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Rien n'a de sens en biologie si ce n'est a la lumiere de l'évolution.

Theodosius Dobjansky

See a world in a grain of sand

And an heaven in a wild flower

Hold infinity in the palm of your hand
And eternity in an hour

William Blake

Ne demande jamazis ton chemin a celui qui le connait, tu risquerais de ne pas t'égarer.

Nahman de Bratslav
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INTRODUCTION

Tous les systémes biologiques sont assimilables a des systemes thermodynamiques
ouverts traversés par un flux d’énergie qui les rend vivants, mais qui s’accompagne d’une
entropie qui tend a désorganiser et a détruire. C'est pour cela que les organismes vivants
sont en perpétuelle reconstruction. En particulier, TADN est la cible de nombreux
dommages, alors qu’il est sans doute le plus précieux de tous les composants de la cellule.

Une cellule en conditions normales subit environ 10 000 lésions par jour dans son
ADN (Lindahl, 1993). Ces dommages peuvent aussi bien étre dus a des facteurs
environnementaux qu’étre une conséquence du métabolisme cellulaire. Les organismes ont
développé un panel de mécanismes de réparation au cours de I'évolution, qui permet une
maintenance de I'intégrité du génome.

Malgré ces systémes de réparation efficaces, certains dommages subsistent dans le
génome. La modification de geénes clefs impliqués dans le cycle cellulaire, I'apoptose, la
prolifération ou la réparation de TADN peut déclencher le développement de cancers. C'est
pourquoi les maladies génétiques liées a des défauts de protéines de la réparation ont souvent
pour conséquence la prédisposition aux cancers.

En tant que protéine majeure de la réparation, la protéine RADS51 fait partie des
gardiens du génome. Mais elle possede aussi ce qui a été appelé son coté sombre. En effet, la
surexpression de RAD51 a été observée dans de trés nombreux cancers. L’activité
importante de RAD51 permet aux cellules cancéreuses de résister aux cassures double brin
induites par radio ou par chimiothérapie.

La compréhension de la régulation de RAD51 améliorerait notre connaissance de la
tagcon dont se déroule la réponse aux dommages a ’ADN. De plus, les informations acquises
sur le mécanisme de fonctionnement de RAD51 aideront siirement a la conception
d’inhibiteurs. Ce qui est un élément prometteur pour potentialiser les traitements
anticancéreux.

L’étude de la régulation de RAD51 a révélé que, lors de la réponse aux dommages a
I'ADN, RAD51 est phosphorylée sur Y54 et Y315 par c-Abl. Toutefois, le role de cette

double phosphorylation n’est pas précisément connu.

Notre problématique est de comprendre quels sont les effets des phosphorylations de

Y315 et de Y54 sur le fonctionnement de RADS51.

Dans une premiére partie, nous ferons le point sur les voies de réparation de 'ADN.
Puis nous nous attarderons sur les cassures double brin d’ADN et leurs voies de réparation.

Cette description permettra de souligner la place primordiale de RAD51 dans le mécanisme
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de réparation. Nous présenterons alors RADS51 a travers sa séquence, sa structure et le détail
de son activité. Nous terminerons cette introduction par les mécanismes de régulation de
RADS51 en insistant sur les effets des phosphorylations connues de RADS51.

Dans une seconde partie, nous développerons les matériels et méthodes qui ont été
utilisés pour réaliser les expériences.

Dans une troisiéme partie, nous présenterons les expériences menées pour répondre a
notre problématique. Tout d’abord, par une série de tests i vitro visant a déterminer le role
des phosphorylations sur l'activité intrinseque de RAD51. Ceci nous aménera a détailler
chacune des étapes qui participent au mécanisme de RAD51. Par la suite, nous
développerons les essais réalisés pour phosphoryler RAD51 par c-Abl. Puis, nous
présenterons la recherche de partenaires de RAD51 selon le niveau de phosphorylation.
Enfin, nous tacherons de présenter les bases d’un travail mené n cellulo pour comprendre les
effets des phosphorylations sur la localisation et la stabilit¢ de RAD51. Ainsi que des
résultats préliminaires sur les impacts possibles des phosphorylations sur la survie cellulaire
et les partenaires de RAD51.

Dans une quatrieme partie, nous résumerons les résultats obtenus et nous les

discuterons. Ce qui permettra d’aborder la suite a donner a ce travail.
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I. Les dommages a ’ADN et leurs voies de réparation

Les dommages survenant dans une zone active de 'ADN d'une cellule risquent d’altérer son
fonctionnement. Ce processus peut rendre la cellule inactive, la conduire a la mort cellulaire
ou induire le développement de cancers. Le processus de carcinogénese résulte de I'altération
de la séquence ou du niveau d’expression d’un certain nombre de génes impliqués dans des
processus clefs, tels que le cycle cellulaire, I'apoptose, la prolifération ou la réparation de
I'ADN (Figure 1). La réparation correcte de 'ADN est donc essentielle pour prévenir la
modification de ces génes clefs et la survenue de cancers (Bartkova et al, 2005).

Dans cette partie, nous décrirons d’abord la diversité des agents endommageant ’ADN. Ceci
nous aménera a décrire les diftérents types de dommages et quelles voies spécifiques leurs
sont dévolues. Puis, nous nous attarderons sur les cassures double brin d’ADN, afin de
souligner les défis qu'elles posent pour la cellule. Ces défis sont relevés par diftérentes voies
de réparation que nous présenterons de maniére générale. Nous discuterons rapidement de la

maniere dont s’opere le choix entre elles.

A- Des agents endogenes et exogénes endommagent continuellement

I'ADN
1/ Les sources endogenes de dommages d ' ADN

A Tintérieur de la cellule, 'ADN peut subir des lésions au cours du déroulement des
processus de réplication et de transcription et également par 'action de molécules issues du
métabolisme.

Le niveau de transcription d’'une portion d’ADN est directement corrélé avec la
quantité de dommages qu’elle subit. En effet, ce sont les zones des génes les plus transcrits
qui posseédent le taux de mutation le plus important (Kim et al, 2007 ; Datta & Jinks-
Robertson, 1995). Plusieurs mécanismes peuvent étre a l'origine de ces altérations. Cela
peut étre lié en premier lieu a un dysfonctionnement lors des ouvertures, fermetures, et
torsions d’ADN. Un autre phénomene a lorigine de ces dommages est la formation
d’hybrides ADN-ARN (R-loops) entre I'ARN néosynthétisé et 'ADN transcrit. Ces
structures sont reconnues par les endonucléases XPF et XPG qui coupent aux extrémités
(Sollier & Cimprich, 2015). Ces coupures aboutissent a des cassures simples ou doubles

brins d’ADN (Hamperl & Cimprich, 2014).
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Autosuffisance en
facteurs de croissances

Echappement a Insensibilité aux
I'apoptose signaux anti-croissance

Promotion de Métastase et
I'angiogénese invasivité

Réplication
a l'infini

Figure 1 : Les différents mécanismes participant a la formation et au développement des tumeurs.
La carcinogénese demande 1’altération de plusieurs systémes disctincts contribuant a limiter 1'expansion incontr6lée des cellules. Le plus

souvent une instabilité génétique est responsable de la modification conjointe de plusieurs des génes impliqués dans la carcinogénese.

Modifié d’aprés Hanahan & Weinberg, 2000
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La réplication de 'ADN est aussi source de dommages dans 'ADN. Le premier type
de défaut concerne les mésappariements. Les polymérases sont en charge de la copie
intégrale du génome soit la duplication de quelques 3,4 milliards de bases chez I'homme.
Malgré un systeme d’édition performant, elles font environ 1 erreur toutes les 10° a 10°
bases in vivo (St Charles et al, 2015 ; Skoneczna et al, 2015). Le deuxiéme type de défaut a
I'origine de dommages est lié aux blocages de la fourche de réplication. S'ils perdurent alors
cela conduit a la formation de cassures (Hyrien, 2000). Ces blocages résultent souvent d’une
structuration locale de 'ADN tel que des quadruplexes G ou autres structures secondaires
(Wickramasinghe et al, 2015 ; Kregten & Tijsterman, 2014), mais parfois cela peut aussi
étre di a un mauvais fonctionnement des topoisomérases (Jackson & Bartek, 2009) ou
encore un conflit avec une fourche de transcription (Brambati et al, 2015).

Outre ces processus, d’autres mécanismes sont suspectés d’induire des dommages.
C’est le cas des éléments génétiques mobiles qui pourraient lors de leur excision ou de leur
insertion endommager I’ADN. Toutefois, I'implication dans la création de dommages n’a pas
été clairement établie (Cardelli & Marchegiani, 2013).

Une source totalement différente de dommages endogénes est la formation de dérivés
réactifs de 'oxygene (DRO). Ces molécules sont des métabolites secondaires produits lors du
catabolisme oxydatif. Les principaux DRO formés sont le radical hydroxyle HO* et l'ion
superoxyde O.*(Fraga et al, 1990). Ces radicaux tres réactifs peuvent attaquer directement

I’ADN entrainant des modifications de bases ou la création de pontages (Cooke et al, 2003).

2/ Les sources exogenes de dommages a 'ADN

Les atteintes exogeénes a 'ADN sont de deux ordres : chimique et physique.

Les rayonnements solaires peuvent atteindre 'ADN, en particulier celui des cellules
superficielles de I'organisme. Les dommages induits sont surtout dépendants de I'énergie de
ces rayonnements et donc de leur longueur d'onde (E=h/A ). Par exemple, les rayonnements
UltraViolets (UV) qui possédent une longueur d’onde courte sont assez énergétiques. Leur
action sur 'ADN conduit a la formation de ponts entre deux thymines adjacentes, ce qui
modifie localement la structure de 'ADN (Douki et al, 2000).

Les émissions radioactives peuvent endommager ’ADN. La dangerosité pour 'ADN
varie selon le type de radioactivité et la distance de la source. Ces radiations sont présentes
de maniére naturelle dans notre environnement, en lien avec 'histoire de la Terre et de ses
minéraux. Dans certaines conditions elles peuvent étre localement plus importantes, comme

dans les maisons granitiques bretonnes (Jackson & Bartek, 2009) ou dans certains sites
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géologiques tels que I'ancien réacteur naturel d’Oklo au Gabon (Cassas et al, 2004). Mais
c’est surtout l'utilisation faite par 'homme de cette énergie qui entraine des concentrations
et des risques d’exposition importants. Les conséquences d'une telle exposition sont
I'apparition d'un nombre important de cancers comme l'ont illustré les accidents de
Tchernobyl en 1986 et de Fukushima en 2011 (Ogrodnik et al, 2013).

Certaines molécules présentes dans l'environnement ou dans I'alimentation peuvent
pénétrer dans les cellules et y libérent des DRO. Ces molécules ont un effet analogue aux
DRO issus de la respiration cellulaire. D’autres molécules posseédent une affinité particuliére
pour 'ADN lui-méme ou pour certaines enzymes agissant sur 'ADN. Leur fixation peut
alors déboucher sur des erreurs lors de la réplication ou sur des cassures par blocage de la
tourche de réplication. C'est typiquement le cas du cisplatine. Cette molécule anticancéreuse
réagit de maniere covalente avec les bases puriques (A et G). Ceci conduit a la formation de
liaisons intra ou inter-brins, bloquant ainsi les processus de réplication et de transcription
(Dasari & Tchounwou, 2014). Un autre exemple est la camptothécine (CPT) qui bloque
l'avancée des fourches de réplication en inhibant la Topoisomérase I. Ceci aboutit a la
tormation de cassures simples ou doubles brins d’ADN. Ces molécules ne sont pas
uniquement issues de la synthese. La CPT est présente naturellement dans un arbre d’Asie le
Camptotheca acuminata dont les feuilles entraient dans la pharmacopée chinoise (Lin et al,

2014).

B- Des dommages a ’ADN variés sont réparés par des voies spécifiques

Les altérations de 'ADN peuvent étre de nature tres diverses (Figure 2) et avoir des
conséquences plus ou moins importantes sur la cellule. La survenue d'un dommage
déclenche des cascades de réactions comprenant une suite logique d’activations et
d’inactivations de protéines. Pour les voies les plus simples une seule protéine détecte le
dommage et le répare comme c’est le cas pour la O%-alkylguanine DNA alkyltransterase ou
MGMT (Short et al, 2011). Pour la plupart, il s’agit de la coordination dans le temps et
dans l'espace de nombreuses protéines qui interviennent a différentes étapes tels que la
détection, le recrutement, la préparation, la réparation et enfin la résolution. Les principales

voies, ainsi que les dommages qu’elles réparent, sont présentés ci-dessous (Figure 3).

18



INTRODUCTION

1/ Les bases incorrectes sont réparées par la Réparation par Excision de Base (REB)

Certaines bases azotées de I'ADN sont modifiées par alkylation, oxydation ou
déamination. Ces bases sont alors reconnues par des ADN glycosylases qui retirent la base
modifiée, créant un site apurique ou apyrimidique. La REB se déroule alors en 3 étapes. Un
clivage du site sans base. Puis une polymérase ajoute la base manquante par
complémentarité avec le brin intact. Enfin une ligase permet la ligation du brin réparé

(Robertson et al, 2009).

2/ Les mésappariements de bases sont réparées par la Réparation des Mésappariements (RM)

Comme nous l'avons indiqué la duplication du génome s’accompagne de
mésappariements. La voie de la RM prend en charge ces mésappariements lors de la
réplication. hMutS permet la reconnaissance du mésappariement. Sa fixation s’accompagne
de hMutL qui recrute différentes protéines sur le site. Notamment I'exonucléase Exol qui
libére une zone d’ADNsb autour de la zone de cassure. Finalement la réparation se conclut

par la néopolymérisation et la ligation du brin réparé (Li, 2008).

3/ Les pontages sont réparés par la Réparation par Excision de Nucléotides (REN)

Les pontages chimiques lient de maniére covalente deux bases entre elles. C’est le cas
des doublets de thymines formés apres exposition aux UV ou aux pontages générés par le
cisplatine. La reconnaissance des dommages fait intervenir la protéine XPC. Celle-ci recrute
TFIIH dont le role est I'ouverture de 'ADN. L’action successive de ERCC1 puis de XPG
permet l'excision d’'une large zone de 20-30 nucléotides autour de la zone de cassure. La
séquence est reconstituée par les polymérases selon la complémentarité avec le brin intact

(Marteijn et al, 2014).

4/ Les cassures double brin sont réparées par 2 voies principales : la Ligature Non Homologue des

Extrémités (LNHE) et la Recombinaison Homologue (RH)

Les cassures double brin impliquent la rupture de la chaine de nucléotides pour les
deux brins de 'ADN. Ces cassures peuvent étre prises en charge par plusieurs voies dont les

deux principales sont la RH et la LNHE. Nous détaillerons par la suite leur fonctionnement.

19



Site apurinique

Déamination

Mésappariement

Dimeére de

Pyrimidine

Cassure

double brins

Agents
intercalants

INTRODUCTION

Liaison interbrin Pontage

Cassure simple
brin
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Figure 3 : Correspondance entre les différents dommages et leurs voies de réparation.
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En haut la séquence avant dommage est présentée. Les fleches portent des encadrés a fond blanc indiquant les différentes sources

de dommages. Elles pointent vers les types de dommages générés, écrits en rouge. Sous chaque nom de dommage une séquence

endommagée modele est présentée. Les encadrés bleus indiquent les voies de réparation utilisées pour chaque type de dommage.
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C- Les cassures double brin sont des défis de taille pour la cellule

Les cassures double brin sont parmi tous les dommages ceux qui présentent le plus
de risques pour la cellule (Grabarz et al, 2012). En effet, elles menacent l'intégrité méme
des chromosomes et elles doivent absolument aboutir soit a leur réparation, soit a la mort
cellulaire. De plus, le mécanisme de réparation des cassures double brin présente un niveau
de complexité supplémentaire par rapport a celui des cassures simple brin. Enfin, certaines
réparations mal effectuées peuvent également avoir de graves conséquences sur le

fonctionnement de la cellule.

1/ Le défi de la conservation de 'intégrité des chromosomes

Les chromosomes sont des structures organisées avec des extrémités protégées par
des télomeres et une zone de fixation pour le fuseau mitotique. La cassure double brin abolit
cette organisation. Si les deux fragments issus de la coupure ne sont pas réunis, alors la
ségrégation des chromosomes ne pourra pas étre correcte lors de la mitose. De plus, au

niveau des extrémités non protégées les pertes de séquences peuvent étre trés importantes.

2/ Le défi de 'absence de matrice pour la réparation sur le site de cassure

Pour la plupart des dommages a TADN évoqués dans la partie I, les mécanismes
présentent une similitude. En effet, la zone contenant une base modifiée ou altérée est
excisée ce qui libére une zone d’ADNsb. Il est alors aisé de reproduire la séquence originelle
a partir de la complémentarité des bases. C'est ce qui permet, dans la trés grande majorité
des cas, d’avoir une réparation fidele. Dans le cas des cassures double brin aucune séquence

matrice n’est disponible sur place.

3/ Le défi des mauvatses réparations

La réparation des cassures double brin ne signifie pas la restauration de I'état initial
avant la cassure. Un fonctionnement normal des voies de réparation des CDB peut amener a
certaines insertions ou délétions de bases. Dans le cas d'un fonctionnement anormal, les
réparations aberrantes représentent un risque important de dysfonctionnement cellulaire car

elles peuvent conduire a des translocations de morceaux de chromosomes, des aneuploidies
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ou des pertes de fragments de chromosomes qui sont trés souvent liées a la carcinogénese
(Hoeijmakers, 2001). Dans le cas des translocations leur nocivité est due a une modification
profonde du niveau d’expression de nombreux génes parmi lesquels on peut trouver des pro
ou anti oncogenes. Par exemple, la leucémie a BCR-Abl trouve son origine dans la
translocation t(9;22)(q34;q11) formant un geéne de fusion BCR-Abl qui produit une kinase

active oncogénique (Lamontanara et al, 2013).

D- Fonctionnement des principales voies de réparation des cassures double

brin ’ADN

La réparation des CDB est assurée par deux principales voies de réparation la
Recombinaison Homologue (RH) et la Ligature Non-Homologue des Extrémités (LNHE).
La coexistence des deux voies nécessite la mise en place de systeme de régulation. Ce choix
permet a chacune d’entre elle d’étre active au moment du cycle cellulaire ou elle est le plus

efficace (Kass & Jasin, 2010). Nous verrons que ceci est lié a leur mécanisme de réparation.

1/ Le choix entre RH et LNHE

Le choix de la voie de réparation se fait tres tot dans la réponse aux dommages a
I’ADN, lors de la phase de signalisation. Cette premiere étape faisant immédiatement suite a
la survenue d’'un dommage est un processus complexe. Il fait intervenir des modifications
d’histones telles que la phosphorylation de H2ACX en y -H2AX et I'activation de kinases,
principalement : ATM et ATR. La phosphorylation de cibles particuliéres va permettre le
recrutement de protéines. 53BP1 et CtIP sont parmi les premiéres protéines sur le site de
cassure et déterminent quelle voie est activée. Si 53BP1 est présente, alors elle dirige la
réparation vers la LNHE (Bunting et al, 2010). Au contraire, si CtIP est recrutée, alors la
réparation s’oriente vers la RH (Eid et al, 2010).

La voie de la RH est principalement active lors des phases S et G2 du cycle cellulaire
(Takata et al, 1998) pendant lesquelles 'ADN est le plus vulnérable (Jackson & Bartek,
2009). Lors des autres phases G1, et M la voie de la LNHE serait majoritairement utilisée
par la cellule pour prendre en charge les CDB. Ce contrdle semble s’exercer par plusieurs
mécanismes avec, d’'une part des modifications d’histones (Stewart, 2009), et d’autre part la
phosphorylation de CtIP sur la Ser327 par Cdk1 en phase S et G2 (Yu & Chen, 2004). Cette

phosphorylation induit le recrutement du complexe MRN sur le site de cassure (Chen et al,
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2008) ce qui déclenche la résection de 'ADN et initie donc la voie de la Recombinaison
Homologue. Dans le méme temps, la phosphorylation de CtIP permet de déplacer 53BP1 et
d’inactiver ainsi la LNHE (Bunting et al, 2010).

2/ La LNHE permet une réparation simple mais non fideéle des cassures double brin

La LNHE permet la réparation des CDB mais le mécanisme de réparation ne garantit
pas une restauration de I'état initial avant cassure. En effet, la LNHE s’accompagne de
délétions de O a 14pb ou d’insertions (Lieber, 2010).

La premiére étape est la reconnaissance et la protection des extrémités par des
hétérodimeéres Ku70-Ku80. Rapidement la kinase DNPKcs est recrutée et sert de plateforme
de recrutement pour les autres protéines du complexe LNHE. Le rapprochement des deux
extrémités est permis par l'action conjuguée des hétérodimeres de Ku70-Ku80 et des
filaments '’ XRCC4-XLF (Andres et al, 2012). Par la suite, les extrémités subissent 'action
de nucléases telles Artemis, d’hélicases comme WRN et de polymérases telles Polu. Ces
enzymes permettent de générer des extrémités franches. La finalisation de la cassure est
réalisée par la DNA-Ligase IV qui ligature les deux extrémités (Davis & Chen, 2013). Les

différentes étapes sont récapitulées sur la Figure 5.
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Figure 4 : Activation de la Recombinaison Homologue par Cdk1.

La phosphorylation de CtIP par Cdk1 sur la Ser827 permet le recrutement du complexe RMN et promeut la RH

et inhibe l'arrivée de 53BP1 ce qui empéche la LNHE de débuter.
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Figure 5 : Fonctionnement de la voie de la Ligature Non Homologue des
Extrémités (LNHE/NHEJ).

53BP1 facilite le recrutement de I'hétérodimeére Ku70-Ku80 protégeant les
extrémités. Puis DNPKcs est recruté et permet l'arrimage des autres
protéines. XRCC4 XLF maintiennent les extrémités a proximité. Artemis,
Polp et WRN traitent les extrémités. Celles-ci peuvent enfin étre liguées par
la DNA Ligase IV. Modifié¢ d’aprés Rass et al, 2011
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3/ La RH permet une réparation fidéle des cassures double brin

La réparation par la Recombinaison Homologue lors des phases S et G2 permet
d’assurer une réparation fidele des CDB. Le mécanisme repose sur I'apport d'une séquence
homologue sur le site de cassure servant de matrice pour la réparation (Figure 6).

Les premiers acteurs eftectifs de la voie de la RH sont les protéines du complexe
MRN : Mrel1, Rad50 et NBS1 (Stracker & Petrini, 2011). Ils vont permettre la résection
des extrémités 3’ pour libérer des fragments d’ADNsb 5 sortantes au niveau des extrémités
de cassures double brin. Ce faisant ils créent un point d’ancrage pour RPA. RPA tient un
double role de protection de 'ADNsb et d’arrimage pour de nouvelles protéines. Notamment
les paralogues de RADS51, les protéines Rad52 et BRCA2 qui a leur tour permettent le
recrutement de RAD51 sur 'ADNsb en remplacement de RPA (Sugiyama et al, 2009).
RAD51 s’oligomérise autour de ’ADNsb pour former un nucléofilament qui possede la
capacité de rechercher une séquence homologue a celle de 'ADNsb. Une fois cette séquence
trouvée, RAD51 catalyse I'invasion de TADNdb homologue par 'ADNsb du site de cassure.
Cet échange de brins se traduit par la libération d'un ADNsb intact et homologue au site de
cassure. Cet ADNsb homologue sert de matrice a des polymérases pour reconstituer 'ADN
du site de cassure. Les polymérases peuvent désormais réparer en s’appuyant sur le brin
matrice disponible. La résolution des ADN entrecroisés au niveau des jonctions dites de
Holliday demande l'intervention d’hélicases telles que BLM. Les possibilités de résolution
sont diverses et peuvent résulter en cross-over ou non selon la maniére dont sont

réarrangées les brins (Jasin & Rothstein, 2015).
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Figure 6 : Fonctionnement de la voie de la Recombinaison Homologue (RH).

CtIP permet le recrutement du complexe MRN. Avec Exol ils réalisent la résection
libérant des fragments d’ADNsb. Ces extrémités sont protégées par RPA. Puis Rad52 et
BRCA2 permettent le recrutement de RAD51 sur 'ADN a la place de RPA. Le
nucléofilament ADNsb-RADS51 envahit une séquence homologue. Cet échange de brin
libére un ADNsb intact qui sert de matrice pour la réparation sur le site de cassure. Les
jonctions d’ADN créées sont résolues par des hélicases et résolvases pour séparer les
ADN.

Modifié d’aprés Rass et al, 2011
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4/ Les voies alternatives

Outre les deux grandes voies de réparation, il existe un certain nombre de voies
secondaires (Mehta et Haber, 2014) dont I'importance reste encore a préciser. Les deux
alternatives principales sont la Single Strand Annealing (SSA) et la voie alternative de la
LNHE (A-NHEJ). Ces deux voies sont dépendantes de la présence d’homologies de part et
d’autre du site de cassure (Jasin et Rothstein, 2015). La résection des sites de cassures
libére des ADNsb. La présence d’homologies permet 'appariement de ces ADNsb (Figure
7). Dans le cas de la SSA il s’agit de grandes zones d’homologies qui sont traitées par
certaines protéines de la RH (Frankenberg-Schwager et al, 2009). Dans le cas de la A-
NHEJ il s’agit de microhomologies qui sont traitées par certaines protéines de la LNHE

(Rass et al, 2015). Dans les deux cas la réparation s’accompagne d'une perte de séquence car

la zone comprise entre les homologies est perdue (Lin et al, 1984.).

Nous avons vu que les dommages a I'ADN peuvent mettre en péril le bon
fonctionnement de la cellule et la survie de I'organisme. L’homéostasie cellulaire est
maintenue grice a la prise en charge des lésions par des voies spécifiques. Parmi ces
dommages, les plus délétéres sont les cassures double brin. Ces cassures sont traitées
par deux voies de réparation principales la LNHE et la RH ainsi que quelques voies
alternatives. Au sein de ces systémes de réparation seule la voie de la RH permet une
réparation fidele grace a l'activité clef d’échange de brins homologues de la protéine

RAD51.
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Figure 7 : Schématisation des différentes voies pouvant prendre en charge les cassures double brin ’ADN.

Les deux grandes voies de prises en charge des cassures double brin ’ADN sont la RH a gauche et la LNHE (NHEJ) a
droite. La présence d’homologies de grandes tailles peut conduire a une voie proche de la HR la SSA ou RADS51
n'intervient pas. En présence de microhomologies une voie proche de la LNHE intervient : la Alt-NHEJ. Jasin et

Rothstein, 2015
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II. RAD51 est au coeur du mécanisme de réparation par

Recombinaison Homologue

Dans cette partie, nous présenterons dans un premier temps la protéine RADS51 et sa
conservation tout au long de 'arbre du vivant depuis ses trois racines les plus anciennes.
Nous verrons comment cette conservation permet de mieux comprendre 'organisation de sa
structure. Enfin nous tacherons de comprendre le déroulement de I'activité d’échange de
brins homologues. Pour cela les différentes interactions et étapes de son fonctionnement

seront détaillées successivement.
A- Conservation de RAD51 au cours de I’évolution

1/ La protéine RAD51 est conservée dans tout I’'arbre du vivant

Nous avons vu I'importance du réle de RAD51 dans la maintenance du génome. Ceci
se refléte parfaitement par son haut niveau de conservation dans l'arbre du vivant
(Chintapalli et al, 2013). Le gene codant pour la protéine RAD51 est conservé dans les 3
régnes du vivant que sont les Eucaryotes, les Eubactéries et les Archaebactéries (Figure 8).
La protéine RecA a été la premieére décrite et a donné son nom a cette famille de protéines.
La famille RecA comprend donc RecA chez les Eubactéries, RadA chez les Archaebactéries
et RAD51 chez les Eucaryotes.

L’homologie entre les protéines est assez forte puisque RAD51 partage 20%
d’homologie environ avec RecA et jusqua 40% avec RadA. Sachant que la divergence
Eucaryotes/Eubactéries est estimée a 2,5 milliards d’années (Gu, 1997) ces pourcentages
révelent la pression de sélection importante qui s’exerce sur ce géne.

La séquence protéique de RAD51 est extrémement bien conservée au sein des
métazoaires. La RAD51 humaine (HsRADS51) partage 85% d’homologie avec la Rads1 de
l'oursin (Strongylocentrotus purpuratus), 95% avec celle du xénope (Xenopus laevis), ou plus

proche 99% avec celle de souris (Mus musculus).

2/ Les protéines de la famille RADS51 se sont diversifiées chez les Eucaryotes
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Outre les protéines homologues a RADS51, c’est-a-dire ayant a la fois un lien évolutif
et une concordance de fonction, d’autres protéines appartiennent a la famille de RAD51.

Chez
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20% 40%
m\

Figure 8 : Conservation du géne codant pour les protéines de la famille RecA dans les 3 branches du vivant.

