
Un clivage en boucle de TADN peut alors étre initié par le systeme CRISPR-Cas 9 et
cessera uniquement lorsque la séquence cible aura été altérée par le systeme de
réparation NHEJ. Ce phénomene assure ainsi I'inactivation du gene cible qui est dans

notre cas le gene de la protéine PCNA.
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Figure 23: Inactivation du géne PCNA a I’aide d’un plasmide d’invalidation

Suite a ’expression du plasmide d’invalidation dans les cellules transfectées, I’ARNg anti PCNA couplé a la
Cas 9 cible une séquence d’ADN contenue dans 1’exon 1 du géne de PCNA. Le systétme CRISPR-Cas 9
provoque alors I’apparition d’une cassure double brin de I’ADN. Cette derniére est prise en charge par 2 types
de mécanismes de réparation: Le mécanisme du NHEJ permet la réparation mais peut causer 1’apparition
d’événements de type insertion ou délétion qui peuvent causer un décalage du cadre de lecture et provoquer
ainsi I’expression d’une protéine altérée. Dans notre cas le géne de PCNA est alors inactivé. Le mécanisme de
recombinaison homologue permet quant a lui la réparation de la cassure double brin sans aucune introduction
d’erreurs. Le géne de PCNA reste alors fonctionnel. Cependant la séquence d’ADN réparée est a nouveau
reconnue par le systtme CRISPR-Cas 9. Les coupures d’ADN se succédent tant que la séquence cible n’est
pas altérée par le systeme de réparation NHEJ.

b) Validation du plasmide d’invalidation

Une fois les plasmides pCas9 anti-PCNA GFP et pCas9 anti-PCNA Puro obtenus,
nous avons voulu confirmer leurs efficacités a inactiver le géne de PCNA in cellulo
(Figure 24). Pour ce faire, nous avons cultivé une lignée de cellules embryonnaires
humaines de reins (HEK 293T). Les cellules HEK 293T ont été transfectées soit avec le
plasmide pCas9 anti-PCNA Puro soit avec le plasmide contréle pSpCas9(BB)-2A-Puro
(plasmide d’invalidation vide). Le plasmide d’invalidation vide ne présente pas de
séquence d’ADN codant un ARN guide. Aprés 24h de culture cellulaire, le niveau
d’expression du gene de résistance a la Puromycine est suffisamment élevé pour
procéder a la sélection des cellules transfectées. Un traitement de 2 jours a la
Puromycine nous permet de sélectionner les cellules transfectées par le plasmide
pCasg anti-PCNA Puro. Les cellules sélectionnées sont alors observées aux 8¢me et 10¢me

jours post-transfection et la viabilité cellulaire est comparée entre les cellules controles
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HEK 293T ayant acquis le plasmide d’invalidation vide et les cellules HEK 293T
transfectées avec le plasmide pCas9 anti-PCNA Puro (Figure 24A). Les cellules
transfectées par le plasmide pCas9 anti-PCNA Puro présentent un phénotype de mort
cellulaire 8 jours apres la transfection. La plupart des cellules sont mortes au 10éme jour
post-transfection. Les cellules « controle » ne présentent quant a elles aucun signe de
mort cellulaire au 10éme jour post-transfection.

La mort cellulaire des cellules transfectées avec le plasmide pCas9 anti-PCNA Puro
est liée a I'inactivation du géne de PCNA par le systeme CRISPR-Cas 9 causant ainsi
une perte de 'expression de PCNA. Pour confirmer cette hypothese nous avons cherché
a détecter la protéine PCNA par immunofluorescence (Figure 24B). Au 8¢me jour post-
transfection, nous observons la présence de la protéine PCNA au sein des noyaux des
cellules « controle ». Cependant nous ne détectons plus ou peu la protéine PCNA au
sein des noyaux des cellules transfectées par le plasmide pCas9 anti-PCNA Puro. Il est
a noter que ces dernieres présentent un phénotype cellulaire particulier caractérisé par
une forte augmentation de la taille du noyau et du cytoplasme. Ce phénotype cellulaire
particulier a déja été observé dans la littérature lors de l'utilisation d'un fragment
d’anticorps bloquant I'activité de ’ADN polymérase a (Fab SJK 132) (Desplancq et al.,
2016). Ce phénomeéne semble apparaitre lors du blocage fonctionnel d’acteurs
essentiels de la réplication de ’ADN.

L’efficacité du plasmide pCasg anti-PCNA GFP a également été validé de facon
similaire au plasmide pCas9 anti-PCNA Puro (voir section Résultats A.4.2) (Dietsch et

al., 2017).

Sélection a la Puromycine Observation des cellules
Transfection | |

| 1 1
1 1 1
Jour post-transfection: 1 3

Cellules HEK 293T
(Plasmide contrdle:
pSpCas9(BB)-2A-Puro)

Cellules HEK 293T
(Plasmide pCas9
anti-PCNA Puro)
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Figure 24: Validation du plasmide pCas9 anti-PCNA Puro

A Nous avons cultivé une lignée de cellules embryonnaires humaines de rein (HEK 293T). Les cellules
HEK 293T ont été transfectées avec le plasmide pCas9 anti-PCNA Puro ou le plasmide contrble
pSpCas9(BB)-2A-Puro (plasmide d’invalidation vide: aucune séquence d’ADN correspondant a un ARN
guide). Apres 24h, nous sélectionnons les cellules ayant acquis le plasmide « contréle » ou le plasmide
pCas9 anti-PCNA Puro a I’aide d’un traitement de 2 jours a la Puromycine. La viabilité cellulaire des
cellules sélectionnées est alors observée aux 8™ et 10°™ jours post-transfection. Les cellules possédant
le plasmide pCas9 anti-PCNA Puro présentent un phénotype de mort cellulaire 8 jours aprés la transfection
et meurent au 10°™ jour post-transfection. Les cellules « contréle » ne présentent aucun signe de mort
cellulaire au 10°™ jour post-transfection. B Nous avons cherché a détecter la protéine PCNA par
immunofluorescence en utilisant 1’anticorps anti-PCNA: PC10. Au 8*™ jour post-transfection, nous
observons la protéine PCNA par immunofluorescence dans le noyau des cellules « contr6le », cependant
nous ne détectons plus ou peu la protéine PCNA au sein des cellules ayant acquis le plasmide pCas9 anti-
PCNA Puro. La mort des cellules transfectées par le plasmide pCas9 anti-PCNA Puro est liée a la perte
d’expression de la protéine essenticlle PCNA dont le géne a été inactivé par le systéme CRISPR-Cas 9.

2) Expression d’une protéine PCNA de complémentation

a) Construction du plasmide « pComp PCNA WT » et de
ses dérivés

Nous avons développé un vecteur d’expression appelé plasmide de

complémentation. Ce plasmide a été concu pour étre utilisé en parallele des plasmides

pCas9 anti-PCNA GFP et pCas9 anti-PCNA Puro (voir section Résultats A.1.a). En effet,

ce plasmide a pour réle d’exprimer des formes mutées de la protéine PCNA afin de

remplacer la protéine PCNA endogene dont le gene est ciblé par le systeme CRISPR-

Cas 9. Les mutations de la protéine PCNA sont situées au niveau de résidus soupgonnés

d’étre la cible d’'une ou plusieurs modifications post-traductionnelles. L'utilisation en

parallele d’'un systeme CRISPR-Cas 9 ciblant le géne PCNA et du plasmide de

complémentation, nous a permis d’étudier 'effet de mutations dun site spécifique de
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PCNA dans la physiologie de la cellule et ce sans la perturbation de la protéine sauvage
(Wild-type) (voir section Résultats A.3). L'utilisation de cet outil génétique nous a
permis une caractérisation fonctionnelle de certains résidus de PCNA potentiellement
modifiés.

Le systeme de complémentation fonctionnelle est surtout connu pour son
utilisation dans le domaine de la génétique de la levure (voir section Introduction D.2).
Dans notre cas, le systeme CRISPR-Cas 9 permet I'inactivation du gene de PCNA, il est
donc nécessaire d’utiliser un systeme de complémentation fonctionnelle afin de
substituer la perte de cette protéine endogene. Pour cela, nous transfectons un
plasmide de complémentation codant soit une protéine PCNA mutée afin d’étudier la
fonction d’un résidu en particulier soit la protéine PCNA WT utilisée comme controle.
Ces protéines sont appelées protéines de complémentation. Dans cette partie des
résultats nous décrirons la composition ainsi que la fonction de notre plasmide de
complémentation. Dans un deuxieme temps nous expliquerons comment a partir de
ce plasmide de complémentation d’origine, nous avons construit une mini-banque de
vecteurs dérivés exprimant des mutants de la protéine PCNA.

Afin de créer ce plasmide de complémentation, nous avons modifié un plasmide
commercial pCEP4 (invitrogen) (Figure 25). Le plasmide pCEP4 est un vecteur
d’expression eucaryote de type épisomal, se répliquant de maniere autonome en
utilisant la machinerie de réplication de ’ADN de la cellule hote sans pour autant
s'intégrer au sein du génome. Le plasmide pCEP4 possede la séquence
promoteur/« enhancer » du cytomégalovirus (CMV) qui permet une forte
transcription des genes recombinants insérés dans la cassette de clonage située en aval.
Le plasmide pCEP4 contient également 1'origine de réplication du virus Epstein-Barr
(oriP) et le géne EBNA-1. Ce sont ces deux séquences qui donnent la capacité au
plasmide pCEP4 de se répliquer de facon autonome. En effet, 'association de 'antigene
nucléaire du virus d’Epstein-Barr (EBNA-1) sur l'origine de réplication oriP permet la
fixation du plasmide sur les chromosomes mitotiques assurant ainsi sa réplication. Le
pCEP4 contient également deux CDS de genes de résistance: le géne de résistance a
I'Hygromycine B (HygroR) sous le contréle du promoteur Thymidine Kinase pour une
sélection stable des cellules de mammiferes (humaines, primates et canines)
transfectées par le plasmide ; et le géne de résistance a 'ampicilline nécessaire lors des
étapes de clonage chez la bactérie. Le vecteur posseéde également une origine de

réplication procaryote: pUC ori.
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Figure 25: Plasmide pCEP4

Le plasmide pCEP4 est un vecteur d’expression eucaryotique épisomal. Le vecteur possede le promoteur/«
enhancer » du cytomégalovirus (CMV) en amont du site de clonage multiple. Le plasmide pCEP4 contient
également l'origine de réplication du virus Epstein-Barr (oriP) et le géne EBNA-1, deux séquences qui
donnent la capacité au plasmide pCEP4 de se répliquer de fagcon autonome. Le plasmide contient également
deux CDS de genes de résistance : un gene de résistance a I'Hygromycine B (HygroR) jouant le role de
marqueur de sélection pour les cellules eucaryotes ainsi qu’un gene de résistance a 1’ Ampicilline (AmpR)
jouant le r6le de marqueur de sélection pour les bactéries. Le vecteur possede également une origine de
réplication procaryote: pUC ori.

Ce plasmide pCEP4 nous a servi de plasmide support afin de créer notre premier
plasmide de complémentation (pComp PCNA WT) (Figure 26). Ce plasmide dérivé du
plasmide pCEP4 contient la CDS de la protéine PCNA WT. Nous appellerons cette
protéine, la « protéine PCNAc WT » (protéine PCNA WT de complémentation).

Dans le plasmide pComp PCNA WT, la séquence PCNAc WT est clonée en amont
d’une séquence permettant 'expression d’'une protéine fluorescente rouge, la mCherry.
Ces 2 séquences sont séparées par une courte séquence en phase codant le peptide T2A

(Thosea asigna virus 2A).
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Figure 26: Plasmide pComp PCNA WT

Le plasmide pComp PCNA WT est dérivé du plasmide pCEP4. L’expression du plasmide dérivé permet
la synthese de la protéine PCNA WT de complémentation (PCNAc WT). La CDS de la protéine PCNAc
WT est suivie d’une séquence codant le peptide T2A, elle-méme en amont d’une séquence codant la
protéine fluorescente mCherry. L’ensemble de ces 3 séquences sont sous le controle du méme promoteur
CMV. Pour plus d’informations sur le plasmide pCEP4 d’origine, veuillez-vous référer a la figure 25.

La CDS de la protéine PCNA WT est dite « hybride » et correspond a la CDS de la
protéine PCNA murine que nous avons humanisée (Figure 27). Si 'on compare les
séquences protéiques de PCNA murine et humaine, seuls 8 acides aminés sont
différents. Nous avons ainsi modifié les 8 codons correspondant a ces 8 acides aminés
afin d’humaniser la CDS murine, et ainsi permettre ’expression d’une protéine PCNA
« humaine ». L’utilisation d’'une séquence nucléotidique murine humanisée nous a
permis de protéger le plasmide de complémentation du systeme CRISPR-Cas 9 déployé
par nos plasmides d’invalidation (voir section Résultats A.1.a). En effet 'TARNg produit
par les plasmides d’invalidation reconnait uniquement la séquence nucléotidique
humaine de PCNA et non pas la séquence murine humanisée contenue dans le

plasmide pComp PCNA WT.

93



Séquence nucléotidique murine (CDS)
I —
l Humanisation PCNA forme murine

Séquence nucléotidique murine humanisée

PCNAc WT

7

pComp mCherry

PCNAWT I

Expression du
plasmide

PCNA forme humaine-

HygroR

Comparaison des séquences protéiques de
PCNA murine et humaine
Mus musculus  MFEARLIOGSILKKVLEALKDLINEACWDVSSGGVNLOSMDSSHVSLVQLTLR
Homo sapiens MFEARLVQGSILKKVLEALKDLINEACWDISSSGVNLQSMDSSHVSLVQLTLR

Mus musculus  5EGFDTYRCDRNLAMGVNLTSMSKILKCAGNEDI ITLRAEDNADTLALVFEAP
Homo sapiens SEGFDTYRCDRNLAMGVNLTSMSKILKCAGNEDI ITLRAEDNADTLALVFEAP

Mus musculus NOEKVSDYEMKLMDLDVEQLGIPEQEYSCVIKMPSGEFARICRDLSHIGDAVV

Homo sapiens NQEKVSDYEMKLMDLDVEQLGIPEQEYSCVVKMPSGEFARICRDLSHIGDAVV

Mus musculus TSCAKNGVKFSASGELGNGNTKLSQTSNVDKEEEAVT IEMNEPVHLTFALRYL
Homo sapiens ISCAKDGVKFSASGELGNGNIKLSQTSNVDKEEEAVTIEMNEPVQLTFALRYL

Mus musculus NFFTKATPLSPTVTLSMSADVPLVVEYKIADMGHLKYYLAPKIEDEEAS
Homo sapiens NFFTKATPLSSTVTLSMSADVPLVVEYKIADMGHLKYYLAPKIEDEEGS

Figure 27: Construction de la CDS murine humanisée de PCNA

Seuls 8 acides aminés différencient la séquence protéique murine et humaine de PCNA. La CDS murine
de la protéine PCNA a été humanisée. Cette derniére représente une séquence hybride entre la CDS murine
et la CDS humaine. La séquence de la CDS hybride ne peut pas étre ciblée par notre systtme CRISPR-
Cas 9 anti-PCNA. Cependant cette derniere permet I’expression d’une protéine identique a la protéine

PCNA humaine.

Le peptide T2A fait partie de la famille des « self-cleaving 2A peptide ». Le role des
peptides 2A est de permettre ’expression de plusieurs protéines distinctes a partir d'un
transcrit polycistronique c’est-a-dire un transcrit codant plusieurs chaines
polypeptidiques (Figure 28). Cette synthese particuliere est permise par un évenement
appelé « saut du ribosome » (Ribosomal skipping). Dans notre cas un seul ARNm sera
transcrit, codant a la fois la séquence de la protéine PCNA suivie de celle du peptide
T2A, elle-méme en amont de la séquence codant la protéine mCherry. La traduction de
cet ARNm va permettre la synthese de deux protéines distinctes, a savoir la protéine
PCNA fusionnée au peptide T2A ainsi que la protéine mCherry. La traduction du

transcrit permet la synthese de la premiere protéine suivie sans interruption de la
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syntheése du peptide T2A. Cependant, le peptide naissant T2A provoque au sein du
ribosome un blocage structural du site catalytique peptidyltransférase et ainsi permet
le relargage de la protéine naissante. Dans notre cas la premiére protéine synthétisée
correspond a la protéine PCNA suivie des 20 premiers acides aminés du peptide T2A
(PCNAc WT-T2A). La traduction se poursuit et permet ainsi la synthése d’une
deuxiéme protéine, la mCherry possédant le 21éme et dernier acide aminé (proline) du
peptide T2A, en position N-terminale de la protéine fluorescente. Il est bon de noter
que l'ajout des 20 acides aminés a la protéine PCNA et de la proline a la mCherry

n’affecte en rien leurs fonctions.
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PCNAc WT- PCNAc WT- Protéine n°1 Protéi *9 nai "
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Figure 28: Mécanisme d’action du peptide T2A

Les peptides de la famille 2A permettent I’expression de plusieurs protéines distinctes a partir d’un transcrit
polycistronique. Cette synthése protéique particuliere est causée par un évenement appelé « saut du ribosome
» (Ribosomal skipping). Dans le schéma ci-dessus, le mécanisme d’action du peptide T2A est décrit. La
traduction du transcrit polycistronique permet la synthése de la protéine n°1 suivie sans interruption de la
synthese du peptide T2A. Cependant la synthese du peptide T2A provoque un blocage structural du site
catalytique peptidyltransférase du ribosome et le relargage de la protéine PCNA fusionnée aux 20 premiers
acides aminés du peptide T2A. La traduction se poursuit par la synthése de la protéine n°2. Cette deuxiéme
protéine correspond & la mCherry possédant a son extrémité N-terminale le 21°™ et dernier acide aminé du
peptide T2A (Proline).

La mCherry ou mRFP (monomeric red fluorescent protein) est une protéine
fluorescente monomérique dérivée de la protéine fluorescente rouge tétramérique
appelée DsRed. Cette protéine fluorescente nous permet d’identifier les cellules
transfectées par le plasmide de complémentation.

Nous avons utilisé ce plasmide pComp PCNA WT afin de créer une mini-banque de
plasmides de complémentation exprimant des protéines PCNA mutantes (K77R,
K80R, Y114F, K117R, D120A, D122A, E124A, K164R, K168R, Y211F, K248R) (Figure
29). Ces dernieres sont mutées au niveau de résidus suspectés d’étre modifiés post-
traductionnellement et dont les fonctions sont inconnues. Ces plasmides de
complémentation ont été obtenus par mutagenese dirigée de la séquence codant la
protéine PCNA dans le plasmide pComp PCNA WT.
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Figure 29: Les sites mutés de la protéine PCNA
Localisation des résidus mutés de la protéine PCNA. Les résidus sont regroupés en fonction des
modifications post-traductionnelles qu’ils peuvent subir.

b) Validation du plasmide « pComp PCNA WT » et de ses

dérivés

Une fois le plasmide pComp PCNA WT construit, il a fallu nous assurer que
Iexpression de ce vecteur permette la synthése de la proteine PCNA WT de
complémentation (PCNAc WT) dans les cellules en culture (Figure 30). Nous pouvons
vérifier la présence de cette protéine de 2 facons différentes:

L’expression de la protéine PCNAc WT est accompagnée de I'expression de la
protéine fluorescente mCherry. En effet nous avions vu précédemment (voir section
Résultats A.2.a) que les séquences codantes pour la protéine PCNAc WT, le peptide
T2A et la protéine mCherry sont fusionnées en phase. L’ARN polycistronique qui en
résulte va étre traduit et le peptide T2A va permettre la synthése de deux protéines
distinctes; la protéine PCNAc WT et la protéine mCherry. Ainsi la présence de la
protéine mCherry est un témoin direct de 'expression de la protéine PCNAc WT. Nous

avons transfecté le plasmide pComp PCNA WT. 24 heures apres transfection, les
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cellules transfectées sont sélectionnées par un traitement a ’'Hygromycine B durant 3
jours puis observées au microscope a fluorescence. On observe alors que I’ensemble de
ces cellules présente une fluorescence rouge. Le plasmide pComp PCNA WT s’exprime
correctement et permet la synthése de la protéine mCherry. Par extension, nous
pouvons supposer que la protéine PCNAc WT est également synthétisée. Cette
fluorescence rouge causée par I'expression de la mCherry est absente au sein des
cellules controles HEK 293T non transfectées par le plasmide de complémentation
(Figure 30A).