Les % indiqués correspondent aux pourcentages d’homologies des protéines. RecA chez les Eubactéries ; RadA chez les Archébactéries ; RADS51

chez les Eucaryotes.
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I’'homme par exemple on retrouve 6 autres protéines : Dmc1, RAD51B, RAD51C, RAD51D,
XRCC2 et XRCC3. Les phénomenes a l'origine de ces protéines sont des duplications du
gene ancestral. Diftérentes études de séquences permettent de reconstituer I'historique des
duplications (Lin et al, 2006 ; Chintapalli et al, 2013 ; Wu et al, 2007).

La forme ancestrale est nommée « RecA », il semble que celle-ci soit restée seule chez
les Eubactéries. Par contre, chez 'ancétre commun aux Archaebactéries et aux Eucaryotes
une premiere duplication aurait eu lieu créant deux sous-familles : la sous-famille Rada et la
sous-famille Radf. Chez les Archaebactéries cela aurait conduit a RadA et RadB. Chez les

Eucaryotes la famille Radow aurait subi une seconde duplication menant a RAD51 et Dmcl1 et

la famille Radf} aurait subi de multiples duplications conduisant a RAD51B, RAD51C,
RAD51D, XRCC2 et XRCC3 (Figure 9).

Parmi toutes les protéines de la famille RAD51 présentes chez Homo sapiens seule
RAD51 conserve le role que tient RecA chez les Eubactéries et RadA chez les
Archaebactéries. La plupart de ses paralogues ont d’ailleurs perdu leur activité recombinase
méme s’ils interviennent encore indirectement dans la voie de réparation de la
recombinaison homologue. Seule Dmc1 réalise un réle de recombinaison homologue, mais

uniquement restreint a la méiose.

Si I'importance du role de RADS51 se traduit par la conservation de son géne au cours
de I'évolution, il n'en est pas de méme pour les autres protéines de sa famille qui ont parfois
été perdues chez certains taxons. Par exemple Dmcl n’est pas présent chez Drosophila

melanogaster ni chez Caenorhabditis elegans (Lin et al, 2006).

3/ Transversalité des résultats obtenus chez d’autres organismes

La trés bonne conservation de RAD51 a travers I'ensemble de I'arbre du vivant
permet de transposer certains résultats obtenus pour la RAD51 d’autres especes a la RAD51
humaine. Bien sir, il faut prendre en compte la distance évolutive qui sépare les organismes,
ainsi que les modifications spécifiques (Figure 10) .

La structure reste trés bien conservée entre RecA, RadA et RAD51 (Wyman &
Kanaar, 2004). Un exemple parmi d’autre est l'identification des domaines L1 et L2
initialement chez RecA puis par analogie chez RAD51 (Matsuo et al, 2006). En revanche, la
tormation du nucléofilament est différente, beaucoup plus dynamique chez RAD51 que chez

RecA (van der Heijden et al, 2007).
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Figure 9 : Evolution des protéines de la famille RecA/RAD51/RadA.

Les fléches en orange soulignent un phénomeéne de duplication de géne a I'origine de nouvelles protéines. D’aprés Lin et al, 2006 ; Chintapalli et al 2013.

Escherichia coli

= mm = mm = o=

Modeéles Eubactéries et Archaebactéries : nées structurales et mécanistiques générales

Saccharomyces cerevisiae

Milnesium tardigradum

Modeéles Levure : fonctionnement, |

|
. . A . -~ ]
\lnteractlon, régulation générale 7 e ol e e e e e - - | Modéles prospectif : conditions exacerbées, |

\compréhension générale du systéme 1

P ]

1

‘'organisme

Figure 10: Transposition des résultats de RAD51 d’autres organismes a ’homme grace a la bonne conservation de RAD51 au sein du
vivant.

Les résultats obtenus chez les Eubactéries et les Archaebactéries sont transposables pour ce qui touche a la structure de RAD51 et a son
fonctionnement général. Les résultats concernant le fonctionnement de Rad51 de S.cerevisiae et sa régulation générale sont transposables
HsRAD51. Les modéles de vertébrés permettent une transposition de tous les mécanismes fins de régulation tels que les phosphorylations ainsi que

les résultats a 1’échelle de I'organisme. Les modeles prospectifs de métazoaires, comme les Tardigrades, peuvent permettent d’extrapoler des
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Avec la levure (S.cerevisiae), organisme eucaryote, de nombreux résultats peuvent étre
extrapolés (Ramotar et Masson, 1996). Les mécanismes de réparation en général et de
fonctionnement de Rad51 en particulier sont trés proches et ce modele est d’ailleurs treés
utilisé pour la compréhension du fonctionnement de RAD51.

Les lignées modeles de cellules de mammiféres possédent une RADS51 dont la
séquence est similaire a 99% voire 100% a HsRAD51, ce qui permet une trés bonne
transposition des résultats. Il faut faire attention au contexte cellulaire notamment une
possible modification des protéines partenaires et également au changement d’acides aminés
d’intérét. Nous verrons le cas des tyrosines 54 et 815 par la suite dans la lignée DT40 de
poulet.

Outre T'utilisation de modeles connus de longue date, le haut niveau de conservation de
RADS51 permet des études prospectives chez des organismes particuliers. Arrétons-nous sur
le cas des Tardigrades. Ces organismes proches des insectes et des nématodes sont les plus
résistants de tous les métazoaires aux dommages a I'ADN. Ils survivent a 5000Gy
d’irradiation. Gréce a la bonne conservation de RADS51 et d’autres protéines de réparation la
détection est possible avec des anticorps humains (Beltran-Pardo et al, 2013). L'étude de la
réponse aux dommages dans ces organismes et du role de RADS51 peut alors modifier notre

conception du role de RAD51 chez Homo sapiens.

B- La compréhension de RADS51 par sa structure tridimensionnelle

HsRAD51 est une protéine de 37kDa composée de 339aa et dont la structure
complete n'est pas disponible a ce jour.

Toutetfois, des structures 3D de fragments de HsRAD51 ont été obtenues. Le
domaine N-terminal et le domaine central (ou Domaine ATPasique : DA) ont été résolus
respectivement par RMN (Aihara et al, 1999) et cristallographie aux rayons X (Pellegrini
et al, 2002). La résolution structurale du domaine central de HsSRAD51 a été possible par la
tusion de domaine avec un fragment de BRCA2 (Pellegrini et al, 2002). En revanche des
structures 3D existent pour les RADS51 dautres organismes tel que les archées
Methanococcus voltae (Du & Luo, 2012) et Pyrococcus furiosus (Shin et al, 2003), ainsi que les
eubactéries avec Escherichia coli (Story et al, 1992) et des eucaryotes avec Saccharomyces
cerevisiae (Conway et al, 2004). Etant donné le grand niveau de conservation de RAD51 ces
données ont été utilisées pour créer et proposer un modele de structure tridimensionnelle de

HsRADS51 oligomérique (Reymer et al, 2009) (Figure 11).
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Monomere N+2

Monomere N

Figure 11 : Modélisation du nucléofilament de 4 monomeéres de HsRAD51 autour de 'ADNsb en présence
d’ATP. Adapté depuis Reymer et al, 2009
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Figure 12 : Les différents domaines de RADS51 vus a différents niveaux de structuration, primaire, secondaire
et tertiaire. Adapté d’apres Shin et al, 2003 ; Matsuo et al, 2006 ; Reymer et al, 2009
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Les données structurales de RAD51 ou de ses homologues RecA et RadA font
clairement apparaitre une structure conservée avec deux domaines reliés par un linker. Le
plus petit est le Domaine N-terminal (DNT) de RAD51 ou RadA qui correpsond au domaine
C-ter de RecA. Il tient un réle dans 'organisation du nucléofilament RAD51-ADNsb et dans
la fixation de 'ADNdb. Le domaine ATPasique (DA) contient les boucles L1 et L2
permettant l'interaction avec 'ADNsb et une poche de fixation de 'ATP en lien avec les

sites Walker A et B (Figure 12).

C- Les différentes étapes de 'activité intrinseque d’échange de brins de RAD51

Nous ne présenterons ici qu'un apercu global de I'activité de RAD51 afin de présenter
les grandes étapes (Figure 13) et les diftérentes interactions (Figure 14). Toute les étapes
seront détaillées et discutées par la suite.

Préalablement a l'activité de RADS51, le site de coupure est modifié pour libérer une
extrémité 3° d’ADNsb. La premiere étape de T'activité de I'échange de brins est dite
présynaptique, et consiste en la formation d'un nucléofilament de RADS51 autour de
I’ADNsb. Cette étape est dépendante de la fixation d’ATP par RAD51.

La deuxiéme étape, dite synaptique, débute par la recherche d’une séquence
homologue par le nucléofilament. Une fois une séquence homologue trouvée, RAD51
catalyse 'échange de brins. I’ADNsb du site de cassure est alors échangé pour s’associer a
une séquence complémentaire. L’ADNsb extrait de la séquence homologue se retrouve au
niveau du site de cassure. La structure complexe d’ADN entrecroisés forme une jonction de
Holliday.

Dans la troisiéme étape, dite post-synaptique, la conformation formée permet une
réparation grace a la complémentarité de base. Lla néopolymérisation de 'ADN est réalisée a
partir du brin matrice apporté sur le site de cassure. La résolution de la jonction par des
hélicases et nucléases se fait sans RAD51 qui quitte TADN de maniére active et dépendante
de I'hydrolyse de 'ATP.

I1 faut noter que l'activité de RAD51 dépend de nombreuses interactions avec des
cations bivalents, de TATP, TADP, TADNsb, TADNdb et d’autres monomeéres de RAD51
(Figure 13). Les diftérentes étapes font intervenir plusieurs mécanismes, par exemple, la
fixation de T'ATP, son hydrolyse ou encore linteraction monomeére-monomere. Ces
différentes interactions et leurs interconnexions complexifient I'étude iz vitro de RAD51. Par
la suite, nous essayerons de comprendre les différents mécanismes en jeu, en détaillant les

différentes étapes du fonctionnement de RADS51.
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Figure 14 : Schéma récapitulant les différentes interactions intervenant dans l'activité intrinséque de

RAD51.
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1/ L’interaction monomeére-monomere

RAD51 a la capacité de s’auto-associer en solution (Davies & Peregrini, 2007 ;
Candelli et al, 2014) et de polymériser sur un substrat '’ ADNsb ou ’ADNdb (Reymer et
al, 2009). En solution RADS51 est présente a différents degrés de polymérisation (Davies &
Peregrini, 2007 ; Candelli et al, 2014). Les structures obtenues pour RADS51 chez
différents organismes montrent une organisation fréquente en anneau de six a huit
monomeres (Shin et al, 2003 ; Du & Luo 2012), et parfois en filament (Figure 14).

Cette auto-association implique un motit de polymérisation situé dans le domaine N-
terminal et impliquant les acides aminés 85 a 91 (Pelegrini et al, 2002). En absence de
structure cristallographique compléte pour HsRAD51, des études comparatives avec RecA
ont permis a notre laboratoire d’identifier d’autres résidus présents a l'interface monomere-
monomere tels que les tyrosines Y191 (Selmane et al, 2004) et Y315 (Conilleau et al,
2004).

Cette propriété d’auto-association tient une place primordiale dans la formation du
nucléofilament de RADS51 qui est I'élément actif initial de I'échange de brins. D’ailleurs
toutes les perturbations de I'interface monomeére-monomeére entrainent des modulations de
la formation du nucléofilament et de I'activité recombinase. Ainsi des mutations A190/192L,,
SAM208/210LEA, F86E, A8S9E ou l'utilisation d’interférents peptidiques issus de BRCA2
(motifs BRC3 et BRC4) conduisent a I'abrogation de I'auto-association de RADS51 et donc a

une inhibition de son activité d’échange de brin (Davies et al, 2001 ; Yu et al, 2003).

2/ La _formation d’un nucléofilament actif entre RAD51, 'ADNsb et 'ATP
Deux étapes essentielles marquent la formation du nucléofilament. Tout d’abord la

fixation d’'un noyau de RAD51 sur TADN : c’est I'étape de nucléation. Puis par la suite le

tilament de RAD51 s’agrandit : c’est I'étape d’extension.
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Figure 15 : Organisation de RAD51 en solution pour différents organismes.
Structures d’oligomeéres de RAD51 ou RadA en solution d’aprés des résultats de cristallographie de RadA de Pyrococcus furiosus et de
Methanococcus voltae ou d'un modéle pour RAD51 d’Homo sapiens. Modifié d’aprés Davies & Peregrini, 2007
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Lors de I'étape de nucléation des oligomeres de diftérentes tailles, qui seraient de 4 a
5 monomeres en moyenne (Miné et al, 2007 ; van der Heijden et al, 2007), se fixent sur
I’ADNsb. Ce phénomene est trés dynamique avec I'association et la dissociation de RADS51
(Modesti et al, 2007 ; Candelli et al, 2014). Ces noyaux de RAD51 servent d’accroches
pour I'ajout d’autres oligomeres de RADS51, agrandissant le nucléofilament. Il y a donc de
multiples points de nucléation dont certains perdurent et d’autres non. Cette stabilité serait
directement corrélée au niveau de polymérisation : plus le nucléofilament est long et plus il
est stable (Candelli et al, 2014).

A la fin de l'extension tout ’ADNsb est recouvert de RAD51 a l'exception de
certaines zones de tailles insuffisantes pour ajouter une RAD51 (van der Heijden et al,
2007 ; Modesti et al, 2007).

La structure du nucléofilament RAD51-ADN est une hélice dextrogyre. Chaque tour
est formé d’environ 18 bases et de 6 protéines, soit environ un monomere de RAD51 pour 3
bases (Benson et al, 1994). La complexation de RAD51 a 'ADN entraine une ouverture
dont I'extension est de I'ordre de 50% (Sung et al, 2005). L’amplitude de cette ouverture est
variable selon la présence ou non d’ATP, prenant une forme compactée en présence d’ATP
et une forme relachée en absence ’ATP (Egelman & Stasiak, 1993 ; Robertson et al,
2009). La fixation de 'ATP par RADS51 est permise par deux domaines Walker A et Walker
B. Il se positionne dans une poche formée entre deux monomeres. L’ATP est un co-facteur
essentiel a la formation et a la stabilité du nucléofilament (Chi et al, 2006). D’ailleurs, sans
fixation de 'ATP, RAD51 est inactive (Robertson et al, 2009). Ce role de 'ATP n’est pas
lié a son hydrolyse car 'effet est renforcé avec I'utilisation d’analogues non-hydrolysables de
I’ATP ou de mutants défectueux pour I'’hydrolyse de 'ATP (Chi et al, 2006).

Les régions de RAD51 impliquées dans la liaison a 'ADN ont été identifiées dans un
premier temps chez la bactérie E. coli (Story et al, 1992). Ces structures nommées boucles
L1 et L2 sont également présentes chez RAD51 d'Homo sapiens ou elles participent
également a la liaison a 'ADNsb (Matsuo et al, 2006) (Figure10). La fagon dont les boucles
interagissent avec 'ADN ne semble toutefois pas étre exactement la méme entre RecA et
RAD51 (Reymer et al, 2009). Ce qui est cohérent avec les diftérences d’affinités pour
I’ADNsb entre RAD51 et RecA.
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3/ La reconnaissance, la fixation de 'ADNdb homologue et I'échange de brins

La fixation de 'ADNdb survient chronologiquement aprés la fixation de 'ADNsb. La
tagon dont s’organise précisément I'hétéroduplex RAD51-ADNsb-ADNdb n’est pas bien
connue (Atwell et al, 2012). Mais I'hypothése retenue est celle d'une fixation primaire de
I’ADNSsb sur un premier site avec une forte affinité et de maniere secondaire la fixation avec
I’ADNdb sur un second site avec une affinité beaucoup plus faible (Liu et al, 2004 ; Shin et
al, 2006) (Figure 16) permettant la fixation de plusieurs séquences jusqu’a trouver une
séquence homologue (Sigurdsson et al, 2001). Ces résultats sont en partie inspirés par le
mécanisme de formation de I'hétéroduplex avec RecA (Bianco et al, 1998 ; Roca & Cox,

1997).

Cette étape est sans doute la plus intéressante et la moins connue des étapes du
tonctionnement de RAD51 (Barzel & Kupiec, 2008).

I1 est bien établi que I'échange de brins requiert la formation d’un nucléofilament
stable entre RADS51 et 'ADNsb. Puis, par un processus de mobilité et de recherche a priori
aléatoire, différents ADNdb sont contactés par le nucléofilament (San Filippo et al, 2008 ;
Bianco et al, 1998). Ceci est illustré chez la levure par la mobilité de la zone de cassure, qui
est considérablement accrue apres l'induction de dommages (Miné-Hattab & Rothstein,
2011). La recherche ne concernerait pas uniquement une séquence mais reposerait
également sur une structure tridimensionnelle de 'TADN (Forget et al, 2012).

RADS51 est capable de tolérer une certaine hétérologie entre les séquences
homologues (T'sai et al, 2011 ; Sagi et al 2006). Toutefois cette différence de séquence ne
doit pas étre trop importante, car au-dela de 4 mésappariements le niveau de recombinaison
est quasi nul (Tsai et al, 2011).

Il existe un modele alternatitf et controversé qui suggere que les séquences homologues
solent déja en contact avant la survenue d’une cassure double brin. Il n’y aurait alors pas de
recherche de séquences homologues par RAD51 (Barzel & Kupiec, 2008).

L’hydrolyse de ’'ATP par RAD51 conduit a la dissociation du nucléofilament et est un
élément important pour le recyclage de RADS51. En effet, I'utilisation d’analogues non-
hydrolysables de 'ATP ou du mutant K133R défectueux pour I'hydrolyse de 'ATP entraine
une stabilisation du nucléofilament (Chi et al, 2006). Une hypothese est I'effet direct de
I'hydrolyse sur la modification de l'interaction entre monomere ce qui désorganiserait le

nucléofilament (Ristic et al, 2005).
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Haute affinité Faible affinité
Rad51 ™% Rad51-ADNsb ——— ADNdb-Rad51-ADNsb

Figure 16 : Equilibre et affinité d’interaction entre RAD51 et TADNsb et TADNdb

A. Modeéle avec recherche B. Modeéle sans recherche

Pas d’appariement des séquences Appariement préalable des séquences
homologues homologues
Recherche d’une Recombinaison
séquence homologue

Figure 17 : Deux modéles pour I’échange de brins homologues.
A. les séquences homologues sont séparées et RAD51 réalise une recherche de séquence homologue. B. les séquences homologues sont
déja appariées dans la cellule et RAD51 n’effectue qu'un échange de brins. Modifié d’apres Barzel & Kupieci, 2008
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Nous avons vu que RAD51 est trés conservée chez tous les organismes vivants ce qui
refléte I'importance de son réle. Celui-ci repose sur une activité d’échange de brins
homologues qui est un phénomeéne complexe. En effet, 'échange de brins dépend
d’'une succession d’étapes faisant intervenir la fixation de ’ATP, la polymérisation de

RADs51, I'interaction avec ’ADNsb, avec ’TADNdb et I'hydrolyse de 'ATP.

III. Mécanismes connus de controle du fonctionnement

de RADs51

RADS51 est un acteur central de la voie de la recombinaison homologue, ainsi la modulation
de son activité va gouverner l'efficacité de la voie toute entiére.

Dans un premier temps nous présenterons les conséquences néfastes générées par un
déséquilibre en RADS51. Ce qui nous aménera a dresser un état des lieux des différents
mécanismes connus de régulation de RAD51. Nous verrons que les phosphorylations de
RAD51 tiennent un role déterminant dans la régulation en réponse aux dommages a ’ADN.
Nous détaillerons donc les effets connus des diftérentes phosphorylations recensées a ce jour

pour HsRAD51.

A- Les conséquences d’'un déséquilibre en RAD51

1/ Un niveau trop faible de RADS1 peut conduire a la mort cellulaire ou a la carcinogéneése

La suppression de RAD51 n'est pas viable. En eftet, la construction d’'un modéle de
souris KO pour RAD51 conduit a une létalité embryonnaire (Tsuzuki et al, 1996). De
meéme, que les KO en cellules DT40 de poulet ne survivent pas (Sonoda et al, 1998).
L’utilisation d’ARN interférence de RAD51 conduit également a une baisse significative de
la survie cellulaire (Short et al, 2011). Ceci expliquerait qu'il existe des maladies génétiques
pour presque tous les acteurs de la voie de la Recombinaison Homologue (Thompson &
Schild, 2002), sauf pour RAD51 probablement trop primordiale.

Le processus de carcinogénese demande la modification d'un certain nombre de genes
impliqués dans des processus clefs tels que le cycle cellulaire, I'apoptose, la prolifération ou la
réparation de '’ADN (Hanahan et Weinberg, 2000). Une instabilité génétique est souvent a
I'origine de cancers. La réparation correcte de 'ADN est donc essentielle pour prévenir la

modification de ces génes clefs et la survenue de cancers (Bartkova et al, 2005). Le lien
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direct n’a pas encore été fait entre un niveau faible de RAD51 et la formation de cancer.
Toutefois, un polymorphisme de RAD51 G135C est connu. Or la présence de cette mutation
est un facteur de risque dans la survenue de nombreux cancers tels que le cancer du sein
(Sun et al, 2011) ou du cancer du cou et de la téte (Kong et al, 2015). Il est tout a fait
envisageable que ceci soit dG a un moins bon fonctionnement de RADS51 et il serait

intéressant de tester cette hypothese.

2/ Une activité incontrolée peut-elle étre a l'origine de cancer 2

Le réarrangement de séquences homologues permet une bonne réparation dans le
cadre d'un contexte de lésions double brins d’ADN (Figure 18). Mais en absence de lésions
ces échanges de séquences peuvent conduire a des aberrations (Stankiewicz et Lupski,
2002). Un réarrangement aberrant par RAD51 peut donc étre source de modifications et

participer au développement et a la progression de cancers (Wiegmans et al, 2014.).

3/ La protection des cellules cancéreuses par la réparation des cassures double brin

La surexpression de RADS51 a été observée dans de nombreux cancers comme, par
exemple, le cancer du pancréas (Nagathihalli et al, 2011), le cancer du poumon non-a-
petites-cellules NSCLC (Yu et al, 2015), le gliome (Short et al, 2011), le cancer du sein
(Hine et al, 2008). L'hypothéese a été rapidement formulée que cette surexpression d’une
protéine réparant les CDB et la résistance aux traitements radio et chimiothérapiques se
basant justement sur la létalité des CDB, étaient liées. De nombreux éléments ont confirmé
que la surexpression de RADS51 serait alors un facteur de résistance des cellules cancéreuses
au traitement (Short et al, 2011 ; Hannay et al, 2007). En tant que tel il devient une cible
privilégiée pour sensibiliser certaines cellules aux traitements (Ward et al, 2015) ce qui est
appuyé par les essais d’'inhibition de RAD51. Par exemple, dans la lignée T98G de gliome
I'inhibition de RADS51 par ARN silencing a permis de sensibiliser les cellules au traitement
(Short et al, 2011). De méme, dans la lignée A549 ou l'inhibition de RAD51 a également
accru la mortalité des cellules cancéreuses (Desai et al, 2014). Dans ces deux cas il a
également été montré que les cellules souches cancéreuses CD133+ pouvaient aussi étre

sensibilisées au traitement par I'inhibition de RAD51.
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Recombinaisons aberrantes

Instabilité génomique Résistance au traitement

Accumulation de dommages
Instabilité génomique

Mort cellulaire Mort cellulaire

Cellule saine Cellule cancéreuse

Figure 18 : Conséquences d’un déséquilibre en RAD51.
La hauteur de la balance correspond au niveau d’activité de RAD51. Dans un contexte sain, trop peu de RAD51 entraine une accumulation de
dommages pouvant rendre la cellule cancéreuse ou entrainer sa mort. Au contraire, un niveau trop élevé peut induire des réarrangements aberrants

et dangereux. Dans un contexte cancéreux un faible niveau de RAD51 permet la mort des cellules par traitement induisant des CDB. Un niveau treés

élevé de RAD5 1 permet la résistance aux traitements des cellules cancéreuses.
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B- Les régulations de I'expression génique de RAD51

La premiére régulation a lieu au niveau de I'expression du géne de RAD51 avant d’aboutir a

la protéine.

1/ Des régulations au niveau du promoteur de RADS51

Jusqu’'a présent deux facteurs ont été identifiés comme régulant le promoteur de
RAD51: p53 (Arias-lopez et al, 2006) et EGR (Hine et al, 2014). La modulation de
I'expression a pu étre montrée par l'utilisation de génes reporters sous I'action du promoteur
de RADS51 conduisant a montrer un effet répresseur de la fixation de p53 (Arias-lopez et al,
2006 ; Fong et al, 2011) et un effet activateur de EGR (Hine et al, 2014). Les facteurs
Stats et E2F-1 sont également fortement suspectés d’activer le promoteur de RADS51
(Hasselbach et al, 2005).

2/ L’épissage alternatif de RADS1 conduit a la formation de 4 isoformes de RADS51

Plusieurs isoformes de RAD51 sont connues, I'isoforme 1 est la plus fréquente et celle
dont le role a été le plus étudié. Pour les isoformes 2 et 4, leurs détections proviennent
d’études haut débit des ARNm (Gerhard et al, 2004 ; Ota et al, 2004) et aucune étude ne
permet de conclure quant a leur signification biologique. En revanche, I'isoforme 3 a été
décrite plus en détails (Park et al, 2008) (Figure 19). Elle correspond a I'épissage alternatif
de I'avant dernier exon de RAD51, I'exon 9. Cette isoforme conserve une bonne activité
d’échange de brins i wvitro et wune localisation plutdt nucléaire suggérant quelle
correspond a une forme de RADS51 potentiellement active. Leurs premiers résultats

indiquent également une localisation diftérentielle dans les testicules (Park et al, 2008).
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Figure 19 : Epissage alternatif de RAD51.

Epissage de I'isoforme 1 de RAD51 (HsRAD51) et de I'isoforme 8 (HsRAD51-Aex9)
D’aprés Park et al, 2008
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C- Les régulations de RAD51 au niveau protéique

Outre les phénomenes de régulation au niveau génétique, de nombreuses régulations
surviennent au niveau protéique. La littérature n’est surement pas exhaustive sur I'ensemble
des mécanismes en jeu mais ils semblent trés nombreux et permettent des régulations fines
pour adapter dans le temps et dans l'espace le fonctionnement de RADS51. Cette régulation
touche plusieurs aspects du fonctionnement de RADS51 : sa localisation, sa stabilité et son
activité. La modulation se fait par plusieurs biais tels que I'interaction avec des partenaires

protéiques ou des modifications post-traductionnelles.

1/ Sur la localisation de RADS51

La localisation de RADS51 est primordiale car son activité de réparation de 'ADN se
déroule dans le noyau. Il semble bien établi par de nombreuses observations qu’au niveau
basal RAD51 est répartie entre le noyau et le cytoplasme (Yoshikawa et al, 2000 ;
Gildemeister et al, 2009). Pourtant RAD51 ne posseéde pas de séquence d’adressage au
noyau (NLS), elle contient méme une séquence d’exclusion nucléaire (NES) (Jeyasekharan
et al, 2013). La localisation nucléaire peut s’expliquer par diftusion. En eftet, selon son
niveau de polymérisation sous la forme monomeére a 37kDa elle peut passer le pore nucléaire,
alors que des la forme dimere a 74kDa le passage du pore demande une séquence d’adressage
(Dingwall et Laskey, 1986 ; Jeyasekharan et al, 2013).

Suite a l'induction de dommages il y a une redistribution de RAD51 dans le noyau
(Gildemeister et al, 2009). Cette modulation de la localisation passe par un phénomeéne
actif de translocation nucléaire dépendant sans doute de protéines partenaires. En effet, des
arguments sérieux plaident en faveur du role de BRCA2 (Davies et al, 2001 ; Tarsounas et
al, 2004) et de RAD51C (Gildemeister et al, 2009 ; Bennett et al, 2005) selon des
mécanismes distincts. La corrélation entre niveau d’expression de BRCA2 et localisation
nucléaire de RADS51 a été observée assez tot, grace notamment a des lignées déficientes en
BRCA2 (Yuan et al, 1999). Des résultats plus récents suggerent l'implication d'une
troisiéme protéine partenaire : DSS1, qui permettrait de masquer les NES de RAD51 et de
BRCA2 et apporterait son NLS pour permettre le passage du pore nucléaire au complexe
(Jeyasekharan et al, 2013). RAD51C contenant une NLS (French et al, 2003) sa
complexation avec RAD51 permettrait leur entrée simultanée dans le noyau (Gildemeister

et al, 2009).
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Indemne

Dommages Rad51C

Rad51 C
Rad51 é

BRCA2

DSS1

CYTOPLASME

Figure 20 : Différents mécanismes de translocations de RAD51 au noyau.
En conditions normales (Indemne) ou de dommages a 'TADN (Dommages).
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2/ Sur la stabilité de RAD51

La possibilité de I'ubiquitinylation et de la dégradation de RADS51 par le protéasome
a été évoquée tres tot pour RAD51 du fait de son interaction avec la E2 ligase Ubc9 chez la
levure (Kovalenko et al, 1996). La dégradation de RAD51 par le protéasome a été montrée
par la suite (Kanamoto et al, 2002 ; Bennett et al, 2005 ; Ko et al, 2012 ; Zhu et al,
2013) en lien avec wune tétraubiquitinylation (Bennett et al, 2005) ou une
polyubiquitinylation (Zhu et al, 2013). De mani¢re intéressante elle semble liée au degré de
polymérisation de RAD51, car I'action d’'inhibiteur de la polymérisation ou d’'un mutant non-
polymérisable (A190/192L) montre une dégradation accrue dépendante du protéasome (Zhu
et al, 2013). De plus, cette dégradation peut faire suite a des signaux extérieurs comme le
TGF-B (Kanamoto et al, 2002) ou dans le prolongement de la réponse aux dommages a
I’ADN par irradiation (Bennett et al, 2005).

Un autre systéme de dégradation de RADS51 liée a I'apoptose est connu. En effet,
RAD51 est une cible de clivage par la caspase3 (Huang et al, 1999 ; Slupianek et al, 2001).

3/ Sur la coordination de RAD51 au sein de la RH

La quantité de RAD51 n'augmente pas suite aux cassures a 'ADN (Yuan et al,
1999) son action de réparation vient donc de sa translocation dans le noyau et de son
recrutement sur le site de cassure.

Le recrutement de RAD51 est favorisé in cellulo par I'interaction avec diftérentes
protéines (Figure 21). Le role de Rad52 est essentiel car il est responsable du départ de RPA
de TADNsb et son remplacement par RAD51 (Chen et al, 1999 ; Sugiyama et al, 2009).
D’autres protéines favorisent le recrutement de RAD51 par leur double interaction entre
RAD51 et TADN, cest le cas de BRCA2 (Yang et al, 2002 ; Liu et al, 2010) et des
paralogues de RAD51: RAD51B et RAD51C (Sigurdsson et al, 2001). Puis Rads4
participe a la stabilisation du nucléofilament dans un premier temps (Mazin et al, 2003).

Cette action de recrutement peut également étre inhibée par la complexation de
RADS51 avec p53, cette action venant se coupler a I'eftet répresseur sur le promoteur du géne
(Linke et al, 2003).

Finalement le relargage de RAD51 est un phénomeéne actif dépendant de son activité

ATPase et de celle de Rad54 (Li et al, 2007).
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Figure 21 : Schéma indiquant les protéines clefs modulant les différentes étapes de 'activité de RAD51.
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4/ Sur Uactivité intrinséque de RAD51

L’activité intrinseque de RAD51 correspond a la bonne fixation des diftérentes
partenaires ADNsb, ATP, ADNdb, ADP, Mg?* et des autres monomeres de RAD51. Ceci
est bien shr étroitement lié a la conformation tridimensionnelle et la répartition des charges
a la surface de la protéine. Ainsi des modifications dans certains acides aminés peuvent par
exemple affecter la liaison a 'ATP (Amunugama et al, 2011) ou possiblement I'interaction
monomere-monomere (Conilleau et al, 2005). Ceci suggere les effets potentiels des
modifications post-traductionnelles sur le fonctionnement de RAD51 (Daboussi et al,

2002) et peut guider le développement d’inhibiteurs de RAD51 (Zhu et al, 2015).

D- Les phosphorylations controlent le fonctionnement de RAD51 en réponse aux

dommages a TADN

Les phosphorylations sont surement les modifications post-traductionnelles les plus
étudiées. Elles entrent en jeu dans nombre de mécanismes de réponses a des modifications
environnementales et de régulations de voies métaboliques dans le contexte cellulaire.

En particulier, lors de la signalisation intervenant lors de la DDR Réponse aux Dommages a
I’ADN de nombreuses kinases sont activées et vont permettre la succession des diftérentes
protéines pour que leurs activités soient localisées dans le temps et dans 'espace de maniére

a permettre une réparation optimale.

1/ Les sites de phosphorylation connus et leur conservation

Les sites de phosphorylation de RAD51 comportent a la fois des tyrosines (Popova
et al, 2009), des thréonines (Serensen et al, 2005 ; Yata et al 2012) et une sérine (Yata et
al, 2012). Ils sont répartis a différents endroits de RAD51 a la fois en dans le domaine N-
terminal et dans le domaine C-terminal. A noter qu'une phosphorylation est observée chez la
levure en S192 (Flott et al, 2011) qui est homologue chez HsSRADS51 a T134 pour laquelle
aucune phosphorylation n’a encore été déterminée expérimentalement.

La conservation des sites de phosphorylation est intéressante a plusieurs titres. Tout
d’abord la conservation d'un site peut révéler son importance par la pression de sélection qui
s’y exerce. De plus, cela permet de savoir si des paralléles peuvent étre effectués avec des

animaux ou des lignées modeéles.
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I1 avait déja été noté que le résidu Y315 est conservé chez tous les métazoaires (Chen
et al, 1999). Avec les données de plus en plus importantes de séquencage la comparaison est
plus exhaustive aujourd’hui. Les deux résidus Y54 et Y315 montrent une trés bonne
conservation dans 'ensemble des métazoaires, avec quelques exceptions intéressantes.

Une exception notable concerne les oiseaux et en particulier 'ordre des Galliformes ou Y54
a été remplacée en H54. Cette histidine n’est pas présente chez d’autres espéces d’oiseaux et
est a prendre en compte pour l'utilisation de la lignée DT40. En effet cette lignée est
beaucoup utilisée pour étudier la réparation de 'ADN et est une lignée de cellules de poulet

(Gallus gallus).

2/ La phosphorylation en T309 par Chk1

Une publication (Serensen et al, 2005) montre une série d’expériences établissant le
lien entre cycle cellulaire et réponses aux dommages a ’ADN par le biais de la kinase Chk1.
Cette kinase du cycle cellulaire induit un blocage du cycle en cas de dommages a 'ADN. De
plus leurs résultats établissent un lien direct avec la réparation de 'ADN. Ils suggérent une
activation de RAD51 par sa phosphorylation en T309 via Chkl. L'inhibition de Chk1
entraine une baisse de la quantité de foci de RAD51 donc de son recrutement sur les sites de
dommages apres traitement. De plus, une phosphorylation détectée en électrophorése 2D
montre une phosphorylation de RAD51 qui est perdue par inhibition de Chkl ou par
mutation du site T809 qui fait justement partie d’'une séquence consensus de reconnaissance

par Chk1.
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Figure 22 : Positionnement des différents sites connus de phosphorylation de RAD51
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Figure 23 : Modéle actuellement proposé pour la phosphorylation de la T309 de RAD51 par Chk1.
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Cette méme mutation a des effets négatifs sur la survie des cellules aux dommages suggérant

I'importance de ce site pour 'activation i cellulo de RAD51.

3/ La phosphorylation en S14 par Plk1 puis en T'13 par CK2

La phosphorylation de RAD51 en S14- et T18 a été décrite en 2012. Une premiére
série d’expériences (Yata et al, 2012) montrent une phosphorylation en S14 par Plk1 et en
T13 par CKR2 a la fois n vitro et in cellulo. De méme, le caractere séquentiel est attesté in vitro
et in cellulo. Ces phosphorylations de RAD51 interviendraient en phase G2, et le niveau de
phosphorylation est augmenté suite a une irradiation. De plus, ces modifications post-
traductionnelles promouvraient I'interaction avec NBS1. L’hypothése posée est donc que ces
phosphorylations participeraient au recrutement de RADS51 sur le site de cassure.

De plus récentes expériences, menées par la méme équipe, suggerent un role de
BRCA2 dans la premiére phosphorylation par Plk1. BRCA2 sous une forme libre dans le
noyau pourrait servir de plateforme de recrutement mettant en contact RAD51 et Plkl

(Yata et al, 2014).

4/ Les résidus V54 et Y315 de RADS1 sont phosphorylés de maniére séquentielle par c-Abl

Cest en 1997 que la premiere phosphorylation de RAD51 par c-Abl est rapportée
(Yuan et al, 1997). La question qu’ils se posaient alors était de savoir comment peut étre
régulée l'activité de RAD51. Dans ce cadre ils identifient une kinase intervenant dans la
réponse aux dommages a 'ADN : c-Abl. Ils déterminent que c-Abl phosphoryle RAD51 a la
tois n wvitro et in cellulo. La recherche par spectrométrie de masse des résidus phosphorylés
montre qu'une cible de c-Abl est la tyrosine 54.

Suite a ces travaux, deux ans plus tard, une seconde phosphorylation est découverte en Y315
(Chen et la, 1999). Ils confirment une phosphorylation de tyrosine iz vitro et in cellulo de
RAD51 par c-Abl. La réalisation de mutants phosphorésistants (Y315F) abolit cette
phosphorylation suggérant que la phosphorylation en tyrosine se déroule sur ce résidu. De

maniere intéressante, cette abolition n’est pas observée avec les mutants Y191F ni Y54F.
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La confirmation de cette double phosphorylation est réalisée par la suite avec c-Abl
ou avec la protéine de fusion BCR-Abl (Slupianek et al, 2001 ; Popova et al, 2009 ;
Slupianek et al, 2011). De plus, cette double phosphorylation se déroulerait de maniére
séquentielle en premier temps sur Y315 puis dans un second temps sur Y54 (Popova et al,
2009). En eftet, la phosphorylation s’effectue en Y315 méme sans phosphorylation en Y54
(Y54F : mutant phosphorésistant). Alors que la phosphorylation ne se déroule pas en Y54 si
le résidu Y315 nest pas phosphorylable (Y315F).

5/ Le contexte cellulaire de la phosphorylation de Y54 et Y315 par c-Abl

Les phosphorylations en Y54 et Y315 sont détectées apres irradiation (Chen et al,
1999 ; Yuan et al, 1997) ou aprés traitement au cisplatine ou a la mytomicyne C (Slupianek
et al, 2001). Avec la kinase de fusion BCR-Abl les deux phosphorylations sont
constitutivement détectables (Slupianek et al, 2001). Tous ces résultats semblent indiquer
que cette phosphorylation séquentielle s’inscrit dans la transduction du signal suite aux
cassures double brin. Drailleurs, il semblerait que cette phosphorylation soit aussi
dépendante de la kinase ATR (Yuan et al, 1997), ce qui semble logique dans la cascade
d’activation connue de c-Abl par ATR.

Cette phosphorylation peut également étre détectée apres co-transfection de RAD51
et de c-Abl, sans qu’il y ait eu d'induction de dommages (Popova et al, 2009). Cette
situation avec un exces de kinase et de RADS51 se rapproche des conditions de
phosphorylations iz vitro et il n’est donc pas surprenant d’y trouver une phosphorylation de

RADs51.

6/ Roles supposés de la phosphorylation sur RAD51, la RH et la réponse aux dommages a ' ADN

Comme nous 'avons détaillé précédemment plusieurs aspects du fonctionnement de
RADS51 peuvent étre impactés par la phosphorylation séquentielle en Y315 puis Y 54.

D'un point de vue de la capacité a réaliser I'échange de brins une protéine
phosphorylée in vitro par c-Abl a montré une activité d’échange de brins nettement diminuée
par rapport au sauvage (Yuan et al, 1997). Toutefois, il est important de noter que dans ces
conditions seule la phosphorylation sur Y54 avait été détectée par spectrométrie de masse.
Soit la phosphorylation en Y315 n’est pas détectée, soit elle n'est pas réalisée dans ces

conditions de phosphorylation. La situation n’est pas donc parfaitement claire sur I'état de
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phosphorylation de RAD51 dans ces conditions. Plus récemment, T'activité d’échange de
brins a été étudiée en s’intéressant au role uniquement de Y315 (Takiwaza et al, 2004). En
utilisant différents mutants de RADS51 pour la position Y315 ils montrent une diminution de
l'activité d’échange de brins et de T'activité de liaison a 'ADN lorsqu’ils apportent une
charge négative. Cette réduction de I'activité de fixation de '’ADNSsb pourrait étre reliée a un
défaut de polymérisation. En effet, par modélisation moléculaire la position de Y315 atteste
d’une position a I'interface monomere-monomere dont la phosphorylation pourrait avoir un
effet négatif sur la formation du nucléofilament (Conilleau et al, 2004).

D’autre part, a I'échelle de la recombinaison homologue le recrutement de RAD51
pourrait étre facilité car la phosphorylation de RAD51 par c-Abl favoriserait 'interaction
entre RAD51 et Rad52 (Chen et al, 1999). De plus, les études de survie apres induction de
dommages montrent une réduction drastique du nombre de cellules si la phosphorylation en
Y315 est empéchée (Slupianek et al, 2001). Dans le méme temps, la présence de BCR-Abl
avec RAD51 augmente la survie des cellules, ce qui suggeére un effet activateur sur RAD51

(Slupianek et al, 2002).

La phosphorylation séquentielle des tyrosines Y54 et Y315 est la plus ancienne et la
plus étudiée des phosphorylations de RADS51. Le role de c-Abl a été clairement établi
et le contexte de réponses aux dommages a I'ADN également. Toutefois, les
détections de phosphorylations sont variables, tantot Y54 seule est détectée (Yuan et
al, 1997), tant6t Y315 seule (Chen et al, 1999) parfois les deux avec Y54 faiblement
phosphorylée (Slupianek et al, 2001) et enfin les deux, environ au méme niveau de
phosphorylation (Popova et al, 2009). Il apparait qu'une limite importante par rapport
aux résultats obtenus est celle de ’état de phosphorylation précis de RAD51. Les
quelques études menées in vitro indiqueraient un effet inhibiteur de la modification
Y315 lorsqu'une charge négative est ajoutée. En revanche, les études in cellulo
suggérent un bon fonctionnement par la RH suite a la phosphorylation de RAD51.

L’effet précis de la double phosphorylation reste donc encore a déterminer.
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Deuxieme partie :

MATERIELS ET METHODES.
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I.  Production et purification des protéines RAD51

A- Préparation des plasmides
Le plasmide pET15a (Figure 25) contenant le géne codant pour His-RAD51 W'T était déja
disponible. Il a servi de support a une mutagénese dirigée atin d’obtenir le pEET15a avec les

geénes codant pour His-RAD51 Y315E, His-RAD51 Y54/315E et His-RAD51 Y54/315F.

Prom  +1 pisTag
Lacl

Figure 25: Schéma de la construction

* utilisée pour la production des His-RAD51.

AmphR

La présence des mutations est vérifiée par séquengage.

B- Production et purification

Des bactéries Escherichia Coli BL21-DE3 ont été transformées avec les plasmides codant
pour les protéines d'intérét (RAD51 WT-His, Y54E-His, Y315E-His , Y54/315E-His et
Y54/315F). Elles ont été mises en culture a 37°C dans 1L de LB contenant de I'’Ampicilline
(100pg/mL) et du Chloramphénicol (20pg/mL), jusqu’a ce que la DOgoonm atteigne 0,6.
L’induction a été réalisée a 30°C sur la nuit par ajout d 1mM d'IPTG (Figure 26). Les
bactéries ont été culotées par centrifugation et reprises dans du tampon de lyse (TrisHCl
pH8 10mM, EDTA 1mM, Triton 1/100éme, Lysosyme 1mg/mL). Les cellules ont été
lysées par 3 cycles de congélation et décongélation a -80°C suivis de 3 cycles de sonication
(26W, 4min). Les fractions soluble et insoluble ont été séparées apres 15min de
centrifugation a 13000rpm, a 4°C. Le surnageant a été incubé sur colonne Ni-NTA (Acide
Nickel-NitriloTriacétique InvitrogenTM), 1h a 4°C sous agitation. Apres évacuation de la
fraction non-retenue, des lavages a 20, 60 et 80mM d’imidazole ont été réalisés (dans du
tampon 20mM TrisHCI, 50mM NaCl, 10% glycérol). Enfin, les protéines ont été éluées par
une solution a 300mM d’imidazole en fractions de 2mL.

Les fractions ont été analysées par migration sur gel SDS-PAGE et celles contenant la
protéine ont été récupérées et dialysées. La concentration protéique a été mesurée par BCA,
Bradford et électrophorese capillaire (puce Agilent®). La pureté des échantillons a été
analysée par SDS-PAGE révélée en nitrate d’argent et par électrophorese capillaire. Toutes

les protéines RAD51 produites ont été conservées a -80°C jusqu’a utilisation.
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Figure 26 : Démarche de production et de purification des protéines His-tagguées.

II. Mesure de Dichroisme Circulaire

A- Principe
Le spectropolarimetre de dichroisme circulaire (ou CD pour Circular Dichroism) est
essentiellement utilisé pour suivre les modifications structurales de biomolécules telles que
des protéines en solution. Cette approche repose sur la capacité qu’ont des molécules a
absorber de fagon inégale la lumiere polarisée circulairement a droite de la lumiére polarisée
circulairement a gauche. Le spectre dichroique (ou spectre CD) est obtenu par la différence
d’absorbance entre ces deux types de lumiere, pour chaque longueur d’onde. Dans la région
UV lointain (180 a 260nm), cette méthode permet de déterminer la structure secondaire des
protéines a savoir les hélices alpha, feuillets béta et forme aléatoire. Les hélices alpha sont
caractérisées par une déviation négative a 208 et 222nm qui est d’autant plus importante que
le taux d’hélice alpha est grand. Les feuillets béta sont caractérisés par une déviation positive

a 190 nm (Figure 27).

Déviation

55000

40000 - _ Hélices

25000 alpha Figure 27: Spectres caractéristiques des structures

secondaires des protéines.

10000 { - I Feuillets

5000 e B \ beta En rouge : spectre de CD typique d'une structure en hélice
& alpha. En bleu: spectre typique d’une structure de feuillets

-20000 j ¢
R4 beta. En jaune : spectre typique d'une structure a organisation

-35000 34
¥ variée. (Modifié d’aprés Université d’Angers, EAD.)

-50000 ®

160 180 200 220 240 260
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B- Conditions de mesure
L’acquisition des spectres de CD a été réalisée sur un spectrophotomeétre CD J-810 (Jasco)
équipé d’un controleur de température Peltier. Les échantillons de RADS51 dilués a 1mg/mL
dans un tampon TrisHCI 20mM, ont été placés dans des cuves en quartz 0,2x1cm (Hellma).
Les signaux ont été moyennés sur 3 répétitions pour améliorer le rapport signal sur bruit.
Les parametres de mesure sont : bande passante : 2nm ; intervalle : 0,1nm ; temps de réponse
0,5s ; température : 20°C ; gamme de longueur d’onde : 200 a 260nm ; distance optique lcm.

Tous les spectres ont été corrigés par soustraction du spectre du tampon.

III. Test d’échange de brins

A- Principe
Le test d’échange de brins homologues se base sur l'utilisation de deux ADN. Un ADNsb
marqué (ADNsb*) et un ADNdb non marqué. L’ADNdb contient un brin homologue a celui
de TADNsb* marqué. Le mélange seul des deux ADN ne conduit pas dans nos conditions a
un échange de brins. Toutefois, RAD51 sous sa forme active catalyse 1'échange entre
I’ADNsb* et son homologue contenu dans 'ADNdb. Le produit de la réaction est donc un
ADNdb* et un ADNsb non marqué.

@
*  + @ —_— My t = @ — = + —

ADNsb* Rad51 "Rjuggélo‘:'glr\"“eb”: ADNdb ADNdb* ADNsb
a - S

Figure 28 : Principe de fonctionnement du test d’échange de brins.
Conditions initiales : ADNsb* (ADNsb marqué) et ADNdb. Conditions finales d’'un échange de brins homologues catalysé par RAD51 :
ADNdb* et ADNsb.

B- Conditions expérimentales
Un gradient de RAD51 de 0,5 a 3uM a été incubé avec 1uM d’ADNss de 58bases (5" -TCC
TTT TGA TAA GAG GTC ATT TTT GCG GAT GGC TTA GAG CTT AAT TGC
TGA ATC TGG T-3) couplé a un fluorophore d'IRD800. La réaction se déroule dans un
tampon (Tris HCI pH 8 20mM ; MgCl2 20mM ; Glycérol 2% ; BSA 100ug/mL; ATP
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ImM ; DTT 1mM) a 87°C pendant 20min. 2,5uM d’ADNdb a été ajouté pendant 1h a 37°C.
Finalement, la réaction a été stoppée par une solution SDS 0,5% et protéinase K 50ug/mL.
Les produits de réaction ont été analysés sur SDS-PAGE 6% et 'ADN marqué a été détecté
par lecture avec le scanner Odyssey® a 800nm. Les résultats ont été analysés par t-test

apparié.

IV. Test D-loop

A- Principe
Le D-loop repose sur deux ADN, un ADNsb marqué (ADNsb*) et un plasmide surenroulé
contenant une séquence homologue. La réalisation de I'échange de brins se traduit par une
invasion du plasmide par RAD51 positionnant la séquence d’ ADNsb* en face de sa séquence
complémentaire. Le produit de la réaction est donc un plasmide désenroulé contenant un

hétéroduplexe d’ADNsb et double brin : une structure dite D-loop*.

= — (O

Rad51 Nucléofilament Plasmide
Rad51-ADNsb* surenroulé

Figure 29 : Principe de fonctionnement du test D-loop.

Conditions initiales : ADNsb* (ADNsb marqué) et ADNdb. Conditions finales d’'un échange de brins homologues catalysé par RAD51 :

ADNdb* et ADNsb.

B- Conditions expérimentales
Un gradient de RAD51 de 0,5 a 4uM a été incubé avec 1uM d’ADNsb-IRD700 de 100Nt
(GGG CGA ATT GGG CCC GAC GTC GCA TGC TCC TCT AGA CTC GAG GAA
TTC GGT ACC CCG GGT TCG AAA TCG ATA AGC TTA CAG TCT CCA TTT AAA
GGA CAA G) a 87°C en présence ’ATP 1mM, Tris HCI pH 7,5 25mM, DTT 1mM, CaCl2
ImM. Le plasmide surenroulé pPB4.3 (300uM) est ajouté. Aprés 15min a 37°C la réaction
est arrétée par I'ajout de SDS1% et protéinase K a 1mg/mL pendant 20min. Les produits
d’ADN sont séparés par électrophorése sur gel d’agarose 1% et analysé sur le scanner
Odyssey a 700nm. L’intensité des signaux ont été analysés avec le logiciel du scanner
Odyssey. Sur le graphique les résultats ont été normalisés par rapport a la valeur maximale

du WT.
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V. Fixation de TADNsb par Blitz

A- Principe
Le blitz est une technique proche de la résonance plasmonique de surface (SPR). Le premier
partenaire d’'interaction est fixé a I'extrémité d'un tip (Figure 30). La fixation d’'un second
partenaire d’interaction entraine un alourdissement qui se traduit par la déviation d'un rayon
lumineux. La mesure de sortie est donc 'amplitude de cette déviation dans le temps. Elle
traduit l'alourdissement du complexe fixé au tip et donc de la liaison de partenaire.
Contrairement au Biacore ou le site de fixation est sous un flux constant de solution ici le tip

est immergé dans diftérentes solutions.

B- Conditions expérimentales
IADNSsb biotinylé a été fixé sur un tip de streptavidine. Les échantillons de RAD51 (2uM)
sont préparés dans un tampon de réaction PBS 1X et ATP 1mM. La cinétique d’interaction
est divisée en 3 phases : ligne de base (10s), association de ’ADNsb avec RAD51 2uM (120s),
dissociation (80s). Le tip est régénéré dans 2 bains de NaOH 50mM de 40s avant

réutilisation.

/ .\/ A VALY ADN-Biotine
/
Transmission
du signal \ 72—
lumineux =
1
|
! |
! |
! |
; |
Tampon : Tampon I Tampon
+ Rad51 1
; |
1
|
I |
10s ! 120s | 30s
LIGNE DE BASE ASSOCIATION DISSOCIATION

Figure 30 : Fonctionnement et utilisation du Blitz.

A. Tip streptavidine sur lequel un ADN-Biotine est fixé (polydT). La fixation se traduit par une augmentation de masse et par une
déviation de signal lumineux. B. Chronologie en 8 étapes des expériences d’association-dissociation menée avec RADS51 : 1ére étape de
ligne de base dans du tampon seul (10s); 2éme étape d’association, le tip est plongé dans une solution contenant RAD51 (120s) ; 3éme

étape de dissociation, le tip est plongé dans une solution de tampon seul (30s).
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VI. Gel retard

RAD51 est incubée avec un ADN 58mer ou polydT-IRD800, pendant 30min a 37°C, sous

agitation, dans un tampon de réaction (TrisHCl pH8 20mM ; MgCl, 2mM ; KCl 30mM ;

DTT 1mM). Les complexes RAD51-ADN sont fixés par ajout de glutaraldéhyde 0,5% final

pendant 15min a 37°C. Les échantillons sont analysés par migration dans un gel d’agarose

1% et révélés a 800nm au scanner odyssey. Les résultats sont quantifiés avec le logiciel

associé au scanner.

VII. Hydrolyse de ’ATP

L’activité. ATPase de RADS51 est suivie par titration du Pi relargué. RAD51 (4uM) est

incubée avec de ’ADNsb polydT (10uM) dans un tampon de réaction (TrisHCl 20mM, NaCl
s50mM, MgCl2 2mM, DTT 1mM, BSA 0,1mg/mL, EDTA 0,05mM) pendant 30min a 37°C.

Puis

IATP 1mM est ajouté pendant 40min. La réaction est arrétée par 'ajout 'EDTA

50mM. Le molybdate d’ammonium (4,2%) et le I'oxalate de malachite (0,045%) sont ajoutés

successivement et permettent la réaction colorimétrique avec le Pi. Le produit de la réaction

est révélé par lecture de DO a 620nm.

VIII. Fixation de ’ATP

A- Principe

L’ATP-TNP (2" ,3" -O-(2,4,6-Trinitrophenyl) adenosine 5’ -triphosphate) est un analogue

de 'ATP (Figure 31). Il possede un maximum d’absorption a 408nm et 470nm seul en

solution et a 418nm lorsqu’il est complexé a une protéine (Hiratsuka & Uchida, 1973). La

fluorescence a 530nm est faible en solution aqueuse et augmente dans un environnement

hydrophobe tel que les poches de fixation de 'ATP des protéines.

Figure 31 :

NH
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Structure de I'analogue de ’'ATP fluorescent 'TATP-TNP (2'(3')-O-(2,4,6-Trinitrophenyl) adenosine 5'-triphosphate)
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B- Conditions de mesure
La fluorescence de 'ATP-TNP est mesurée par un spectrofluorimetre (Jasco®) couplé a un
controleur de température Peltier. RAD51 (1uM) est incubée pendant 10min avec de 'ATP-
TNP 6uM (Sigma-Aldrich T4193) dans du Tris HCl 20mM pHS,1. La lecture de DO se fait
dans des cuves de quartz 0,2x1cm (Hellma). Les spectres sont moyennés sur 3 répétitions
pour réduire le ratio signal sur bruit. Les parametres de mesure sont: longueur d’onde
d’excitation & 410nm ; spectre d’émission lu entre 350 et 600nm ; vitesse 200nm/min ;

ouverture 5x5nm ; pas de 0,2nm ; temps de réponse 1s ; sensibilité haute.

IX. Migration en conditions non-dénaturantes

RAD51 est incubée pendant 25min a 37°C dans un tampon TrisHCI pH8 25mM, ATP 1mM.
Un tampon de charge non-dénaturant est ajouté (TrisHCI pH6,8 120mM ; Glycérol 20% ;
B -mercaptoéthanol 1,5mM ; Bleu de BromoPhénol BBP 0,04%o). Le mélange est déposé
dans un gel 8% non dénaturant (Acrylamide-Bisacrylamide 37 :1 8% ; TrisHCl pHS,8
8375mM ; APS 0,2%; TEMED 10nM) dans un tampon de migration non-dénaturant
(Glycine 3g/L; Tris Base 14,4g/L). Aprés 1h30 de migration a 80V le gel est analysé par
western blot anti-RADS51.

X. Chromatographie d’exclusion-diffusion
La protéine HsRAD51 (10uM) a été chargée sur une colonne Supradex 200 10/300
(Healthcare Biosciences) en présence ou absence de peptide BRC4 (40uM) et I'ATP (1mM)
et éluée avec du tampon contenant : 20mM HEPES-NaOH (pH 7.5), 150mM NaCl, 1mM
MgCl,, 0,imM EDTA, 2mM 2-mercaptoethanol et 10% de glycérol, a un débit de
0,5mL/min. Le profil d’élution a été suivi par absorption UV a 280nm. Les échantillons ont

été incubés 1h a 87°C.