Nous avons analysé les extraits protéiques provenant de cellules transfectées ou
non avec le plasmide pComp PCNA WT par la technique du Western Blot (Figure 30B).
La protéine PCNA est révélée a I'aide d’'un anticorps commercial monoclonal de souris
PC10. Nous avons également utilisé un anticorps polyclonal de lapin anti-T2A qui nous
permet d’identifier spécifiquement la protéine PCNAc WT et non la forme endogene
de PCNA. Cet anticorps cible la séquence protéique T2A présente a I'extrémité C-
terminale de la protéine PCNA de complémentation. Dans l'extrait protéique des
cellules HEK 293T « contrdle » on ne détecte qu'une bande de protéines migrant au
niveau du marqueur moléculaire 35 kDa. La protéine correspond a PCNA endogéene
car cette derniere est révélée par l'anticorps PCi10 mais n’est pas reconnue par
Panticorps anti-T2A. Dans I'extrait protéique provenant des cellules transfectées par le
plasmide pComp PCNA WT, on retrouve les deux types de protéines; la 1¢r¢ protéine
migrant au niveau du marqueur moléculaire 35 kDa correspond a la protéine PCNA
endogéene tandis que la 2¢me protéine migrant aux alentours de ~ 40 kDa correspond a
la protéine PCNAc WT-T2A. En effet, cette derniere est reconnue a la fois par
Panticorps PC10 et I'anticorps anti-T2A.

L’expression de I'ensemble des plasmides de complémentation de la mini-
banque a été validée par analyse en Western Blot (Figure 30C). Pour chacun des
extraits protéiques, nous avons confirmé la présence de la protéine PCNA de
complémentation migrant légerement au-dessus (~ 40 kDa) de la protéine PCNA

endogene (~35 kDa).
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Figure 30: Validation des plasmides de complémentation pComp PCNA WT et ses dérivés mutés
A Une transfection du plasmide pComp PCNA WT a été réalisée dans des cellules HEK 293T en
culture. Les cellules sont sélectionnées via un traitement & ’Hygromycine B durant 3 jours puis
observées au microscope a fluorescence. L’ensemble de ces cellules présentent une fluorescence rouge
due a I’expression de la protéine mCherry. Cette fluorescence est absente au sein des cellules controles
HEK 293T non transfectées. La présence de la mCherry est un témoin de 1’expression du plasmide
pComp PCNA WT et permet de confirmer la présence de la protéine PCNA WT de complémentation
au sein des cellules en culture. B Des extraits protéiques de cellules contrdles HEK 293T et de cellules
HEK 293T transfectées a I’aide du plasmide pComp PCNA WT ont été analysés par Western Blot a
I’aide d’un anticorps anti-PCNA (PC10) et d’un anticorps anti-T2A. L’extrait protéique des cellules
HEK 293T « contrble » présente la protéine PCNA endogéne (35 kDa) qui est reconnue uniquement
par I’anticorps PC10. L’extrait protéique des cellules transfectées par le plasmide pComp PCNA WT
présente deux types de protéines; la protéine PCNA endogene (35 kDa) et la protéine PCNAc WT-T2A
(~40 kDa). En effet, la protéine PCNAc WT-T2A est reconnue par les deux anticorps PC10 et anti-
T2A. L’expression de I’ensemble des plasmides de complémentation de la mini-banque a été validée
par analyse de Western Blot. Le résultat du Western Blot des extraits protéiques des cellules HEK 293T
transfectées par les plasmides pComp PCNA WT, K77R, K80R, Y114F, K117R, K164R, K168R,
Y211F et K248R est représenté ci-dessus.

3) Systéeme de complémentation fonctionnelle de la protéine
PCNA endogene

a) Protocole de mise en place du systeme de
complémentation fonctionnelle de la protéine PCNA

Nous avons développé deux types de plasmides aux fonctions différentes. Le 1€ type
de plasmide (pCas9 anti-PCNA GFP ou pCasg9 anti-PCNA Puro) provoque le
déploiement du systeme CRISPR-Cas 9 et permet ainsi I'inactivation du gene codant la
protéine PCNA (voir section Résultats A.1.a). Le 2¢me type de plasmide pComp PCNA
WT ou l'un de ses dérivés mutés permet la mise en place d'un systeme de
complémentation via I'expression d'une protéine PCNA de complémentation (voir
section Résultats A.2.a). L’utilisation de ces deux types de plasmides en parallele
provoque in cellulo le remplacement de la protéine PCNA endogene par une forme
mutante de notre choix. La création de ces modeles cellulaires m’a assisté dans I'étude
des caractéristiques fonctionnelles des résidus ciblés par mutation.

La premiere étape de la mise en place de cet outil génétique (Figure 31) consiste a
la transfection simultanée (co-transfection) des deux types de plasmides au sein de
cellules en culture. Le plasmide n°1 dit plasmide « d’invalidation » est le plasmide
pCasg anti-PCNA GFP ou le plasmide pCas9 anti-PCNA Puro. Le plasmide n°2, dit
plasmide « de complémentation », est I'un des plasmides issu de notre mini-banque
(pComp PCNA WT ou l'un de ses dérivés mutés). Deux versions du systeme de
complémentation du géne PCNA ont été développées et ce en fonction du type de
plasmide d’invalidation choisi (pCas9 anti-PCNA GFP ou pCas9 anti-PCNA Puro).
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La 1 version du systéme de complémentation du gene PCNA met en jeu le
plasmide pCas9 anti-PCNA GFP et un plasmide de complémentation de la mini-
banque (dans notre exemple: pComp PCNA WT). Les cellules ayant acquis les deux
plasmides par co-transfection sont par la suite sélectionnées a ’aide d’une technique
de FACS. En effet, ces cellules appelées « double-positives » expriment a la fois la
protéine GFP et la protéine mCherry codées respectivement par le plasmide pCas9
anti-PCNA GFP et le pComp PCNA WT.

La 2¢me yersion du systéme de complémentation du gene PCNA met en jeu cette
fois-ci le plasmide pCas9 anti-PCNA Puro ainsi qu'un plasmide de complémentation
de la mini-banque (dans notre exemple: pComp PCNA WT). Une fois la co-transfection
des cellules effectuées et I'expression des deux plasmides effective, nous avons
sélectionné les cellules ayant acquis les deux types de vecteurs a 'aide d’un traitement
simultané avec deux antibiotiques (Puromycine et Hygromycine B). Il est a noter que
nous pouvons confirmer la présence du plasmide de complémentation au sein des
cellules en culture par microscopie en fluorescence, car ces dernieres expriment alors
la protéine fluorescente mCherry.

Dans les deux versions du systéeme de complémentation du gene PCNA, les cellules
en sortie de sélection n’expriment plus la protéine PCNA endogene grace au
déploiement du systeme CRISPR-Cas 9. En revanche, ces cellules expriment alors une
protéine PCNA de complémentation (dans notre exemple PCNAc WT-T2A) en fonction
du plasmide choisi dans la mini-banque.

En conclusion, I'utilisation de notre outil biologique nous permet donc de créer des
cellules pouvant exprimer des mutants de PCNA et ce sans aucune interférence de la
part de la protéine PCNA endogene. Notre outil biologique se place comme une
méthode alternative au mécanisme de recombinaison homologue « Knock-in » a ceci
pres que notre outil biologique dans I’état actuel ne permet pas encore une intégration

de la séquence mutante de PCNA dans le génome de la cellule.
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Figure 31: Schéma récapitulatif de notre systeme de complémentation fonctionnelle du gene PCNA
Nous avons développé un outil biologique permettant d’exprimer in cellulo une protéine PCNA mutante et ce
en I’absence de toute interférence de la protéine PCNA endogéne. Le systéme met en jeu une co-transfection
de 2 types de plasmides: Le plasmide n°l dit plasmide d’invalidation contient 1’ensemble des facteurs
nécessaire au déploiement du systeme CRISPR-Cas 9. Le vecteur permet ainsi d’inactiver le géne de PCNA.
Le plasmide n°2 dit plasmide de complémentation permet I’expression d’une protéine fluorescente mCherry
et d’une protéine PCNA dit de complémentation (PCNAc) fusionnée & une séquence protéique « TAG » (T2A).
Dans I’exemple ci-dessus, la protéine de complémentation correspond a la forme WT de PCNA (PCNAc WT)
mais cette derniére peut étre remplacée par une forme mutée de la protéine en fonction du type de plasmide de
complémentation choisi. Les deux plasmides d’invalidation et de complémentation présentent respectivement
des génes de résistances a la Puromycine (PuroR) et a I'Hygromycine B (HygroR). Ainsi les cellules
sélectionnées par le traitement des deux antibiotiques n’expriment plus la protéine PCNA endogéne mais une
version de complémentation (PCNAc WT-T2A).

b) Validation du systéme de complémentation du géne de
PCNA

Une fois les plasmides d’invalidation et de complémentation obtenus, nous
avons voulu valider I'efficacité de notre systeme de complémentation fonctionnelle de
PCNA. Des cellules HEK 293T en culture sont co-transfectées soit avec un couple de
plasmides pCas9 anti-PCNA Puro/pComp « vide » soit avec un couple de plasmides
pCasg anti-PCNA Puro/pComp PCNA WT puis ces derniéeres sont sélectionnées durant
3 jours a l'aide d'un traitement double-antibiotiques Puromycine et Hygromycine B
puis par la suite uniquement a 'aide d’'Hygromycine B. Le plasmide pComp Vide
correspond a un vecteur pCEP4 dans lequel nous avons inséré uniquement la séquence
codant la protéine mCherry. Contrairement au plasmide pComp PCNA WT, le

plasmide pComp « vide » ne contient pas de séquence codant la protéine PCNA ni de
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séquence codant le peptide T2A. Les cellules « contrdle » transfectées par les
plasmides pCas9g anti-PCNA Puro et pComp Vide meurent a partir du 10¢mejour apres
la transfection. Les cellules ont été invalidées pour le gene de PCNA grace a 'expression
du plasmide pCas9 anti-PCNA Puro, cependant le plasmide pComp Vide ne permet pas
de compenser cette perte de la protéine PCNA. L’absence de la protéine essentielle
entraine ainsi la mort des cellules. Les cellules co-transfectées avec le couple de
plasmides pCas9 anti-PCNA Puro/pComp PCNA WT sont également invalidées pour
le géene de PCNA mais cette perte de protéine est compensée par I'expression de la
protéine PCNAc WT-T2A exprimée par le plasmide pComp PCNA WT. La
complémentation fonctionnelle est en place et confirmée par I'absence de phénotype
de mort cellulaire au jour 10 post-transfection (Figure 32A).

Les extraits protéiques des cellules co-transfectées par le couple de plasmides
pCasg anti-PCNA Puro/pComp PCNA WT sont comparés a des extraits protéiques de
cellules controles HEK 293T non transfectées a 'aide de la technique Western Blot
(Figure 32B). L’anticorps anti-PCNA (PC10) est utilisé comme anticorps de révélation.
L’extrait protéique des cellules contréles HEK 293T non transfectées présente
uniquement une protéine correspondant a PCNA endogene. L'extrait protéique des
cellules HEK 293T transfectées quant a lui ne présente aucune trace de la protéine
PCNA endogene cependant on note la présence de la protéine PCNAc WT-T2A.

On en déduit donc que le systeme de complémentation du gene de PCNA
développé est fonctionnel et peut étre utilisé dans le cadre dune substitution de la

protéine PCNA endogéne par une protéine PCNA mutante de notre choix.
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Figure 32: Validation du systeme de complémentation du géne de PCNA

A Des cellules HEK 293T en culture ont été co-transfectées soit avec un couple de plasmides pCas9
anti-PCNA Puro/pComp Vide (vecteur pCEP4 codant la protéine mCherry seule) soit avec un couple
de plasmides pCas9 anti-PCNA Puro/pComp PCNA WT. Ces cellules sont sélectionnées a la
Puromycine et a I’Hygromycine B pendant 3 jours puis par la suite uniquement avec de I’Hygromycine
B. Les cellules contréles ayant acquis les plasmides pCas9 anti-PCNA Puro et pComp Vide meurent
au bout de 10 jours de culture post-transfection. Le plasmide pComp Vide ne permet pas de compenser
la perte de la protéine PCNA provoquée par 1’expression du plasmide pCas9 anti-PCNA Puro. Les
cellules co-transfectées avec le couple de plasmides pCas9 anti-PCNA Puro/pComp PCNA WT ne
présentent pas de phénotype de mort cellulaire au 10°™ jour post-transfection. Le plasmide pComp
PCNA WT exprime la protéine PCNAc WT-T2A et permet ainsi de compenser la perte de la protéine
PCNA endogéne causée par I’expression du plasmide pCas9 anti-PCNA Puro. B Des extraits protéiques
de cellules HEK 293T contr6les non transfectées et de cellules HEK 293T co-transfectées par le couple
de plasmides pCas9 anti-PCNA Puro/pComp PCNA WT ont été analysés par Western Blot a I’aide de
I’anticorps anti-PCNA (PC10). Contrairement a 1’extrait protéique des cellules contrdles HEK 293T
non transfectées, 1’extrait protéique des cellules co-transfectées ne présente pas la protéine PCNA
endogéne mais on observe cependant la présence de la protéine PCNAc WT-T2A. Cette protéine de
complémentation permet de compenser 1’absence de la protéine PCNA endogeéne.

4) Publication « A fast method for analyzing essential protein
mutants in human cells » (Dietsch et al., 2017;
BioTechniques)

a) Introduction de P’article

Suite a la construction des différents types de plasmides d’invalidation (voir section
Résultats A.1.a) et de complémentation (voir section Résultats A.2.a) ainsi que leurs
validations fonctionnelles individuelles par transfection (voir section Résultats A.1.b,
A.2.b) ou en collaboration par co-transfection (voir section Résultats A.3.b), nous
avons voulu tester notre systeme de complémentation fonctionnelle afin de
caractériser les fonctions de certains résidus de la protéine PCNA.

Cependant avant d’étudier les roles encore inconnus de ces résidus de PCNA, nous
avons voulu valider notre outil génétique avec I'étude de résidus de PCNA dont les
fonctions sont déja connues et décrites dans la littérature. Nous avons choisi de
substituer la forme endogeéne de PCNA par deux mutants a savoir PCNA Ki164R et
PCNA Y211F. La mono-ubiquitination du résidu K164 et la phosphorylation de la Y211

ont été décrites respectivement pour leur role dans le recrutement de I'ADN
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polymérase translésionnelle n (Kannouche et al., 2004, Watanabe et al., 2004) et dans
la stabilisation du complexe Chromatine-PCNA (Wang et al., 2006). La substitution de
la protéine PCNA par les mutants PCNA K164R et PCNA Y211F a été réalisée a l'aide
des deux versions de notre systeme de complémentation fonctionnelle (voir section
Résultats A.4) (Dietsch et al.,, 2017) impliquant une sélection des cellules co-
transfectées soit par FACS soit par traitements double antibiotiques.

Les cellules mutantes pour la protéine PCNA (K164R et Y211F) ont subi une
irradiation aux UV afin de tester leurs éventuelles sensibilités. Les résultats ont été
comparés avec ceux obtenus avec des cellules « controle » inactivées pour le géne de
PCNA et complémentées avec la protéine PCNA WT.

Nous avons également montré que notre systtme de complémentation
fonctionnelle ne se limite pas seulement a I’étude fonctionnelle de la protéine PCNA.
Nous avons ainsi inactivé un gene essentiel codant pour la sous-unité PolD2 de 'TADN
polymérase O et tenté de compenser la perte de la protéine par 'expression dune

protéine PolD2 WT de compensation.

b) Résultats et conclusions de ’article

Notre systeme de complémentation fonctionnelle a permis de substituer in cellulo,
les protéines endogenes PCNA et PolD2 par leurs protéines de complémentation WT.
Ces substitutions ont été réalisées avec les deux versions de notre systéeme de
complémentation mettant en jeu la sélection des cellules co-transfectées soit par FACS
soit par traitement double antibiotiques. Nous avons vérifié que la viabilité de ces
cellules est bien due a I'expression des protéines de complémentation. En effet, les
cellules contrdles transfectées uniquement avec un plasmide d’invalidation meurent
en culture. Ainsi notre systéme de complémentation fonctionnelle semble pouvoir étre
dérivé pour I'étude de n’importe quelle protéine voulue.

L’utilisation de notre systeme de complémentation fonctionnelle nous a également
permis de confirmer que les cellules mutantes PCNA K164R présentent une sensibilité
accrue aux UV en comparaison avec des cellules sauvages. Ce résultat est un argument
supplémentaire en faveur de ’hypothése concernant I'implication du résidu K164 de la
protéine PCNA dans la synthése translésionnelle. Ces résultats ont permis de
confirmer les données de la littérature (Hendel et al., 2011), notre systéme de

complémentation fonctionnelle est donc valide.

104



c) Article « A fast method for analyzing essential protein mutants in

human cells » (Dietsch et al., 2017; BioTechniques)

Benchmarks

A fast method for analyzing essential
protein mutants in human cells

Frank Dietsch, Mariel Donzeau, Agnes M. Cordonnier, Etienne
Weiss, Bruno Chatton, and Marc Vigneron

Université de Strasbourg, Biotechnologie et Signalisation Cellulaire,
Ecole Supérieure de Biotechnologie de Strasbourg, llikirch, France

BioTechniques 62:80-83 (February 2017) doi 10.2144/000114518
Keywords: human complementation assay; Cas9; pCEP4

Supplementary material for this article is available at www.BioTechniques.com/article/114518.

Here we developed a complementation method for the study of es-
sential genes in live human cells using the CRISPR/Cas9 system. Pro-
teins encoded by essential genes were expressed using a derivative of
the pCEP4 compensating plasmid in combination with Cas9 endonu-
clease targeting of the chromosomal genes. We show that this strat-
egy can be applied to essential genes, such as those coding for prolif-
erating cell nuclear antigen (PCNA) and DNA polymerase delta subunit
2 (POLD2). As demonstrated for the PCNA protein, our method allows
mutational analysis of essential protein-coding sequences in live cells.

The systematic analysis of the functions of
non-essential genes has recently become
achievable using the bacterial CRISPR/Cas9
endonuclease (1). Its selective guide RNA
(gRNA)-directed cleavage of DNA ultimately
yields indel mutations that inactivate targeted
genes. When targeting a coding sequence,
the encoded protein will be altered, most
often yielding inactive or unstable translation
products, potentially leading to visible and
measurable cellular phenotypes. One limit
of this approach is the required viability of
the mutated cells, precluding the study of
essential proteins.

To address this problem, we adapted
the classical yeast complementation assay
to human cells (2). Cas9-mediated inacti-
vation of an essential gene was compen-
sated with a derivative of the plasmid
pCEP4 (Invitrogen, Paisley, UK) encoding
the same protein (Figure 1A). The compen-
sating plasmid was engineered to simulta-
neously express, under the control of a CMV

promoter, the protein of interest together
with a selectable fluorescent mCherry
protein, enabling convenient detection of
transfected cells. In addition, this plasmid
contains a hygromycin resistance gene
(Figure 1A). In the presence of this plasmid,
the chromosomal sequences can be
knocked out using an appropriately targeted
CRISPR/Cas9 endonuclease without
kiling the cell. The compensating plasmid
is designed to escape the CRISPR/Cas9
endonuclease action and does not contain
the Cas9-targeted sequence. This was
achieved in two different ways (see below).
The functions of two essential genes were
tested using this system: the proliferating
cell nuclear antigen (PCNA) and the DNA
polymerase delta subunit 2 (POLD2) genes,
which are both involved in nuclear DNA
replication and cancer progression (3,4).

We explored two different strategies
allowing the compensating plasmid to
escape the Cas9 activity, one for PCNA

and the second for POLD2, but both
may be applied for any gene. The PCNA
protein is quite conserved evolutionarily,
as the mouse and human orthologs differ
by only 8 residues (97% identity). However,
their nucleotide coding sequences (CDS)
differ by 88 out of 785 nucleotides (89%
identity). We synthesized an artificial CDS
derived from a mouse cDNA mutated to
encode a PCNA protein fully matching the
human amino acid sequence. The homology
between the artificial CDS and the human
CDS was reduced as much as possible,
allowing a variety of gRNAs against the
endogenous human gene to be tested. In
the case of POLD2, the CDS expressed from
the compensating plasmid corresponds to
the wild-type endogenous human cDNA.
The Cas9 targets consisting of 20-bp recog-
nition sequences were chosen to overlap
splice junctions in the gene, with the cut site
being located within the exonic CDS (red
arrow, Figure 1A) so that the chromosomal
genes are selectively inactivated, while the
compensating plasmid is insensitive to Cas9
(further details are included in the Supple-
mentary Material).

In order to express the Cas9 protein
together with the gRNA, we used two
constructs (plasmids #48138, pCas9-
2A-GFP and #62988, pCas9-2A-Puro;
Addgene, Cambridge, MA) (5) (Figure 1A,
right). HEK293T cells were co-transfected
with either of these plasmids together with
the compensating plasmid described above.
Doubly fluorescent cells (red and green)
were selected using FACS and allowed to
grow (Figure 1B). Alternatively, co-trans-
fected cells were selected by succes-
sively adding puromycin (0.5 pg/mL for 48
h) and hygromycin (0.2 mg/mL for 48 h) to
the culture medium (Figure 1C). Using both
methods, expression of the compensating
protein (PCNA or POLD2) by the compen-
sating plasmid led to the growth of a large
number of colonies (Figure 1, Band G, right).
In contrast, essentially all of the knockout
cells died 8-10 days after selection in
the presence of an empty compensating
plasmid (Figure 1, B and C, left). As can be
seen, some clones survived the selection
process; thisis inherent to the Cas9 system
itself. Notably, some alleles escape the

METHOD SUMMARY

Because Cas9 endonuclease-mediated knockout of an essential gene is lethal, we constructed an EBNA-based episomal expression
vector to complement the absence of the essential protein. The compensating vector restores viability following CRISPR/Cas9-induced
gene knockout, allowing a systematic mutagenesis of the essential protein of interest to define its domains and functions.
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Figure 1. PCNA and POLD2 knock-out compensation in human cells. (A) Schematic representation of the strategy: An essential target gene is knocked out using a
targeted Cas9 endonuclease complex (red arrow) encoded by two alternative constructs allowing either fluorescence or puromycin-resistance selection. A com-
pensating pCEP4-derivative plasmid allows the cell to survive by expressing the compensating protein together with a mCherry fluorescent reporter protein, yield-
ing a protein with an additional C-terminal 22-amino-acid peptide encoded by the 2A sequence. (B) HEK293T cells were co-transfected using a pCas9—-2A-GFP
plasmid expressing a guide RNA (gRNA) targeting either the PCNA or POLDZ2 gene (top and bottom panels, respectively), as well as an empty pCEP4 plasmid or
a pCEP4 plasmid expressing PCNA or POLDZ2 as indicated. Transfected cells (2500 cells total) were selected using a cell sorter and allowed to grow in 5-cm Petri
dishes. After 10 days, the colonies were stained using crystal violet. (C) HEK293T cells were co-transfected using a pCas9-2A-Puro plasmid expressing a gRNA
directed to either the PCNA or POLD2gene (top and bottom panels, respectively) as well as the indicated pCEP4 plasmids. Cells were selected for resistance to puro-
mycin and hygromycin for 2 days, successively. After 12 days, the colonies were stained using crystal violet. (D) Western blot. Total cell extracts either from control
HEK293T cells (1) or from selected cells (2) were electrophoresed on 9%-11% SDS acrylamide gels. After transfer to nitrocellulose membranes the proteins were
visualized using the appropriate antibodies (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX) as indicated on the left (for PCNA: PC-10, Sc-56; and for POLD2: C-20, Sc-8800).

action of the Cas9 complex, although with
avery low frequency, leading to cells in which
awild-type allele can be found together with
alleles exhibiting the typical Cas9-induced
indel mutations (data not shown).

To verify that the endogenous protein
was effectively replaced by the plasmid-
encoded protein, we performed western
blots using total cell extracts of selected
cells (Figure 1D). The endogenous PCNA
and POLD2 proteins were both detectable
in control HEK293T cells (Figure 1D, lane 1).
In contrast, these proteins were absent in
the selected compensated cells, whereas

VOI | NG ‘

the same antibodies revealed a shifted
band as expected due to the presence
of the 2A-encoded C-terminal extension
(Figure 1D, lane 2). This result confirmed
the specificity of both the Cas9 targeting
and the antibody recognition. Remarkably,
the expression levels of the complementing
and endogenous POLD2 proteins were very
similar, while expression of the compensating
PCNA was 3- to 4-fold higher than that of the
endogenous protein. The same results were
obtained irrespective of the cell selection
method (data not shown). The presence of
remaining wild-type chromosomal alleles ina

2
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recently complemented cell population was
undetectable by western blot (see Figure 1D,
lane 2). However, after 2 months of culture
without any selective pressure, the endog-
enous proteins were detectable again (data
not shown). To avoid this drawback, one may
select cellular clones that are known not to
contain any wild-type alleles. Alternatively,
an additional hygromycin selection quite
effectively removes cells with a wild-type
genomic allele from the population, and only
the compensating plasmid-encoded protein
remains detectable after this treatment (data
not shown).



Figure 2. Analysis of PCNA
mutants. (A) Front and side
views of human PCNA protein
structure (laxc.pdb, RCSB
Protein Data Bank) highlight-
ing the K164 (green) and Y211
(blue) residues. (B) Clonogen-
ic assays. One thousand cells
were distributed in each well of
a 6-well plate and subjected to
UVirradiation (254 nm, 5 J/m?)
or left untreated. After 8 days
of incubation, the cells were
fixed and stained with crystal
violet. The PCNA-inactivated
cells expressed the wild-type
(WT), KI64R, or Y211F PNCA B
proteins from the compensat-

ing plasmids, as indicated. (C)

The ratio of the number of UV-

surviving colonies compared
with the untreated cells in four
independent experiments is
shown. Standard deviation

K164R |

(Sb) and statistical significance
as determined by Student’s t-
test are shown: NS = nonsig-
nificant; *** P< 0.001.

To illustrate the utility of our system for
mutational analysis, we tested the comple-
mentation potential of two PCNA mutants:
K164R and Y211F (6,7) (Figure 2A). Both
mutations impair post-translational modifi-
cations, but they did not affect the viability
of the complemented cells (data not shown).
The PCNA K164R mutation has been shown
to impair ubiquitination of PCNA in response
to UV irradiation, thereby preventing initiation
of the DNA damage response (6); in contrast,
Y211 phosphorylation has been shown to be
involved in PCNA stability (7). We therefore
performed a UV sensitivity assay on comple-
mented cells (Figure 2B). Mild UV irradiation
(254 nm) efficiently killed the K164R PCNA-
complemented cells, while only moderately
affecting both WT and Y211F-comple-
mented cells. Under these conditions, the
% cell survival dropped from 65% and 80%
for the WT and Y211F mutants, respectively,
10 0.1% for the K164R mutant, demonstrating
that the UV sensitivity phenotype of the

Y211 { <70

WT
K164R |
Y211F

PCNA K164R mutant was detectable using
our test (Figure 2C).

Using a pCEP4-compensating plasmid,
we are able to compensate for the loss of
essential gene functions in HEK293T cells
when Cas9 is used to inactivate the corre-
sponding chromosomal copy of the gene. This
co-transfection system mimics the classical
yeast complementation assay (2), and its
application opens the possibility of fast and
cheap mutational analysis of essential proteins
in living mammalian cells in which the EBNA
origin of replication is functional (primate/
human or canine). The single-stranded oligo-
deoxynucleotide donor (ssODN)-mediated
gene editing of any gene—including those that
are essential—at its endogenous locus is an
alternative technique that can be used for the
same purpose. Since mutated genes remain
under native expression control, this method
would be preferable (8). It is, however, much
more difficult technically, while our assay is
quite easy to carry out.
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B) Etude de la viabilité cellulaire et de la sensibilité a
des agents génotoxiques des cellules exprimant des
protéines PCNA mutantes

1) Observation de la viabilité cellulaire des cellules mutantes
pour PCNA

Apres avoir validé le systeme de complémentation fonctionnelle, nous l'avons
utilisé afin d’étudier le role de résidus de PCNA potentiellement ciblés par des
modifications post-traductionnelles. Pour ce faire nous avons utilisé les divers
plasmides de complémentation dérivés du plasmide pComp PCNA WT (voir section
Résultats A.2.a) que nous avons associé avec le plasmide d’invalidation pCas9 anti-
PCNA Puro. Les plasmides de complémentation nous permettent ’expression d'un
panel de différentes protéines PCNA mutantes. Le choix de ces mutants de PCNA a été
dirigé par des recherches bibliographiques et la collecte de données de spectrométrie
de masse. Dans un premier temps, nous avons vérifié si les protéines PCNA mutantes
pouvaient complémenter ou non l’absence de la protéine PCNA endogene.
L’observation de nos cellules co-transfectées nous a permis de juger de la viabilité ou
non des mutations de PCNA.

La lignée cellulaire MRC-5 (fibroblastes embryonnaires humains dérivés d’un tissu
pulmonaire) a été utilisée comme support pour les co-transfections du plasmide
d’invalidation pCas9 anti-PCNA Puro ainsi qu'un des plasmides de complémentation
pComp PCNA, le plasmide pComp PCNA WT étant utilisé comme contréle. 24 heures
apres la transfection, les cellules sont traitées avec les deux antibiotiques Puromycine
et Hygromycine B durant 3 jours puis par la suite uniquement a I'aide dun seul
antibiotique a savoir 'Hygromycine B. Les cellules résistantes sont alors observées du
8¢éme au 10¢me jour post-transfection (Figure 33A). Parmi les 11 mutants de PCNA, 9
d’entre eux (K77R, K80R, Y114F, K117R, D120A, K164R, K168R, Y211F et K248R)
permettent de compenser la perte de I'expression de la protéine PCNA endogene et
sont donc considérés comme viables. Cependant 2 mutants (D122A et E124A) ne
semblent pas assurer une activité fonctionnelle suffisante pour assurer la substitution

de la protéine endogene et sont donc considérés comme létaux (Tableau 3).
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Mutation
de PCNA

Viable v v v v v v v v v
Létale o o oot

K77R KB0R Y114F K117R D120A D122A E124A K164R K168R Y211F K248R

Tableau N°3: Récapitulatif des mutants viables et létaux de la protéine PCNA
Tableau récapitulant la capacité ou I’incapacité des mutants de PCNA a se substituer a la protéine PCNA
endogene et assurer ainsi la viabilité cellulaire.

Les 2 mutants D122A et E124A présentent un phénotype de mort cellulaire des le
8éme jour post-transfection. On observe alors un accroissement du volume
cytoplasmique et de la taille des noyaux des cellules mutantes. Ces dernieres finissent
par se détacher du support de culture et meurent a partir du 10me jour post-
transfection.

Ces complémentations fonctionnelles ont également été réalisées a l'aide des
cellules HEK 293T. Des extraits protéiques des cellules HEK 293T inactivées pour le
gene PCNA et exprimant les protéines PCNA (WT, D120A, D122A et E124A) ont été
réalisés 10 jour apres la transfection, puis analysés par Western Blot a l'aide des
anticorps anti-PCNA et anti-T2A (Figure 33B). La révélation par I'anticorps anti-T2A
nous a permis de confirmer la présence des protéines PCNA de complémentation (WT,
D120A, D122A et E124A) dans les cellules transfectées. Aucune révélation par
Panticorps anti-T2A n’est observée pour l'extrait protéique des cellules « contrdle »
HEK 293T sauvages. Néanmoins on observe bien la présence de la protéine PCNA

endogéene a 'aide de I'anticorps anti-PCNA (PC10).
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Figure 33: Observation de la viabilité cellulaire suite & la substitution de la protéine PCNA
endogene par des formes mutantes de PCNA

A Des cellules MRC-5 sont co-transfectées a 1’aide du plasmide pCas9 anti-PCNA Puro et de 1’un des
plasmides pComp PCNA (WT, K77R, K80R, Y114F, K117R, D120A, D122A, E124A, K164R, K168R,
Y211F ou K248R). 24 heures apreés la transfection, les cellules sont traitées avec les deux antibiotiques
Puromycine et Hygromycine B durant 3 jours puis par la suite uniquement a 1’aide d’un seul antibiotique
a savoir I’Hygromycine B. Les cellules résistantes sont observées par microscopie en contraste de phase
et par microscopie a fluorescence au 8™ jour post-transfection. Parmi la liste des 11 mutants de PCNA,
9 d’entre eux (K77R, K80R, Y114F, K117R, D120A, K164R, K168R, Y211F et K248R) sont viables et
2 mutants (D122A et E124A) sont létaux. B Des cellules HEK 293T sont co-transfectées a 1’aide du
plasmide pCas9 anti-PCNA Puro et de 1'un des plasmides pComp PCNA (WT, D120A, D122A et
E124A). 24 heures apreés la transfection, les cellules sont traitées avec les deux antibiotiques Puromycine
et Hygromycine B durant 3 jours puis par la suite uniquement a 1’aide d’un seul antibiotique a savoir
I’Hygromycine B. 10 jour apreés la transfection, des extraits protéiques ont été réalisés, puis analysés par
Western Blot a I’aide des anticorps anti-PCNA (PC10) et anti-T2A.

2) Tests de sensibilités a des agents génotoxiques des
cellules mutantes pour la protéine PCNA

L’utilisation de notre systeme de complémentation fonctionnelle de la protéine
PCNA nous a permis de juger de la viabilité ou non des mutants de PCNA. La réussite
de la substitution de la protéine PCNA endogene par une forme mutante implique que
le résidu muté n’est pas impliqué dans une des activités critiques de PCNA pour la
survie cellulaire. Cependant le résidu muté peut tres bien étre impliqué dans une
activité non essentielle a la survie cellulaire.

Nous avons donc fait subir des tests de stress génotoxique a des cellules HEK 293T
inactivées pour le gene PCNA et exprimant les protéines PCNA (WT, K77R, K80R,
Y114F, K117R, K164R, K168R, Y211F et K248R). Le stress génotoxique a été induit soit
par l'utilisation de I'agent mutagene Méthanesulfonate de méthyle (MMS), soit par
l'irradiation des cellules aux UV. Nous avons ainsi tenté de révéler une éventuelle
accentuation de la sensibilité des cellules mutantes face au stress génotoxique afin de
révéler un éventuel dysfonctionnement dans les mécanismes de réparation ou de « by-
pass » de ces dommages a 'TADN (TLS).

a) Test de sensibilité au MMS

Les cellules HEK 293T exprimant les protéines PCNA (WT, K77R, K80R, Y114F,
K117R, K164R, K168R, Y211F et K248R) ont été incubées 1 heure en présence de
différentes concentrations de MMS. Apres 24 heures d’incubation, les cellules sont
fixées puis révélées par une coloration au cristal violet (Figure 34). Le MMS est un
agent alkylant qui provoque la méthylation de I'ADN sur les positions N7-

désoxyguanosine et N3-désoxyadénosine. Ces méthylations induisent le blocage de la

111



progression des fourches de réplication (Lundin et al., 2005) et entrainent ainsi un
stress réplicatif au sein des cellules traitées par I'agent alkylant. La concentration de
1,8 mM de 'agent MMS correspond a la concentration minimale qui provoque la mort
cellulaire pour les cellules exprimant les protéines PCNA (WT, K77R, K80R, Y114F,
K117R, K168R, Y211F et K248R). L'unique type cellulaire qui déroge a cette regle est
représenté par les cellules mutantes qui expriment la protéine PCNA Ki164R. Ces
dernieres présentent une diminution de la viabilité cellulaire pour une concentration
égale a 1,8.103mM et meurent a la concentration de 1,8.10* mM de I'agent mutagene
MMS. Cette sensibilité accrue des cellules mutantes PCNA K164R a’'agent MMS a déja
été décrite (Niimi et al., 2008).

concentration
/ minimale létale

MMS (mM) 0 1,810% 1,8.102 1,8.10% |18 18

/

HEK 293T

pComp
PCNA
+
pCas 9
anti-PCNA Puro
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Figure 34: Test de sensibilité des cellules mutantes pour PCNA a I’agent mutagéne MMS

Des cellules HEK 293T inactivées pour le gene PCNA et exprimant les protéines PCNA (WT, K77R,
K80R, Y114F, K117R, K164R, K168R, Y211F et K248R) ont été réparties dans 6 puits de culture
cellulaire. Pour chaque type cellulaire, le nombre de cellules incubées dans les 6 puits est équivalent.
Les cellules ont été traitées durant 1h avec des concentrations différentes. Chaque puits correspond a
I’une de ces concentrations: 0/1,8.10%/1,8.10%/1,8.10%/1,8/18 mM. Aprés 24h d’incubation, les
cellules sont fixées puis révélées par une coloration au cristal violet. Les cellules HEK 293T exprimant
les protéines (WT, K77R, K80R, Y114F, K117R, K168R, Y211F et K248R) survivent jusqu’a une
concentration égale a 1,8.10 mM de MMS et meurent a partir de la concentration de 1,8 mM de
MMS. Les cellules HEK 293T exprimant la protéine mutante PCNA K164R présentent une sensibilité
accrue a I’agent MMS. En effet, on observe une diminution de la viabilité cellulaire a partir de la
concentration de 1,8.10° mM et une forte mort cellulaire dés I’utilisation de la concentration égale a
1,8.10 mM de MMS.

b) Test de sensibilité aux UV

Le test de sensibilité a 'agent mutagene MMS ne révélant pas de sensibilité
particuliere hormis pour les cellules HEK 293T exprimant la protéine mutante PCNA
K164R, nous avons voulu réaliser un test de sensibilité aux UV. Les UV provoquent des
dommages a 'ADN tels que la formation de dimeres de thymines ou la naissance de
photoproduits 6-4 pyrimidine-pyrimidones. Ces dommages a 'ADN ralentissent les
ADN polymérases et provoquent un blocage de la réplication de I'ADN lorsque ces
derniers sont présents en trop grande quantité, entrainant alors un stress réplicatif. Il
est a noter que les cellules mutantes exprimant la protéine PCNA K164R sont décrites
dans la littérature comme fortement sensibles aux UV. Cette sensibilité est causée par
une altération du mécanisme de la synthése translésionnelle (Hendel et al., 2011). Ces
résultats ont également été confirmés par notre laboratoire (Dietsch et al., 2017) (voir
section Résultats A.4)

Les cellules HEK 293T exprimant les protéines PCNA (WT, K77R, K80R, Y114F,
K117R, K164R, K168R, Y211F et K248R) ont été incubées puis traitées ou non par les
UV (5 Joules/m2). Apres 72 heures d’'incubation, les cellules sont fixées puis révélées
par une coloration au cristal violet (Figure 35). Seules les cellules mutantes exprimant
la protéine PCNA K164R présentent une sensibilité notable a l'irradiation aux UV.
L’effet de I'irradiation sur les cellules HEK 293T exprimant les protéines PCNA (WT,
K77R, K80R, Y114F, K117R, K168R, Y211F et K248R) est négligeable.
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Y114F

Figure 35: Test de la sensibilité aux UV des cellules mutantes pour PCNA

Des cellules HEK 293T inactivées pour le gene PCNA exprimant les protéines PCNA (WT, K77R,
K80R, Y114F, K117R, K164R, K168R, Y211F et K248R) ont été dispatchées dans 2 puits de culture
cellulaire. Pour chaque type cellulaire, le nombre de cellules incubées dans les 2 puits est équivalent.
Les cellules ont subi ou non une irradiation par des UVC (254 nm, 5 Joules/m2). Apres 72 heures
d’incubation, les cellules sont fixées puis révélées par une coloration au cristal violet. Les cellules
HEK 293T exprimant les protéines PCNA (WT, K77R, K80R, Y114F, K117R, K168R, Y211F et
K248R) ne présentent pas de sensibilité particuliére a I’irradiation par UV, cependant on observe une
forte sensibilité des cellules HEK 293T exprimant la protéine PCNA K164R.