XI. Phosphorylation in vitro de RAD51 par c-Abl

RAD51 (5uM) est mélangée avec c-Abl (Merck-Milipore) (80nM) dans un tampon de
réaction HEPES 100mM pH7 et ATP 2mM. Le mélange est incubé pendant 2h a 30°C. La

réaction est arrétée a -20°C. Les échantillons sont conservés a -20°C jusqu’a analyse.
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XII. Pull Down

Les expériences de Pull-Down ont été réalisées avec le kit Pierce™ Pull-Down
PolyHis de Thermo Scientific.
Une résine (50pL), constituée de billes d’agarose liées a des ions Cobalt est resuspendue puis
déposée sur une colonne fournie par le kit et complétée avec 400uL. de tampon de lavage
(10mM Imidazole, 50% TBS, 50% Pierce Lysis Buffer). Aprés homogénéisation par
inversion et 4 lavages successifs, 25 pg de His-RAD51 sont ajoutés a la résine.
La colonne est alors incubée a 4°C sur roue pendant 30 minutes, centrifugée 30 secondes et
la fraction non-retenue de RADS51 est récupérée. Apres 5 lavages, 250ug d’extrait protéique
de HeLa est ajouté et la colonne est incubée a 4°C sur roue pendant 2 heures. La colonne est
ensuite centrifugée 30 secondes et la fraction non-retenue de l'extrait est récupérée et
conservée pour analyse. Les billes sont lavées 5 fois. Puis les billes sont incubées avec 250puL
de tampon d’élution (850mM d’imidazole). Apres 15 minutes, la colonne est centrifugée pour

récupérer 'élution qui est analysée par SDS-PAGE.

XIII. Immunoprécipitation

Nous nous sommes basés sur le protocole de GE Health Care®. L’anticorps utilisé est un
anticorps de souris dirigé contre le Tag 6 Histidines présent sur notre RAD51.

RAD51 (50ug) est incubée avec un extrait protéique de cellules HeLLa (250pg) et I'anticorps
anti-His (5pg). Le volume est complété jusqu’a 500pL avec du tampon X ( NP40 1% ; 20mM
Tris ; 150mM NaCl ; glycérol 10% ; 2mM EDTA).

Apres avoir été incubé sur la nuit, nous y ajoutons 50 pL de billes Sépharose-protéine G et
laissons incuber 1h a 4°C. Cela va permettre aux protéines G de fixer le fragment Fc des
anti-corps. Trois lavages de 1mL de tampon X puis 1 lavage de 1mL de TrisHCl (20mM,
pHS8) sont réalisés pour enlever les protéines non fixées.

Les protéines sont ensuite éluées en ajoutant du SDS. Elles seront ensuite analysées sur

SDS-PAGE suivi d’une coloration au Bleu de Coomassie, Nitrate d’Argent ou Western-Blot.

XIV. Culture cellulaire et transfection

La lignée cellulaire utilisée dans les expériences présentées dans ce manuscrit est une lignée
de cellules HeLa cultivées dans du DMEM complet a 37°C sous une atmosphére a 5% de

CO.. Les produits utilisés pour la culture cellulaire sont : Dulbecco’s Minimum Essential
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Medium DMEM, RPMI 1640, SVF (Sérum Feetal de Veau), Antibiotiques
(peniciline/streptomycine), PBS (Gibco).

La transfection a été réalisée avec du FuGENE6 (Promega). La transfection d’'un puits de
plaque 6 puits contenant 2mL de milieu et des cellules HelLa a 75% de confluence est réalisée
avec un mélange de 180uL de milieu, 12ul. de FuGENES6 et 4ug de plasmide codant pour
RAD51. Dans le cas des conditions contrdles le méme mélange est réalisé sans ADN. Le
mélange est ajouté par goutte a goutte dans le milieu et sauf mention contraire le délai avant

traitement des cellules est de 48h apreés transfection.

XV. Fractionnement cellulaire

Les cellules HeLlLa cultivées en plaque 6 puits sont récupérées dans 500uL. de PBS. Elles sont
centrifugées 5min a 2000rpm, 4°C, puis resuspendues délicatement dans 200uL. de tampon
de lyse A (PIPES pH8 5mM ; KCl 860mM ; NP40 0,5% ; PMSF 1mM ; inhibiteurs de
protéases Sigma P8340 et PO04 1/100%™). Apres centrifugation de 5min a 5000rpm, 4°C, le
surnageant constitue la fraction cytoplasmique et est conservé a -80°C jusqu’a utilisation. Le
culot est repris dans 200uL. de tampon de lyse B (Tampon de lyse Pierce 1X, PMSF 1mM) et
lysé par sonication 20s a 30W. Cette fraction constitue la fraction nucléaire et est conservée

a-80°C jusqu’a analyse.

XVI. Immunofluorescence

Les cellules HelLa ont été cultivées directement sur les lamelles dans du DMEM. Les
lamelles sont lavées dans du PBS 1X puis incubées dans une solution de fixation
(Formaldéhyde 3,7% ; Triton X-100 0,1% ; PBS 1X) pendant 20min. Les lamelles sont lavées
dans du PBS pendant 30s et incubées dans une solution de blocage (PBS BSA 1%). Puis elles
sont incubées sur la nuit a 4°C avec un anticorps primaire dilué au 1/100¢ dans du PBS
BSA 1%. Apres 3 lavages de 5min dans du PBS les lamelles sont mises en présence
d’anticorps secondaires dilués au 1/500¢ dans du PBS BSA 1%. Apres 4 lavages de 5min
dans du PBS les lamelles sont disposées sur des lames avec une goutte de Prolong®
(Invitrogen) contenant du DAPI. Les lames sont laissées a sécher 24h minimum a

I'obscurité avant observation au microscope a fluorescence (Nikkon Eclipse Ni-E).
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XVII. Tests MTT

Une plaque 96 puits a été ensemencée a raison de 5 000 cellules par puits dans 200uL de
DMEM. Lorsque la confluence est de 50% les cellules sont transfectées par du Fugene6
(Promega). 48h apres transfection elles ont été traitées avec des concentrations croissantes
de Camptothécine (CPT) induisant des CDB de 'ADN. Apres 72 heures d’'incubation, 20 pL
de MTT a 5 mg/mL ont été ajoutés par puits et incubés pendant 2 heures a 37°C. Le milieu
a été retiré et 200 pL. de DMSO ont été ajoutés par puits. Apreés homogénéisation, la DO a

été lue a 540 nm.

XVIII. Clonogénie

Une plaque 96 puits a été ensemencée a raison de 5 000 cellules par puits dans 200uL. de
DMEM. Puis 48h apreés transfection elles ont été traitées avec des concentrations
croissantes de Camptothécine (CPT) induisant des CDB de TADN. Aprés 1h d’incubation les
cellules sont dénombrées sur lame de Mallasez. Selon les concentrations estimées une
dilution est réalisée pour déposer 100 cellules dans 2mL. de DMEM d’un puits de plaque 6
puits. Aprées 7 jours de culture les colonies sont colorées par ajout de 200uL de réactif MTT
a 5mg/mL pendant 1h. Les colonies sont comptées par deux expérimentateurs de fagon

indépendante.

XIX.Western Blot

Les protéines ont été séparées sur gel dacrylamide dénaturant (SDS-PAGE). Les
compositions du gel de séparation et du gel de concentration sont les suivantes : gel de
séparation a 10% (10% Acrylamide ; 375 mM TrisHCl pH 8,8 ; 0,1% SDS ; 0,1% APS ;
TEMED) gel de concentration (4,5% Acrylamide ; 250 mM TrisHCl pH 6,8 ; 0,1% SDS ;
0,1% APS ; TEMED). Les échantillons ont été dilués au quart dans du tampon de charge
4X de maniére a obtenir des concentrations protéiques équivalentes. Des quantités de
protéines équivalentes ont été déposées sur gel d’acrylamide et migrées d’abord 20 minutes a
80V suivi d’environ 100 minutes a 120 V dans du tampon de migration (3 g/1 Tris ; 14,4 g/1
Glycine ; 1 g/1 SDS pH entre 8,3 — 8,6). Des protéines marqueurs de poids moléculaire pré
colorées (Bio-Rad, Precision Plus Protein Standards All Blue) ont également été déposées.

Aprés leur séparation, les protéines ont été électrotranstérées sur membrane de

nitrocellulose (Amersham) pendant la nuit a 90 mA ou sur 2 heures a 280mA dans du

tampon de transfert composé de 3 g/1 Tris ;14,4 g/1 Glycine; 20% Ethanol.
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La saturation des sites de liaison non spécifiques de la membrane a été eftfectuée avec de la
BSA 2% dans du TBST (10 mM Tris HCI pH 7,4 ; 9 g/1 NaCl ; 0,1% Tween20) pour les
anticorps de lapin ou de souris. Aprées 60 minutes de blocage, les membranes ont été lavées
rapidement au TBST et incubées avec I'anticorps primaire sur la nuit. Les membranes ont
été ensuite lavées trois fois au TBST et incubées avec I'anticorps secondaire anti-lapin ou
anti-souris pendant 1 heure. Les anticorps secondaires sont couplés a un fluorophore
AlexaFluor 680 ou IRDye800 émettant respectivement a une longueur d’onde de 680 nm
pour 'anticorps anti-souris et de 780 nm pour I'anticorps anti-lapin. Aprés trois lavages au
TBST, les membranes ont été scannées avec le scanner de fluorescence infrarouge Odyssey
(LI-COR Biosciences) qui détecte directement la fluorescence infrarouge des anticorps
secondaires. Ce scanner possede deux canaux infrarouge ce qui permet une multidétection
des signaux des anticorps de souris et de lapin sur la méme membrane. L’analyse

quantitative des signaux est également possible avec le logiciel du scanner.
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Troisieme partie :

RESULTATS.
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Introduction générale de la partie résultat

Nous avons cherché a répondre a la question du role des phosphorylations de RAD51 en
Y315 et Y54 sur son fonctionnement a deux échelles : moléculaire et cellulaire.

L’étude des phosphorylations présente plusieurs difficultés : d’'une part de s’assurer que les
sites d’'intéréts sont bien phosphorylés, et eux uniquement ; d’autre part la phosphorylation
n’étant jamais complete, le produit de réaction est donc un mélange de formes phosphorylées
et non phosphorylées. Afin de s’affranchir de ces contraintes, nous avons choisi d’utiliser un
modeéle phosphomimétique pour les positions Y54 et Y315. Ce modeéle est relativement facile
a réaliser et permet une séparation claire des différents états mono ou di-

phosphomimétiques.
Cette stratégie m’a donc conduit a axer mon travail de thése sur quatre points principaux :

-Premiérement, nous nous sommes intéressés a l'effet de ces modifications sur Tlactivité
intrinseque de RAD51.

-Deuxiémement, nous avons cherché a réaliser une phosphorylation de RAD51 par c-Abl
dans le but de comparer formes phosphorylées et phosphomimétiques et de valider notre
modéle phosphomimétique.

-Troisiémement, nous avons initié une recherche de partenaires de RADS51 selon ses
modifications phosphomimétiques.

-Quatriémement, afin de compléter I'approche menée in vitro nous avons mené des tests n
cellulo permettant d’aborder d’autres aspects. Les constructions phosphomimétiques ont été
transfectées en cellules Hel.a pour étudier la localisation de RADS51, son association a la

chromatine, la stabilité des différentes formes et leurs effets sur la survie cellulaire.

I. La double modification phosphomimétique de RAD51
montre un effet inhibiteur in vitro lié a la mauvaise

formation du nucléofilament

Comme nous l'avons vu dans lintroduction, les études antérieures suggerent que les
phosphorylations pourraient avoir un effet sur l'activité intrinseque de RAD51. Pour y

répondre nous avons analysé la capacité d’échange de brins homologues de RAD51 selon ses
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modifications phosphomimétiques. Par la suite, I'impact de ces modifications sur chacune des
étapes nécessaires a I'échange de brins a été étudié afin de comprendre et d’identifier I'eftet
de ces modifications sur le mécanisme d’action de RAD51.

Cette analyse a nécessité la mise en place et une adaptation de plusieurs tests biochimiques.
Lorsqu'un travail de mise au point technique a été nécessaire, il est présenté en préalable,
avant la comparaison des formes phosphomimétiques. Cette présentation ne reprend pas le

détail de la mise au point mais en fait ressortir les éléments majeurs.

A- Production, purification et validation des protéines phosphomimétiques

Afin de connaitre l'effet des phosphorylations sur les différents sites, il faut disposer
de lots séparés de protéines phosphorylées et non-phosphorylées. En 'occurrence, deux sites
de phosphorylation de RAD51 par c-Abl ayant été mis en évidence, il existe trois formes
phosphorylées potentielles : sur Y54, sur Y315 ou sur Y54 et Y315 simultanément.

Pour ce faire nous avons choisi d’utiliser un modéle phosphomimétique. Ce type de
modele est fréquemment utilisé avec succeés (Pecina et al, 2010 ; Persaud et al, 2014) et
consiste a mimer la phosphorylation par un changement d’acides aminés. En effet, la
phosphorylation en tyrosine se caractérise notamment par I'apport de charges négatives
(PO42). Ceci peut donc étre mimé par le remplacement d'une tyrosine en glutamate qui
porte, constitutivement, une charge négative (COO").

De cette maniere, a chaque niveau de phosphorylation correspond un mutant
mimétique (Tableau I). Nous avons donc construit et produit les diftérents variants
phosphomimétiques. L'utilisation de cette méthode nous a permis de nous affranchir de la
labilité de la phosphorylation ainsi que du mélange de formes plus ou moins phosphorylées

résultant d’'une phosphorylation iz vitro.

1/ Construction de plasmides pour la production de phosphomimétiques

Un plasmide d’expression procaryote pET 15 codant pour RAD51 His tagguée a servi
de matrice pour la réalisation de mutagéneses dirigées selon le protocole "Quick change
direct mutagenesis". Ainsi les codons tyrosines (Y) en position 54 et 315 ont été remplacés
par mutagénése dirigée en codon glutamate (E) (Figure 32). De cette manieére les plasmides
codant pour RAD51 Y54E, RAD51 Y315E et RAD51 Y54/315E ont été générés. Les

constructions obtenues ont été validées par séquencage.
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Y54 Y315 |P-Y54 Y315 | Y54 Y315-P| P-Y54 Y315-P

Différents degrés de
phosphorylation

Y315 | E54 Y315 | Y54 E315

Variant de Rad51 Y54
correspondant
(sauvage ou
phosphomimétiques)

Nom du variant WT YS54E Y315E Y54/315E

Tableau I : Tableau de correspondance des formes phosphorylées et des variants phosphomimétiques équivalents et de leurs

noms.

150 168 928 945
Rad51 WT GTT GCC TAT GCGCCA ... CAAATC TAT GACTCT
Rad51 Y54E GTT GCC GAG GCG CCA ... CAAATC TAT GACTCT

Rad51 Y315E GTT GCC TAT GCGCCA ... CAAATC GAGGACTCT
Rad51 Y54/315E 52GTT GCC GAG GCG CC/g\G glg)AAATC GAG GAC TC}'17

v A YEE A P Q | YE D S

Figure 32 : Alignement des séquences nucléotidiques des génes codants pour les différents variants de RAD51.

En vert la séquence originelle non-modifiée, en rouge la séquence obtenue apres modification.
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De plus, une construction codant pour Y54/315F a été produite et validée de la
meéme maniere. Cette forme ou les deux tyrosines sont mutées mais sans apport d'une charge

négative sert de controle.

2/ Production et purification des variants de RADS1

Un protocole de purification de RAD51-His disponible au laboratoire, a été optimisé
pour permettre la production de quantités de RADS51 suffisantes a notre étude n vitro.

Le détail des étapes du protocole est disponible dans le matériel et méthode.
Brievement, His-RAD51 produite en bactérie est incubée sur colonne de NiNTA ou elle
s’accroche sur des billes de Nickel grace a une affinité entre le Ni et le groupement imidazole
des histidines. Apres diftérents lavages RAD51 est éluée grace a I'ajout d’'une concentration
importante d’imidazole. Ce dernier pouvant géner lors de la réalisation des diftférents tests
d’activité, il est retiré par dialyse. Un probleme récurrent a été la précipitation de RAD51 a
I'issue de la dialyse.

L’élément déclencheur de la précipitation correspond a I'élimination de I'imidazole
par dialyse pendant laquelle la concentration passe de 500mM a environ OmM. Nous avons
émis I'’hypothese que cette diminution de concentration était trop brutale et pouvait étre a
I'origine de la précipitation.

Afin que le différentiel de concentration en imidazole soit moins important, nous
avons cherché a optimiser sa concentration nécessaire a 1'élution. Nous avons donc réalisé un
gradient d’'imidazole pour déterminer si RAD51 pouvait étre éluée efficacement avec une
concentration inférieure en imidazole (Figure 33).

I1 apparait que dés 300mM d’imidazole la majorité de RADS51 est éluée, suggérant
que des concentrations supérieures en imidazole ne sont pas nécessaires. Nous avons donc
diminué la concentration d’'imidazole de 500mM a 300mM pour T'élution. Malgré le
changement de cette condition d’élution la précipitation a eu lieu lors de la dialyse.

Nous avons donc cherché a fractionner la dialyse par des paliers successits
décroissants en concentration d’'imidazole. Pour cela, nous avons établi 4 étapes : 225mM,
150mM, 75mM et enfin OmM d’imidazole. Dans ces conditions aucune précipitation n’a été
observée lors du palier a 225mM, a 150mM, ou a celui a 75mM. En revanche, lors du dernier
palier de 75 a omM d’imidazole un précipité de RADS51 s’est formé. La réalisation de la

dialyse en quatre étapes permet de retarder la précipitation mais pas de I'éviter.
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Figure 33 : Optimisation des conditions d’élution.
La colonne contenant His-RADS51 fixée aux billes de Ni-NTA est lavée avec des conditions croissantes d’imidazole
(20mM x2, 60mM, 8omM, 100mM, 150mM, 200mM, 300mM, 400mM et 500mM). Ce gel de SDS-PAGE présente la

coloration de ces différentes fractions révélées par coloration au bleu de Coomassie.

CTL A B C D
C final C final C final C final C final
Tris HCI 1M 50mM 50mM 50mM 50mM 50mM
NaCl 5M 500mM G 500mM 500mM 500mM
KCl3M 7] 500mM i
Glycérol 100% 20% 20% 10% 20% 20%
Imidazole 5M | 225-150-75-0 225-150-75-0 225-150-75-0 225-150-75-0 225-150-75-0
EDTA 0,5M 7 7 1imM
DTT 1M 1mM
8-mercapto
FtOH 2,8mM 2,8mM 2,8mM . 2,8mM
PRECIPITATION oul oul oul OUlI (atténuée) NON

Tableau II : Variations de la composition du tampon de dialyse pour éviter la précipitation de RAD51.

Le tableau présente la composition des diftérentes solutions de dialyse testées. La solution CTL est celle de référence. Dans le tampon A, le
NaCl a été remplacé par du KCI. Dans le tampon B, la concentration du glycérol est de10% au lieu de 20%. Dans le tampon C, le B-
mercaptoéthanol est remplacé par du DTT. Dans le tampon D, de 'EDTA est ajouté a raison de 1mM final. La présence ou I’absence de

précipitation a la fin de la dialyse est indiquée en bas de tableau.
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L’analyse comparative de la composition des tampons avec les données de la
littérature a permis de proposer plusieurs modifications. Plusieurs éléments du mélange ont
ainsi été sélectionnés : le KCI utilisé a la place du NaCl, le DTT utilisé a la place du B-
mercaptoéthanol, le pourcentage de glycérol et la présence d’'EDTA. Nous avons donc
réalisé des dialyses avec différentes compositions de tampons en faisant varier ces 4 facteurs
et surveillé la précipitation (Tableau II).

Le remplacement de NaCl par KCl, ou le changement de 20 a 10% de glycérol, n'ont
eu aucun effet sur la précipitation. En revanche, le remplacement du  -mercaptoéthanol par
le DTT a semblé diminuer le niveau de précipitation, sans l'abolir. La présence 'EDTA
dans le tampon de dialyse apparait étre le parametre le plus important pour limiter la
précipitation de RADS51.

Nous avons donc pu établir les conditions optimales pour produire et purifier les
différents variants de RADS51. La purification a été validée par SDS-PAGE et par
électrophorése. Les protéines ainsi obtenues sont toutes pures a plus de 95% (Figure 34).

Il est intéressant de noter que les formes Y54E et Y54/315E migrent un peu moins
loin que les formes WT et Y54/315E. Il a déja été montré qu'une charge négative selon sa
position dans la protéine peut modifier plus ou moins sa migration en SDS-PAGE (Lee et

al, 2013).

Nous avons ainsi produit et purifié les variants phosphomimétiques :

RAD51 WT ; RAD51 Y54E ; RAD51 YS15E ; RADS1 Y54/315E.

De plus, deux protéines controles ont également été produites :

RAD51 Y54/315F et RAD51 A190/192L (=mutant Non Polymérisable NP (Yu et al,

2003))

8/ Veérification de la non-désorganisation de la structure

La modification d’'un acide aminé n’est pas un processus anodin et peut avoir des
conséquences importantes sur la structure de la protéine. L’apport de charges négatives peut
induire de faibles changements conformationnels. Mais il faut vérifier qu’il n’y a pas eu de
désorganisation totale de la protéine. Afin de vérifier I'intégrité structurale de RAD51 suite
aux modifications phosphomimétiques, une analyse de la structure secondaire a été réalisée
par dichroisme circulaire (DC).

Rappelons que chaque protéine génére par dichroisme circulaire un spectre révélateur

de sa composition en feuillets betas, hélices alphas et structures non-organisées.
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Figure 34 : Analyse en SDS-PAGE des différents variants phosphomimétiques

RAD51 WT, Y54E, Y315E et Y54/315E ont été déposées sur gel SDS-PAGE 12%

aprés purification. Aprés migration les protéines ont été révélées par coloration au
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Figure 35 : Spectres de dichroisme circulaire de RAD51 WT, Y54E, Y315E et Y54/315E.
Les RAD51 (WT; Y54E ; Y315E ; Y54/315E) a 1mg/mL ont été analysées par DC avec une lecture optique de

Iem a 20°C dans un tampon TrisHCI a 20mM.

84



RESULTATS.

Les spectres de dichroisme circulaire des différents mutants phosphomimétiques sont
comparés a celui de la forme sauvage (Figure 35). Aucune diftérence importante n’est
observée entre les variants. C'est donc que la structure secondaire est globalement bien
préservée et quelle n'a pas été completement perturbée par les modifications
phosphomimétiques. De légéres variations au niveau de 'amplitude sont néanmoins visibles
entre le sauvage et les formes Y54E et Y54/315E. Ces légéres modifications peuvent étre le

marqueur d'un changement de la structure quaternaire donc de leur auto-association.

B- La double modification phosphomimétique entraine une perte quasi totale de

Iactivité d’échange de brins

Des tests permettent de suivre l'activité d’échange de brins homologues de RADS51.
Ces manipulations refletent l'activité totale de RADS51 puisqu’elles nécessitent le bon

déroulement de toutes les étapes (fixation de 'ADNSsb, fixation de 'ATP, oligomérisation).

1/ Le test d’échange de brins révele un effet inhibiteur de la double modification phosphomimétique

Le premier test réalisé est le test d’échange de brins. Il repose sur la mise en présence
de RAD51 avec deux ADN : tout d’abord avec un ADNsb marqué de 58mer, puis un ADNdb
de 32pb homologue. L’activité de RADS51 se traduit par un échange de brins entrainant le
remplacement du brin homologue par la sonde marquée. LADNdb marqué ainsi formé peut
étre visualisé sur gel d’électrophorese ot il migre moins loin que 'ADNsb marqué libre
(Figure 36A).

En absence de RAD51 (puits 0 Figure 36B), seul 'ADNsb marqué est visualisé.
L’activité de RAD51 W'T nous sert de référence. Elle est caractérisée par une augmentation
de la formation d'ADNdb marqué avec des concentrations croissantes en RADS51. Cette
augmentation débute dés 0,5uM de RADS51, puis progresse jusqu'a 3uM, apres quoi elle
atteint un plateau (Figure 36B).

L’activité des mutants mono-phosphomimétiques est similaire a celle de la forme
sauvage. Sauf a 0,5uM, ou les activités de RAD51 Y54E et de RAD51 Y315E semblent
légerement plus faibles que pour le sauvage. Cette différence n'est toutefois pas
statistiquement significative. Par contre, le mutant di-phosphomimétique ne possede

quasiment pas d’activité d’échange de brins, qui reste faible méme a suM de RAD51 (Figure
36C).
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Figure 36 : La modification phosphomimétique empéche I'activité recombinase.

A. Principe du test d’échange de brins. B. Gel d’agarose révélant les produits marqués du test d’échange de brins pour les protéines RAD51
WT, Y54E, Y315 et Y54/315E. C. Pourcentage d’échange de brins selon la concentration en RAD51

<n N1\

; n=4 répétitions. (*
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Nous avons donc mis en évidence une perte d’activité de RAD51 lorsque les deux
modifications phosphomimétiques sont présentes. I1 ne s’agit pas d'un effet cumulatit car
aucune des deux modifications effectuées séparément ne semble entrainer de diminution

importante de l'activité de formation d’échange de brins.

2/ Le D-loop assay confirme la diminution d’activité de RADS5I par la double modification

phosphomimétique

Dans le but de valider le résultat obtenu précédemment, un deuxiéme test d’activité
générale de RAD51 est réalisé : le D-loop assay. Selon un principe similaire, RAD51 est mise
en contact avec un ADNsb marqué puis avec un plasmide surenroulé d’ADNdb contenant
une séquence homologue. Si RADS51 est active elle catalyse une invasion du plasmide par la
sonde d’ADNsb marqué. La structure d’ADN triple brin formée est appelée D-loop (Figure
87A). La diftérence de taille entre 'ADNsb et la D-loop permet une séparation nette par
migration sur gel. Cette technique est habituellement effectuée a T'aide d'une sonde
radiomarquée et nous I'avons adaptée pour une détection en fluorescence (voir Annexe 4).

La réalisation du D-loop assay sans RAD51 montre uniquement la présence
d’ADNsb marqué. L’ajout de concentrations croissantes de RAD51 WT entraine une
augmentation de formation de D-loop. A 0,5uM de RAD51 la D-loop est faible, puis elle
augmente jusqu’a 2uM pour atteindre un plateau entre 2 et 4uM de RAD51 (Figure 37B).

Les formes mono-phosphomimétiques en Y54 ou en Y315 montrent un profil assez
similaire a celui du WT. Les résultats obtenus sur gel ont été quantifiés et sont exprimés en
pourcentage de l'activité maximale observée pour RAD51 WT a 4 pM (figure 37C). Il
semblerait que T'activité D-Loop soit légérement moins importante pour les formes mono-
phosphomimétiques. Mais les diftérences sont faibles et non statistiquement significatives
entre ces mutants et la forme sauvage (Figure 37C).

En revanche, lorsque les deux modifications phosphomimétiques sont présentes
l'augmentation de la concentration ne s’accompagne pas de formation de D-loop. Un tres
léger signal est visible dés 0,5uM de RAD51 mais il reste stable jusqu’a 4uM. La diminution
d’activité par rapport a la forme sauvage est importante et statistiquement significative
(Figure 37C).

Ces résultats sont en parfaite cohérence avec ceux de I'expérience d’échange de brins.
[1s montrent que lorsque RADS51 posséde deux modifications phosphomimétiques en Y54 et
en Y315 simultanément, elle perd son activité intrinseque d'échange de séquences

homologues.
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Figure 37 : La modification di-phosphomimétique empéche la réalisation de D-loop.

A. Schéma simplifié de la réaction de D-loop montrant les substrats et les produits de la réaction d’échange de brins catalysée par
RAD51. B. Gel d’'agarose 1% révélant les produits marqués du test D-loop pour les protéines RAD51 WT, Y54E, Y315 et
Y54/315E. C. Graphique présentant la répétition de I'expérience B 4 fois. (* : p <0,05 ; ** : p <0,01)
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3/ La double mutation des résidus V54 et Y315 sans apport de charge négative ne suffit pas d
nactiver RAD51

Afin de vérifier que l'effet observé sur I'activité de RADS51 est bien lié a 'apport de
charges négatives et pas au simple fait de muter les résidus, le test de D-loop a également été
réalisé avec le mutant Y54/315F (Figure 88A). L'activité de RADS51 est fortement diminuée
par la modification Y54/315E, mais pas par la modification Y54/315F (Figure 38B).

La modification des sites Y54 et Y315 simultanément ne suffit donc pas a expliquer la

trés forte inhibition de I'activité d’échange de brins.

4/ Les effets observés ne sont pas liés a un effet de lot

RADS51 est une protéine thermosensible. Pour prévenir tout biais lié a un lot qui
aurait été inactivé, nous avons réalisé une seconde série de purifications pour chaque variant
de RAD51 afin de déterminer s’il y avait une différence entre anciens et nouveaux lots.

Les diftérents lots ont été testés pour leur activité d’échange de brins ou de fixation a
I’ADNsb. Aucune diftérence significative n’est observée entre RAD51 des deux séries de

purification (Figure 39).

Ces expériences ont montré que les modifications mono-phosphomimétiques ne
semblaient pas avoir d’effet sur 'activité d’échange de brins de RAD51. En revanche,
la combinaison des deux modifications phosphomimétiques ensemble entraine une
diminution drastique de I'activité d’échange de brins.

Cette réduction peut étre liée a un défaut de n'importe laquelle des étapes de I'activité
de RAD51. Cest pourquoi nous avons analysé les différentes étapes en amont de

I’échange de brins.
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A. Rad51 WT Rad51 Y54/315E Rad51 Y54/315F
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Figure 38 : La double modification Y54/315F est toujours capable de former des structures D-loop.
A. Test D-loop pour les protéines RAD51 WT, Y54/315E et Y54/315F. B. Formation de D-loop selon la concentration en RADS51.
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Figure 39 : Les effets observés ne sont pas dus a un biais de lots.
Test D-loop réalisé avec deux lots de RAD51 WT et deux lots de RAD51 Y54/315E.
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C- La liaison a ’ADNsb de RADS51 est grandement réduite par la double

modification phosphomimétique

1/ Validation technique de l'utilisation du Blitz pour survre la fixation de RADS51 a ’ADNsb

L'utilisation du Blitz pour étudier l'interaction RAD51-ADN n’a pas encore été
décrite dans la littérature a notre connaissance. Il nous a donc fallu réaliser des vérifications
quant a la possibilité de suivre la fixation de RAD51 a '’ADNsb par cette méthode. Nous ne
détaillerons ici que les étapes de la mise au point qui nous ont semblé les plus importantes

dans la mise en place de cette nouvelle approche.

Un ADNSsb biotynilé est fixé sur un tip recouvert de streptavidine. Le tip est plongé
successivement dans une solution contenant RADS51 puis sans RAD51 ce qui permet de
suivre 'association et la dissociation de RAD51 a ’TADNSsb. Plus il y a de RADS51 fixée, plus
le signal est important.

La Figure 40A présente I'exemple de la fixation de RAD51 W'T. Pendant la ligne de
base le signal est stable. L'immersion du tip dans la solution contenant RAD51 conduit a une
augmentation du signal. Celle-ci est presque linéaire jusqu'a 50s puis s’infléchit pour
atteindre un plateau: c’est 'étape d’association correspondant a la formation du
nucléofilament de RAD51.

Le tip est alors plongé dans une solution tampon sans RAD51. Le signal baisse treés
progressivement : c'est l'étape de dissociation caractéristique de la dissociation du
nucléofilament.

Ce profil typique est identique a ce qui peut étre obtenu en résonance plasmonique de
surface (SPR). L’ajout de tampon de stockage de RAD51 seul en absence de la protéine ne
donne aucune augmentation ni diminution de signal.

Nous avons donc établi que nous pouvions observer la fixation de RAD51 a ’ADNsb
par l'approche Blitz. Par la suite il était important de montrer que ce résultat est
reproductible et stable dans le temps de réalisation d’une expérience.

Afin de tester la reproductibilité de 'expérience, différents échantillons de RAD51
ont été préparés en parallele et analysés successivement. Les profils obtenus pour les
échantillons diftérents sont parfaitement similaires (Figure 40B). Ce qui indique la bonne

reproductibilité des résultats.
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Figure 40 : Validation de la technique de Blitz pour suivre la fixation de RAD51 a TADNsb
A. Fixation avec ou sans RAD51 B. Essais de reproductibilité. C. Conservation du signal avec le temps et les passages successifs (Px = passage
x)
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L’analyse successive d'un nombre important d’échantillons peut entrainer un délai
conséquent entre le premier et le dernier tube analysé. Pour savoir si le temps et/ou le
passage successif d'un grand nombre d’échantillons pouvait influencer le signal obtenu nous
avons analysé le méme échantillon une premiere fois (t=Omin) puis aprés 6 passages
(t=30min) et aprés 36 passages (t=180min). Les 3 profils sont tres similaires (Figure 40C).
Une légeére augmentation de la dissociation peut étre observée apres 6 passages et 180min

d’expérimentation mais ces différences restent minimes.

2/ La liaison @ 'ADNsb de RADS51 est grandement réduite par la double modification
phosphomimétique

L’ajout de tampon seul sans RAD51 ne modifie pas le signal au cours du temps : il
reste au niveau de la ligne de base. Dés lors que RAD51 W'T est ajoutée, le signal augmente
indiquant la fixation de RAD51 a ’ADNsb (Figure 41). ’augmentation a un profil sigmoide
et atteint un plateau. Lors de la phase de dissociation, le signal diminue de maniére tres
progressive.

Les mono-phosphomimétiques fixent moins bien 'ADNsb que la forme sauvage. La
modification Y315E diminue la vitesse d’association et le plateau semble plus bas que celui
du WT. Le plateau est également plus bas pour la modification Y54E, mais les vitesses
d’association et de dissociation sont plus élevées que pour le sauvage. Dans les deux cas, le
plateau plus bas indique que moins de RAD51 se sont fixées sur '’ADNsb. La modification
di-phosphomimétique affecte nettement la fixation a TADNsb. En effet le signal obtenu est
trés faible, a peine plus élevé que la ligne de base. Les paramétres d’association et de
dissociation ne sont pas mesurables.

Cette expérience montre que les modifications mono-phosphomimétiques aftectent la
fixation a 'ADNsb. Le nucléofilament se forme mais il semble contenir moins de RAD51.
L’association de RAD51 a TADNsb est particuliérement compromise par la modification di-

phosphomimétique.

Afin de confirmer ces résultats nous avons voulu suivre la fixation a 'TADNsb par une
autre méthode : le gel retard (EMSA : ElectoMobility Shift Assay). L’association de RAD51
a ’ADN alourdit 'ADNSsb et donc ralentit sa migration dans le gel d’agarose.

Pour limiter la dissociation des complexes protéines/ADN lors de la migration

électrophorétique, nous les avons fixés au préalable avec du glutaraldéhyde 0,5%.

93



RESULTATS.

=

[ 7]

[a]

E —WT

c

S Y54E

5

= Y315E
——Y54/315E

0 50 100 150 200
Temps (s)

Figure 41 : La modification di-phosphomimétique entraine une trés forte diminution de la fixation a ’ADNsb.
Profil d’interaction de RAD51 WT, Y54E, Y315E ou Y54/315E avec un ADN polydT de 58 bases. Ligne de base 10s, association 120s,
dissociation 30s.
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L’ajout d’une étape de fixation souléve la question de la formation de complexes
aspécifiques protéine-ADN. Dans le but de confirmer que les retards d’ADN étaient bien
représentatifs d’'une association spécifique entre RAD51 et 'ADN, nous avons réalisé le
meéme test mais avec une protéine ne possédant pas d’affinité particuliere pour 'ADN. La
protéine choisie est la BSA. Ainsi de la BSA a 1uM est incubée en présence d’ADN et subit le
traitement de fixation par le glutaraldéhyde comme les autres échantillons. Le profil de
migration obtenu avec le puits « controle BSA » est identique au puits « O » sans protéine :
seul TADNsb libre est visible (Figure 42A).

Des 0,06uM de RAD51 WT, un shift de migration est observé montrant son
association a 'ADN. A partir de 0,5uM tout 'ADN est retardé, indiquant qu’il est sous
torme complexé avec RAD51. Les modifications Y54E et Y315E montrent une fixation des
0,06uM et est compléte a 1pM. La modification Y54/315E semble assez proche du sauvage,
la fixation débute a 0,06uM et est compléte quasiment des 0,25uM (Figure 42B).

Au final, 1l semblerait que les modifications mono-phosphomimétiques induisent une
légere diminution de la fixation a 'TADNsb comme nous avons pu l'observer en Blitz. Par
contre, le résultat obtenu pour RAD51 Y54/315E semble contradictoire avec celui de Blitz
car la fixation n’était alors pas observée tandis qu’elle semble efficace ici.

Le résultat EMSA montre une fixation de RADS51, mais pas la taille du
nucléofilament, c’est-a-dire, le nombre de monomeéres de RAD51 par brins d’ADN. Tandis
que T'expérience de Blitz renseigne directement sur le nombre de monomeres associés a
I’ADNsb, I'intensité du signal étant proportionnelle a la prise de masse. Nous pouvons poser
I'hypotheése que la diftérence observée entre les deux résultats puisse étre liée a une
diftérence du niveau de polymérisation de RAD51. Le double mutant di-phosphomimétique
est capable de fixer TADNsb ce qui permet un retard de 'ADN fixé. Toutefois, il pourrait ne
pas étre capable de se polymériser autour de 'ADNsb et donc le signal de Blitz traduisant
I'accumulation reste tres faible. En outre les expériences ne sont pas réalisées sur les mémes
échelles de temps : 2min pour le blitz et 20min pour 'EMSA. L’aspect dynamique du Blitz
permet sans doute d’avoir une vue plus fine des mécanismes.

Ces résultats nous ameénent a vouloir déterminer leffet des modifications

phosphomimétiques sur le niveau de polymérisation de RADS51.
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Figure 42 : Aucune différence significative de fixation a I'’ADNsb n’est observée en EMSA selon les modifications
phosphomimétiques.
A. EMSA sur gel d’agarose 1%, fixation de RAD51 WT, Y54E, Y315E ou Y54/315E 4 un ADNsb 58mer-IRD800. Les puits 0 sont sans
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D- La modification di-phosphomimétique prévient la polymérisation de RAD51

1/ La mauvaise polymérisation de RADS51 pourrait étre une explication pour absence de formation

du nucléofilament

Pour tester I'idée que la faible fixation de RAD51 Y54/315E a 'ADNsb puisse étre
liée a un défaut de polymérisation, nous 'avons comparée en Blitz avec la forme sauvage pré-
incubée avec un peptide BRC4, un inhibiteur de polymérisation, ou avec un mutant

A190/192L (NP) incapable de polymériser.

L’absence de polymérisation, par 1'un ou l'autre des modéles, résulte en une chute
drastique de la fixation a I’ADNsb. Le profil est donc similaire entre RADS51INP,
RAD51WT+BRC4 et RAD51 Y54/315E (Figure 43A&B). Ces résultats ne prouvent pas
directement que la polymérisation de RAD51 soit affectée par la double modification

phosphomimétique mais ils montrent que cette hypothese est tout a fait cohérente.

2/ La migration en conditions non-dénaturantes semble indiquer que la polymérisation est fortement

diminuée par la modification di-phosphomimétique

Afin d’évaluer le niveau de polymérisation de RAD51 nous avons réalisé une
migration PAGE en conditions natives. RAD51 W'T montre un profil de migration avec des
formes majoritairement en haut du gel. L'incubation préalable de RAD51 avec BRC4 modifie
totalement le profil puisque I'essentiel de la protéine se retrouve beaucoup plus bas (Figure
44A). Ces données suggerent donc que des formes trés polymérisées sont visibles dans la
partie supérieure de gel tandis que des formes oligomériques sont présentes dans la partie
inférieure du gel. Cette technique permet donc de suivre le niveau de polymérisation de
RADs51.

Les profils obtenus pour les différents variants montrent un effet variable des
modifications ~ phosphomimétiques  (Figure  44B). Les  modifications  mono-
phosphomimétiques montrent un tres léger décalage vers le bas de la migration de RADS51.
Ceci indique que le niveau de polymérisation est légérement modifié mais reste proche de
celui du sauvage. A contrario, la modification Y54/315E induit un trés net décalage vers le

bas indiquant un niveau de polymérisation moins important que précédemment.
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Figure 43 : L’absence de polymérisation en blitz conduit a une réduction trés importante du signal.
A. Cinétique d’association et de dissociation de RAD51 WT, Y54/315 ou Non-Polymérisable (NP) par Blitz. B. Cinétique d’association
et de dissociation de RAD51 WT en présence ou en absence de I'inhibiteur de polymérisation BRC4.
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Figure 44 : Le niveau de polymérisation du variant di-phosphomimétique semble moins important en gel non-dénaturant.
A. Migration native de RAD51 en présence ou en absence de I'inhibiteur de polymérisation BRC4. B. Migration native de RAD51 WT,
Y54E, Y$15E, Y54/315E.
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3/ Des résultats préliminaires d’exclusion-diffusion semblent confirmer la diminution du niveau de

polymérisation de la_forme di-phosphomimétique

La chromatographie d’exclusion-diffusion permet de séparer les polymeres selon leur
taille. Les formes les moins polymérisées, parcourant un chemin plus long, sont éluées plus
tardivement que les formes tres polymérisées. Les expériences présentées ici sont en cours
de réalisation et restent a confirmer.

RADS51 est pré-incubée ou non avec l'inhibiteur de polymérisation BRC4. Afin de
stabiliser les complexes un agent pontant (BS3) est ajouté. Puis les échantillons sont injectés
dans la colonne. Le profil de la forme sauvage en absence de BRC4 montre un pic a 12 min
correspondant au volume mort (Figure 45). Ces complexes protéiques de trés haut poids
moléculaire sont donc passés a I'extérieur des billes et ont une taille supérieure ou égale a
500 kDa. Il correspond donc des complexes contenant un grand nombre de RAD51. Ce pic
est le seul détectable jusqu’a la limite inférieure de 10kDa. En présence de BRC4 le pic a haut
poids moléculaire est fortement réduit tandis qu'un pic a 15min est nettement visible. Ce
temps de rétention correspondrait a 70kDa proche d’une forme dimére de RAD51. L'ajout de
BRC4 a permis de passer de formes trés polymérisées a peu polymérisées. Le niveau de
polymérisation peut donc étre estimé par la réponse au BRC4.

La méme expérience est conduite avec les variants phosphomimétiques afin de tester
leurs réponses au BRC4. Pour la forme Y54 elle est trés semblable au sauvage, avec une
dissociation nette de formes a tres haut poids moléculaire en présence de BRC4. La forme
Y315E répond au BRC4, bien que le transfert de RAD51 des hauts poids moléculaires aux
bas poids soit moins important que pour la forme sauvage. Finalement, la forme Y54/315E
ne répond pas du tout au traitement BRC4 et les protéines restent a trés haut poids

moléculaire.

Ces premiers résultats demandent des points d’éclaircissement sur la nature des
formes a trés haut poids moléculaire que nous soupgonnons d’étre des formes agrégées de
RAD51. Ce qui ne correspondrait pas a des formes fonctionnelles. En se basant sur la
réponse au BRC4, il semblerait que le niveau de polymérisation de RADS51 est diminué en

présence de la modification di-phosphomimétique.

Nous disposons d’'un faisceau d’éléments qui suggeérent un défaut de polymérisation

de la part de la forme Y54/315E. La confirmation ultérieure de ces résultats fournirait une
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hypothéese solide permettant d’expliquer le défaut de fixation et d’échange de brins lié a la

modification di-phosphomimétique.
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Figure 45 : La forme Y54/315E semble moins bien répondre 48 BRC4 en HPLC.

A. HPLC de RAD51 WT en présence ou en absence de I'inhibiteur de polymérisation BRC4. B. de RAD51 Y54E C. de RAD51 Y315E
D. de Y54/315E.

100



RESULTATS.

E- La fixation et I’hydrolyse de 'ATP sont affectées par les modifications
phosphomimétiques mais ne permettent pas d’expliquer la perte d’activité

spécifique au di-phosphomimétique

L’ATP est un élément important pour la cohésion du nucléofilament. Son site de
fixation est situé entre deux monomeéres et sa présence est nécessaire pour la réalisation de
I'échange de brins homologues.

En effet, la fixation de TATP conduit a la formation d’'un nucléofilament actif de RADS51.
Quant a I'hydrolyse de 'ATP, elle est nécessaire a la dissociation de RAD51 de 'TADN.

1/ La fixation de UATP est diminuée par les modifications phosphomimétiques

Afin d’étudier de maniere directe I'association de 'ATP a RAD51 nous avons choisi
d’utiliser TATP-TNP. Cet analogue de 'ATP a été utilisé pour étudier des ATPases car il
possede la particularité d’émettre un signal de fluorescence lorsqu’il se fixe a des protéines
(Moutin et al, 1994 ; Moczydlowski & Fortes 1981). Pour la premiére fois nous avons
appliqué cette méthode a la protéine RADS51.

L’ATP-TNP seul n"émet qu'un signal faible de fluorescence a 420nm (Figure 46A)
tandis que RAD51 ne posséde pas de fluorescence propre a 420nm comme toute protéine.
Par contre, le mélange d’'ATP-TNP avec RAD51 conduit a un fort signal de fluorescence
caractéristique d'un changement d’environnement de l'analogue, correspondant a son
association avec RADS51.

De plus, pour s’assurer de la spécificité de la fixation de 'ATP-TNP nous avons
réalisé une compétition avec 'ATP. Des quantités croissantes d’ATP sont ajoutées dans le
milieu réactionnel. La diminution du signal de fluorescence indique une compétition de
I'ATP-TNP et de 'ATP pour le méme site (Figure 46B). Ceci valide la spécificité de ' ATP-
TNP.

Par la suite nous avons donc voulu déterminer la capacité de fixation de 'ATP-TNP
par les mutants phosphomimétiques. Les formes mono-phosphomimétiques montrent une
activité réduite de moitié par rapport au sauvage. De maniére surprenante, le double
phosphomimétique présente également une réduction de 50% de son activité de fixation de
I'ATP-TNP (Figure 46C).

Cette expérience montre que les modifications phosphomimétiques Y54E ou Y315E
ont un eftet négatif sur la fixation de 'ATP. Cet effet n’est pas cumulatif car la présence des

deux modifications sur le méme mutant n’entraine pas une réduction plus importante de la
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Figure 46 : Les modifications phosphomimétiques diminuent la fixation de '’ATP par RAD51.

A. Signal de fluorescence de TATP-TNP seul ou en présence de RAD51. B. Compétition de fixation entre 'ATP et TATP-TNP par diminution du
signal de fluorescence par ajout de quantité croissante ¢'ATP. C. Comparaison des intensités de fluorescence de TATP-TNP en présence de RAD51
WT, Y54E, Y315E ou Y54/315E.
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Figure 47 : La fixation de 'ATP permet de fixer plus de RAD51 sur ’ADNsb.
Expérience de Blitz réalisé avec les protéines RAD51 WT, Y54E, Y315E et Y54/315E. Les courbes continues correspondent a l'utilisation d’un
tampon PBS avec ATP 1mM et les courbes discontinues a I'utilisation d’'un tampon PBS sans ATP.
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fixation de TATP-TNP. Les trois formes phosphomimétiques présentent ainsi une
diminution de fixation de ’ATP équivalente.

La fixation d’'ATP implique la formation d'un nucléofilament compacté tandis qu’il
est relaché en absence de RADS51. Pour les variants phosphomimétiques cela implique qu’ils
formeraient un nucléofilament relaché. Ceci pourrait expliquer pourquoi les formes Y54E et
Y315E fixent moins de RADS51 a I'équilibre comme 'ont montré les expériences de Blitz.

Pour vérifier cette hypothése nous avons donc suivi la fixation de RAD51 a TADN
par Blitz en présence et en absence d’'ATP (Figure 47).

La forme sauvage montre une nette diminution de la valeur du plateau d’association
de RAD51 a 'ADNsb lorsque 'ATP est absent. Pour les mutants mono-phosphomimétiques
cette diminution est également présente mais avec une amplitude moins importante. Le
signal de la forme Y54/315E est trop faible pour apprécier une diminution du plateau.

Ces résultats sont cohérents avec notre hypothese initiale et suggérent que la moins

bonne fixation de 'ATP par les mutants mono-phosphomimétiques explique leur liaison a

I’ADNsb plus faible.

2/ L’hydrolyse de 'ATP est diminuée par les modifications phosphomimétiques.

L’hydrolyse de ’'ATP est mesurée par quantification du Pi relargué. Celui-ci peut étre
dosé par colorimétrie grace a I'emploi d'une coloration spécifique.

Sans RAD51 la coloration mesurée est faible montrant la faible hydrolyse spontanée
de 'ATP. Lorsque RAD51 WT est ajoutée l'absorbance mesurée est plus importante
traduisant une quantité importante de Pi et donc une activité ATPasique importante (Figure
48). Pour les mutants mono ou di-phosphomimétiques aucun signal significatif n’est détecté.

Au final cette expérience suggere que les phosphorylations ont un fort effet inhibiteur
sur I'hydrolyse de 'ATP. La faible hydrolyse de 'ATP peut s’expliquer en partie par une
fixation moins importante de I'ATP comme nous l'avons montré précédemment. De
plus, sur les expériences d’hydrolyse de 'ATP le seuil de détection est assez élevé, il est

donc possible que les mutants aient une hydrolyse bien qu’elle ne soit pas détectée.

Ces résultats ne permettent pas d’expliquer linfluence de la modification di-
phosphomimétique sur I'échange de brins. Cette absence de corrélation entre les deux
activités est aussi sans doute liée a 'action tardive de 'hydrolyse de 'ATP qui survient aprés
I'échange de brins. Il a d’ailleurs été montré, grace a des analogues non-hydrolysables de

I’ATP, que I'hydrolyse de '’ATP n’était pas nécessaire a I'activité d’échange de brins.
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Figure 48 : L’hydrolyse de 'ATP est trés fortement diminuée par les modifications phosphomimétiques.
Hydrolyse de 'ATP, mesurée quantité de Pi relargué pour RAD51 WT, Y54E, Y315E ou Y54/315E.
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Conclusion

Nous avons montré de maniére claire que la double modification phosphomimétique avait un
effet fortement inhibiteur sur l'activité intrinseque de RAD51 qui ne pouvait plus réaliser
son activité d’échange de brins.

Les différentes étapes de I'activité de RADS51 ont été analysées dans le but de déterminer si
I'une d’entre elles pouvaient étre a la source de cette absence d’activité. La fixation et
I'hydrolyse de T'ATP sont sensibles aux modifications phosphomimétiques mais ne
permettent pas d’expliquer totalement la diminution drastique d’échange de brins observée
pour le di-phosphomimétique. La faible fixation de la forme di-phosphomimétique a 'TADNsb
montre un défaut évident de la formation du nucléofilament contrairement aux formes
mono-phosphomimétique. Diftérents éléments tendent a montrer que ce défaut de formation
du nucléofilament imputé a la modification Y54/315E résulte d'une mauvaise

polymérisation.

II. La phosphorylation de RAD51 par c-Abl est un

mécanisme complexe

Afin de valider les résultats obtenus avec notre modele phosphomimétique nous avons
souhaité le comparer avec des formes phosphorylées. Cet essai n'ayant pas encore abouti
nous avons réalisé une phosphorylation iz vitro de RAD51 par une c-Abl commerciale. Le

résultat de cette phosphorylation est présenté dans une seconde partie.

A- L’immunoblotting révéle la phosphorylation en Y315 et sur une autre

tyrosine mais pas en Y54

A partir de c-Abl commerciale et de RAD51 purifiée nous avons réalisé des
phosphorylations n vitro. La présence de phosphorylation a été analysée par western blot
avec un anticorps anti-PhosphoTyrosine.

Dans un premier temps, nous avons établi les conditions de phosphorylation sur
RADS51 WT. Celle-ci a été incubée seule ou en présence de c-Abl. De plus, nous avons réalisé
deux contrdles : le premier avec c-Abl seule et le second avec RAD51 en présence de c-Abl

inactivée thermiquement.
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Figure 49 : Phosphorylation de RAD51 in vitro par c-Abl.
SDS-PAGE 10% révélé en western blot anti-PhosphoTyr de produits de phosphorylation : RAD51 seule ; RAD51 + c-Abl inactivée ;

RAD51 + c-Abl et c-Abl seule.
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Apres les deux heures d’incubation a 30°C en présence d’ATP les échantillons sont analysés
par western blot anti-phosphoTyrosine (Figure 49). Un faible signal est observé pour
RADS51 seule, celui-ci peut sans doute étre attribué a une fixation aspécifique de I'anticorps.
Le signal de phosphorylation est du méme ordre de grandeur pour RAD51 incubée avec c-
Abl inactivée. En revanche, avec c-Abl active un signal trés franc de phosphorylation est
visible. Il est intéressant de constater qu'un signal de phosphorylation est également observé
a hauteur de c-Abl. Mais ceci uniquement en présence de RAD51. Nous pouvons

I'interpréter comme une autophosphorylation de c-Abl dépendante de RADS51.

Nous avons voulu vérifier que cette phosphorylation se déroulait eftfectivement sur les
tyrosines 54 et 315. Pour se faire nous avons réalisé une phosphorylation iz vitro sur les
différents mutants phosphomimétiques. Ainsi, pour RAD51 Y54E le site Y54 n'est plus
disponible a la phosphorylation tandis que Y315 I'est toujours.

Les trois mutants phosphomimétiques sont phosphorylés iz vitro par c-Abl (Figure 50). La
présence d’'une phosphorylation sur le mutant di-phosphomimétique suggere la présence
d’un site de phosphorylation autre que Y54 et Y315.

Le signal obtenu sur le mutant Y54E montre un tres fort signal de phosphorylation
équivalent a celui obtenu pour la phosphorylation du WT. Ceci suggere qu'il y a une tres
bonne phosphorylation du résidu Y315.

Le signal obtenu sur le mutant Y315E est nettement plus faible. Cela suggére que la
phosphorylation ne se déroule pas ou tres peu sur le site Y 54.

En conclusion de ces expériences de phosphorylations iz vitro menées sur les différents
variants de RAD51 on en conclue que la phosphorylation avec c-Abl seule dans ces
conditions conduit a une phosphorylation de RAD51. Cette phosphorylation se déroule sur
Y315 majoritairement et treés peu sur Y54. Il existerait par contre un autre site de
phosphorylation. Ces résultats nous ont paru suffisant pour justifier l'analyse en

spectrométrie de masse afin de confirmer les sites phosphorylés ou non.

2/ Les analyses prédictives indiquent le site 1’191 comme probablement cible de c-Abl

RADS51 contient 10 tyrosines aux positions 54, 159, 178, 191, 205, 216, 228, 232 301 et 315
(Figure 51A).

En utilisant la séquence consensus de reconnaissance par c-Abl : I/V/L-Y-X-P/F seule trois
tyrosines possedent une séquence proche. Il s’agit des tyrosines Y54, Y191 et Y315 (Figure
51B).
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Figure 50 : La phosphorylation in vitro de RAD51 montre I'existence d'une phosphorylation sur un site différent de Y54 et
Y315.

A.

0- MAMOMQLEAN ADTSVEEESF GPQPISRLEQ CGINANDVKK LEEAGFHTVE AVAYAPKKEL INIKGISEAK ADKILAEAAK LVPMGFTTAT EFHQRRSEII QITTGSKELD KLLQGGIETG
SITEMFGEFR TGKTQICHTL AVTCQLPIDR GGGEGKAMYI DTEGTFRPER LLAVAERYGL SGSDVLDNVA YARAFNTDHQ TQLLYQASAM MVESRYALLI VDSATALYRT DYSGRGELSA
RQMHLARFLR MLLRLADEFG VAVVITNQVV AQVDGAAMFA ADPKKPIGGN IIAHASTTRL YLRKGRGETR ICKIYDSPCL PEAEAMFAIN ADGVGDAKD -339

Séquence consensus

B. I/V/L-Y-X-P/F

Tyrosine 54 51-  AVAYAPK 57
Tyrosine 191 188- NVAYARAFA -196
Tyrosine 315 311-  |CKIYDSP -318

Figure 51 : Recherche prédictive de sites de phosphorylation par c-Abl.
A. Séquence protéique de RADS51, les 10 tyrosines sont indiquées en rouge. B. Séquence consensus de reconnaissance de la kinase c-Abl
et environnement des 3 tyrosines s’en approchant : 54, 191 et 815.

108



RESULTATS.

3/ La phosphorylation in vitro a liew en Y315 et Y191 mais pas en V54

Afin de déterminer les sites phosphorylés de RAD51 par c-Abl i vitro dans nos
expériences, nous avons fait analyser nos échantillons par spectrométrie de masse (SM).

La réaction de phosphorylation a été conduite dans 8 conditions : RAD51 WT seule ;
RAD51 WT avec c-Abl et RAD51 Y54/315E avec c-Abl.

Les échantillons ont été déposés en SDS-PAGE et colorés en bleu de coomassie
(Figure 52A). Les bandes ont été découpées et envoyées a la plateforme 3P5 de Paris-
Descartes pour analyse. La phosphorylation a été vérifiée par western blot anti-
PhosphoTyrosine (Figure 52B). Le profil est le méme que celui observé précédemment avec
une phosphorylation importante pour la forme sauvage avec c-Abl, plus faible avec la forme
Y54/315E avec c-Abl et peu détectable avec RAD51 WT seule.