3) Etude de la viabilité des cellules mutantes pour la
protéine PCNA D122E, D122N, E124D et E124Q

Les tests de sensibilité au MMS et aux UV étant négatifs pour 'ensemble des
mutants viables de PCNA a I'exception du mutant PCNA K164R, nous nous sommes
concentrés sur I'étude des deux mutants létaux a savoir PCNA D122A et E124A. Nous
avons voulu comprendre comment les substitutions de I’acide aspartique et de I'acide
glutamique par une alanine (D122A et E124A) pouvaient causer la mort cellulaire.
Nous avons cherché une éventuelle implication des charges ou encore de la structure

de la chaine latérale des résidus D122 et E124 (Figure 36). Nous avons ainsi produit 4
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nouveaux plasmides de complémentation permettant I’expression des protéines PCNA
D122N, D122E, E124Q et E124D. L’acide aspartique ainsi que l'acide glutamique
possedent au niveau de leurs chaines latérales un groupement carboxylate (COO-) qui
peut étre potentiellement la cible de modifications post-traductionnelles telle que la
PARylation. La substitution de la protéine PCNA sauvage par le mutant de PCNA
D122A ou E124A, provoque le remplacement du groupement carboxylate par un
groupement méthyle (CH;). Ce dernier correspond a la chaine latérale de I'alanine.
Ainsi, la structure et la charge des acides aminés aux positions 122 et 124 n’est plus du
tout comparable entre la protéine PCNA sauvage et ces mutants.

Nous avons voulu mimer la structure de l'acide aspartique et de l'acide
glutamique en les remplacant respectivement par ’asparagine et la glutamine. Les
mutants D122N et E124Q se rapprochent structuralement de la protéine PCNA WT,
cependant la charge n’est pas équivalente. Nous avons également voulu mimer la
charge de’acide aspartique et de ’'acide glutamique. Pour ce faire nous avons remplacé
l’acide aspartique par l'acide glutamique et vice versa. Les mutants D122E et E124D
possedent ainsi la méme charge que la protéine PCNA sauvage, cependant la structure
des acides aminés en position 122 et 124 n’est pas tout a fait équivalente. En effet, la
chaine latérale de I'acide glutamique posseéde un CH. supplémentaire par rapport a la

chaine latérale de I'acide aspartique.

Modification Modification
de la structure de la structure
et de la charge et de la charge

Alanine (A122) Alanine (A124)

Modification
de la charge

Modification
de la charge

Acide aspartique (D122) Asparagine (N122) Acide glutamique (E124) Glutamine (Q124)

)

%

&
\

Acide glutamique (E122) Acide aspartique (D124)

O Acide O Amide

O Aliphatique Chaine latérale

Modification
de la structure

Modification
de la structure
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Figure 36: Mutants de PCNA D122A, D122N, D122E, E124A, E124Q et E124D

Comparaison de la structure et de la charge entre les différents mutants de la protéine PCNA (D122A,
D122N, D122E, E124A, E124Q et E124D). Les mutants de PCNA D122A et E124A présentent une
alanine comme substituant respectivement de 1’acide aspartique (D122) et de I’acide glutamique
(E124). L’alanine est différente de par sa charge et de par sa structure avec I’acide aspartique et ’acide
glutamique. Les mutants D122N et E124Q se rapprochent structuralement de la protéine PCNA
sauvage, cependant la charge n’est pas équivalente. Les groupements carboxylates de 1’acide
aspartique et de I’acide glutamique ne sont pas présents ni sur I’asparagine ni sur la glutamine. Les
mutants D122E et E124D possedent la méme charge que la protéine PCNA WT, cependant la structure
des acides aminés en position 122 et 124 n’est pas tout a fait équivalente. La chaine latérale de 1’acide
glutamique posséde un CH2 supplémentaire par rapport a la chaine latérale de I’acide aspartique.

Nous avons testé l'efficacité de complémentation des mutants de PCNA D122N,
D122E, E124Q et E124D que nous avons comparé aux mutants dit « létaux » PCNA
D122A et E124A et a la protéine « controle » PCNA WT. Suite a la co-transfection, les
cellules MRC-5 sont incubées durant 24 heures. Apres I'incubation, les cellules sont
traitées avec de la Puromycine et de 'Hygromycine B pendant 3 jours puis uniquement
par de 'Hygromycine B. Les cellules MRC-5 sont observées du 8¢me au 10¢™e jour post-
transfection (Figure 37). Les mutants de PCNA D122E, E124Q et E124D permettent de
compenser la perte de 'expression de la protéine PCNA endogene. En effet, les cellules
exprimant ces mutants de PCNA ne présentent pas de phénotype de mort cellulaire au
8¢eme jour post-transfection. Les mutants D122E, E124Q et E124D sont donc considérés
comme viables. Cependant les cellules exprimant la forme PCNA mutante D122N
présente le méme phénotype de mort cellulaire que les cellules « contrdle » exprimant
les protéines PCNA Di122A et E124A. Le mutant PCNA Di122N est donc considéré

comme létal (Tableau 4).

Mutation
de PCNA

Viable \/ \/ \/

Létale % & %X

D122A D122N D122E E124A E124Q E124D

Tableau N°4: Récapitulatif de la viabilité des mutants de 1’acide aspartique n°122 et de I’acide
glutamique n°124 de PCNA
Tableau récapitulant la capacité ou 1’incapacité des mutants de PCNA D122A, D122N, D122E, E124A,

E124Q et E124D a substituer la protéine PCNA endogéne au sein de cellules en culture.
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Figure 37: Observation de la viabilité cellulaire suite a la substitution de la protéine PCNA endogéne
par les mutants de PCNA D122A/D122N/D122E/E124A/E124Q/E124D

Les cellules MRC-5 sont co-transfectées a 1’aide des plasmides pCas9 anti-PCNA Puro et I’un des plasmides
pComp PCNA (WT/D122A/D122N/D122E/E124A/E124Q/E124D). Suite a la co-transfection, les cellules
MRC-5 sont incubées durant 24 heures. Aprés I’incubation, les cellules sont traitées avec de la Puromycine
et de ’'Hygromycine B pendant 3 jours puis uniquement par de I’Hygromycine B. Au 8™ jour post-
transfection, les cellules sont observées au microscope a fluorescence. Les mutants de PCNA D122E, E124Q
et E124D sont viables tandis que les mutants de PCNA D122A, D122N et E124A sont létaux.

Ces résultats indiquent que le groupement carboxylate au niveau de 'acide aminé
n°122 de la protéine PCNA semble étre essentiel pour une activité critique de PCNA et
donc par extension pour la viabilité cellulaire. En effet, le remplacement de I’acide
aspartique n°122 par un acide glutamique (possédant également un groupement
carboxylate) ne semble pas affecter la viabilité cellulaire, cependant sa substitution par
de 'asparagine (possédant un groupement amidique CONH_: a la place du groupement
carboxylate) provoque la mort des cellules.

Le groupement carboxylate de ’'acide aminé 124 de la protéine PCNA quant a lui ne

semble pas essentiel a la viabilité cellulaire. En effet, le remplacement de I’acide
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glutamique n°124 par une glutamine (possédant également un groupement amidique)
ne semble pas affecter la viabilité cellulaire. Cependant la structure spatiale de la
chaine latérale de I'acide aminé a la position 124 semble étre déterminante pour la
viabilité cellulaire. En effet, la substitution de 'acide glutamique a la position 124 par
un acide aminé avec une structure spatiale trés différente comme 1’alanine provoque la
mort des cellules tandis que son remplacement par un acide aminé possédant une
structure moléculaire trés proche comme la glutamine est viable.

Le phénotype de mort cellulaire présenté par les cellules mutantes PCNA D122A,
D122N, E124A n’apparait qu’aux alentours du 8éme jour post-transfection. Ce délai peut
étre expliqué par le fait que la substitution de la protéine PCNA endogene par la
protéine mutante n’est pas immédiate (Figure 38A). Dans un premier temps le géne de
PCNA va étre invalidé par le systeme CRISPR-Cas9. L’expression de PCNA n’est alors
plus assurée, cependant les cellules contiennent toujours encore un « pool » de
protéines endogeénes qui va diminuer au fil du temps suite a la dégradation de cette
derniere. La diminution de la concentration de PCNA est relativement lente de par sa
demi-vie tres longue (20 heures) (Yu et al., 2009). En parallele, I'expression du
plasmide de complémentation permet la synthese de la protéine mutante. La cellule
passe alors par une phase ou les deux types de protéines endogene et mutante
coexistent. Le ratio protéines endogenes/protéines mutantes diminue jusqu’a un seuil
limite ou l'activité des protéines endogenes n’est plus assurée. En effet les protéines
mutantes présentes en trop grande quantité peuvent provoquer une inhibition par
compétition. Si les protéines mutantes n’assurent par les fonctions critiques de PCNA,
on observe alors la mort des cellules.

Cette substitution de la protéine endogene par une protéine de complémentation
peut étre suivie par analyse d’extraits protéiques via Western Blot. Des extraits
protéiques de cellules HEK 293T co-transfectées avec les plasmides pCas9 anti-PCNA
Puro et pComp PCNA WT ont été analysés par Western Blot au 5¢me, 10¢™e et 15¢™e jour
post-transfection (Figure 38B). L'extrait protéique de cellules HEK 293T sauvages a
été utilisé comme contréle. Au 5¢me et 10°me jour post-transfection, on observe la
présence des deux types de protéines a savoir la protéine PCNA endogene et la protéine
PCNA WT de complémentation. Au 15°m¢ jour post-transfection, on observe
uniquement la présence de la protéine PCNA WT de complémentation. Le résultat de
ce Western Blot illustre le délai entre la mise en place de la co-transfection et la

substitution effective de la protéine endogéne par la protéine de complémentation.
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Figure 38: Explication du délai entre la mise en place de la co-transfection et la substitution effective
de la protéine endogéne par la protéine de complémentation

A Le phénotype de mort cellulaire présenté par les cellules mutantes PCNA D122A, D122N, E124A
n’apparait qu’aux alentours du 8™ jour post-transfection. En effet, la substitution de la protéine PCNA
endogene par la protéine mutante n’est pas immédiate. Le gene de PCNA va étre invalidé par le systéme
CRISPR-Cas 9. La concentration des protéines PCNA endogénes diminue dd au principe de « turnover ». En
paralléle, I’expression du plasmide de complémentation permet la synthése de la protéine mutante. La cellule
passe par une phase ou les deux types de protéines; endogéne et mutante coexistes. Les protéines PCNA
endogénes finissent par étre substituées par les protéines mutantes. Si ces derniéres ne sont pas viables, on
observe alors la mort des cellules. B Des extraits protéiques de cellules HEK 293T co-transfectées par le
couple de plasmides pCas9 anti-PCNA Puro/pComp PCNA WT ont été analysés par Western Blot a I’aide
de I’anticorps anti-PCNA (PC10) au 5™, 10°™ et 15°™ jour post-transfection. Ces extraits ont été comparés
a Iextrait de cellules HEK 293T contrbles non transfectées. Au 5°™ et 10°™ jour post-transfection, on
observe la présence de la protéine PCNA endogéne et de la protéine PCNA WT de complémentation. Au
15 jour post-transfection, uniquement la protéine PCNA WT de complémentation est observable. La
substitution effective de la protéine endogéne par la protéine de complémentation se situe donc entre le 10°™
et le 15°™ jour post-transfection.
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C) Les protéines PCNA mutantes D122A et E124A dans
la réplication de PADN

PCNA est une protéine pléiotrope qui est impliquée dans de nombreux mécanismes
cellulaires (voir section Introduction A.2, A.3, A.4 et A.5). Il est donc difficile de savoir
quel est le mécanisme cellulaire altéré a l'origine de la mort des cellules mutantes
exprimant les protéines PCNA D122A et E124A. Nous avons observé que ces cellules
mutantes présentent un phénotype particulier lors de leur mort cellulaire avec un
accroissement fort du volume cytoplasmique et nucléaire. Dans le cas des cellules
mutantes exprimant la protéine PCNA D122A, la mort cellulaire serait potentiellement
associée a I’absence du groupement carboxylate de I'acide aminé en position 122, alors
que pour les cellules exprimant la protéine PCNA D124A, la mort cellulaire serait
causée par le changement de la structure spatiale de I’acide aminé en position 124.
Nous avons émis une 1°r¢ hypothése afin de tenter d’expliquer la mort des cellules
mutantes, a savoir I'incapacité des mutants de PCNA D122A et E124A a jouer leur role

de facteur de processivité au sein du mécanisme de réplication de ’ADN.

1) Trimérisation des protéines PCNA mutantes D122A et

E124A

Avant d’étudier le role fonctionnel des protéines PCNA D122A et E124A dans le
mécanisme de réplication de ’ADN, nous avons tout d’abord vérifié que les protéines
PCNA mutantes D122A et E124A pouvaient encore s’associer sous forme de trimeres.
Sans la trimérisation, la protéine PCNA ne peut pas étre chargée sur la molécule d’ADN
rendant ainsi la protéine inactive. Un cas d’inhibition de la trimérisation d’'une protéine
PCNA mutante a déja été décrit dans la littérature. Cette inhibition est causée par une
mutation de la tyrosine 114 en alanine (Jonsson et al., 1995).

Les séquences codant les protéines PCNA WT, D122A et E124A ont été clonées au
sein d'un plasmide d’expression bactérien de type pET. Une séquence d’ADN codant
un « TAG » poly-histidine (correspondant a une succession de six résidus histidine) a
été fusionnée a chacune des extrémités 3’ des séquences ADN codant les protéines
PCNA. Ces vecteurs ont servi a transformer des bactéries E. coli BL21 (DE3) pLys S
permettant ainsi I’expression des protéines PCNA WT-his, D122A-his et E124A-his.

Des extraits protéiques issus des bactéries en culture ont été réalisés en vue de purifier
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les protéines PCNA WT-his, D122A-his et E124A-his par chromatographie d’affinité.

La séparation des protéines PCNA-his des autres protéines de I'extrait est permise par

I'interaction du « TAG » poly-histidine avec le support en Nickel de la colonne. Les

protéines fixées sur la colonne sont ainsi éluées par compétition avec de I'imidazole,

puis chargées sur une colonne HiLoad Superdex 200 afin de réaliser une

chromatographie d'exclusion. Cette étape a permis d’éliminer les impuretés afin

d’obtenir les solutions protéiques les plus pures possibles (Figure 39).
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Figure 39: Synthese des protéines PCNA WT-his et mutantes D122A-his et E124A-his

Nous avons construit des plasmides d’expression bactériens de type pET codant pour les protéines PCNA
WT, DI122A et E124A suivies d’une séquence poly-his (6 histidines). Des bactéries E. coli BL21 (DE3)
pLys S ont été transformées a I’aide des différents types de plasmides pET PCNA-his puis des extraits
protéiques ont été réalisés a partir des cultures bactériennes. Les protéines PCNA WT-his, D122A-his et
E124A-his ont été isolées par chromatographie d’affinité. Cette séparation des protéines est permise grace
a I’interaction du « TAG » poly-histidine avec le support en Nickel de la colonne. Les protéines fixées sont
éluées par compétition avec 1’imidazole, puis chargées sur une colonne HilLoad Superdex 200 afin de
réaliser une chromatographie d'exclusion permettant de purifier nos protéines.

Les données issues des chromatographies d'exclusion nous ont permis de comparer
les profils d’élution de la protéine PCNA WT et les protéines PCNA mutantes D122A et
E124A (Figure 40). Aucune différence notable n’a été observée entre les 3 profils
d’élution. Les protéines sont exclues de la colonne aux mémes volumes d’élution. Le
profil d’élution d'un monomere de PCNA et d’'un trimére de PCNA n’étant pas
identique, nous pouvons ainsi affirmer que les protéines PCNA mutantes D122A et

E124A sont capables de former un trimere stable.
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Figure 40: Profils d’élution des protéines PCNA WT-his, D122A-his et E124A-his sur une colonne

HilLoad Superdex 200

Les solutions protéiques contenant les protéines PCNA WT-his, D122A-his et E124A-his issues de la
chromatographie d’affinité sur colonne de nickel ont été purifiées par chromatographie d’exclusion. Les
solutions protéiques ont été déposées sur une colonne Hiload Superdex 200. Les profils d’élution sont
représentés ci-dessus. On observe le méme volume d’élution (66-76 ml) nécessaire pour exclure les protéines
PCNA WT-his, D122A-his et E124A-his de la colonne. Les 3 protéines sont trimériques.
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2) Fixation des protéines PCNA mutantes D122A et E124A
sur la chromatine

La capacité des protéines PCNA mutantes D122A et E124A a former des trimeres a
été validée. Afin de vérifier que ces protéines peuvent étre chargées sur '’ADN, nous
avons recherché par immunofluorescence la localisation de ces derniéres et nous
P’avons comparée avec celle de la protéine PCNA WT (Figure 41). Pour ce faire, il a été
nécessaire d’identifier la population de PCNA dite « active » qui est chargée sur '’ADN.
Des cellules MRC-5 sauvages ainsi que des cellules MRC-5 inactivées pour le géne de
PCNA exprimant les protéines PCNA WT, D120A, D122A ou E124A ont d’abord subi
un traitement « CSK » (Cytoskeletal buffer). Le tampon CSK contient notamment du
détergent Triton x-100 (0,2%) qui permet de perméabiliser les cellules. L’association
de ce traitement CSK avec un lavage PBS, permet d’éliminer les protéines dites
solubles. Les cellules contiennent alors uniquement les protéines fixées a la chromatine
dont fait partie la protéine PCNA. Les cellules sont fixées puis observées par
microscopie a fluorescence. La protéine PCNA est révélée a 'aide d’'un anticorps anti-
PCNA (PC10). Les protéines PCNA mutantes D120A, Di122A et E124A se fixent
correctement sur la chromatine tout comme la protéine controle PCNA WT. Le méme
résultat est observé pour la protéine PCNA endogene des cellules MRC-5 sauvages.
Aucune différence d’intensité du marquage n’a été observée entre les noyaux des
cellules mutantes et les noyaux des cellules sauvages. On note cependant encore une
fois la présence d'un volume nucléaire important (voir marquage au DAPI) pour les
cellules MRC-5 exprimant les protéines PCNA mutantes D122A et E124A. Il est normal
de retrouver ce phénotype car les cellules mutantes ont été analysées par

immunofluorescence au 8¢™e jour post-transfection.
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Figure 41:

Interaction des protéines PCNA mutantes D122A et E124A avec la chromatine

Des cellules MRC-5 ont été co-transfectées avec le plasmide pCas9 anti-PCNA Puro et 1’un des
plasmides de complémentation pComp PCNA WT/D120A/D122A/E124A. Au 8°™ jour post-
transfection, les cellules sélectionnées (traitement antibiotique) sont perméabilisées par une solution
tampon CSK afin d’éliminer les protéines cellulaires solubles. Les cellules ont été observées par
immunofluorescence a 1’aide d’un anticorps anti-PCNA: PC10. Les protéines PCNA WT, D120A,
D122A et E124A se fixent sur la chromatine tout comme la protéine PCNA endogene au sein des cellules
MRC-5 sauvages.
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3) Les mutations D122A et E124A de la protéine PCNA
n’altérent pas le mécanisme de réplication de ’ADN in
vitro

Les protéines PCNA mutantes D122A et E124A ne présentent pas d’altération dans
leurs structures trimériques et peuvent étre chargées sur la molécule ’ADN. Malgré
ces données, nous ne pouvons pas encore affirmer que les protéines PCNA mutantes
n’affectent pas le mécanisme de réplication de TADN. Nous avons donc réalisé un test
de réplication de 'ADN in vitro en présence des protéines mutantes D120A, D122A et
E124A (Figure 43). Ce test nous a permis de confirmer si oui ou non les protéines PCNA
mutantes D122A et E124A assurent encore leurs activités en tant que facteur de
processivité.