Les analyses de SM font ressortir deux sites de phosphorylation (Figure 52C). Sur la
torme RAD51 W seule aucune tyrosine phosphorylée n’est détectée. Pour la forme RAD51
WT la Y191 et la tyrosine Y315 sortent comme étant phosphorylées. Enfin pour RAD51
Y54/315E avec c-Abl seule la Y191 apparait phosphorylée. Il faut remarquer que la
phosphorylation en Y54 n’est pas détectée.

Ces résultats sont en parfaite concordance avec les résultats obtenus en WB et nous

ont permis d’identifier un site putatif de phosphorylation de RAD51 par c-Abl : Y191.

La phosphorylation in vitro de RAD51 par c-Abl ne nous a pas permis d’obtenir, pour le
moment, la phosphorylation sur Y54. La phosphorylation semble bien se dérouler en Y315
et un nouveau site potentiel en Y191 doit étre pris en compte. La validation du modéle

phosphomimétique n’a donc pas encore été réalisée.

III. Mise au point de la recherche de protéines partenaires

de RAD51

Comme nous I'avons vu RAD51 interagit avec de nombreux partenaires dans le cadre de la
réparation de 'ADN. Ces interactions connues permettent a3 RAD51 de rentrer dans le
noyau, I'aide a étre recrutée sur le site de cassure et a en partir. De plus, de nombreuses

interactions de RAD51 avec d’autres protéines restent a découvrir.
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C’est pourquoi notre objectif est de rechercher les partenaires de RAD51 par Pull Down

selon ses modifications phosphomimétiques. La réalisation de cet objectif comprend la mise
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Bleu de Coomassie IB : Anti-PhosphoTyr
C. -Résultat de spectrométrie de masse-
Rad51 WT seule _—{ " Pasde phosphorylation
NTD DA

Rad51 WT + c-Abl - (P ® Phosphorylation sur Y191 et Y315
NTD DA
Rad51Y54/315F +c-Abl _—| : Phosphorylation sur Y191

NTD DA

Figure 52 : Analyse des sites de phosphorylation de RAD51 par c-Abl en spectrométrie de masse.
A. Gel SDS-PAGE coloré en bleu de coomassie des produits de phosphorylation pour RAD51 WT seule ; RAD51 WT + c-Abl et
RAD51 Y54/315E +c-Abl B.  Gel SDS-PAGE révélé en western blot des produits de phosphorylation pour RAD51 WT seule;

RAD51 WT + c-Abl et RAD51 Y54/315E +c-Abl C. Schéma présentant les résultats de spectrométrie de masse. NTD : N-Terminal
Domain / DA : Domaine ATPase.
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point de la technique de Pull Down pour récupérer et éluer RAD51. Ce qui nous permettrait
d’étudier l'interaction avec des protéines issus de lysats cellulaires, afin d’isoler des
partenaires de RAD51. Finalement les protéines partenaires doivent étre analysées par
spectrométrie de masse. En paralléle, nous développons une co-immunoprécipitation avec
RAD51 afin de disposer d’'une méthode complémentaire.

Nous présenterons ici les premiéres étapes réalisées. Tout d’abord, la mise au point de la
technique avec RAD51. Puis des premiers éléments montrant une interaction avec des

protéines partenaires en pull down et en co-immunoprécipitation.

A- Optimisation de la fixation et du relarguage de RAD51

Les protéines RADS51 utilisées possedent un Tag 6-His qui permet de les fixer sur
des billes de Nickel. Nous avons cherché dans un premier temps a caractériser les conditions

de fixation et d’élution de RADS51 sur ces billes.

1/ Optimisation de la fization de RADS51

Nous avons cherché la quantité de RAD51 que nous pouvions fixer par billes. Pour ce
taire diftérentes quantités de RADS51 ont été ajoutées sur une méme quantité de billes. Apres
lavages les billes avec RAD51 sont mises a migrer directement en SDS-PAGE et les
échantillons analysés par bleu de coomassie (Figure 53).

Une piste controle a été réalisée avec 2,5ug de RAD51. Le signal est beaucoup moins
tort lorsque 2,5ug de RADS51 sont incubées sur les billes. I1 y a donc eu une perte importante
de RAD51 au cours des lavages. Avec 12,5ug de RADS51 le signal observé est presque
similaire a celui des 2,5ug contrdle. Ce qui fait un rendement assez faible de I'ordre de 20%.
Avec 25ug de RADS51 la quantité de protéines fixées est encore plus importante.

Nous n’avons pas trouvé de seuil de saturation des billes. Méme si une quantité assez

importante de RADS51 est perdue dans les lavages la protéine est bien retenue sur les billes.

2/ Optimisation des conditions d’élutions de RADS51

Nous avons ensuite cherché les conditions optimales pour I'élution de RADS51 fixée
aux billes. Deux conditions d’élution ont été essayées : Elution A de 5min d’incubation avec

une solution a 290mM d’imidazole ; et Elution B, renforcée, de 15min d’incubation avec une
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Figure 53 : Optimisation de la quantité de RAD51 fixée par les billes de Pull Down.
Diftérentes quantités de RAD51 WT (2,5 : 12,5 et 25ug) ont été incubées sur une quantité fixe de billes de Pull Down.

Elution B Elution A
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Figure 54 : Optimisation de I’élution de RAD51 des billes de Pull Down.

Suite a la fixation de 25ug de RAD51 conformément au protocole précédent 3 phases d’élutions successives sont réalisées E1 puis E2
puis E3. Deux conditions d’élutions différentes ont été testées A. 5min d’incubation avec 290mM d’imidazole B. 15min d’'incubation
avec 850mM d'imidazole.

112



RESULTATS.

solution a 850mM d’imidazole. Pour chacune des conditions 8 élutions successives sont
réalisées E1 a E3 et analysées par SDS-PAGE (Figure 54).

Dans les conditions d’élution A, RADS51 est faiblement éluée au cours des trois
élutions E1, E2, E3 et répartie de maniére équivalente entre elles. Dans les conditions
d’élution B, la grande majorité de la RAD51 éluée est concentrée en E1. La condition

d’élution B a donc été utilisée par la suite.

B- Recherche de protéines partenaires de RAD51

1/ La technique de Pull Down permet de récupérer d’autres protéines avec RADS1

La technique de Pull Down a été utilisée avec les différents variants
phosphomimétiques de RAD51. Apres la fixation de RADS51 sur les billes, celles-ci sont
incubées sur la nuit avec un extrait cellulaire de cellules Hel.a. Apres élution les protéines
ont été séparées sur SDS-PAGE et coloré au nitrate d’argent (Figure 55).

La fixation aux billes est bien spécifique car aucune protéine n’est détectée lorsque les
billes sont incubées avec I'extrait cellulaire seul en absence de RADS51 (Piste1). La bande a
87 kDa nous indique que RADS51 a bien été fixée et éluée pour toutes les modifications
phosphomimétiques (Piste 2 a 7). De maniere intéressante les quantités de RADS51
récupérées ne sont pas identiques et sont moins importantes pour les formes Y54/315E et
Y315E. D’autre part, une bande trés nette est visible aux alentours de 65kDa pour I'extrait
incubé avec RAD51 Y315E. Cette bande pourrait correspondre a un partenaire spécifique de

la forme Y315E.

2/ Modification de Uinteraction de RADS51 selon ses modifications phosphomimétiques avec des

protéines d’intérét.

En parallele des expériences de pull down, nous avons réalisé de
I'immunoprécipitation (IP) afin de disposer d’une technique complémentaire.

Les produits d’IP ont été analysés par SDS-PAGE suivi d'un western blot (Figure
56). Nous avons choisi de rechercher des protéines partenaires de RAD51 connues ou
intervenant dans la réparation homologue telles que NBS1, CK2 et H2AX.

Les trois protéines NBS1, CK2 et H2AX ont été co-précipité avec RAD51 W'T mais

aussi avec les différents variants phosphomimétiques.

113



RESULTATS.

Piste : 1 2 3 4 5 6 7
- + + + + + + Billes
+ + - + + + + Extrait
2 & " N - iy + Rad51WT
N N - + - Rad51Y54E
- - - . - - Rad51Y315
M(kda) MM - - - + - - - Rad51 Y54/315E
250
150
100
75
Rad51

Figure 55 : Récupération par Pull Down d’une protéine partenaire potentielle spécifique a RAD51 Y315E.
Suite au protocole de Pull Down réalisé avec les protéines RAD51 WT, Y54E, Y315E, Y54/315E les produits d’élution sont analysés

par coloration au nitrate d’argent.
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Figure 56 : Recherche d’interaction de RAD51 selon ses modifications phosphomimétiques avec des partenaires spécifiques

par Immunoprécipitation suivi d'un western blot.
Suite au protocole d’'ImmunoPrécipitation réalisé avec les protéines RAD51 WT, Y54E, Y315E, Y54/315E les produits d’élution sont

analysés par western blot anti-NBS1 anti-CK2 ou anti-H2AX.
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Ces résultats préliminaires sont encourageants car nous récupérons effectivement des
protéines avec RAD51. Toutefois, 'expérience ayant été réalisée en absence de DNase il est

possible que des complexes protéiques formés autour de 'ADN aient été récupérés.

Les techniques de Pull Down et de co-immunoprécipitation devraient nous permettre
d’analyser Teffet des modifications phosphomimétiques sur des partenaires connus de
RAD51 mais nous donnent également la possibilité de découvrir de nouveaux partenaires de

RADs51.

IV. La modification Y54E change le fonctionnement

cellulaire de RAD51

RADS51 est répartie de maniére équilibrée entre le noyau et le cytoplasme. Suite a I'induction
de dommages il y a une redistribution de RAD51 vers le noyau ou elle forme des foci de
réparation.

Dans ce chapitre nous tacherons de déterminer si les phosphorylations en Y54 et Y315
Jouent un roéle sur la localisation et la stabilité intracellulaire de RADS51 et sur la survie
cellulaire en réponse a des dommages a 'ADN.

Les travaux menés n cellulo sont majoritairement préliminaires et consistent en la mise en

place des techniques.

A- La modification Y54E favorise une localisation cytoplasmique de RAD51

La localisation cellulaire a été abordée par fractionnement cellulaire et par

immunomarquage.

1/ Par fractionnement cellulaire

Des cellules HelLa ont été transfectées avec des plasmides codant pour les diftérents
variants phosphomimétiques (Y54E, Y315E et Y54/315E) ainsi que la forme sauvage (W'T)
et le variant phosphorésistant (Y54/315F) toutes tagguées HA. Les extraits cellulaires ont
été récupérés et les fractions nucléaires et cytoplasmiques isolées. La pureté des fractions a

été vérifiée par I'analyse de I'histone H3 (Figure 57A).

115



RESULTATS.

L’'immuloblotting de RAD51 montre deux bandes clairement distinctes : a 37kDa
RAD51 endogene et a 45kDa RADS51 tagguée HA exogene. La forme sauvage est présente

dans les
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Figure 57 : La modification Y54E entraine une localisation cytoplasmique de RAD51 en fractionnement cellulaire.

A. Immunobloting anti-RAD51 et anti-H$ sur les produits de fractionnement des cellules HeLa transfectées avec RAD51 WT, Y54E,
Y315E ou Y54/315E. B. Représentation de la localisation de RAD51 selon ses modifications phosphomimétiques ; n=4 répétitions. (* :
D <0.05)
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deux fractions avec une localisation plus nucléaire que cytoplasmique. La modification
Y 315E n’induit pas de changement significatif par rapport a la forme sauvage. EEn revanche,
la présence des modifications Y54E ou Y54/315E induit une localisation cytoplasmique
(Figure 57B).

La modification phosphomimétique Y54E semble donc influencer la localisation de
RAD51 qui est détectée dans le cytoplasme. Il est possible que cette modification empéche
I'entrée de RADS51 dans le noyau ou qu'elle déclenche une exportation du noyau vers le

cytoplasme.

2/ Par immunofluorescence

Afin de vérifier ces résultats, les cellules Hela transfectées avec les différents
variants de RAD51 ont été analysées par Immunofluorescence. La localisation de RADS51 est
comparée a celle du marquage nucléaire DAPI a l'aide d'immunomarquage anti-RAD51
couplé au FITC (vert) ou anti-HA couplé au TRITC (rouge).

Dans les cellules non-transfectées par RAD51 (CTL), un signal faible est observé de
maniére homogene dans toutes les cellules et nous renseigne sur le bruit de fond (Figure
58A). Dans les cellules transfectées par RAD51 WT, le signal est hétérogeéne selon les
cellules (Figure 58A). La majorité des cellules possedent le méme niveau de signal que les
cellules CTL et sont donc considérées comme négatives ou non-transfectées par RAD51.
D’autre part, environ 10% des cellules montrent une intensité de signal tres largement
supérieure au bruit de fond et sont dites positives. Parmi ces cellules positives, environ 95%
des cellules font apparaitre dans le noyau de nombreux filaments qui s’entrecroisent pour
former comme un réseau. Elles sont appelées « en réseau » par la suite (Figure 58B).

Cette structure en réseau est typiquement observée lors de transfection et
surexpression de RAD51. Elle résulterait de l'association de RAD51 avec la chromatine
(Raderschall et al, 2002 ; Grandy et al, 2002).

Le marquage anti-Ha nous permet de détecter spécifiquement la forme exogene de
RAD51. La comparaison des deux signaux, anti-RAD51 et anti-HA, montre une trés bonne
superposition (Figure 58C). Nous pouvons affirmer que le signal observé est donc bien lié a
la RAD51 exogeéne.

Ayant caractérisé le signal pour la forme sauvage, nous avons voulu comparé la
localisation avec les formes phosphomimétiques. Nous avons donc examiné la localisation

cellulaire selon les modifications phosphomimétiques (Figure 59). La modification Y315E ne
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modifie pas la localisation de RAD51 qui reste majoritairement nucléaire. Par contre

les
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Figure 58 : Caractérisation de la localisation cellulaire de RAD51 WT par immunofluorescence.

A. Observation par microscopie a fluorescence de cellules HelLa transfectées ou non par RAD51 WT, le noyau est observé par marquage
DAPI et RADS51 par un anticorps anti-RAD51. CTL : cellules non-transfectées par RAD51 B. Cellules HeLa transfectées par RAD51
WT illustrant les différents qualificatifs utilisées pour nommer les cellules C. Cellules HeLa transfectées par RAD51 WT marquées par
un anti-RAD51 (FITC, vert) ou par un anti-HA (TRITC, rouge).
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modifications Y54E et Y54/315E conduisent a une localisation majoritairement
cytoplasmique (Figure 59). D’autre part, aucun changement de localisation n’est observé
avec le variant Y54/315F.

Les résultats d'immunofluorescence viennent confirmer ceux de fractionnement
cellulaire, a savoir que la modification Y54E semble induire une localisation cytoplasmique

de RAD51.

D’autre part nous avons constaté des diftérences dans les structures de RAD51 en
réseau selon les modifications phosphomimétiques. En effet, ce type de structure est
prépondérante lorsque RAD51 WT, Y315E ou Y54/315F sont transfectées. A contrario,
elles ne sont pas détectées lorsque RAD51 Y54E ou Y54/315E sont transtectées.

I1 est tentant de suggérer que I'absence de cette structure reflete une moins bonne
association a la chromatine in cellulo. Ce résultat semble cohérent avec nos expériences in
vitro oll nous avons montré que la modification pour RAD51 Y54/315E affecte la formation
du nucléofilament. Cependant, cela ne s’applique pas pour RAD51 Y54E qui se fixe
efficacement a 'ADN in vitro. D’autres facteurs peuvent intervenir n cellulo et pourraient

expliquer ce résultat tel que l'interaction avec une protéine controlant l'accés de RADS51 a

I’ADN.

B- La stabilité de RAD51 semble peu influencée par les modifications

phosphomimétiques

Les quantités relatives de RADS51 transfectées observées en western blot sont
différentes selon les modifications phosphomimétiques de RAD51 (Figure 60) alors que les
quantités de protéines déposées ont été normalisées avant dépdt. En particulier la forme
Y54/315E est nettement moins présente. Ce résultat a été constaté sur de nombreuses
répétitions de transfections. De plus, plusieurs lots différents de plasmides ont été utilisés
pour ces transfections ce qui semble exclure un biais 1ié a une surestimation de la
concentration du plasmide codant pour Y54/315E.

Devant ce résultat se pose la question de savoir si les modifications
phosphomimétiques peuvent influencer la stabilité de RAD51. Jusqu'a présent nous avons
regardé a un temps t=48h apres transfection. Pour le vérifier, nous avons réalisé une

cinétique pour suivre la quantité de RAD51 présente apres transfection.
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Le niveau d’expression de RADS51 a été suivi apres transfection a 24, 32, 48 et 72h.
Les cellules ont été lysées. Les concentrations protéiques des extraits cellulaires sont

mesurées de facon a déposer la méme quantité de protéines dans chaque puits.
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Figure 59 : Comparaison de la localisation cellulaire et de I'organisation intranucléaire de RAD51 selon ses modifications

phosphomimétiques.

Les noyaux sont révélés par un marquage DAPI, RAD51 par un anticorps primaire anti-RADS51 révélé par un anticorps secondaire

couplé au FITC (vert).
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Figure 60 : Quantités de RAD51 exprimées selon les modifications phosphomimétiques.

Western blot d’extraits cellulaires totaux de cellules HeLa transfectées sans RAD51 (CTL) ou avec RAD51 WT, Y54E, Y315E,

Y54/315E ou Y54/315F. Révélation avec un anti-RAD51.
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La quantité de RAD51 WT quantifiée en Western blot augmente progressivement
tout au long de la période étudiée (Figure 61). Toutes les autres formes présentent un profil
assez similaire avec un maximum de RADS51 détectée a 48 et 72h. Quelques différences sont
observées mais la répétition des expériences permettra de déterminer si elles sont
significatives. De plus, l'allongement du temps de suivi est nécessaire pour analyser
I'ensemble de la cinétique de production et de disparition de RAD51. Par contre, la
comparaison de la quantité de chaque variant a un temps t montre que le niveau du mutant
Y54/315E est systématiquement plus bas que les autres.

Ces premiers résultats de suivi cinétique de RAD51 ont confirmé un niveau

globalement plus faible de RAD51 Y54/315E par rapport aux autres variants de RAD51.

C- La survie cellulaire n’est pas différente selon les modifications

phosphomimétiques des RAD51 transfectées.

Il est raisonnable de penser qu'une modification de l'activité de RAD51 devrait se
traduire par une diftérence de survie cellulaire aprés induction de dommages a '’ADN.

Afin de connaitre l'effet des modifications phosphomimétiques sur la survie cellulaire
nous avons traité des cellules transfectées avec les différents variants de RADS51 par la
camptothécine (CPT). Ce traitement a forte dose induit des cassures simple brin qui évoluent
vers des cassures double brin. La survie des cellules est évaluée par clonogénie.

100 cellules sont incubées dans un puits. Aprés 1 semaine chaque cellule vivante s’est
divisée pour former une colonie. Le nombre de colonies reflete donc le taux de survie
cellulaire.

Le nombre de clones des cellules Contréles (CTL) chute d’environ 30 clones sans
traitement jusqu'a environ 5 clones aprés traitement par 10*M de CPT pendant 1heure.
Nous avons ainsi vérifié l'efficacité de notre traitement et établi une condition de référence

(Figure 62A).
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A.
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WT Y54E Y315E Y54/315E Y54/315F

24 32 48 72 24 32 48 72 24 32 48 72 24 32 48 72 24 32 48 72 24 32 48 72 t(h)

- | i sl il .

100
920
80
70
60

50

40

30

20

10 I
0

24 32 48 72|24 32 48 72|24 32 48 72|24 32 48 72|24 32 48 72(24 32 48 72

Quantité de Rad51 (UA)

CTL Rad51 WT | Rad51 Y54E | Rad51 Y315E Rad51 Rad51
Y54/315E Y54/315F

Figure 61 : Cinétique d’expression des variants phosphomimétiques aprés transfection.

A. Western blot d’extraits cellulaires totaux de cellules Hela transfectées sans RAD51 (CTL), ou avec RAD51 WT, Y54E, Y315E,
Y54/315E ou Y54/315F. Les cellules ont été récoltées a 24, 32, 48 et 72h apreés transfection. B. Graphique de I'évolution de la quantité de
RAD?51 selon le temps en h aprés transfection.
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La comparaison effectuée avec les cellules transfectées par les diftérents variants de
RADJ51 ne fait pas ressortir de différences majeures avec la condition contrdle (Figure 62B).
Toutefois, regardons maintenant uniquement les conditions extrémes, c’est-a-dire sans
traitement et avec le traitement le plus concentré en CPT (10-*M). En absence de tout
traitement (N'T), les cellules avec la meilleure survie sont celles transfectées par RADS51
Y54E, RAD51 Y54/315E et la condition CTL. Tandis que les cellules transfectées par
RAD51 WT, RAD51 Y315E et RAD51 Y54/315F présentent une survie moins importante.
Dans les conditions de traitement a la CPT 10*M, nous obtenons la tendance inverse. Si
d’ailleurs, on calcule le pourcentage de diminution entre la condition N'T et la CPT10, la
baisse est la plus importante pour la condition CTL ou en présence de RAD51 Y54E ou
Y54/315E par rapport aux cellules transfectées par RAD51 WT, Y315E ou Y54/315E
(Figure 62B). D’ailleurs la comparaison de I'évolution de la mortalité entre les conditions
extrémes montre qu’elle augmente le plus pour RAD51 Y54E, Y54/315E et la condition
CTL. (Figure 62C).

Cette observation ne repose pas sur un nombre suffisant de répétitions (n=2) pour
avoir une valeur significative. Toutefois il est intéressant de I'interpréter a la lumiere des
résultats précédents. En effet, d’apres nos précédentes expériences il semblerait que la forme
Y54/315E de RADS51 soit inactive tant a cause d’une inactivité intrinséque qu’a cause de sa
localisation nucléaire. La forme Y54 de RADS51 est active in vitro mais sa localisation
majoritairement cytoplasmique laisse penser que sa capacité de réparation in cellulo puisse
étre moins efficace. En revanche, les formes WT, Y315E et Y54/315F de RAD51 semblent
tout a fait actives n vitro et de localisation nucléaire.

En partant de ce postulat, en absence de traitement la présence de RAD51 inactive
(Y54E et Y54/315E) est équivalente a I'absence de RAD51 transfectée (CTL). Par contre, la
présence de RAD51 active (WT, Y315E etY54/315F) entraine une mortalité légérement
plus importante. En absence de dommages, RAD51 pourrait réaliser des recombinaisons
aberrantes aux conséquences déléteres. Lorsque de nombreux dommages sont induits et la
mortalité augmente de maniere similaire pour les cellules sans RAD51 ou avec RADS51
inactive (Y54E et Y54/315E). Cette diminution est moins importante pour les cellules
possédant une RAD51 active (WT, Y315E et Y54/315F), RAD51 permettant alors une

possible prise en charge de dommages et favorisant la survie cellulaire.
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Figure 62 : Pas de différences significatives de survie en clonogénie selon les modifications phosphomimétiques.

A. Apres 1h de traitement a la camptothécine (CPT) des cellules HeLa préalablement transfectées par RAD51 WT, Y54E, Y315E,
Y54/315E, Y54/315F ou non-transfectées (CTL) ont été dénombrées. Puis 100cellules ont été ensemencés par puits. Aprés 72h les
colonies sont révélées par marquage MTT. (NT : Non-Traité) B. Histogramme du nombre de colonies comptées en phase finale de la
clonogénie (n=2 répétitions). C. Histogramme du % d’augmentation de la mortalité entre la condition N'T et la condition CPT 10-*.
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Les tres taibles impacts apparents de la transfection de RAD51 sur la survie cellulaire
peuvent s’expliquer par différents parameétres. Premiérement, les cellules ne sont pas
synchronisées et sont donc dans diftérentes phases du cycle cellulaire. Il y a donc une
réparation d’une partie des cassures double brin par la LNHE. Deuxiémement, les cellules
possedent un niveau basal de RAD51 sauvage endogene qui doit certainement participer a
réparer les dommages. Troisiemement et c’est surement un point clef, nous avons vu lors de
la réalisation des expériences d'immunofluorescence que le taux de cellules transfectées est
taible (autour de 10%). Ainsi dans le cas de cellules dites transfectées par RAD51 il s’agit de
10% de cellules parmi 90% de cellules au comportement proches des cellules CTL.

Il sera déterminant pour les prochaines expériences menées pour la survie
d’améliorer le taux de cellules transfectées ou de procéder a un tri pour ne conserver que
celles-ci. Ceci permettra de diminuer le bruit de fond. De plus, il pourrait étre intéressant

d’utiliser des inhibiteurs de la NEHJ pour s’affranchir de son action de réparation des CDB.

N

L’analyse des effets a 1’échelle cellulaire des modifications phosphomimétiques de
RAD51 est préliminaire.

Seule la comparaison de la localisation cellulaire a pu montrer des différences claires
entre les variants phosphomimétiques. Nous avons vu, a la fois par fractionnement
cellulaire et par immunofluorescence que la modification Y54E seule ou en présence
de la modification Y315E semble conduire a une distribution majoritairement
cytoplasmique de RAD51. De plus, la localisation plus nucléaire des formes WT,
Y315E ou Y54/315F s’accompagnent de structure en réseaux, révélant sans doute une
association avec la chromatine. La transposition de ces résultats au modéle de
phosphorylation séquentiel conduirait a avoir suite a la premiére phosphorylation sur
Y315 une forme majoritairement cytoplasmique. Deés lors que la deuxiéme
phosphorylation en Y54 a lieu alors RADS51 serait redistribué dans le cytoplasme. Cela
devra étre confirmé notamment par des expériences dynamiques montrant la
redistribution de RAD51 dans le temps.

Les résultats obtenus sur la stabilité ou la survie de RAD51 nous ont permis d’établir

la base expérimentale nécessaire a la poursuite de ces investigations.

128



DISCUSSION.

Quatrieme partie :

DISCUSSION.
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I.  Sur la phosphorylation de RAD51 par c-Abl

A- Quels sont les sites phosphorylés ?

Lors de la phosphorylation de RADS51 par c-Abl iz vitro nous avons observé la
phosphorylation de résidus tyrosine par immunoblotting. Comme nous I'avons vu
l'utilisation de mutants phosphorésistants étaye tres clairement la phosphorylation en Y315.
En revanche, avec cette méthode aucune variation de phosphorylation n’est observée avec
Y 54. Par contre, il semblerait qu'un autre résidu Y soit phosphorylé ailleurs sur RAD51.
D’apres les données de la littérature la phosphorylation en Y815 donne souvent un signal
trés clair de phosphorylation i vitro ou in cellulo aprés co-transtection avec c-Abl (Chen et
al, 1999 ; Slupianek et al, 2001 ; Popova et al, 2009 ; Shimizu et al, 2009 ; Slupianek et
al, 2011). Tandis que la phosphorylation en Y54 est souvent peu détectable (Yuan et al,
1997 ; Slupianek et al, 2001), voire non détectable (Chen et al, 1999 ; Slupianek et al,
2011) et plus rarement, clairement détectable (Popova et al, 2009 ; Shimizu et al, 2009).
Nous retrouvons bien par spectrométrie de masse la phosphorylation sur le site Y315. Nous
ne détectons pas la phosphorylation en Y54, bien que celle-ci avait été détectée par
spectrométrie de masse (Yuan et al, 1997). Les analyses révelent également que la Y191
serait phosphorylée et pourrait donc correspondre au signal de phosphorylation détecté par
western blot lorsque Y54 et Y315 ne sont pas phosphorylables. Cette hypothése pourra étre
testée par I'utilisation de mutants phosphorésistants Y191A notamment.

La phosphorylation de ces 3 sites par c-Abl est cohérente car ce sont les 3 tyrosines de
RAD51 qui s’inscrivent dans une séquence consensus de reconnaissance par c-Abl. D’autre
part, les Y54, Y191 et Y315 sont toutes exposées a la surface de RAD51 d’apres les modeéles

de structure pour HsRAD51, donc accessibles par la kinase.

Sur la base de ces résultats, il semble avéré que c-Abl phosphoryle bien RAD51 en Y54 et en
Y315. Toutefois, la phosphorylation en Y315 semble majoritaire, quantitativement, par
rapport a celle en Y54. L'explication pourrait provenir du mécanisme séquentiel déja évoqué,
la phosphorylation en Y54 demandant la phosphorylation en Y315 il est logique de trouver
plus de P-Y315.

La vérification de la phosphorylation en Y191 peut s’appuyer sur des tests in vitro de
phosphorylation. Elle pourra également étre recherchée in cellulo atin de savoir si cette

phosphorylation n’est pas un artefact 1ié aux conditions iz vitro.
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Figure 63 : Equilibre de phosphorylation de RAD51 par c-Abl.

DISCUSSION.

Les fleches en trait continu indiquent une phosphorylation avérée, en discontinu une phosphorylation possible. Les

phosphorylations sont indiquées en rouge par un grand P.
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Enfin, si cette phosphorylation s’avére étre effective il sera intéressant de savoir comment
elle intervient vis-a-vis de la phosphorylation séquentielle de RAD51 sur Y315 et Y54

(Figure 63).

B- L’utilisation des phosphomimétiques

Un premier avantage d’avoir choisi I'utilisation de phosphomimétiques est d’obtenir des lots
distinctement séparés de RAD51 a diftérents degrés de phosphomimétisme. Car, comme
nous venons d’en discuter, la phosphorylation de RAD51 par c-Abl implique un équilibre de
phosphorylation de plusieurs sites. De plus, la phosphorylation de ces sites in vitro est sans
doute dépendante des conditions utilisées comme le suggere la détection de Y54 ou Y315
phosphorylée. Le produit de phosphorylation de RADS51 par c-Abl iz vitro est donc un
mélange de formes non-phosphorylées et de formes phosphorylées.

L’emploi de phosphomimétiques demande la mutation de la tyrosine en glutamate. Nous
avons vérifié que la mutation n’entrainait pas de déstructuration de la protéine. Nous avons
également produit un mutant controle phosphorésistant (Y54/315F) en changeant la
tyrosine en phénylalanine qui ne posséde donc pas de charge négative.

Toutetois, lors de la mutation de Tyr vers Glu nous avons deux modifications, la premiere
est I'apport d’'une charge négative et la seconde est la perte du cycle aromatique. En effet, il
n'y pas d’acide aminé naturel qui posséde a la fois une charge et un cycle. Il pourrait étre
intéressant de produire un mutant ou les Tyr sont mutées en Ala. Car nous aurions
effectivement la perte du cycle aromatique mais sans apport de charge négative (Figure 64).
Ceci nous permettrait de vérifier définitivement que I'effet observé est bien uniquement lié a

I'apport de charge négative.

Tyrosine Phénylalanine Alanine Glutamate

Figure 64 : Comparaison de la structure des différents acides aminés impliqués pour mimer ou empécher la phosphorylation.
De gauche a droite : la tyrosine avec un cycle aromatique et le groupement -OH ol se fixe le groupement phosphate chargé
négativement, la phénylalanine avec un cycle et sans groupement —OH ; I’Alanine sans cycle aromatique et sans groupement OH ; le

Glutamate sans cycle aromatique et avec un groupement —COOH présent en COO- porteur d’'une charge négative.
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C- Sur l'effet des phosphorylations sur I'activité intrinséque

1/ Inactivation de RADS5 1

L’activité intrinseque de RADS51, soit sa capacité d’échange de brins homologues, est
tortement affectée par les modifications phosphomimétiques. La réalisation de diftérents
tests d’échange de brins ou d’'invasion montre clairement la trés forte inactivation liée a la
double modification Y54/315E. Il semble y avoir un fossé important entre la forme di-
phosphomimétique et les formes mono-phosphomimétiques qui ont une activité similaire a
celle du sauvage. RADS51 étant une protéine fragile, thermosensible notamment, il a fallu
vérifier qu'un probléme de lot n’avait pas pu survenir. La confirmation par DC de la bonne
conservation de la structure, le profil similaire de RAD51 Y54/315E par rapport aux autres
RAD51 en SDS-PAGE et la répétition avec un deuxieme lot de RAD51 issu d’une
purification indépendante nous confortent dans I'idée que 'effet observé est bien uniquement
d@ a la modification introduite. L'introduction de deux mutations aux positions 54 et 315
sans apport de charge négative ne suffit pas a inactiver RAD51 comme l'a montré
I'utilisation du mutant Y54/315F. Comme cela a été discuté précédemment, il faudra
compléter cette approche par I'utilisation d’'un mutant Y54/315A et par une validation basée
sur la comparaison avec des formes phosphorylées.

Il est intéressant de noter que Yuan et al avaient montré une inactivation de RAD51 en
présence de c-Abl active lors de la réalisation d’échange de brins (Yuan et al, 1997). La
seule phosphorylation qu’ils avaient alors détectée était celle en Y54 par spectrométrie de
masse. Toutefois la phosphorylation en Y315 est délicate a analyser en SM (Popova et al,
2009) elle a pu ne pas étre détectée. Cette hypothese est d’autant plus probable que d’apres le
mécanisme séquentiel de phosphorylation (Popova et al, 2009) la phosphorylation de Y54
est secondaire a celle de Y315. Ainsi, bien que le doute subsiste sur l'état exact de
phosphorylation de RAD51 lors de leurs expériences, ce résultat peut étre vu comme un
indice favorable a notre hypothése d’inactivation de RAD51 par la double phosphorylation.
L’inclusion de ces résultats avec le modele séquentiel (Popova et al, 2009) nous conduit a
envisager un modeéle ot RADS51 est toujours active suite a sa premiére phosphorylation, et

devient inactive avec la seconde phosphorylation (Figure 65).

Y54 Y315 Y54 Y315-P P-Y54 Y315-P

MODELE SEQUENTIEL —_— _—

ACTIF ACTIF INACTIF
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Figure 65 : Schéma bilan de la transposition de nos résultats au modele de phosphorylation séquentielle.

Les résidus en Y54 et Y315 en noir sont non-phosphorylés. Les résidus P-Y54 et Y315-P sont phosphorylés.

Intéressons-nous tout d’abord aux formes mono-phosphomimétiques RAD51 Y54E et
RAD51 Y315E. Nos expériences ont montré que leurs activités intrinséques étaient tres
similaires. Pour récapituler, il semblerait que leurs capacités a fixer et a hydrolyser 'ATP
solent diminuées. De plus, ces formes s’associent a '’ADNsb mais fixent quantitativement
moins de RADS51 par paires de bases que la forme sauvage. Enfin ces modifications mono-
phosphomimétiques n’ont pas d’eftets observables sur l'échange ou l'invasion de brins
homologues (Tableau III).

L’hydrolyse de 'ATP est logiquement affecté si moins d’ATP est fixé. De plus, la diminution
de la fixation de 'ATP est sans doute responsable de la moins bonne fixation de RAD51 a
I’ADNsb. En effet, le nucléofilament de RAD51 est sous une forme compactée en présence
d’ATP et sous forme relachée en absence d’ATP (Robertson et al, 2009). Nous pouvons
donc penser que la moins bonne fixation de I'ATP conduit a la formation dun
nucléofilament plus relaché et donc a moins de fixation de RAD51. Les nucléofilaments
tormés seraient d’une taille suffisante pour permettre une activité recombinase de RADS51
(Figure 66). Il est possible que cette activité soit un peu diminuée. En effet a faible
concentration en RADS51 les mutants semblent un peu moins efficaces que la forme sauvage.
Pour le montrer il serait intéressant de se placer loin des conditions d’équilibre avec un
temps de réaction plus court et des concentrations plus faibles en RAD51 atin d’exacerber les
différences.

Passons a la forme di-phosphomimétique. Le profil de fixation et d’hydrolyse de 'ATP est
similaire a ceux des formes mono-phosphomimétiques. Nous pouvons attendre un résultat
identique sur la fixation a 'ADNSsb. Or la fixation de RAD51 semble montrer une fixation de
trés peu de RAD51. Le facteur supplémentaire responsable de cette mauvaise formation du
nucléofilament serait la polymérisation. En effet, nos expériences semblent indiquer que le
degré de polymérisation de la forme Y54/315E soit beaucoup plus faible que la forme
sauvage ou que les formes mono-phosphomimétiques (Tableau III). Ainsi il semblerait que
I'eftet synergique des modifications Y54 et Y315 entraine un défaut de polymérisation ne
permettant pas de formation de nucléofilaments. Sous cette forme 'activité recombinase est

fortement compromise (Figure 66).
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Polymérisation

+/— +/— +/—
+/= +/— +/=

Fixation de I'ATP

Hydrolyse de 'ATP

Fixation a FADNsb

Echangede
brins
homologues

ACTIF ACTIF INACTIF

Tableau III : Tableau bilan des activités de RAD51 selon ses modifications phosphomimétiques.

La présence d’un « + » indique une bonne activité, un « +/ - » indique une activité réduite et un « - » indique une activité trés faible.

Rad51 di-phosphomimétique (Y54/315E)
@ ° S
) o ® T .
< —> e —>
T OO I
‘ /.\f‘\_ ADN
Rad51 sous forme monomere Trés mauvaise fixation a ’ADNsb Absence d’échange de brins

Mauvaise interaction monomére-monomeére
Fixation moyenne de ATP

Rad51 mono-phosphomimétique (Y54E ou Y315E)

€CCEE wmp MO . o

Assez bonne fixation de '’ADNsb Bon échange de brins

Rad51 polymérisation moyenne

Interaction moyenne monomére-monomére
Fixation moyenne de ATP

Rad51 sauvage (WT)

€CCCCCE ==} N A, .. =) T\,

Rad51 bonne polymérisation Trés bonne fixation de ’ADNsb Bon échange de brins

Bonne interaction monomére-monomere
Bonne fixation de PATP

Figure 66 : Modéle explicatif de I'effet des modifications phosphomimétiques sur I’activité intrinséque de RAD51.
Proposition de mécanisme pouvant expliquer les effets des modifications phosphomimétiques au niveau de I'échange de brins par la

polymérisation et la formation du nucléofilament.
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D- Hypothése mécanistique de I'effet des phosphorylations par le contexte

structural des positions Y54 et Y315

La tyrosine Y54 est relativement excentrée des sites de fixation de ’ADN ou de 'ATP par
sa situation dans le Domaine N-terminal. Toutefois elle interagit directement avec un acide
aminé aromatique (Phe195) du domaine ATPase au sein du méme monomere de RAD51
(Conway et al, 2004) (Figure 67). Méme si le domaine N-terminal ne semble pas
nécessaire a l'oligomérisation de RAD51 (Davies & Pellegrini, 2007), la modification de
Y54 peut jouer un rdle indirect sur la polymérisation de RADS51 a travers la rupture de
I'interaction entre Y54 et F'195. En effet, Zhang et al ont trouvé que l'apport de charges
négatives a la surface du domaine N-terminal pouvait affecter 1'échange de brins et
I'hydrolyse de 'ATP suggérant un lien avec la flexibilité du domaine N-terminal. Ainsi il est
envisageable que la charge négative en position 54 agisse comme un modulateur de la
flexibilité du domaine N-terminal et de I'hélicité du filament. La cinétique d’auto-association
de RAD51 sur 'ADNsb étant coopérative (Candelli et al, 2014) cela signifie qu'une
instabilit¢ de Ilinteraction monomere-monomere favoriserait la dissociation du
nucléofilament. La dissociation rapide RAD51 Y54E de TADNsb observée en Blitz en est

peut étre une illustration.

Concernant la position Y315, des études précédentes ont suggéré sa présence a l'interface
monomere-monomere et il semblerait que le remplacement de ce résidu par un acide aminé
acide ou basique puisse inhiber sa polymérisation (Takizawa et al, 2004). Il est intéressant
de noter que la poche de fixation de 'ATP correspondant aux acides aminés Asp316-Glug22
peut moduler la stabilité du nucléofilament de RAD51 (Amunugama et al, 2012). De plus,
le voisinage acide de '’Asp316 est essentiel pour la formation d’'un pont salin (Qian et al,
2006) qui est suspecté d’agir comme un capteur conformationnel déterminant le statut actif
ou inactif pendant la RH (Amunugama et al, 2012). La Y315 est positionnée a une position
stratégique : proche de la loop L2, de la poche de fixation de I'ATP et de linterface
monomere-monomere (Figure 68). De plus, cette position est entourée d’acides aminés
chargés (K284, K285, D316, E322) qui peuvent jouer un role dans la flexibilité de la boucle
L2 et de la boucle de la poche de fixation de 'ATP. Il n’est donc pas surprenant d’observer
des effets sur la fixation de TATP et sur la fixation de 'ADN.
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Domaine N-terminal

MONOMERE N+1

Figure 67 : Position de Y54 a I'interface entre domaine N-terminal et domaine ATPase.
Modele présentant deux monomeéres de HsSRADS5 1, premier monomere en jaune et second en bleu. Y54 est coloré en vert et F195 en

rose.

Figure 68 : Position de Y315 entre la boucle L2 de fixation de ’ADN et la boucle de la poche de fixation de 'ATP.
Mode¢le présentant deux monomeéres de HsSRADS51, premier monomeére en jaune et second en bleu. Y315 est coloré en vert ; la
boucle L2 en turquoise a ‘exception des aminés K284 et K285 situés a sa base ; 'ATP est coloré en orange et les acides D316 et

E322 de la boucle de fixation a 'ATP sont colorés en rose.
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II. Sur l'effet des phosphorylations sur RAD51 a I'échelle

cellulaire

A- La localisation cellulaire

La combinaison des résultats d’'immunofuorescence et de fractionnement cellulaire permet
d’établir T'effet de la modification Y54 dans la translocation du noyau vers le cytoplasme. En
effet, les mutants Y54E et Y54/315E montrent une localisation beaucoup plus
cytoplasmique que la forme sauvage ou les mutants Y315E ou Y54/315F. Le déroulement
précis de ce phénoméne n'est pas connu. Il sera intéressant dans un premier temps de
connaitre la dynamique du phénomene. La modification Y54E empéche-t-elle I'entrée de
RAD51 dans le noyau ou participe-t-elle a sa sortie du noyau. Plusieurs hypothéses peuvent
étre formulées. Comme cela avait été discuté dans l'introduction RAD51 contient une
séquence d’exclusion nucléaire (NES) (Jeyasekharan et al, 2013). Il pourrait étre
envisageable que la charge négative présente en Y54 entraine un changement
conformationnel qui découvre la NES. Celle-ci pourrait étre mutée pour tester cette
hypothése. Lors des expériences de recherche des partenaires de RAD51 il faudra suivre
I'interaction de RAD51 portant la modification Y54E avec les protéines BRCA2 ou RAD51C

impliquées dans la translocation nucléaire de RAD51.

B- La stabilité de RADS51

Les résultats de transfections montrent que les niveaux de RAD51ne sont pas les mémes
dans les cellules. La part de la dégradation de RADS51 peut étre testée par l'emploi
d’inhibiteurs de protéasome et de la synthése protéique. La dégradation de RAD51 pouvant
également étre effectuée par la caspase 3, des essais de clivage iz vitro des diftérentes formes

peuvent étre réalisés.

C- La survie cellulaire
Nous avons vu que les conséquences des modifications phosphomimétiques de RAD51 ont

trés peu d’eftet sur la survie cellulaire. Le faible nombre de cellules transtectées par RAD51

peut étre une piste d’explication. Il est envisageable d’améliorer la transfection pour
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augmenter la proportion de cellules transfectées. Une alternative pourrait étre de trier les

cellules positives avant de réaliser un test de survie.

D- La recherche de partenaires

La recherche des partenaires de RAD51 selon son niveau de phosphorylation est un élément
clef de la compréhension de la régulation de son mécanisme. D’une part en recherchant I'eftet
de ces phosphorylations sur des partenaires connus de RAD51. D’autre part en effectuant
une recherche générale par détection et identification des partenaires par spectrométrie de
masse. Les protéines montrant une différence d’interaction selon les modifications de

RAD51 devraient permettre d’orienter les expériences a venir ou de renforcer celles déja

réalisées.

III. Modele d’inactivation de RAD51 par la double
phosphorylation

Lactivation et l'inactivation sont des étapes importantes du fonctionnement des voies de
réparation.

Il semble que la double phosphorylation ait un puissant eftet inhibiteur sur RAD51. La
tormation du nucléofilament est considérablement diminuée et RADS51 ne peut plus eftectuer
un échange de brins homologue. De plus, sa localisation est beaucoup plus cytoplasmique ce
qui diminue d’autant plus la possibilité d’avoir une activité de réparation (Figure 69).

Cette inhibition de RAD51 par la forme finale de la phosphorylation séquentielle peut étre
comprise comme une maniére de stopper RADS51 atin d’éviter toute réparation anormale.

Il serait particulierement intéressant de voir si la forme sauvage et la forme phosphorylée en
Y315, montrent une différence de fonctionnement. Il est tentant de supposer que la double
phosphorylation puisse fonctionner comme un interrupteur, activant d’abord RAD51 par une
premiére phosphorylation suite a un dommage, et l'éteignant par une deuxiéme
phosphorylation. Cela serait une maniere de contréler précisément le fonctionnement de
RAD51 atin qu’elle ne soit active qu'au bon moment.

Nos résultats semblent indiquer que lactivité de polymérisation est facteur clef du
fonctionnement de RADS51. La recherche et T'utilisation de molécules interférant avec la
polymérisation est une piste d’intérét pour linhibition de RADS51 et a terme la

potentialisation des traitements cancéreux.
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Figure 69 : Modéle d’inactivation de RAD51 par la double phosphorylation en Y54 et Y315.
La premiére phosphorylation de RAD51 en Y815 RADS51 est présente dans le noyau, elle est capable de fixer TADN et est active.
Apres la seconde phosphorylation en Y54 RAD51 ne forme plus de nucléofilament, n’est plus en mesure de réaliser un échange de

brins homologues et sa localisation est majoritairement cytoplasmique.
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Annexe 1 : Fiche projet CNRS ExoMod.

APPEL A PROIJETS PEPS Interdisciplinaires 2015

ExoMod
Nouveaux modeles : la biodiversité pour explorer de
nouveaux mécanismes biologiques et biochimiques

Mi
Mission pour
I'Interdisciplinarité

Ce formulaire (libellé ExoMod —nomcandidat) doit étre obligatoirement déposé par
le porteur du projet sur le site https://sigap.cnrs.fr/sigap/web/connexion.php
sous format word et ou pdf

DATE LIMITE DE CANDIDATURE : LE 29 JANVIER 2015 A MINUIT

Identification

Civilité et Nom du porteur | Mr FLEURY Fabrice / Mr ALLIGAND Brendan

du projet

Titre long (max 150 Les tardigrades comme organismes modeles de la protection et réparation de I’AD
caracteres)

Acronyme TARDINA

Durée envisagée du projet | X 1an 2 ans

Résumé du projet : (10 lignes maxi)

Les tardigrades présentent une résistance hors du commun aux conditions extrémes, capables de résister a des
taux de radiations tels qu’ils survivent aux rayonnements solaires d’un vol spatial. Les mécanismes permettant
leur survie restent a étre identifiés mais les voies de la photoprotection et de la réparation de I’ADN pourraient
jouer un role prépondérant. A partir de ce modeéle animal original, nous proposons d’étudier les mécanismes
impliqués dans le maintien de la stabilité génomique. Apres la sélection d’'une espece la mieux adaptée, nous
évaluerons lI'importance du contenu pigmentaire des tardigrades pour la résistance aux dommages radio-
induits de I’ADN. Nous analyserons également la réponse aux dommages de I’ADN par l'identification et la
caractérisation des protéines de réparation de I'ADN. Nous pourrons ainsi établir la relation entre la
photoprotection et la réparation de I’ADN ce qui nous conduira a mieux comprendre les mécanismes a I'origine
d’une si grande efficacité dans la résistance aux radiations.

Exposé scientifique du projet (3 pages maximum) accompagné d’un court CV du porteur (1/2 page) et
mentionnant 5 a 7 références pertinentes des équipes impliquées. Les équipes participantes et la demande
budgétaire doivent étre mentionnées (ainsi que sur I’application SIGAP lors de la candidature).

INTRODUCTION

Les tardigrades des organismes tres résistants.

Tous les étres vivants partagent un fonctionnement commun basé sur leur ADN. Tous doivent faire face a des
dommages quotidiens, 10 000 cassures par jour et par cellule en moyenne pour une cellule humaine. Tous
possedent des mécanismes leur permettant de réparer ces cassures. Certains organismes ont développé des
capacités particuliéres pour résister a ces dommages, tels les tardigrades qui appartiennent a une classe
d’organisme sans équivalent au sein des métazoaires. Ces organismes d’environ un demi-millimétre se trouvent
facilement dans tous les milieux humides, en particulier dans les mousses et dans les lichens. Découverts en
1773, I'attention s’est portée sur eux depuis qu’ils sont devenus les premiers animaux a avoir survécu a un
voyage dans |'espace sans protection (Jonsson et al, 2008). Des expériences en conditions extrémes ont

155



Annexes.

confirmé I'extraordinaire résistance des tardigrades aux températures hautes ou basses de -272°C a 150°C, au
vide, aux hautes pressions jusqu’a 30 000 atmosphéres (Kunihiro et al 1998). Enfin, il supporte des taux de
radiations exceptionnels (rayons X ou ultraviolets) résistant a des doses d’irradiation mille fois plus grandes que
I’'homme (Horikawa et al., 2013). Cela en fait un systéme de choix pour étudier la protection de I'ADN. En
cherchant a répondre a la maniéere dont les tardigrades parviennent a protéger leur ADN, des découvertes
importantes peuvent étre faites sur les mécanismes mis en jeu.

Plusieurs hypotheses peuvent étre avancées pour expliquer la résistance des tardigrades. Un mécanisme bien
connu est I'entrée en vie ralentie, ou cryptobiose. En effet, lorsque les conditions deviennent défavorables les
tardigrades peuvent perdre 97% de leur eau. Cette perte d’eau va diminuer I'effet des radiations en limitant
I"apparition de ROS (Reactive Oxygen Species) issus de la photolyse de I'eau. Toutefois ceci n’explique pas tout
puisque de récents travaux montrent que dans leur état hydraté, les tardigrades résistent méme mieux aux
radiations (Dose Létale DL50=5000 Gy contre 4400Gy) (Beltran-Pardo et al., 2013).

La résistance aux fortes doses de radiations ionisantes fait intervenir plusieurs mécanismes.

Les fortes doses de radiations sont trés souvent mortelles car elles agissent sur le génome des organismes
vivants de facon indirecte via la création d’especes radicalaires libres oxygénées ou ROS (moins toxique dans
I’état d’anhydrobiose) ou directe par des altérations physiques de I'ADN (cassures simple ou double brin de
I’ADN).

La compréhension des mécanismes mis en jeu chez les tardigrades apporterait des informations précieuses
dont la portée devrait dépasser celle du systéme des tardigrades.

Les deux pistes envisagées pour expliquer cette résistance aux radiations en plus de I'état d’anhydrobiose
sont la photoprotection et I'efficacité de la réparation de I’ADN, deux processus dont la relation n’est pas
clairement établie.

La photoprotection permet I'absorption de I’énergie des rayons lumineux par les pigments. Ce phénomene est
bien décrit chez les ceufs ou embryons (Lamare et Hoffman, 2004) ainsi que certains organismes adultes telles
les limaces de mer (Jesus et al, 2010). Une étude a clairement montré que les tardigrades acquiérent leurs
pigments de leur alimentation (Bonifacio et al, 2012). Il est donc probable que cette source pigmentaire
participe a la photoprotection des tardigrades en absorbant une partie des rayonnements.

D’autre part, la réparation de I’ADN permet aux organismes de prendre en charge les dommages quotidiens.
Les systémes de réparation sont relativement bien conservés dans I'arbre du vivant et sont généralement
adaptés a chaque type de dommage de I'ADN. Ainsi les radiations ionisantes induisent majoritairement des
cassures double brin de I’ADN qui sont les plus délétéres. Ces altérations peuvent étre prises en charge par
deux voies de réparation principales : la recombinaison homologue (RH) impliquant la protéine RAD51 et la
non-homologue (NHEJ) impliquant la protéine DNA-PKcs .

Peu d’études se sont intéressées aux protéines de réparation impliquées dans ces deux voies chez les
Tardigrades. Toutefois I'équipe de Beltran-Pardo et al. a montré récemment que la séquence de la protéine
RAD51 dans les trois espéces de tardigrades, Milnesium cf. tardigradum, Hypsibius dujardini et Macrobiotus cf
harmsworthi était similaire a celle trouvée pour la levure Saccharomyces cerevisiae (Beltran-Pardo et al.
2013). Il est donc probable que les systemes de réparation chez les tardigrades soient conservés.

PROBLEMATIQUE
Quelle relation entre photoprotection et réparation de ’ADN permet aux tardigrades de survivre aux forts taux
de radiations ?

METHODOLOGIE

1-Mise en culture des tardigrades

Afin de mener correctement les expériences sur les tardigrades il conviendra d’isoler une espéece caractérisée
par un cycle de vie court et une résistance aux radiations. En effet, il existe plus de 800 espéces de tardigrades
recensées a ce jour qui peuvent étre d’eau douce, terrestres ou marines. Nous avons d’ores et déja mis au
point un protocole pour trouver et isoler des tardigrades a partir de mousses ou de lichens (Figure 1).
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Cela nous a permis de commencer des

essais de cultures pour deux especes de
tardigrades en se basant sur les protocoles
de culture disponibles. Cette culture de
tardigrades doit étre suffisamment efficace
pour obtenir des populations assez
importantes pour réaliser les tests. Si les
cultures venaient a étre limitantes, il est
possible de se procurer des souches

. , L s
cortnmerualeé dl-{'ypSIblllJS. dujardini Figure 1. Photographies au microscope photonique (x400)de
(Sciento) qui est bien décrite et nous Tardigrades vivants de I'ordre des Eutardigrada récoltés dans des
pouvons bénéficier de I'expérience d’un mousses (Bryum capillare) 3 Nantes (44).

collaborateur du partenaire 2, i.e. Ricardo

C. Neves (Schulze et al., 2013) puisqu’aucun laboratoire frangais ne dispose de ce modéle original.

2- Transfert de pigments aux tardigrades

Les microalgues ont développé une large gamme de mécanismes de photoprotection pour s"accommoder de
I'intensité lumineuse de leur milieu. Leur gestion de I'exces de lumiere est primordiale. En effet, les doses
importantes de radiations peuvent léser la chaine photosynthétique de transport d’électrons par la création
d’espéces réactives de I'oxygéne. L'un des mécanismes photoprotecteurs clefs implique la dissipation de
I’énergie lumineuse en excés par des caroténoides photoprotecteurs (e. g. zeaxanthine). Le mode d’action
réside dans la capture et I’élimination des ions superoxyde, des radicaux hydroxydes ou du peroxyde
d’hydrogene. Typiquement, la photoacclimatation des microalgues se traduit par une induction de la synthese
des caroténoides qui augmente |'efficacité de la photoprotection (Lavaud et al, 2004 ; Jesus et al, 2008). Ainsi,
pour cette partie I'étape déterminante est la culture de micro-algues (Chlorella sp.) avec différentes intensités
lumineuses. Concrétement, nous allons établir une condition a haute intensité lumineuse et une a basse
intensité lumineuse (20 et 400 pmol E's'm? respectivement). La culture de microalgues dans ces deux
conditions est connue pour induire des différences significatives de contenu en pigments photoprotecteurs et
pour étre a I'origine de modifications importantes des capacités photoprotectives des microalgues (Jesus et al
2008). Les différents lots d’algues avec leurs profils pigmentaires propres seront utilisés pour nourrir les
tardigrades. L’action photoprotective que pourraient avoir ces pigments sur les tardigrades sera étudiée selon
les modalités détaillées dans la partie suivante. Les modifications photoprotectrices acquises par les Chlorella
sp. sous les deux régimes de lumieres seront caractérisées en tragant les courbes de photosyntheése-irradiance
et en mesurant leurs potentiels de photorégulation par des mécanismes NPQ (non-photochemical quenching).
Des indices NPQ plus élevés sont de bons indicateurs de capacités de photoprotection plus élevés et
généralement de concentrations plus élevées en caroténoides photoprotecteurs (e.g. xanthophylle) (Jesus et
al. 2008, Perkins et al, 2010 ; Jesus et al, 2010). Ces mesures seront réalisées en utilisant la méthode de
fluorescence PAM (Pulse Amplitude Modulated) selon la méthode développée par I'équipe MMS pour I'étude
des biofilms et les limaces de mer (Ventura et al, 2013). Afin de déterminer le contenu pigmentaire en
caroténoides des microalgues et des tardigrades les pigments seront extraits et quantifiés par HPLC. Cette
méthode a donné de tres bons résultats sur les biofilms du microphytobenthos, les limaces de mer et les
huitres.

3- Evaluation de I'importance des pigments sur la radio-résistance des tardigrades

Les lots de tardigrades avec différents contenus pigmentaires seront ensuite traités aux rayons X (irradiateurs a
rayons X, plateau technique de la SFR de Nantes) et la toxicité sera mesurée en déterminant la courbe de survie
(évaluation de la viabilité des tardigrades).

Les résultats ainsi obtenus permettront de juger de I'importance de ces pigments dans le phénomeéne de
photoprotection. Il sera alors envisageable de corréler la quantité et le type de pigment avec la radio-résistance
des tardigrades. Les conditions de culture des tardigrades conduisant a différents phénotypes résistants seront
alors choisies pour aborder I'évaluation des dommages de I’ADN.