Afin de mettre en place notre test de réplication de ’ADN in vitro, nous avons
préparé des extraits cellulaires a partir de cellules en culture de MRC-5. Une partie de
ces extraits protéiques a subi une déplétion de la protéine PCNA a l'aide de billes de
sépharose couplées au peptide Coni. Ce peptide de 16 acides aminés
SAVLQKKITDYFHPKK est dérivé de la séquence protéique correspondant a
Iextrémité C-terminale de la protéine p21 et présente une forte affinité pour la protéine
PCNA humaine (Zheleva et al., 2000). Une deuxieéme partie des extraits protéiques n’a
pas subi de déplétion de la protéine PCNA, en effet les billes de déplétion utilisées
étaient couplées a un peptide n’ayant aucune affinité avec la protéine PCNA (peptide
Mock). Le test de réplication in vitro consiste en l'utilisation d'un plasmide simple brin
pUC118.ss, sur lequel est hybridée une amorce radio-marquée (32gamma-phosphate) a
son extrémité 5 a partir de laquelle nous visualiserons I’élongation (Figure 42). Celle-
ci est réalisée en présence d’'un extrait de protéines déplété pour la protéine PCNA
endogeéne, et complémenté a 'aide d’'une des protéines PCNA que nous avions purifiées
(PCNA WT, Di120A, D122A ou Ei124A) (voir section Résultats C.1). Le but de
I’expérience est d’observer si la protéine purifiée est capable ou non d’assurer son role
de facteur de processivité. Dans le cas ou la protéine est fonctionnelle, on observe la
synthese de fragments d’ADN issus de 'extension de I'amorce par ’ADN polymérases
8. Si la protéine ne joue plus son role de facteur de processivité, alors aucun fragment
d’ADN n’est synthétisé par ’ADN polymérase 8. Les fragments d’ADN synthétisés suite
a I’élongation de 'amorce sont de tailles différentes. Ceci est expliqué par la présence
de séquences d’ADN qui forment des structures « tiges-boucles » sur I’ensemble du

plasmide simple-brin. Lors de I'extension de ’amorce, les structures tiges-boucles
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peuvent provoquer dans certains cas la libération prématurée de TADN polymérase 6.
Suite a I’élongation des amorces, nous avons réalisé une digestion par I'enzyme Pvu II.
Deux sites de cette enzyme de restriction sont présents sur le plasmide. Le premier site
est retrouvé juste en amont de la séquence complémentaire a 'amorce. Le deuxiéme
site quant a lui est situé a 322 nucléotides en aval. Afin de confirmer l'efficacité de la
réplication de ’'ADN, nous avons cherché a détecter la présence du fragment d’ADN de
322 nucléotides issu de la digestion par Pvull. Ce fragment d’ADN représente le témoin

d’une réplication compléte du plasmide.
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Figure 42: Schéma récapitulatif du test d’élongation de I’amorce couplée au plasmide pUC118.ss
Un test d’élongation d’amorce couplée au plasmide pUC118.ss a été réalisé afin de tester la réplication de
I’ADN en présence des protéines de synthése PCNA WT, D120A, D122A et E124A. Le plasmide couplé
a I’amorce radioactive est mis en présence avec un extrait de protéines des cellules MRC-5 déplété pour
la protéine PCNA endogéne puis complémenté a 1’aide d’une des protéines de synthése. Apres extension
des amorces, on digére I’ADN double-brin néoformé par I’enzyme Pvull. Deux sites de cette enzyme de
restriction sont présents sur le plasmide pUC118.ss. Un site est retrouvé en amont de la séquence
complémentaire a I’amorce et le deuxiéme site est situé a 322 nucléotides en aval. Si la réplication de
I’ADN est fonctionnelle (+), on observe la synthése de fragments d’ADN de différentes tailles dont un
fragment de 322 nucléotides. Ce fragment d’ADN de 322 nucléotides représente le témoin d’une
réplication du plasmide au complet. Dans le cas ou la réplication de I’ADN n’est pas fonctionnelle (-),
aucun fragment d’ADN n’est alors synthétisé.

En présence des protéines de synthese PCNA WT, D120A, D122A et E124A,
I’élongation des amorces couplées aux plasmides pUC118.ss est fonctionnelle (Figure
43A). En effet, on observe sur gel de polyacrylamide dénaturant la présence de
fragments d’ADN et notamment un fragment de 322 nucléotides de longueur. Des
résultats identiques ont été observés lors de I'utilisation dun extrait protéique complet
non déplété en PCNA endogene (extrait Mock). Cependant aucun fragment d’ADN

n’est observé pour la condition mettant en jeu uniquement un extrait déplété en PCNA
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endogene. En effet, en absence de la protéine PCNA, aucune élongation de ’'amorce
n’est initiée par TADN polymérase &. Ces données permettent d’affirmer que les
protéines mutantes D122A et E124A assurent leurs roles de facteur de processivité in
vitro.

Des analyses par Western Blot d’aliquots des réactions ont été réalisées (Figure
43B). La protéine PCNA a été révélée a I'aide d’'un anticorps anti PCNA (PC10). Nous
avons pu vérifier que les quantités de protéines PCNA WT, D120A, D122A et E124A
utilisées étaient équivalentes dans 'ensemble des conditions. Nous avons également
vérifié I'absence de la protéine PCNA dans la réaction utilisant I'extrait protéique
déplété pour cette derniére. La révélation de la sous-unité p125 de ’ADN polymérase 6
via l’'anticorps anti-p125 a permis de confirmer que la quantité d’extrait de protéine

était équivalent dans I’ensemble des conditions.
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Figure 43: Test de réplication de ’ADN in vitro en présence des protéines PCNA mutantes D120A,
D122A et E124A

A Le test de réplication in vitro a été réalisé a 1’aide d’un extrait protéique déplété pour la protéine PCNA
endogéne et complémenté avec des protéines PCNA purifiées WT, D120A, D122A ou E124A. B Des
analyses par Western Blot des aliquots des réactions ont été réalisées a 1’aide d’anticorps anti-PCNA
(PC10) et anti-p125. Les quantités de protéines PCNA endogéne, WT, D120A, D122A et E124A sont
équivalentes dans I’ensemble des conditions. L’absence de la protéine PCNA dans I’extrait protéique
déplété pour cette derniere a été confirmée. La révélation de la sous-unité p125 de I’ADN polymérase &

via I’anticorps anti-p125 a permis de confirmer que la quantité d’extrait de protéine était équivalente dans
I’ensemble des conditions.

4) Les cellules mutantes PCNA D122A et E124A présentent
des cassures double-brins a TADN

Nous avons prouvé que les protéines PCNA mutantes D122A et E124A possedent la

capacité de se trimériser. Ces dernieres peuvent étre chargées sur la chromatine et ne
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semblent pas avoir perdu leurs réles de facteur de processivité in vitro. Nous en avons
donc déduit que le mécanisme de réplication de TADN ne semble pas étre altéré au sein
des cellules mutantes exprimant les protéines PCNA Di122A et E124A. Cependant
d’autres mécanismes cellulaires critiques mettent en jeu la protéine PCNA. L’altération
d’un de ces mécanismes est a I'origine de la mort des cellules mutantes.

Les cellules mutantes exprimant les protéines PCNA D122A et E124A ont été
observées par immunofluorescence a l'aide dun anticorps dirigé contre la forme
phosphorylée de I'histone H2AX (y-H2AX) (Figure 44). Cette forme phosphorylée de
I'histone H2AX représente un biomarqueur des cassures double-brins de 'ADN (Kuo
et al., 2008). En effet, une cassure double-brin de '’ADN entraine la phosphorylation
de I’histone H2AX par des kinases telles qu’ATM (ataxia telangiectasia mutated) ou
ATR (ATM-Rad3s-related). Cette phosphorylation permet de recruter les protéines
nécessaires a la mise en place du mécanisme de réparation des cassures double-brins.
Sans stress cellulaire particulier, le taux de y-H2AX présent dans les cellules est tres
faible.

Les cellules MRC-5 inactivées pour le gene de PCNA et complémentées avec les
protéines PCNA WT ou PCNA D120A ne présentent que tres peu de y-H2AX. Le
marquage par 'anticorps anti-y-H2AX est a peine détectable tout comme le marquage
des cellules MRC-5 sauvages. Cependant on note une forte présence de y-H2AX au sein
des cellules MRC-5 inactivées pour le gene de PCNA et complémentées avec les
protéines PCNA Di122A ou PCNA Ei124A tout comme pour les cellules MRC-5
« controle » ayant subi une irradiation aux UVC (254 nm, 5 Joules/m2). Ce fort taux
de y-H2AX témoigne d’'un tres grand nombre de cassures double-brins de ’ADN au
sein des cellules mutantes exprimant la protéine PCNA D122A et E124A. A ce stade
nous ne pouvons pas déterminer si 'accumulation des cassures double-brins est a

Porigine ou est la conséquence de la mort des cellules mutantes.
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Figure 44: Accumulation de cassures double-brins au sein des cellules mutantes exprimant les
protéines PCNA D122A et E124A

Des cellules MRC-5 ont été co-transfectées avec le plasmide pCas9 anti-PCNA Puro et 1’un des plasmides
de complémentation pComp PCNA WT/D120A/D122A/E124A. Au 8™ jour post-transfection, les
cellules ont été observées par immunofluorescence a 1’aide d’un anticorps anti-y-H2AX. Les cellules
MRC-5 « sauvage » et les cellules exprimant les protéines PCNA WT et D120A se révelent étre négatives
au marquage par 1’anticorps anti-y-H2AX. Trés peu d’événements de cassure double-brins de I’ADN ont
lieu au sein de ces cellules. Par contre, les cellules exprimant les protéines PCNA D122A et E124A ainsi
que les cellules MRC-5 « contr6le » ayant subi une irradiation aux UVC (254 nm, 5 Joules/m?) présentent
de nombreux événements de cassure double-brins de I’ADN comme en témoigne le marquage intense des
noyaux par 1’anticorps anti-y-H2AX.

D) Implication des protéines PCNA D122A et E124A
dans la voie de dégradation ubiquitine-dépendante
CRL 4Cdt2

Les protéines PCNA mutantes D122A et E124A ne semblent pas affecter le
mécanisme de réplication de 'ADN. La mort de ces cellules mutantes a donc
certainement pour origine le dysfonctionnement d’un autre mécanisme cellulaire. Ces
cellules mutantes présentent un phénotype particulier caractérisé par I'accroissement
du volume nucléaire et cytoplasmique (voir section Résultats B.1). Ces dernieres
présentent également un grand nombre d’événements de cassures double-brins de
ADN (voir section Résultats C.4). Des recherches bibliographiques nous ont mené sur
la piste d'un phénomeéne cellulaire appelé la « re-réplication » de 'ADN, qui est un
évenement indésirable durant lequel le génome de la cellule est répliqué plus d’une fois
par cycle cellulaire (voir section Introduction E.3). Il a été démontré notamment que
des cellules inactivées pour la Géminine, une protéine qui régule négativement
'activation des origines de réplication, présentent ce phénomene de re-réplication
(Melixetian et al., 2004). Ces cellules sont caractérisées par l'apparition dun
phénotype cellulaire identique au phénotype observé au sein de nos cellules mutantes,
c’est a dire un accroissement du volume nucléaire et cytoplasmique et présentent
également de nombreux évenements de cassures double-brins. Il a été démontré que
la mort cellulaire est causée par un défaut de synchronisation entre la réplication de
I'ADN et le cycle cellulaire. En effet, les cellules présentent une activation trop
importante des origines de réplication, le cycle cellulaire est alors stoppé provoquant
ainsi la mort des cellules. Nous avons donc cherché a savoir si la mort de nos cellules

mutantes exprimant les protéines D122A et E124A est potentiellement due a une
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désynchronisation entre la réplication de ’ADN et le cycle cellulaire. Pour ce faire, nous

avons étudié le déroulement du cycle cellulaire au sein de nos cellules mutantes.

1) Les protéines PCNA mutantes D122A et E124A
provoquent ’arrét du cycle cellulaire

Afin de déceler un éventuel dysfonctionnement dans le cycle cellulaire de nos
cellules mutantes, TADN de ces derniéres a été marqué a I'iodure de propidium. Ce
composé fluorescent est un agent intercalant des acides nucléiques (ADN ou ARN). Le
marquage de ’ADN via I'iodure de propidium permet de déterminer a quelles étapes
du cycle cellulaire se situent les cellules. En effet, I'intensité du marquage a I'iodure de
propidium correle avec la quantité d’ADN présent dans la cellule. Les cellules en phase
S contiennent une plus grande quantité d’ADN que les cellules en phase Go/G1. Les
cellules en phase G2 seront approximativement 2x fois plus marquées que les cellules

G0/G1, dt ala réplication du génome au courant de la phase S (Figure 45).

 Nombre de cellules
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Figure 45: Représentation schématique d’une analyse par cytométrie en flux de cellules
asynchrones marquées a I’iodure de propidium

Ci-dessus est représenté le résultat fictif d’une analyse par cytométrie en flux de cellules asynchrones
marquées a I’iodure de propidium. Les cellules en phase S contiennent une plus grande quantité d’ADN
que les cellules en phase GO/GL1 et présentent donc une intensité de fluorescence plus importante. Les
cellules en phase G2 seront approximativement 2x fois plus marquées a 1’iodure de propidium que les
cellules GO/G1 di a la réplication du génome au courant de la phase S.

Des cellules MRC-5 sauvages ainsi que des cellules MRC-5 inactivées pour le géne
PCNA exprimant les protéines de complémentation PCNA WT, D122A ou E124A ont
été marquées a I'iodure de propidium puis analysées par cytométrie en flux (Figure

46). Le profil des cellules MRC-5 inactivées pour le gene PCNA et exprimant la protéine
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PCNA WT nous sert de profil de référence (Figure 46A). On observe un grand nombre
de ces cellules en phase Go/G1 (34,9 %) ainsi qu’en phase S (35,4 %) mais tres peu de
cellules en phase G2 (seulement 20,8 %). Les cellules MRC-5 mutantes exprimant les
protéines PCNA D122A et E124A présentent quant a elles des profils bien différents.
Le pourcentage de cellules mutantes en phase Go/G1 est plus faible (environ 21 %). On
observe également un fort pourcentage de cellules mutantes se situant en phase G2
(PCNA D122A: 25,2 % et PCNA E124A: 33,8 %) (Figure 46B). Les cellules mutantes
exprimant les protéines PCNA D122A et E124A semblent s’accumuler au niveau de la
phase G2. Il est possible que le cycle cellulaire de ces cellules soit stoppé au niveau
du checkpoint G2/M empéchant ainsi ces derniéres d’entrer en mitose. On observe
également une population de cellules mutantes « hyper-marquées » a l'iodure de
propidium qui se démarque des autres populations de cellules. On nommera cette
population de cellules « 8N » (PCNA D122A: 16,4% et PCNA E124A: 11%) (Figure 46B).
En effet, cette population semble posséder une quantité anormale d’ADN
correspondant a environ 2 fois la quantité d’ADN contenue dans les cellules en phase
G2. La population de cellules hyper-marquées semble avoir répliqué plus dune fois
son génome durant le temps d’'un cycle cellulaire. Cette augmentation brutale de la

quantité d’ADN pourrait étre expliquée par un phénomene de re-réplication de ’ADN.
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Figure 46: Blocage du cycle cellulaire en phase G2 au sein des cellules mutantes exprimant les
protéines PCNA D122A et E124A

A Des cellules MRC-5 sauvages ainsi que des cellules MRC-5 inactivées pour le géne PCNA qui
expriment les protéines de complémentation PCNA WT, D122A ou E124A ont été marquées a 1’iodure
de propidium puis analysées par cytométrie en flux. B Les pourcentages des cellules en phase GO/G1, S,
G2 ainsi que le pourcentage de cellules hyper marquées (8N) ont été reportés dans un histogramme.

2) Les cellules mutantes PCNA D122A et E124A présentent
une accumulation de la protéine p21

L’analyse des données récoltées concernant les cellules mutantes semblent mettre
en évidence que ces derniéres subissent un arrét du cycle cellulaire en phase G2. Les
cellules mutantes semblent également sujettes au phénomeéne de re-réplication de
ADN. L’hypothese d'une désynchronisation entre la réplication de ’ADN et le cycle
cellulaire semble de plus en plus plausible comme étant a I'origine de la mort de nos
cellules mutantes. Nous avons cherché a mettre en évidence 'événement qui cause
cette désynchronisation des deux mécanismes cellulaires.

Il a été démontré chez le Xénope que la protéine PCNA et plus particulierement les
acides aminés en position 122 et 124 sont impliqués dans une voie de dégradation
ubiquitine dépendante mettant en jeu une E3 ubiquitine-ligase, CRL4¢dt2 (Havens et
al.,, 2012). Cette voie CRL4Cdt2 fait partie des nombreuses voies de dégradation
ubiquitine-dépendante existant au sein de la cellule. Ces dernieres sont nécessaires a
la régulation de la concentration de protéines impliquées dans des mécanismes
cellulaires tels que le déroulement du cycle cellulaire, le maintien de l'intégrité du
génome ou encore la signalisation cellulaire. La dégradation des protéines est permise
par l'action du protéasome 26S (voir section Introduction E.1). La voie de dégradation
ubiquitine dépendante (CRL4¢d2) permet de réguler la concentration de certaines
protéines au courant de la phase S du cycle cellulaire, telle que la protéine Cdt1: un
facteur d’initiation de la réplication de ’'ADN, la protéine p21: une protéine inhibitrice
des CDK2 et CDK4 et la protéine Set8: une histone méthyl-transférase (Havens et al.,
2012). Cette régulation est essentielle afin d’empécher I'accumulation de ces protéines
durant la phase S et donc de prévenir ’apparition d'un phénomene de re-réplication
au sein des cellules (Vaziri et al., 2003; Kim et al., 2008c; Abbas et al., 2010) (voir
section Introduction E.3). Les acides aminés en position 122 et 124 de la protéine PCNA
sembleraient essentiels afin d’assurer la reconnaissance des protéines cibles (Cdt1, p21

et Set8) par I'E3 ubiquitine ligase CRL4Cdt2, En effet, ’'association d’une des protéines
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cibles avec PCNA, elle-méme chargée sur 'ADN, provoque la formation d’'un motif
appelé « PIP degron » reconnu par CRL4¢dt2, Ce motif est constitué d’un motif PIP box
présenté par la protéine cible et d'un acide aminé basique adjacent appelé « B+4 »
(4%me acide aminé en aval de la PIP box). Le motif PIP box est reconnu par une région
acceptrice de 'IDCL de la protéine PCNA. L’acide aminé basique B+4 s’intercale entre
Pacide aspartique 122 et I'acide glutamique 124 du facteur de processivité. Ce motif PIP
degron est dit « composite » c’est-a-dire qu’il est issu de 'association de plusieurs
protéines (PCNA et protéine cible) (Figure 47). Le motif PIP degron est spécifique de
la voie de dégradation CRL4¢d2, De maniére plus conventionnelle, les E3 ubiquitine
ligases reconnaissent directement la protéine cible via un motif dit « classique » de 6 a

8 acides aminés connu sous le nom de « degron » (voir section Introduction E.2).

Peptide p21 IDCL /

Arg (B+4) ‘— PIP box

l:"" b/ , I//’
’\. (‘\

.

PIP degron: HSK

IDCL: MDLDVEQLGIPEQEY

3%me monomeére

D’apreés la structure 1AXC (pdb) Structure de la région C-terminale de la protéine p21 complexée avec la protéine PCNA

Figure 47: Structure 3D du complexe PCNA-peptide p21 (LAXC pdb)

Présentation de la structure 3D du complexe PCNA-peptide p21. Le peptide se fixe au niveau d’une région
de I'IDCL de la protéine PCNA. L’association des deux chaines polypeptidiques permet la formation
d’un motif PIP degron. Ce motif composite est constitué d’une PIP box présentée par le peptide p21 et
d’une arginine adjacente (B+4: 4°™ acide aminé basique en aval de la PIP box). La PIP box interagit
avec une région IDCL acceptrice de la protéine PCNA, tandis que 1’arginine s’intercale entre I’acide
aspartique 122 et ’acide glutamique 124 du facteur de processivité. Le motif PIP degron est reconnu par
I’E3 ubiquitine ligase CRL4%%?,

Nous avons donc formulé une nouvelle hypothese quant a l'origine de la mort de
nos cellules mutantes exprimant les protéines PCNA D122A et E124A. Les mutations
de PCNA seraient a l'origine d’'un dysfonctionnement de la voie de dégradation
impliquant I'E3 ubiquitine ligase CRL4Cdt2, T’altération de la voie CRI4Cdt2

provoquerait ainsi 'accumulation des protéines telles que Cdt1, p21 et Set8, et ceci
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aurait pour conséquence le blocage du cycle cellulaire et 'apparition du phénomeéne de
re-réplication de ’ADN.

Afin de confirmer cette hypothése, nous avons cherché a mettre en évidence une
éventuelle accumulation des protéines p21 et Cdt1 au sein de nos cellules mutantes.
Des cellules Het 116 sauvages (cellules humaines issues du cancer du colon) et des
cellules Hct 116 inactivées pour le gene de PCNA endogene exprimant les protéines
PCNA de complémentation WT, D122A ou E124A ont été cultivées. Au 8¢me jour post-
transfection, nous avons préparé, a partir de ces cellules, des extraits protéiques que
nous avons analysés par Western Blot a I'aide d’anticorps poly-clonaux anti-Cdt1, anti-
p21 et anti-Actine (Figure 48A). Les intensités de marquage des protéines Cdt1 et p21
ont été rapportées a I'intensité de marquage de la protéine Actine. Nous avons ainsi pu
comparer les quantités relatives de protéines p21 et Cdt1 dans les différents types
cellulaires (Figure 48B). Les cellules Hct 116 mutantes exprimant les protéines PCNA
D122A et E124A présentent une forte accumulation de la protéine p21 en comparaison
avec les cellules contréles Het 116 sauvages et les cellules Het 116 exprimant la protéine
PCNA WT. Cependant aucune différence notable dans la quantité relative de la
protéine Cdt1 n’a été observée entre les différents types cellulaires. Il semblerait que la
régulation de la protéine Cdt1 ne soit pas altérée au sein de nos cellules mutantes
exprimant les protéines PCNA D122A et E124A. La découverte d'une accumulation de
la protéine p21 dans les cellules mutantes semble conforter I’hypothese d'un défaut de

la voie de dégradation impliquant I'E3 ubiquitine ligase CRL4¢dt2,
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Figure 48: Quantification relative des protéines Cdtl et p21 au sein des cellules mutantes exprimant
les protéines PCNA D122A et E124A

A Des cellules Hct 116 ont été co-transfectées avec le plasmide pCas9 anti-PCNA Puro et 1’un des
plasmides de complémentation pComp PCNA WT, D122A ou E124A. Au 8™ jour post-transfection, les
extraits protéiques des cellules ont été analysés par Western Blot a 1’aide d’anticorps poly-clonaux anti-
Cdt1, anti-p21 et anti-Actine. B Les intensités de marquage des protéines Cdtl et p21 ont été rapportées a
I’intensité de marquage de la protéine Actine.

Il a été démontré que la protéine p21joue le role de régulateur de la transition entre
les phases G1/S et entre les phases G2/M (Bunz et al., 1998; Niculescu et al., 1998).
Suite aux analyses effectuées sur le cycle cellulaire de nos cellules mutantes, il est
probable que 'accumulation de la protéine p21, cause le blocage du checkpoint G2/M

menant a terme a la mort cellulaire.

3) Régulation de la voie de dégradation ubiquitine-
dépendante CRL4Cdt2

Suite a la découverte de la voie de dégradation ubiquitine dépendante impliquant
CRL4%2 une question c’est posée quant a la régulation de cette derniére. En effet,
cette voie de dégradation nécessite d’étre régulée afin de permettre la dégradation des
protéines cibles uniquement durant la phase S du cycle cellulaire ou lors de I'apparition
de dommages a ’ADN. Il semblerait que I'action de CRL4¢dt2 serait régulée de facon
« passive ». En effet, il a été démontré que la reconnaissance des protéines cibles par
CRL4C¢dt2 est possible uniquement si ces dernieres interagissent avec la protéine PCNA
chargée sur ’ADN (Havens et al., 2009) et donc par extension uniquement lors de la
réplication de ’ADN en phase S ou lors de I'utilisation de la machinerie réplicative lors
de la réparation de dommages a ’ADN.

Au vu de la nature des acides aminés D122 et E124, nous nous sommes demandés
si la reconnaissance des protéines cibles par CRL4¢dt2 pouvait étre régulée de fagon
« active » a 'aide par exemple d'une modification post-traductionnelle de ces acides
aminés. En effet des analyses par spectrométrie de masse de la protéine PCNA ont
suggéré que cette derniére pouvait étre la cible de PARylation au niveau des acides
aminés suivants: D120, D122 et E124 (Zhang et al., 2013). Nous avons ainsi réalisé un
test de PARylation in vitro afin de déterminer si les protéines PCNA mutantes D122A
et E124A pourraient étre PARylables (Figure 49).

Les protéines PCNA de synthese WT, D120A, D122A ou E124A (voir section
Résultats C.1) ont été mises en présence avec la protéine PARP1 et du NAD+ marqué

radioactivement avec du 32phosphore (NAD*). La réaction de PARylation a été réalisée
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a I'aide d'un tampon contenant du NAD froid ainsi que de ’'ADN activé. L’ADN activé
représente un plasmide contenant de multiples cassures simple-brin permettant
d’initier 'activité de PARylation de la protéine PARP1. La protéine PARP1 va permettre
la PARylation de la protéine PCNA ainsi que son auto-PARylation a I’aide d'un mélange
NAD froid/NAD*. La synthese de chaines de poly-ADP riboses sur les protéines PCNA
et PARP1 permet ainsi de les marquer radioactivement. Deux conditions de contrdle
ont également été réalisées avec le méme milieu réactionnel en omettant soit la
protéine PCNA de synthése (Condition contréle PCNA-) soit la protéine PARP1
(Condition controle PARP1-). Aprés incubation, les protéines PARylées radioactives
sont analysées apres séparation sur gel de polyacrylamide dénaturant et révélées par
autoradiographie (Figure 49A). En parallele, des aliquots des solutions réactionnelles
ont été déposés sur un deuxieme gel de polyacrylamide dénaturant puis analysés par
Western Blot a 'aide des anticorps anti-PCNA (PC10) et anti-PARP1 (Figure 49B).

Seule la protéine PARP1 est PARylée pour la condition contréle PCNA-. En effet la
protéine PCNA est absente du milieu réactionnel comme le prouve le résultat de
lanalyse par Western Blot. Nous avons ainsi situé la protéine PARP1 PARylée au
niveau du marqueur moléculaire de 130 kDa. Le marquage radioactif de la protéine
PARP1 est le fruit de son activité d’auto-PARylation.

Aucune trace de protéine marquée n’est observée pour la condition contréle
PARP1- et ce malgré la présence de la protéine PCNA. La PARylation est donc bien
réalisée uniquement en présence de la protéine PARP1.

La protéine PCNA WT est PARylée par la protéine PARP1; en effet on observe un
marquage radioactif au niveau du marqueur moléculaire de 35 kDa. Les intensités de
marquage des protéines PCNA WT, D120A, D122A et E124A PARylées ont été
rapportées a l'intensité de marquage de la protéine PCNA totale pour chacune des
conditions (Figure 49C). La quantité relative de protéines mutantes D120A et D122A
PARylées est plus importante que la quantité relative de protéines WT PARylées, en
revanche, la quantité relative de protéines mutantes E124A PARylées est beaucoup
moins importante.

Au vu de ces résultats in vitro, il semblerait que la mutation E124A provoque une
diminution de la capacité de PARylation de la protéine PCNA mutante. L’acide
glutamique en position 124 pourrait alors représenter un site majeur de PARylation de
la protéine PCNA.
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Figure 49: Test de PARylation in vitro des protéines PCNA WT, D120A, D122A et E124A.

A Test de PARylation in vitro des différentes formes de PCNA. Les protéines PCNA WT, D120A, D122A
ou E124A ont été mises en présence avec la protéine PARP1 et du NAD* marqué radioactivement avec
du *phosphore (NAD*). Aprés incubation, les solutions réactionnelles sont déposées sur gel de
polyacrylamide. Les protéines PARYylées et radioactives sont révélées par autoradiographie. B Des aliquots
des solutions réactionnelles ont été déposés sur gel de polyacrylamide dénaturant et analysés par Western
Blot a I’aide des anticorps anti-PCNA (PC10) et anti-PARP1. La protéine PCNA PARylée se situe au
niveau du marqueur moléculaire de 35 kDa. C Les intensités de marquage des protéines PCNA WT,
D120A, D122A et E124A PARYylées ont été rapportées a I’intensité de marquage de la protéine PCNA
totale pour chacune des conditions.
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Discussion

1) Un nouvel outil génétique

Au cours de ce travail de these, nous avons développé un nouvel outil génétique
permettant in cellulo, de substituer la protéine endogene PCNA par une version de la
protéine dite de complémentation a I'aide d’une co-transfection de plasmides. Ceci a
nécessité la construction de deux vecteurs d’expression permettant le déploiement de
deux systemes différents. Le plasmide d’invalidation pCas9 anti-PCNA (Puro/GFP) a
permis de déployer le systeme CRISPR-Cas 9 afin de cibler et d’inactiver le géne codant
la protéine PCNA endogene. En parallele le plasmide de complémentation pComp a
permis l'expression de la protéine PCNA de complémentation. Plusieurs versions
mutantes de la protéine ont été exprimées par le plasmide de complémentation,
permettant ainsi la construction d’une mini-banque de plasmide pComp. Chacune des
mutations de PCNA cible un résidu susceptible de subir des modifications post-
traductionnelles dont les fonctions sont encore inconnues. Le but de notre projet était
de caractériser les phénotypes des cellules exprimant les protéines PCNA mutantes afin

d’éclaircir une éventuelle implication de certains résidus dans les activités de PCNA.

Ce systeme de complémentation fonctionnelle présente une alternative a un
systeme déja existant appelé « Knock-in » qui permet de remplacer par substitution,
la séquence d’ADN codant une protéine d’'intérét par une version de la séquence ’ADN
mutante de la protéine. Cette substitution est réalisée a 'aide d'un mécanisme dit de
recombinaison homologue. La séquence d’ADN mutante est alors sous le controle du
promoteur natif de la séquence d’ADN remplacée permettant ainsi une régulation de

Pexpression de la protéine mutante identique a la protéine sauvage.

L’utilisation de notre systtme de complémentation fonctionnelle présente des
avantages conséquents mais également certains inconvénients. Tout comme le systeme
de Knock-in, notre outil génétique peut étre adapté afin de cibler n'importe quelle
protéine. Dans le cadre de ma thése, nous nous sommes contentés d’étudier la protéine
PCNA, cependant il est tout a fait envisageable d’utiliser ce systeme de
complémentation fonctionnelle afin d’étudier une autre protéine de notre choix. Au

sein de notre laboratoire, nous avions par exemple utilisé cet outil génétique afin de
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cibler le gene de la sous-unité PolD2 de 'ADN polymérase § (voir section Résultats
A.4)

Le systeme de complémentation fonctionnelle est simple d’utilisation. En effet, ce
dernier n’utilise pas le systéme de recombinaison homologue du systéme Knock-in,
relativement contraignant de par sa faible efficacité. Il consiste en une simple co-
transfection des cellules a l'aide de deux vecteurs d’invalidation et de
complémentation. Ce systéme de complémentation fonctionnelle est reproductible et

facile a mettre en place.

La mise en place effective de la substitution de la protéine cible par sa forme
mutante est réalisée tres rapidement suite a la co-transfection des deux vecteurs
d’expression. Il est a noter que le délai de mise en place d'une substitution effective
dépend du mécanisme de « turnover » de la protéine (voir section Résultats B.3). Ce
turnover dépend de la quantité de la protéine endogene présente dans la cellule et de
la demi-vie de cette derniere. Dans notre cas, la protéine PCNA est une protéine
essentielle tres fortement exprimée et posséde une demi-vie relativement longue,
environ 20h (Yu et al., 2009); nous considérons que la substitution de la forme
endogene par la forme mutante de PCNA est effective entre le 10¢me et le 152™e jour
post-transfection. Il est donc possible de produire des lignées cellulaires mutantes pour
la protéine PCNA relativement rapidement suite a la co-transfection des plasmides

d’invalidation et de complémentation.

Le systéme présente I’avantage de pouvoir créer des modeles cellulaires exprimant
uniquement une protéine d’intérét sans aucune interférence de la protéine endogene.
Cependant ce systéeme présente également un désavantage en comparaison du systéme
Knock-in. Le principal point négatif concerne I'absence de régulation de I’expression
de la protéine de complémentation. En effet, le plasmide de complémentation posséde
un promoteur de type CMV (voir section Résultats A.2), ainsi 'expression de la
protéine de complémentation est forte et constante durant lentiereté du cycle
cellulaire. Dans le cas de la protéine PCNA, le manque de régulation n’empéche pas la
réussite de la complémentation fonctionnelle. En effet, la protéine PCNA est exprimée
en tres forte quantité dans les cellules en culture. PCNA présente une variation de son

expression au cours du cycle cellulaire avec un pic d’expression lors de la phase S
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(Kurki et al., 1986), cependant on observe une forte concentration basale de la protéine
PCNA durant I'intégralité du cycle cellulaire. Par ailleurs, nous avons observé que la
quantité de protéine PCNA endogene exprimée par les cellules sauvages est
relativement comparable a la quantité de protéines PCNA de complémentation
exprimées par les cellules mutantes et ce pour le méme nombre de cellules analysées
(voir section Résultats A.3.b). Cependant I'absence de régulation peut étre tres
handicapante lors de I'étude de protéines qui nécessitent une régulation fine durant les
phases du cycle cellulaire. Nous pourrions adapter notre systeme afin de contourner ce
probléme en remplacant le promoteur CMV du plasmide de complémentation par le
promoteur natif de la protéine d’intérét. Nous pourrions également envisager
d’adapter notre systéme afin de rendre notre plasmide de complémentation intégratif.
En modifiant le vecteur pour le rendre intégratif, nous pourrions ainsi nous séparer du
plasmide d’invalidation. Cependant l'efficacité de la recombinaison homologue étant

relativement faible, la facilité d’utilisation de notre systeme en serait affectée.

Ce systeme de complémentation fonctionnelle n’est cependant pas efficace a 100%.
En effet, lorsque 'on conserve les lignées cellulaires mutantes en culture sur une trop
longue période, on observe une dérive avec 'apparition de cellules qui expriment a
nouveau la protéine endogene. En effet, malgré une efficacité importante de la
sélection aux antibiotiques, il arrive que des cellules, ne présentant aucun marqueur
de sélection, échappent a la sélection. Apres 3 jours de traitement a 'Hygromycine et
a la Puromycine, la majorité des cellules présentent les deux plasmides d’invalidation
et de complémentation. Cependant il est possible dans certains cas que la sélection,
trop courte dans le temps, ne soit pas efficace a 100%. On observe alors des cellules ne
possédant aucun plasmide, des cellules possédant uniquement le plasmide
d’invalidation ou encore des cellules possédant uniquement le plasmide de
complémentation. Les cellules ne possédant aucun plasmide ou ayant acquis
uniquement le plasmide d’invalidation sont éliminées en réalisant une deuxiéme
sélection a I'Hygromycine sur le long terme. Nous pouvons conserver cette sélection
grace au caractére épisomal du vecteur de complémentation. En revanche, nous ne
pouvons pas conserver la sélection a la Puromycine a long terme afin d’éliminer les
cellules possédant uniquement le plasmide de complémentation. En effet le plasmide
d’invalidation ne se répliquant pas de facon autonome, ce dernier se perd au cours des

divisions cellulaires. Il est donc impossible de conserver la sélection par la Puromycine
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sans provoquer la mort de toutes les cellules en culture. Malgré I'incroyable efficacité
du systeme CRISPR-Cas 9, dans certains cas le gene de PCNA n’a pas été inactivé et ce
malgré la présence du plasmide d’invalidation. En effet une délétion ou une insertion
en phase peut provoquer la synthése d'une protéine modifiée mais fonctionnelle et ce
malgré T'action de 'endonucléase Cas 9. Ces événements sont trés rares mais ne
peuvent pas étre évités. Suite a une longue période de culture cellulaire, on observe
alors une dérive avec I'apparition d’'une population de cellules exprimant a nouveau la
protéine endogene. Ces cellules prennent le dessus sur les cellules mutantes de par leur
capacité de prolifération accrue. En effet, nous avons remarqué que les cellules
exprimant la protéine endogene proliferent plus rapidement que les cellules ayant subi
une complémentation fonctionnelle et ce méme si la substitution est réalisée avec la
forme WT de PCNA (données non présentées). Nous préconisons donc de ne pas
conserver plus d'un mois en culture les lignées cellulaires mais de plutot recréer ces

dernieres lorsque 'on observe une dérive.

2) Criblage de mutants létaux de PCNA

L’utilisation du systéeme de complémentation nous a permis de caractériser les
mutations D122A et E124A de la protéine PCNA. Nous avons choisi d’étudier ces deux
mutants parmi ’ensemble des protéines mutantes de PCNA, car ce sont les seuls
mutants qui, lorsqu’ils remplacent la protéine endogene, provoquent la mort cellulaire.
Nous avons donc cherché parmi les activités critiques de PCNA, laquelle implique les
résidus D122 et E124. Il est a noter que la mort des cellules mutantes exprimant les
protéines PCNA D122A et E124A n’est pas due a un défaut de la trimérisation des
protéines mutantes mais bien au changement de nature des acides aminés en position
122 et 124 (voir section Résultats C.1). Nous n’avons pas déterminé quel est le
processus de mort cellulaire engagé pour les cellules mutantes exprimant les protéines
PCNA D122A et E124A. Au vu de nos résultats et de nos observations, nous émettons
I’hypothése que nos cellules mutantes meurent par apoptose. Il serait intéressant de
confirmer cette hypothése en réalisant un marquage de nos cellules a ’aide d’annexine
V-FITC et d’'iodure de propidium ou en réalisant des tests d’activités pour les Caspases

telles que la Caspase 3.
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3) PCNA et la voie de dégradation ubiquitine-dépendante
CRL 4Cdt2

Dans un premier temps, nous avions émis 'hypothése d'un défaut des protéines
PCNA mutantes a assurer leur role de facteur de processivité dans le mécanisme de
réplication de 'ADN. Nous avons confirmé (par immunofluorescence) que les
protéines mutantes de PCNA étaient encore capables de se fixer a la chromatine (voir
section Résultats C.2). En effet, aucune différence flagrante d’interaction n’a été
observée entre les protéines WT ou mutantes et la chromatine. Il ne semble donc pas
que ces mutations affectent le chargement de la protéine PCNA sur '’ADN via le
complexe protéique RFC. Cependant, [lutilisation de la technique
d’'immunofluorescence nécessite de fixer les protéines. Ainsi on observe l'interaction
des protéines PCNA sauvages et mutantes avec ’'ADN a un instant donné. Il serait
intéressant d’étudier la cinétique d’interaction entre les protéines PCNA WT ou
mutantes et TADN. Nous pourrions ainsi calculer le délai entre la fixation de PCNA sur
I’ADN et sa dissociation. Pour ce faire, nous devrons utiliser une technique de FRAP
« Fluorescence Recovery After Photobleaching ». Cette technique nécessite
I'utilisation d’une protéine fluorescente que I'on couplerait aux différentes formes de
PCNA. Une région du noyau de la cellule serait alors exposée a un laser afin d’inactiver
de fagon irréversible la fluorescence des protéines chimériques. Ce mécanisme est
appélé le « photobleaching ». Le délai entre l'extinction et la réapparition de la
fluorescence peut étre calculé et représente le temps passé par la protéine PCNA sur la

chromatine.

Apres avoir confirmé la fixation des protéines PCNA mutantes sur ’ADN, nous
avons réalisé un test de réplication de ’ADN in vitro a l'aide de ces dernieres (voir
section Résultats C.3). Il s’est avéré que les protéines mutantes permettent encore
d’assurer leur role de facteur de processivité et ne semblent pas affecter négativement
le mécanisme de réplication de 'ADN. Il est a noter que ce test a été réalisé in vitro, il
ne reflete donc pas les conditions in cellulo. En effet, le test de réplication in vitro
mettait en jeu des extraits protéiques déplétés pour la protéine PCNA puis
complémentés avec des protéines PCNA WT ou mutantes exprimées chez la bactérie
E. coli. Lors de I'expression des protéines au sein des bactéries, aucune modification
post-traductionnelle ne peut étre effectuée. De plus la protéine peut dans certain cas

se replier de facon différente du a I'absence de protéines chaperonnes spécifiques des

149



cellules eucaryotes. Il serait donc judicieux de réaliser a nouveau ce test de réplication
de’ADN en utilisant des extraits de cellules exprimant directement les protéines PCNA
mutantes. Nous pourrions également envisager un test de réplication de ’'ADN in
cellulo a’aide d’'un marquage de ’ADN en cours de synthese par intégration ’EAU (5-
ethynyl-2’-deoxyuridine) un analogue de la thymidine (Salic et al., 2008). Ce test nous
permettrait ainsi de visualiser en temps réel la progression de la synthése de TADN au

sein des cellules en culture.

L’hypothése concernant un défaut de réplication de 'ADN au sein des cellules
mutantes a été réfutée; cependant nous avons observé une présence anormalement
élevée de y-H2AX. Ce bio-marqueur témoigne de la présence d’un tres grand nombre
d’évenements de cassures doubles-brins de ’ADN (voir section Résultats C.4). La
présence de cassures double-brins, associée a un phénotype particulier
d’accroissement important du volume nucléaire et cytoplasmique, nous ont guidé sur
la piste d'un phénomene appelé « re-réplication de 'ADN ». Ce phénomene de
réplication de ’ADN non controlée est expliqué par une sur-activation des origines de
réplication. Cette sur-activation est provoquée par une dérégulation de I’expression de
protéines impliquées dans l'initiation des origines de réplication. Nous pouvons
prendre en exemple 'inactivation de la protéine Géminine (Melixetian et al., 2004) ou
encore la surexpression des protéines Cdt1 et Cdc6 (Vaziri et al., 2003) qui provoquent
ce phénomene de re-réplication de ’ADN. Il est a noter que ce phénomene de re-
réplication de ’'ADN est toujours accompagné par des évenements de cassures double-
brins, qui a terme, provoquent 'arrét du cycle cellulaire et la mort des cellules. Nous
avons donc formulé une nouvelle hypothese qui visait a corréler la mort des cellules

mutantes avec 'apparition d'un phénomene de re-réplication de ’ADN.

Nous avons entrepris une analyse du cycle cellulaire des cellules mutantes. Nous
avons démontré que ces dernieres semblent s’accumuler au niveau de la phase G2 sans
avoir la capacité d’entrer en mitose. On note également la présence d’une population
cellulaire présentant une quantité anormalement forte d’ADN. La présence de cette
forte quantité d’ADN peut étre due au phénomene de re-réplication de ’ADN. 1l est
possible que le checkpoint G2/M impliquant le complexe Cycline B-Cdc2 soit a
P'origine de cet arrét du cycle cellulaire. En effet 'inhibition de 'activité du complexe

Cycline B-Cdc2 est initiée lorsque les cellules détectent la présence de dommages a

150



I'ADN. Les cellules sont alors bloquées en phase G2 et 'entrée en mitose est alors
initiée uniquement lorsque 'ensemble des dommages a 'ADN a été réparé. Nous avons
observé que les cellules mutantes présentent un tres grand nombre d’événements de
cassures double-brins qui pourrait expliquer cet arrét du cycle cellulaire en phase G2.
L’origine de ces cassures double-brins reste encore floue mais il semblerait qu’elles
soient la cause du phénomene de re-réplication de ’ADN (Davidson et al., 2006; Green
et al., 2006; Melixetian et al., 2004; Mihaylov et al.,, 2002; Zhu et al., 2004).
L’initiation excessive d’origines de réplication causerait des évenements de collision
entre les fourches de réplication menant ainsi a la formation de fragments d’ADN
double-brins. La présence de ces fragments d’ADN pourrait ainsi expliquer
l'observation d’'un fort taux de y-H2AX au sein de nos cellules mutantes. Afin de
vérifier cette hypothese, il serait nécessaire d’étudier de facon plus approfondie les
protéines impliquées dans le checkpoint G2/M. Nous pourrions éventuellement
étudier la cinétique d’expression du couple Cycline B-Cdc2 durant le cycle cellulaire
des cellules mutantes. En effet, 'augmentation de concentration de la cycline B et Cdc2
en fin de phase G2 entraine I'entrée des cellules en mitose. Il serait intéressant de
comparer le profil d’expression de ces protéines pour les cellules mutantes et les

comparer au profil de cellules exprimant la forme WT de PCNA.

Suite a ’'analyse de nos données, il semblerait que le phénomene de re-réplication
de I'ADN soit a I'origine de la mort de nos cellules mutantes. Nous avons cherché quel
mécanisme cellulaire impliquant la protéine PCNA pourrait étre a l'origine de ce
phénomene de re-réplication de ’ADN. Nous nous sommes apercus que la protéine
PCNA, et plus particulierement la région IDCL incluant 'acide aspartique 122 et I'acide
glutamique 124, semble étre essentielle pour la mise en place d'une voie de dégradation
ubiquitine dépendante. En effet la reconnaissance des protéines substrats par 'E3
ubiquitine ligase CRL4Cd2 serait dépendante de I'interaction entre ces dernieres et la
protéine PCNA (Havens et al., 2012). L’E3 ubiquitine ligase CRL4¢dt2 est connue pour
étre un régulateur important du cycle cellulaire, en ciblant plusieurs protéines telles
que Cdt1, p21 et Set8 afin de permettre leur dégradation via le protéasome 268S. Cette
étude a démontré in vitro que les acides aminés en position 122 et 124 de la protéine
PCNA semblent étre essentiels pour la dégradation des protéines Cdt1, p21 et Set8 via
la voie de dégradation ubiquitine dépendante CRL4¢dt2 (Havens et al., 2012). En effet,

les protéines cibles se fixent sur la protéine PCNA a I'aide d'un motif PIP box mais
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également grace a la présence d'un acide aminé basique appelé « B+4 » (4¢me acide
aminé en aval de la PIP box) qui interagit avec les deux acides aminés D122 et E124 du
facteur de processivité. L’étude a démontré que la mutation D122A de la protéine
PCNA n’affecte pas I'interaction des protéines cibles avec le facteur de processivité
mais en revanche bloque la reconnaissance de ces derniéeres par I'E3 ubiquitine ligase
CRL4C%dt2, Suite a ces résultats, nous avons tenté de mettre en évidence un éventuel
défaut de la voie de dégradation CRL4Cdt2 au sein des cellules mutantes. Pour ce faire
nous avons cherché a mettre en évidence une accumulation des protéines Cdt1 et p21.
Nous avons démontré que les cellules mutantes, exprimant la protéine PCNA D122A
et E124A, présentent une accumulation de la protéine p21 par rapport aux cellules
« controle » exprimant la forme WT de PCNA. Cependant aucune accumulation de la
protéine Cdt1 n’a été observée au sein de ces cellules. Il est surprenant de ne pas
observer d’accumulation de la protéine Cdti, en effet il est admis que la protéine Cdt1
est ciblée par le complexe CRL4Cd2 et que sa reconnaissance entraine alors sa
dégradation durant la phase S du cycle cellulaire (Havens et al., 2011; Jin et al., 2006;
Higa et al., 2006; Sansam et al., 2006). Notre résultat contradictoire pourrait étre
expliqué par la présence d'une autre voie de dégradation ubiquitine-dépendante qui se
chargerait de la dégradation de la protéine Cdt1 dans I’éventualité ou la voie de
dégradation CRL4Cdt2 serait inactive. L’accumulation de la protéine p21 pourrait étre a
lorigine du phénomeéne de re-réplication de 'ADN et par extension a 'origine de la
mort des cellules mutantes. En effet, il a été décrit dans la littérature quune
inactivation de la voie de dégradation CRL4¢dt2 permet une accumulation de la protéine
p21 qui elle-méme provoque un phénomene de re-réplication (Kim et al., 2008c). Cette
réplication non controlée est expliquée par une accumulation de Cdc6, un facteur
d’initiation des origines de réplication (Kim et al., 2008a). En effet, 'export nucléaire
de la protéine Cdc6 durant la phase S est un mécanisme permettant de réguler
négativement l'activation des origines de réplication. Ce mécanisme d’export est
dépendant de la protéine p21. Lors d'une accumulation de la protéine p21, on observe
une inhibition de 'export nucléaire de Cdc6. L’accumulation de Cdc6 entraine alors
une « sur-activation » des origines de réplication qui provoque le phénomeéne de re-
réplication de 'ADN. De plus il est a noter que 'accumulation de la protéine p21 cause
également l'arrét du cycle cellulaire au niveau du checkpoint G2/M en inactivant le

couple Cycline B-Cdc2 (Harper et al., 1995).
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Au vu de nos résultats préliminaires, nous proposons un mécanisme cellulaire
hypothétique permettant d’expliquer l'origine de la mort des cellules mutantes pour la
protéine PCNA (D122A et E124A) (Figure 50). Au sein des cellules mutantes, aucune
dégradation de la protéine p21 n’est initiée par le protéasome 26S. En effet, la protéine
p21 ne peut pas étre poly-ubiquitinée car cette derniére n’est pas reconnue par I'E3
ubiquitine ligase CRL4¢dt2, Ce défaut de reconnaissance est directement lié a une
instabilité de I'interaction entre la protéine p21 et la protéine PCNA, provoquée par la
substitution dun des deux acides aminés D122 et Ei124 par une alanine.
L’accumulation de la protéine p21 inhibe alors I'export nucléaire de la protéine Cdc6
au cours de la phase S, entrainant ainsi une sur-activation des origines de réplication.
Ce phénomene est connu sous le nom de re-réplication de ’ADN. L’initiation d’'un trop
grand nombre d’origines de réplication provoque des collisions entre les fourches de
réplication menant a terme a la synthese de fragment d’ADN double-brins. Les
extrémités des fragments d’ADN double-brins sont alors reconnues par les
mécanismes de réparation cellulaire comme des cassures d’ADN double-brins. Les
cellules mutantes sont alors dans I'impossibilité d’entrer en mitose et 'arrét prolongé

du cycle cellulaire en phase G2 finit par causer la mort des cellules mutantes.
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Figure 50: Représentation schématique et hypothétique du mécanisme cellulaire permettant
d’expliquer I’origine de la mort des cellules mutantes pour la protéine PCNA (D122A et E124A)
Ci-dessus, la représentation schématique du mécanisme de reconnaissance de la protéine p21 par I’E3
ubiquitine ligase CRL4%% dans les cellules sauvages ou mutantes pour la protéine PCNA (D122A ou
E124A). Dans les cellules sauvages, la protéine p21 s’associe a la protéine PCNA chargée sur I’ADN a
’aide de son motif PIP degron. Le complexe multi-protéique PCNA-p21 est reconnu par CRL4%?, ’E3
ubiquitine ligase interagit avec la protéine Rbx1 qui permet de recruter E2, une enzyme de conjugaison
chargée avec une molécule d’ubiquitine. L’E3 ubiquitine ligase CRL4 provoque la poly-ubiquitination
de p21 qui permet la dégradation cette derniére par le protéasome 26S. En absence de la protéine p21, la
protéine Cdc6 est exportée en dehors du noyau durant la phase S. La régulation de la concentration de la
protéine Cdc6 est essentielle pour la régulation de I’initiation des origines de réplication de I’ADN. Au
sein des cellules mutantes, aucune dégradation de la protéine p21 n’est initiée par le protéasome 26S. En
effet, la protéine p21 ne peut pas étre poly-ubiquitinée car cette derniére n’est pas reconnue par I’E3
ubiquitine ligase CRL4%2, Ce défaut de reconnaissance est directement lié 4 une instabilité de ’interaction
entre la protéine p21 et la protéine PCNA provoquée par la substitution d’un des deux acides aminés D122
et E124 par une alanine. L’accumulation de la protéine p21 inhibe alors ’export nucléaire de la protéine
Cdc6 au cours de la phase S, entrainant ainsi une sur-activation des origines de réplication. Ce phénomeéne
est connu sous le nom de re-réplication de I’ADN. L’initiation d’un trop grand nombre d’origines de
réplication provoque des collisions entre les fourches de réplication menant a terme a la synthése de
fragment d’ADN double-brins. Les extrémités des fragments d’ADN double-brins sont alors reconnues
par les mécanismes de réparation cellulaire comme des cassures d’ADN double-brins. Les cellules
mutantes sont alors dans 1’impossibilité d’entrer en mitose et 1’arrét prolongé du cycle cellulaire en phase
G2 finit par causer la mort des cellules mutantes.

Aucune régulation active de la voie de dégradation CRL4Cd2 n’a encore été
découverte. L’hypothese actuelle met en jeu un mécanisme de régulation dit « passif ».
La reconnaissance des protéines cibles par I'E3 ubiquitine ligase CRL4¢dt2 est rendue
possible uniquement si ces dernieres interagissent avec la protéine PCNA, elle-méme
chargée sur ’'ADN (Haven et al., 2009). La nécessité d'une interaction entre PCNA et
I'ADN suffit a expliquer l'initiation de la voie de dégradation CRL4¢dt2 uniquement
durant la phase S ou lors d’évenements de réparation de dommages a ’ADN. Nous
nous sommes demandés s’il existait une régulation dite « active » de cette voie de
dégradation CRL4Cdt2, En effet, des analyses par spectrométrie de masse de la protéine
PCNA ont suggéré que les sites D122 et E124 pouvaient étre la cible de PARylation
(Zhang et al., 2013) cependant aucune étude a ce jour n’a permis de mettre en lien ces
PARylations potentielles avec une éventuelle fonction de la protéine PCNA. Nous nous
sommes posés la question s’il était alors possible de réguler la reconnaissance des
protéines cibles par CRL4¢dt2 via la PARylation des résidus en position 122 et 124 de la
protéine PCNA. Nous avons réalisé un test de PARylation in vitro a I'aide de la protéine
PARP1 qui nous a permis de mettre en évidence que le site E124 pourrait étre un des
sites majeurs de PARylation de la protéine PCNA. Nous pourrions ainsi imaginer que
la PARylation du résidu E124 représente un systeme de régulation de la dégradation
des protéines telles que Cdt1, p21 et Set8. La PARylation aurait pour but de déstabiliser

linteraction entre la protéine PCNA et la protéine cible afin d’empécher la
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reconnaissance du complexe protéique par I'E3 ubiquitine ligase CRL4¢dt2, Nos
résultats préliminaires ont été réalisés in vitro a ’aide de protéines PCNA purifiées. Il
serait judicieux de réaliser a nouveau un test de PARylation a laide d’extraits
protéiques de cellules mutantes exprimant les protéines PCNA D122A ou E124A en
présence de différentes protéines PARP. Il serait également intéressant de réaliser des
études d’interactions protéiques entre la protéine Cdt2 (sous-unité du complexe
CRL4Cd2 représentant le récepteur des protéines cibles), les protéines cibles et les
protéines PCNA mutantes PARylées ou non. La formation des complexes protéiques
pourra étre visualisée sur gel de polyacrylamide non dénaturant. Nous pourrions ainsi
déceler une éventuelle inhibition de l'interaction entre le complexe PCNA-protéine
cible et 'E3 ubiquitine ligase CRL4C¢dt2 Jorsque la protéine PCNA est PARylée. Jusqu’a
présent aucune corrélation n’a été découverte entre la régulation de la voie de
dégradation CRL4¢dt2 et la PARylation de la protéine PCNA, cependant nos résultats in
vitro présentent une piste d’étude intéressante concernant le role éventuel de la

PARpylation du résidu E124.

Le développement de notre outil génétique, nous a permis de mettre en évidence
I'implication des résidus D122 et E124 de la protéine PCNA dans la voie de dégradation
ubiquitine-dépendante CRL4Cd2, De plus, nos résultats préliminaires sur la
PARylation de PCNA, laisse une perspective d’étude concernant un éventuel systéme

de régulation de la voie CRL4¢dt2,
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Matériels et méthodes

Construction des plasmides d’invalidation et de complémentation:

Les plasmides d’invalidation pCas9 anti-PCNA GFP et pCas9 anti-PCNA Puro ont
été construits respectivement a partir des plasmides d’origine pSpCas9(BB)-2A-GFP
(référence PX458 #48138) et pSpCas9(BB)-2A-Puro (référence PX459 #62988)
(addgene™, Cambridge, Massachusetts, Etats-Unis). Les plasmides PX458 et PX459
ont été digérés par l'enzyme de restriction Bbsl (New England Biolabs™,
Massachusetts, Etats-Unis). Un fragment d’ADN de 20 nucléotides codant pour un
ARN guide dirigé contre une région de lexon 1 du geéne de PCNA
(GGGCCAGGTTGCGGTCGCAG) a été introduit dans le site BbsI par ligation via une
T4 ADN Ligase (New England Biolabs™). Pour plus d’informations sur la composition
des plasmides d’invalidation, veuillez-vous reporter a la section Résultats A.1.a.

La mini-banque de plasmides de complémentation pComp PCNA WT, K77R, K80R,
Y114F, K117R, D120A, D122A, D122N, D122E, E124A, E124Q, E124D, K164R, K168R,
Y211F et K248R a été construite a partir du méme plasmide d’origine pCEP4 (Thermo
Fisher Scientific™, Waltham, Massachusetts, Etats-Unis). Un fragment d’ADN
comportant une séquence codant la protéine PCNA murine humanisée (IDT™,
Coralville, Iowa, Etats-Unis) suivie d’une séquence codant le peptide T2A elle-méme
suivie d’'une séquence codant la protéine mCherry, a été inséré au sein de la cassette de
clonage du plasmide pCEP4 préalablement digérée par les enzymes de restriction
BamHI et KpnI (New England Biolabs™). Pour plus d’informations sur la nature des

plasmides de complémentation, veuillez-vous reporter a la section Résultats A.2.a.

Culture cellulaire:

Nous avons utilisé trois lignées cellulaires différentes: les HEK 293T sont des
cellules embryonnaires humaines de rein qui ont été cultivées dans le milieu Gibco™
Dulbecco's Modified Eagle’s Medium (DMEM) avec 4,5 g/1 de glucose + GLUTAMAX™
-I + 10% de fetal calf serum (FCS) + 1% pénicilline—streptomycine (IGBMC, Illkirch,
France) et incubées a 37°C en présence de 5% de CO.. Les cellules MRC-5 (fibroblastes
embryonnaires humains dérivés d’un tissu pulmonaire) et les cellules Het-116 (cellules
humaines issues du cancer du c6lon) ont été cultivées en présence du milieu Gibco™
DMEM avec 4,5 g/1 de glucose + GLUTAMAX™ -1 + 10% de FCS + 1mM Pyruvate de

159



sodium + 0.1% de Gentamycine (IGBMC, Illkirch, France) et incubées a 37°C en
présence de 5% de CO.

Méthode de transfection plasmidique:

Les cellules en cultures (boites 6 puits) ont été transfectées a I’'aide d'une solution
d’Opti-MEM I (Thermo Fisher Scientific™): 100 ul/puits contenant 1 ug de chaque
plasmide et du TransIT (Mirus™, Madison, Etats-Unis) avec un ratio de 3 ul de
TransIT par pg de plasmide. La solution de transfection est appliquée directement sur
les cellules en culture. On observe les cellules a I'aide d'un microscope inversé a

épifluorescence Leica™ DMIL, 24h apres la transfection.

Sélection antibiotique:

Suite a la transfection des plasmides d’invalidation et de complémentation, les
cellules ayant acquis les deux plasmides contiennent des genes de résistances aux
antibiotiques suivants: Puromycine et Hygromycine B. Dans un premier temps, les
cellules co-transfectées sont sélectionnées 72 heures a I'aide d’un traitement double-
antibiotique. Le milieu de culture présente alors une concentration finale de 0,5 pug/ml
de Puromycine (Thermo Fisher Scientific™) et de 0,2 mg/ml d’Hygromycine B
(Merck™, Kenilworth, New Jersey, Etats-Unis). S’en suit en deuxiéme étape, un
traitement antibiotique a durée indéterminée. Le milieu de culture présente alors une

concentration finale de 0,2 mg/ml d’Hygromycine B.

Western Blot:

La plupart des analyses par Western Blot ont été réalisées a partir d’extraits
protéiques issus de cultures cellulaires, les autres analyses par Western Blot ont été
réalisées lors des tests de réplication de TADN et de PARylation de PCNA in vitro. Des
aliquots d’extraits protéiques ont été déposés soit sur des gels de polyacrylamide
dénaturants standard 12%, ou soit sur des gels gradients dénaturants (10 a 15%). Apres
migration des protéines, nous avons effectué un transfert de ces dernieres sur une
membrane de nitrocellulose (GE Healthcare Life Sciences™, Chicago, Illinois, Etats-
Unis). Cette membrane a d’abord été saturée a ’'aide d’une solution PBS (Phosphate-
buffered saline) 1X contenant 5% de lait, puis incubée sur la nuit a 4°C a ’'aide d’une
solution de PBS-Tween 0,1% contenant I'anticorps primaire dirigé contre la protéine

d’intérét. Les anticorps primaires utilisés dans I’analyse des extraits protéiques sont les
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suivants: l'anticorps monoclonal de souris anti-PCNA (PCi0) (Santa Cruz
Biotechnology™, Dallas, Texas, Etats-Unis), 'anticorps polyclonal de lapin anti-T2A
(IGBMC), I'anticorps polyclonal de lapin anti-actine (Sigma-Aldrich™, Saint-Louis,
Missouri, Etats-Unis), I'anticorps monoclonal de lapin anti-Cdt1 (Cell Signaling
Technology™, Danvers, Massachusetts, Etats-Unis) et 'anticorps polyclonal de lapin
anti-p21 (Santa Cruz Biotechnology™). L’anticorps monoclonal de souris anti-p125
(TEBU-BIO™, le perray en yvelines, France) et Ianticorps polyclonal de lapin anti-
PARP1 (Enzo Life Sciences™, Lausanne, Suisse) ont été utilisés lors des analyses par
Western Blot durant les tests de réplication de TADN et de PARylation de la protéine
PCNA in vitro. La membrane de nitrocellulose est lavée a 'aide d'une solution de PBS-
Tween 0,1%, puis cette derniére est incubée durant 1 heure a température ambiante a
l’aide d’une solution de PBS-Tween 0,1% contenant I'anticorps secondaire. Deux types
d’anticorps secondaires ont été utilisés en fonctions de l'espece dont provient
Panticorps primaire: 'anticorps d’ane anti-IgG de souris IRDye 800CW (LI-COR™,
Lincoln, Nebraska, Etats-Unis) et I'anticorps de chévre anti-IgG de lapin IRDye 680LT
(LI-COR™). Ces anticorps secondaires émettent une fluorescence infrarouge dans les
longueurs d’ondes correspondantes a 800 nm et 680 nm. Nous détectons la

fluorescence émise a ’aide d’'un systeme d’imagerie Odyssey (LI-COR™).

Immunofluorescence:

En fonction des expériences et avant fixation, les cellules en culture sont soumises
a un traitement de 5 minutes a 'aide d'un tampon CSK (cytoskeletal) (HEPES 10mM
pH 7,4, 300 mM Sucrose, 1 mM EGTA, 3 mM MgCl., 0,2% Triton-X100, 100 mM NaCl,
inhibiteurs de protéase) qui permet de perméabiliser les cellules; ainsi les protéines
dites solubles seront éliminées lors du deuxieme lavage au PBS 1X. Ce traitement CSK
a été employé afin de révéler la protéine PCNA sur la chromatine. Les cellules traitées
ou non par le tampon CSK sont ensuite fixées a laide d'une solution PFA
(Paraformaldehyde) 4% pendant 10 minutes. Apres une étape de lavage au PBS 1X, on
incube les cellules dans une solution de perméabilisation (PBS 1X, Triton x 100 0,2%)
durant 20 minutes. S’en suit une incubation des cellules durant 1 heure a 'aide d'une
solution PBS 1X-10% FCS contenant I'anticorps primaire. Les anticorps primaires
utilisés sont les suivants: 'anticorps monoclonal de souris anti-PCNA (PC10) (Santa
Cruz Biotechnology™) ainsi que l'anticorps monoclonal de lapin anti-y-H2ax

(abcam™*, Cambridge, Royaume-Uni). Suite au lavage avec du PBS 1X, les cellules sont
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incubées 1 heure a l'aide d’une solution PBS 1X-10% FCS contenant l’anticorps
secondaire. Les anticorps secondaires de chevre anti-IgG de souris (Alexa Fluor™ 488)
et (Alexa Fluor™ 568) sont utilisés afin de cibler 'anticorps anti-PCNA (PC10) tandis
que 'anticorps secondaire de chévre anti-IgG de lapin (Alexa Fluor™ 488) est utilisé
afin de cibler 'anticorps anti-y-H2ax. Suite a une derniére étape de lavage avec du PBS
1X, on ajoute du DAPI Fluoromount-G™ (Southern Biotech™, Birmingham, Alabama,
Etats-Unis), puis les échantillons sont montés entre lame et lamelle pour étre analysés

avec un microscope a épifluorescence Leica™ DM5500 B.

Traitement au MMS:

Les cellules ont subi un traitement de 1 heure a 'aide de I'agent génotoxique MMS.
Les concentrations finales dans le milieu de culture étaient les suivantes : 1,8.10"
3/1,8.102/1,8.10/1,8 et 18 mM de MMS. Apres le changement du milieu de culture,
les cellules ont été incubées a 37°C en présence de 5% de CO.durant 24 heures. Apres
un lavage des cellules a 'aide d’une solution de PBS 1X, ces dernieres ont été fixées a
I’aide d’une solution PFA 4% durant 10 minutes. Une fois la solution de PFA retirée,
les cellules sont incubées 30 minutes a 'aide d’'une solution de marquage (0,5% de
cristal violet, 99,5 % H.O distillée). Puis on effectue plusieurs lavages des cellules a

I'H.O distillée avant de pouvoir observer les cellules colorées en violet.

Traitement aux UVC:

Le milieu de culture des cellules a été retiré, puis les cellules ont subi une irradiation
équivalente a 5 Joules/m2 d’'UVC (254 nm). Apres I'ajout du milieu de culture, les
cellules ont été incubées a 37°C en présence de 5% de CO.durant 72 heures. Apres une
étape de lavage des cellules a ’'aide d'une solution de PBS 1X, ces dernieres ont été

fixées puis marquées a 'aide d’une solution de cristal violet.

Synthése et purification des protéines:

Nous avons construit des plasmides d’expression bactériens de type pET codant
pour les protéines PCNA WT, D120A, D122A et E124A fusionnées a une séquence
peptidique poly-histidines (6 histidines). Des bactéries E. coli BL21 (DE3) pLys S ont
été transformées a I’aide de ces plasmides puis cultivées a 30°C pendant 24 heures dans
un milieu d’auto induction ZYM-5052 avec une concentration finale de 34 mg/ml de

Chloramphénicol et de 100 mg/ml d’Ampicilline. La suspension bactérienne est
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ensuite centrifugée, le surnageant éliminé et les bactéries sont reprises dans 5 mL de
tampon de suspension (PBS, 0,1% Nonidet P-40,), puis lysées par ultra-sonication
(Vibra cell™ 72412). La sonde est utilisée a 60 % de son amplitude avec des « pulses »
de 10 secondes espacés de 10 secondes pendant 6 minutes. Les suspensions sont
ensuite centrifugées pendant 10 minutes a 4°C a 36 000 rpm. Le surnageant constitue
Pextrait cellulaire bactérien soluble. Les protéines histidinylées sont déposées sur une
colonne 1 ml HiTrap™ HP chargée en Nickel et équilibrée a I'aide d'un tampon «
d’équilibrage » (HEPES 20 mM pH 7,2, 0,3 M NaCl, 0,5 mM de TCEP). L’élution des
protéines (PCNA WT-his, PCNA D120A-his, PCNA D122A-his et PCNA E124A-his) est
réalisée a I'aide du tampon d’équilibrage ayant pour concentration finale, 300 mM
d’imidazole. La fixation des protéines d’intérét au support de la colonne est permise
grace a I'interaction de la séquence protéique poly-histidine avec le Nickel présenté par
la colonne. Les protéines fixées sont alors éluées par compétition avec I'imidazole. Les
fractions protéiques issues de la chromatographie d’affinité sont ensuite chargées sur
une colonne HiLoad™ Superdex 200. Une chromatographie d’exclusion est réalisée a
l’aide d'un tampon PBS 1X. Cette chromatographie d’exclusion provoque I’élimination

d’impuretés et nous permet ainsi d’obtenir des solutions protéiques tres pures.

Test de réplication in vitro:

Nous avons réalisé un extrait protéique a partir de cellules MRC-5 en culture. La
moitié de cet extrait protéique a subi une déplétion de la protéine PCNA. Pour ce faire
nous avons utilisé des billes « Dynabeads His-TAG Isolation and Pulldown Novex™»
(Thermo Fisher Scientific™) auxquelles nous avons fixé le peptide His-GST-Coni. Le
peptide Con1 de 16 acides aminés SAVLQKKITDYFHPKK est dérivé de la séquence
protéique de I'extrémité C-terminale de la protéine p21 et présente une forte affinité
pour la protéine PCNA humaine permettant ainsi de dépléter nos extraits protéiques
en PCNA. L’autre moitié de l'extrait protéique de cellules MRC-5 a subi les mémes
étapes de déplétion mais avec des billes présentant un peptide « Mock » n’ayant
aucune affinité avec la protéine PCNA. Le peptide « Mock » possede la méme
composition en acides aminés que le peptide Con1 mais disposés de facon aléatoire. Le
principe de réplication in vitro consiste en I'élongation d’'une amorce radioactive
couplé a un plasmide simple brin pUC118.ss. L’amorce de 24 bases complémentaires
au plasmide pUC118.ss est radio-marquée a son extrémité 5°. Le phosphate en position

gamma est radioactif (32P). Le test de réplication de 'ADN consiste a visualiser
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I’élongation de I'amorce hybridée sur le plasmide pUC118.ss. Cette élongation est
réalisée dans un tampon de réplication (HEPES 50 mM pH 7,8, 7 mM MgCl., 1 mM
DTT, 4 mM ATP, 500 uM dNTPs, 40 mM Créatine Phosphate et 100 ug/ml de Créatine
Kinase) a 37°C pendant 10 minutes en présence de 70 ng d’extrait de protéines déplété
pour la protéine PCNA, de 140 ng d’'une des protéines PCNA purifiées (WT, D120A,
D122A ou E124A) (voir protocole Synthese et purification des protéines) et de 10 fmol
de plasmide pUC118.ss hybridé avec 'amorce radioactive. Suite a I'élongation des
amorces, des aliquots des réactions ont été analysés par Western Blot a 'aide d’un
anticorps anti-PCNA (PC10) et d’'un anticorps anti-p125. Les produits d’élongation ont
subi une digestion par I'enzyme Pvull (New England Biolabs™) puis ont été déposés
sur un gel de polyacrylamide-Urée dénaturant de 6 %. Apres séchage du gel, celui-ci
est mis en contact avec une plaque au phosphore photostimulable (Molecular
Dynamics™) pendant 24 heures. La plaque est ensuite scannée a 'aide du dispositif
Typhoon™ FLA 9500 (GE Healthcare Life Sciences™).

Analyse du cycle cellulaire par cytométrie en flux:

Les cellules en culture sont récoltées, lavées avec du tampon PBS 1X puis fixées
pendant 1 heure sur glace a I'aide d'une solution de PBS 1x contenant 70% d’Ethanol.
Apres centrifugation, le culot de cellules est repris dans du PBS 1X. Les cellules sont
réhydratées durant la nuit a 4°C. Les cellules sont alors traitées a la RNase (100 pug/ml)
durant 30 minutes a température ambiante. On ajoute a la solution cellulaire de
liodure de Propidium (50 ug/ml) et on laisse incuber les cellules 30 minutes a

Pobscurité. Les suspensions cellulaires sont analysées a 'aide d'un BD FACSCalibur™.

Test de PARylation in vitro:

Les protéines PCNA purifiées (WT, D120A, D122A ou E124A) (voir protocole
Syntheése et purification des protéines) ont subi un test de PARylation in vitro. Ce test
de PARylation est réalisé dans un tampon d’élongation (Tris-HCl 0,5 M pH 7,5, 2 mM
de NAD+ froid, 2ug I’ADN de sperme de saumon partiellement digéré) a 30 °C
pendant 30 minutes en présence d’1 ug de la protéine PCNA d’intérét, de 0,5 ug de
protéine PARP1 purifiée et de 5 uCi de NAD+ marqué radioactivement avec du 32P
(activité spécifique 800 Ci/mmol). Apres incubation, des aliquots des solutions
réactionnelles ont été déposés sur un gel de polyacrylamide gradient dénaturant (10 a

15 %) puis analysés par Western Blot a 'aide des anticorps anti-PCNA (PC10) et anti-
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PARP1. Le reste des solutions réactionnelles est déposé sur un deuxiéme gel de
polyacrylamide gradient dénaturant (10 a 15 %). Les protéines PARylées et donc
radioactives sont révélées grace a la mise en contact pendant 24 heures du gel de
polyacrylamide avec une plaque au phosphore photostimulable (Molecular
Dynamics™). La plaque au phosphore est alors scannée a l'aide du dispositif
Typhoon™ FLA 9500 (GE Healthcare Life Sciences™).
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Caractérisation des fonctions des
modifications post-traductionnelles de PCNA
a I’aide d’un nouvel outil génétique

Résumeé

PCNA est une protéine essentielle qui intervient dans de nombreux mécanismes cellulaires et qui
possede de nombreuses modifications post-traductionnelles (MPTs) dont les fonctions de certaines,
restent encore inconnues. Afin d’étudier la fonction de ces MPTs, nous avons développé un nouvel outil
génétique permettant in cellulo, de substituer la protéine endogene PCNA par une version mutée de la
protéine appelée version de complémentation. La technique consiste a cotransfecter des cellules en
culture avec deux types de plasmides. Un premier plasmide permet l'invalidation du géne de PCNA
endogéne dans les cellules transfectées par le systeme CRISPR-Cas9. Le deuxieme plasmide dit de
complémentation permet I'expression d’'une forme mutée de PCNA. Sur I'’ensemble d’'une banque de
mutants testés, deux mutants de PCNA se sont avérés étre létaux (D122A et E124A). Nous avons
démontré que ces deux sites sont impliqués dans l'initiation d’'une voie de dégradation ubiquitine
dépendante CRL4C%? gssentielle pour la mise en place de la protéolyse d’un cocktail de protéines (cdt1,
p21, set8) durant la phase S. Nous avons démontré que les cellules mutantes pour PCNA (D122A et
E124A) accumulent la protéine p21. Ce défaut de dégradation de p21 provoque alors des événements
de re-réplication menant a terme a la mort des cellules mutantes.

Mots clés: PCNA, modifications post-traductionnelles, nouvel outil génétique, CRISPR-Cas9, plasmide
de complémentation, mutants PCNA D122A et E124A, voie de dégradation ubiquitine-dépendante,
CRL4%%2 p21, re-réplication, mort cellulaire.

Résumé en anglais

PCNA is an essential protein that is involved in many cellular mechanisms and has many post-
translational modifications (PTMs). The functions of some PTMs, still remain unknown. In order to study
the function of these PTMs, we have developed a new genetic tool allowing, in cellulo, the substitution
of endogenous PCNA protein with a mutated version of the protein named complementation version.
The technique involves cotransfection of the cells in culture with two types of plasmids. A first plasmid
allows invalidation of the endogenous PCNA gene in transfected cells by the CRISPR-Cas9 system.
The second plasmid, named complementation plasmid allows the expression of a mutated form of
PCNA. In the whole bank of tested mutants, two PCNA mutants were found to be lethal (D122A and
E124A). We have demonstrated that these two sites are involved in the initiation of an ubiquitin-
dependent protein degradation CRL4C%? pathway essential for the proteolysis of a protein cocktail (cdt1,
p21, set8) during the S phase. We demonstrated that PCNA mutant cells (D122A and E124A)
accumulate p21 protein. This lack of degradation of p21 then causes re-replication events leading
ultimately to the mutant cells death.

Keywords: PCNA, post-translational modifications, new genetic tool, CRISPR-Cas9, complementation
plasmid, mutants PCNA D122A and E124A, ubiquitin-dependent protein degradation, CRL4%?, p21,
re-replication, cell death.