4- Evaluation des dommages de I’ADN et identification des protéines de réparation chez les tardigrades
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Graces aux étapes précédentes, nous disposerons de population de tardigrades traitées sur lesquelles nous
estimerons le taux de dommages d’ADN en mesurant le niveau de phosphorylation d’histones. En effet, chez de
nombreuses especes animales, la phosphorylation de certaines histones (H2AX chez I’'homme) est
fréquemment utilisée comme un marqueur des dommages de I’ADN. Dans la méme optique, nous évaluerons
chez les tardigrades, ces modifications radio-induites par des
approches biochimiques (Western Blotting).  D’autre part, la
recherche des protéines de réparation susceptibles d’étre activées en
réponse aux dommages de I’ADN, sera entreprise par ces méthodes
de Western Blot dans la mesure ou I’homologie de séquence entre
plusieurs protéines de réparation de tardigrades et de mammiféeres
apparait étre conservée. Un alignement de séquence entre la
protéine RAD51 humaine et du tardigrade Hypsibius dujardini nous a
permis de déterminer 73% d’identité. Cette homologie renforce

lidée d’une grande conservation de séquence des protéines de | o o o o o fhorms (catulos
réparation et une analyse préliminaire nous a permis de confirmer la | Hela gauche) et chez le tardigrade (Hypsibius sp., droite).
reconnaissance de HspRAD51 par nos anticorps disponibles dans
I’équipe réparation de I’ADN-UFIP (Figure 2).

42kDa

RESULTATS ATTENDUS

Il est raisonnable de supposer que les tardigrades nourris avec les algues exposées a une forte intensité
lumineuse, présentent une plus forte radio-résistance. La confirmation de ce résultat, permettrait de mettre au
jour pour la premiere fois un lien direct entre I'alimentation de micro-algues et la capacité de résistance des
tardigrades.

La recherche de protéines de réparation de ’ADN chez les tardigrades permettrait de préciser la présence ou
I'absence de certaines protéines de réparation de I’ADN, ce qui nous informera des voies privilégiées utilisées
par les tardigrades. Cette mise en évidence des voies de réparation empruntées par les tardigrades a I'origine
de leur phénotype radio-résistant conduirait a une meilleure compréhension des relations entre les différentes
voies de réparation, et donc mieux comprendre des problemes de résistances anticancéreuses rencontrés dans
certains traitements par radiothérapie.

CALENDRIER ET BUDGET PREVISIONNEL

Etapes Mois Mois Mois Mois Budget
1-2 2-6 6-9 9-12 Prévisionnel (€)
1. Production de biomasse : cultures de Consommables,
tardigrades (Hypsibius dujardini ou autre) MMS MMS milieux de culture, 5
achat souche
2. Cultures de tardigrades avec Consommables HPLC,
différentes alimentations en micro-algues MMS (colonne, filtre, 3
réactifs etc..)

3. Traitement aux rayons X-détermination
des courbes de survie et des dommages a
I’ADN

Prestation plateforme
SFR radioactivité,
microscopie (réactifs,
lames etc..)
Anticorps, réactifs
d’analyse et de
traitement 7
(coloration, chitinase
etc..)

5. Missions Participations congres 1

4. Analyse et recherche des protéines de
réparation

Total 2(

CV COURT DU PORTEUR
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DESCRIPTION DES PARTENAIRES

PARTENAIRE 1 —-Unité Fonctionnalité et Ingénierie des Protéines UFIP UMR 6286
Equipe 2 : Mécanismes et régulation de la réparation de I’ADN

Participants

- Fabrice FLEURY, PU Université de Nantes, 2 mois

- Brendan ALLIGAND, doctorant, 2 mois

- Damien MARQUIS, Technicien, 2 mois

Expertises
L’équipe Réparation de I’ADN posséde une solide expertise dans I'analyse des dommages a I’ADN et des voies
de réparation de I’ADN en conduisant des études moléculaires et cellulaires. Un intérét particulier est porté sur
le mécanisme de réparation par recombinaison homologue impliquant la protéine clef RAD51 qui peut étre a
I'origine de radio-résistance aux traitements anticancéreux. L’utilisation d’'un modele original « super-
résistant » pourrait conduire a l'identification de nouveaux mécanismes transposables aux modéles cellulaires
de mammiféres.

Publications les plus significatives en relation avec le projet

Renodon-Corniere A., Weigel P., Le Breton M., Fleury F. New potential therapeutic approaches by targeting
RAD51-dependent homologous recombination. Book "DNA Repair - New Research Directions"”, 2013, ISBN
980-953-307-746-3, pp 467-488.

Slupianek A., Dasgupta Y., Ren S., Gurdek E., Bargaoanu M., Nieborowska-Skorska B., Fleury F., and Skorski T.
Targeting RAD51 phosphotyrosine-315 to prevent unfaithful homeologous recombination repair in BCR-ABL1
leukemia, Blood, 2011, 118(4):1062-8

Popova M., Henry S., Fleury F. Posttranslational modifications of RAD51 protein and its direct partners: role and
effect on Homologous Recombination — mediated DNA repair. "DNA Repair / Book 4", 2011, ISBN 978-953-
307-1336-0, pp 143-160.

Shimizu H., Popova M., Fleury F., Kobayashi M., Hayashi N., Venkitaraman A.R., Sakane I., Kurumisaka H.,
Takahashi M., Yamamoto K. c-Abl tyrosine kinase stabilizes RAD51 chromatin association. BBRC, 2009, 382,
286-91.

Popova M., Shimizu H., Yamamoto K., Le Bechec M., Takahashi M., Fleury F. Detection of c-Abl kinase-promoted
phosphorylation of RAD51 by specific antibodies reveals that Y54 phosphorylation is dependent on that of
Y315. FEBS Lett., 2009, 583, 1867-72.

PARTENAIRE 2 —Mer Molécule Santé MMS EA 2160
Equipe Eco : Réseaux trophiques et contaminants en milieux marins cotiers et estuariens

Participants

- Bruno JESUS, MCU Université de Nantes, 2 mois

- Bruno Cognie, MCU Université de Nantes, 2 mois

- Priscilla Decottignies MCU Université de Nantes, 2 mois

Expertises

L'équipe MMS possede une vaste expérience dans la culture des micro-algues et dans I'analyse des
mécanismes de photorégulation dans les biofilms benthiques et chez les limaces de mer a symbionte
photosynthétique. lls ont effectué des recherches approfondies sur le role des pigments des micro-algues
contenus dans les cellules animales. En particulier le réle des pigments du cycle de xanthophylle chez les
limaces de mer (Elysisa timida, Elysis viridis et Thuridilla hopei) et le réle du pigment marennine chez les huitres
(Crassostrea gigas et Mytilus edulis). En outre, MMS possede une banque de microalgues (Nantes Culture
Collection), qui est enregistré au World Data Center for Microorganisms (NCC WDCM 856) avec un catalogue
de 300 souches. L'équipe MMS présente également des compétences dans les élevages d'invertébrés ainsi que
dans le champ de la taxonomie basée sur la Microscopie Electronique a Balayage. Ces aptitudes et
compétences sont indispensables pour mener a bien les étapes clefs de ce projet.
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Publications les plus significatives en relation avec le projet

Cartaxana, P., Domingues, N., Cruz, S., Jesus, B., Laviale, M., Serbdio, J., Marques da Silva, J. (2013)
Photoinhibition in benthic diatom assemblages under light stress. Aquatic Microbial Ecology, 70:87-92.

Ventura, P., Calado, G., Jesus, B. (2013) Photosynthetic efficiency and kleptoplast pigment diversity in the sea
slug Thuridilla hopei (Vérany, 1853).J Exp Biol Ecol.. 441: 105-109.

P.G. Beninger, P. Decottignies (2008) Worth a second look: gill structure in Hemipecten forbesianus (Adams &
Reeve, 1849) and taxonomic implications for the Pectinidae, J Molluscan Stud, 74: 137-142

Perkins, R. G., Lavaud, J., Serédio, J., Mouget, J. L., Cartaxana, P., Rosa, P., Barille, L., Brotas, V, Jesus, B. (2010)
Vertical cell movement is a primary response of intertidal benthic biofilms to increasing light dose. Mar Ecol
Prog Ser, 416:93-103. doi:10.3354/meps08787

Jesus, B. Mouget, J.-L., Perkins, R. G. (2008) Detection of diatom xanthophyll cycle using spectral reflectance. )
Phycol, 44 (5), 1349-1359.

Jesus, B., Ventura, P., Calado, G. (2010) Behaviour and a functional xanthophyll cycle enhance photo-regulation
mechanisms in the solar-powered sea slug Elysia timida (Risso, 1818).J Exp Biol Ecol. 395:98-105.

BIBLIOGRAPHIE

Beltran-Pardo et al. (2013) Sequence analysis of the DNA-repair gene RAD51 in the tardigrades Milnesium cf.
tardigradum, Hypsibius dujardini and Macrobiotus cf. harmsworthi. J. Limnol.; 72(s1): 80-91.

Bonifacio A, et al. (2012) Nature, source and function of pigments in tardigrades: in vivo raman imaging of
carotenoids in Echiniscus blumi. PLoS One; 7(11):e50162.

Corinna Schulze, et al. (2013) Comparative immunohistochemical investigation on the nervous system of two
species of Arthrotardigrada (Heterotardigrada, Tardigrada) Zoologischer Anzeiger - A Journal of
Comparative Zoology.;

Horikawa DD, et al. (2013) Analysis of DNA repair and protection in the Tardigrade Ramazzottius varieornatus
and Hypsibius dujardini after exposure to UVC radiation.PLoS One.;8(6):e64793

Jesus, B. et al.. (2010) Behaviour and a functional xanthophyll cycle enhance photo-regulation mechanisms in
the solar-powered sea slug Elysia timida (Risso, 1818). J Exp Biol Ecol. 395:98-105.

Jesus, B. et al. (2008) Detection of diatom xanthophyll cycle using spectral reflectance. J Phycol, 44 (5), 1349-
1359.

Jonsson Kl et al.. Tardigrades survive exposure to space in low Earth orbit. Curr Biol 2008,18:R729-R731.

Kunihiro Sekil & Masato Toyoshima1(1998). Preserving tardigrades under pressure Nature, 395, 853-854

Lamare MD, Hoffman J (2004) Natural variation of carotenoids in the eggs and gonads of the echinoid genus,
Strongylocentrotus: implications for their role in ultraviolet radiation photoprotection. Journal of
Experimental Marine Biology and Ecology, 312,(2),215-233.

Lavaud J et al. (2204) General features of photoprotection by energy dissipation in planktonic diatoms
(Bacillariophyceae). J. Phycology 40 : 130 -137.

Perkins, R. G. et al. (2010) Vertical cell movement is a primary response of intertidal benthic biofilms to
increasing light dose. Mar Ecol Prog Ser, 416:93-103.

Ventura, P. et al. (2013) Photosynthetic efficiency and kleptoplast pigment diversity in the sea slug Thuridilla
hopei (Vérany, 1853).J Exp Biol Ecol. 441: 105-109

Informations pratiques :

* Le formulaire de réponse (au format pdf) ne doit pas dépasser 6 pages.

= Le projet doit étre rédigé préférentiellement en francais.

= L'implication des équipes doit étre clairement identifiée ; les contributions doivent étre quantitativement
renseignées dans I'application SIGAP. Le temps de travail est exprimé en personne.mois : une personne.mois
correspond a une personne travaillant sur le projet a temps plein pendant un mois.

* En déposant une proposition le porteur s’engage a tenir informé son directeur d’unité de cette initiative; il
s’engage également a fournir un rapport scientifique en décembre 2015 qui sera évalué dans le cadre du suivi
des actions interdisciplinaires du CNRS ainsi qu’un rapport financier des dépenses engagées au 31 décembre de
I’'année de financement. Ces deux documents doivent étre adressés au responsable de |'action, Stéphane Blanc
(stephane.blanc@cnrs-dir.fr).

= Procédure de suivi des actions interdisciplinaires : le porteur s’engage a présenter les recherches mise en
ceuvre lors des journées de restitution organisées au CNRS au premier trimestre 2016. Les frais de déplacement
du représentant des projets lauréats seront a prendre sur le financement alloué en 2015.

* Procédure d’information aux candidats : a la fin de I"évaluation, le porteur du projet sera informé par courriel
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Annexes.

de la décision du comité d’évaluation du PEPS.

* Les rapports d’évaluation des projets ne seront pas envoyés aux porteurs.

* Les montants alloués (qui peuvent différer de la demande budgétaire exprimée par le porteur du projet) par
le comité d’évaluation du PEPS seront notifiés directement et intégralement au porteur du projet, ce dernier
aura la responsabilité de ventiler les moyens en fonction des besoins des équipes impliquées.

= Les frais de personnels type CDD bourse doctorale ainsi que les indemnités de stages ne pourront pas étre
financés sur ces crédits.

= Les projets doivent étre réalisés sur I'année 2015. Les crédits destinés a I’exécution du projet, de type
subvention d’Etat (SE) doivent étre entierement payés a la date de la cloture de I'année budgétaire fixée par le
CNRS, et ceci quel que soit le moment de la notification. Aucune dérogation ne pourra étre accordée.
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Annexe 2 : Participations aux congres et production scientifique

1- 7e¢mes journées du Cancéropdle du Grand Ouest (CGO)
Date : 02 et 03 Avril 2013
Lieu : Les Sables d'Olonne (85)

Type : Poster (« Role des phosphorylations de RADS51 sur ses activités et ses interactions »)

2- Journées du département Sciences de la Vie
Date : 11 Septembre 2013
Lieu : Université de Nantes (44)

Type : Poster (« Role des phosphorylations de RADS51 sur ses activités »)

3- Young LIfe Scientist’s Symposium (YLS) : DNA damage response in physiology
and disease

Date : 24 Octobre 2014
Lieu : Université de Rennes (35)
Type : Poster (« RAD51 c-Abl mediated phosphorylation of Y54 and Y3815 affects its

recombinase activity»)

4- 20eme congres des 3R Réplication Recombinaison Réparation

Date : 04 au 07 Mai 2015
Lieu : Presqu’ile de Giens, Toulon (83)
Type: Poster (« RAD51 c-Abl mediated phosphorylation of Y54 and Y315 affects its

recombinase activity»)

5- 40" FEBS Congress, The Biochemical Basis of Life

Date : 04 au 09 Juillet
Lieu : Berlin, Allemagne
Type : Présentation orale (« RAD51 c-Abl mediated phosphorylation of Y54 and Y315

affects its recombinase activity»)
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Annexe 3 : Protocoles standardisés rédigés pour le laboratoire.

Annexe 3.1 : Protocoles in vitro

Annexe 38.1.A : Protocole de survi de la fixation de 'ATP-TNP par RADS51 par fluorométrie.
Annexe 38.1.B : Mesure de I'activité recombinase de RADS1 par D-loop assay.

Annexe 8.1.C : Test de fixation de RAD51 a 'ADN par BLItz".

Annexe 3.1.D : Expérience de retard sur gel ou Electrophoresis Mobility Shift Assay (EMSA) pour
RADS1 et ADN 58mer.

Annexe 38.1.E: Migration en condition non-dénaturante pour le suivi de la polymérisation de

RAD51

Annexe 3.2 : Protocoles in cellulo
Annexe 3.2.A : Protocole de fractionnement cellulaire : lyses en deux étapes

Annexe 3.2.B : Frxation de cellules adhérentes pour observation de RADS1

Annexe 3.2.C : Préparation d’ampoules de cellules pour congélation
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AAnpexe 3.1.A

=  PROTOCOLE DE SUIVI DE LA FIXATION DE L’ATP-

U I ® TNP PAR RAD51 PAR FLUOROMETRIE
Référence UFIP-Equipe2-PE-2013-1
Version : 1
UMR-CNRS n°6286
Date : 12-06-2013 Rédacteur : Brendan Alligand PAGE 1 sur 2
Materiel et solutions nécessaires :
Solutions Matériel
-ATP-TNP 6mM (-20°C) -Fluorimétre Jasco FP-6500
-Tris HCI 20mM pH 8 (TA) -Centrifugeuse pour sécher les cuves Hellma
-RAD51 20uM (-20°C ou -80°C) -Cuves 10x2mm 4 faces Hellmal105.260-QS

-Tampon de stockage RAD51

Parametres de réglage du fluorimétre :

Longueur d’onde d’excitation : 410nm
Longueur d’onde de lecture : 350 & 600nm
Vitesse de lecture : 200nm/s

Ouverture : 5X5nm

Sensibilité : High

Retour : 1s

Data pitch : 0,2nm

Accumulations : 4

Etapes du protocole :

1. Préparation des solutions

-Une cuve contient 200uL de solution (190puL ATP-TNP 6uM et 10uL RADS51 22uM)
- CTL nécessaire avec RAD51 seul et un blanc avec 10uL de tampon de stockage au lieu de RAD51
-Diluer I’ATP-TNP au millieme dans de Tris-HCI 20mM pour I’ensemble des réactions (prévoir

200uL par échantillon)
ATP-TNP
guv RADST 22uM

v+

190uLL 10uL

Remarques :
Inscription préalable sur le cahier de réservation

Bien remettre la house verte de protection apres utilisation.
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=  PROTOCOLE DE SUIVI DE LA FIXATION DE L’ATP-

U =i, TNP PAR RAD51 PAR FLUOROMETRIE
Référence UFIP-Equipe2-PE-2013-1
Version : 1
UMR-CNRS n°6286
Date : 12-06-2013 Rédacteur : Brendan Alligand PAGE 2 sur 2
2. Mise en route de l’appareil
-Mettre en route la circulation d’eau Measurement

-Allumer le Peltier et lancer la thermorégulation a 20°C
-Allumer I’ordinateur (MtP : himagel)

-Ouvrir Spectra Manager, sélectionner « spectrum measurement » LData File (Browse)
-Ouvrir une session (Cf ci-contre jusqu’a Browse)
-Enregistrer un jeu de paramétre (jusqu’a Save...)

L Parameter

LParameters
Chemin d’acces
Save...
3. Passage d’un échantillon

-Mélanger RAD51 avec I’ATP-TNP puis transférer les 200uL dans la cuve

-Mettre la cuve dans I’appareil (faisceau traversant 1cm)

-Lancer I’excitation (...) a 410nm

-Appuyer sur Start pour lancer 1’acquisition

-Une fois les mesures effectuées une fenétre s’ouvre automatiquement

-Revenir sur spectra measurement et couper 1’excitation (protection du fluorophore)
-Récupérer I’échantillon (il peut étre ré-utilisé ou conservé pour analyse)

-Nettoyer au moins 4 fois la cuve a I’eau ultrapure et la faire sécher sur centri Hellma

4. Exportation des données

-Enregistrer le fichier avec un nom explicite

-La vue par défaut montre le spectre d’émission a 410nm. Ce signal sature mais son aspect nous
renseigne sur la diffusion générale du milieu. Zzoom
-Afin d’observer le signal d’émission de RAD51 il faut

zoomer grace a ’outil loupe (Cf barre d’outil ci-contre) = . s =
sur la ZO%IG d’intérét (450 I2‘1)600nm). Sachant que @EIHM&IM@ME@@@
I’intensité du pic d’émission se situe autour de 5 a 15.

-Le fichier peut étre enregistré sous format texte (ASCII) pour étre ouvert avec Excel afin de mettre
en forme les graphiques.

Remarques :
Inscription préalable sur le cahier de réservation

Bien remettre la house verte de protection apres utilisation.
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Annexe 3.1.B

4

Mesure de Pactivité recombinase de RAD51 par D-loop

UFIP -

UFIP-Equipe2-PE-2013-3
UMR-CNRS n°-6286 Version : 2

Date : 26/09/13 Rédacteurs : Denis Velic et Brendan Alligand Page 1 sur 2

Matériel et solutions nécessaires :

Solutions Matériel

-ADNsb 100mer IRD700 (-20°C) -Bain-marie &4 37°C

-RADS51 (-20°C/-80°C) -Portoir a tubes PCR

-Plasmide pPB4.3 (-20°C) -Systéme de migration de gel agarose
-Milieu de réaction (-20°C) -Scanner Odyssey Li-cor®

-Solution STOP (-20°C)

-Bleu de charge (BBT)

Préparation des solutions :

Composition du milieu de réaction (Volume final pour une réaction = 10uL) :

125 25

100 1
100 1
20 1

/ /
50 1

Composition de la solution STOP :

Mélange dans I’eau : Tris-HCI pH7.5 (100mM), SDS (25mg/mL), Protéinase K (10 mg/mL), MgCl,
(100mM).

Remarques :
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= Mesure de P’activité recombinase de RAD51 par D-loop
U ol assay.
UFIP-Equipe2-PE-2013-3
UMR-CNRS n°6286 Version : 2
Date : 26/09/13 Rédacteurs : Denis Velic et Brendan Alligand Page 2 sur 2

Etapes du protocole :

-Préparation du Mix (Nbre de tubes + 2 ou 10%) et déposer 6L par tube

-Préparation des dilutions de RAD51 et des autres molécules/protéines a tester

-Incubation du mix 5min & 37°C

-Couler les gels d’agarose 1%

-Ajout RAD51 (3uL), 5mina 37°C

-Optionnel : Ajouter le volume d’un inhibiteur ou d’une protéine partenaire de RAD51 et incuber
5min a 37°C (Attention aux volumes, car il ne faut pas dépasser 10uL de milieu réactionnel)
-Ajout plasmide (1pL de plasmide a 3mM), 15min a 37°C (20sec entre chaque tube)

-Ajout 2L de solution STOP, 20min 37°C (20sec entre chaque tube)

-Ajout 3uL de bleu de charge BBT

-Dép6t de 12pL sur gel agarose 1%

-Migration 15min & 135V

-Scan 700nm (intensité 8) au scanner Odyssey Li-cor®

Remarques :
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Annexe 3.1.C

=  Test de fixation de RAD51 a ’ADN par BLItz®

U:..n

UMR-CNRS n°6286

UFIP-Equipe2-PE-2013-4
Version : 2

Date : 25/02/2015 Rédacteurs : Brendan Alligand / Damien Marquis / Denis Velic Page 1 sur 4

Remarques préalables :

-L’appareil utilisé est partagé et demande une réservation avant utilisation.

Matériel et solutions nécessaires :

Solutions Matériel

- RAD51 (-80°C) - Appareil Blitz

- ADN biotynilé a 100uM (-20°C) - Tip streptavidine (4°C)
-Tampon Phosphate 1X (4°C) - Tubes de 500pL

-ATP 100mM (-20°C)
-NaOH 50mM (TA)

Préparation des solutions :

-Dilution de RAD51
Les Solutions méres de RAD51 sont diluées a 2uM dans le tampon de réaction, prévoir un volume

final de 260pL.
(On veillera a ajuster les volumes avec le tampon de stockage de RAD51 pour normaliser les concentrations en glycérol
et en sels.)

-Tampon de réaction (PA)
Préparer une solution de tampon phosphate 1X a 2mM d’ATP commune pour tous les échantillons,
conserver sur glace jusqu’a utilisation.

Prévoir 300uL de tampon supplémentaire qui servira pour la dissociation et le stockage du TIP.
(il est important d’utiliser la méme solution pour tous les échantillons afin d’éviter un biais lié a la concentration en
ATP, le signal est sensible & la concentration en ATP).

-Solution de lavage
Préparer 300pL de NaOH 50mM dans un tube 500pL.

Remarques :
Sortir les Tip au moins 20min avant utilisation pour les mettre a TA.
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=  Test de fixation de RAD51 a ’ADN par BLItz®

U:.n

UFIP-Equipe2-PE-2013-4

Version : 2
UMR-CNRS n°6286
Date : 25/02/15 Rédacteurs : Brendan Alligand / Damien Marquis / Denis Velic Page 2 sur 4
Etapes du protocole :
S’il s’agit d’un nouveau Tip. A
-Faire décongeler I’ADN biotyliné Quick YesMo

-Mettre a hydrater le Tip dans du PBS

-Indiquer sur le plan de plaque le Tip utilisé (Nature ADN et date)
-Allumer I’ordinateur

-Allumer le Blitz

-Ouvrir le programme Blitz Quantitate Semple
-Choisir « Advanced Kinetics »

NiN:Nie

Advanced Kinstics

-Paramétrer :

BASELINE : Ligne de base dans le tampon PA 10s [Tube]

ASSOCIATION : Mise en contact avec ADN-Biot (4uL) => Fixation 120s [Goutte]
DISSOCIATION : Dans le tampon PA => Dissociation 30s [Tube]

LOADING : NaOH 50mM => Lavage 40s [Tube]

DISSOCIATION : Dans le tampon PA => Lavage 10s [Tube]

LOADING : NaOH 50mM => Lavage 40s [Tube]

DISSOCIATION : Dans le tampon PA => Lavage 10s [Tube]

Temps total : 4min20s (compter 5min)

La fixation de I’ADN est visible par une augmentation rapide et faible de 1’intensité de fixation.
Attention au premier tube passé apres la fixation il est souvent biaisé avec une plus grande fixation
de RAD51.

Pour la suite se référer au paragraphe suivant.

Remarques :
Allumer le Blitz au moins 20min avant son utilisation.

169




Annexes.

=  Test de fixation de RAD51 a ’ADN par BLItz®

U:..n

UMR-CNRS n°6286

UFIP-Equipe2-PE-2013-4
Version : 2

Date : 25/02/15 Rédacteurs : Brendan Alligand / Damien Marquis / Denis Velic

Page 3 sur 4

Etapes du protocole :

S’il s’agit d’un Tip déja prét. A

-Vérifier I’hydratation du Tip si besoin le ré-hydrater dans du PBS
-Allumer I’ordinateur

-Allumer le Blitz

-Réaliser les dilutions de RAD51 en tubes de 500pL.

-Ouvrir le programme Blitz

-Choisir « Advanced Kinetics »

-Paramétrer :

BASELINE : Ligne de base dans le tampon PA 10s [Tube]

ASSOCIATION : Mise en contact avec RAD51 => Association 120s [Tube]
DISSOCIATION : Dans le tampon PA => Dissociation 30s [Tube]
LOADING : NaOH 50mM => Lavage 40s [Tube]

DISSOCIATION : Dans le tampon PA => Lavage 10s [Tube]

LOADING : NaOH 50mM => Lavage 40s [Tube]

DISSOCIATION : Dans le tampon PA => Lavage 10s [Tube]

Temps total : 4min20s (compter 5min par tube a analyser)

Step Type Duration (5} | Positior ~ Add Stap |
1 ks Indiol Baseline 10 0 Tube
2 F Assoocalion 120 M Tube Rarnowe Step |
3 k Dessociséon T Tube BE——
= Mowe L
4 I Loading 40 |" Tubse —r"l
5 kL Dessociston 1 0 Tube Iiowe Diown |
B|L Loading DE Tube — — | Funduration
7 ko Dessociaton 10 T Tube - Fesea | » 0420

-

IN:Nie

o]}

A

Quantitate Sampile

5D

Advanced Kinstics

Remarques :
Allumer le Blitz au moins 20min avant son utilisation.
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. < 1o ®
U o = Test de fixation de RAD51 a PADN par BLItz
UFIP-Equipe2-PE-2013-4

Version : 2

UMR-CNRS n°6286

Date : 25/02/15 Rédacteurs : Brendan Alligand / Damien Marquis / Denis Velic Page 4 sur 4

Etapes du protocole :

Exportation des données.

-Une fois ’acquisition des données terminée, faire un enregistrement et exporter les données.
-Clic droit sur le graphe

-Exporter
-Format texte
.. 5
-Choisir I’emplacement
-Exporter
Export... E‘
i Select Subsets and Points Expart ‘wfhat
] ®aipaa ObDats
) Selected Data () Data and Labels
Subsets to Export: Datato Export
Expart Style
O List (%) Table
Delirited Fiows vs Colurnrn
i Paints to Export () Subsets/Paints
- (%) Points/Subsets
Mumeric Precizion
() Current Precizion
() Masimum Precision
v

-Ouvrir avec Excel (choisir une séparation : par les espaces)
-Supprimer les lignes vides excédentaires
-Les colonnes du temps sont inutilisables, il faut recréer une colonne avec un pas de 0,2s

Remarques :
Il est recommandé de donner les noms aux courbes plutdt que les numéros de Run.
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Annexe 3.1.D

EXPERIENCE DE RETARD SUR GEL OU
—im ELECTROPHORESIS MOBILITY SHIFT ASSAY (EMSA)
U POUR RADS51 ET ADN 58mer.

UMR-CNRS n°6286 UFIP-Equipe2-PE-2013-2

Version : 1
Date : 13/06/13 Rédacteurs : Brendan Alligand et Magali Le Breton Page 1 sur 2
Matériel et solutions nécessaires :
Solutions Matériel
-RAD51 (-80°C) - Systéme d’électrophorése
-ADN 58mer-IRD 100nM (-20°C) - Scanner odyssey
-Tampon de reaction 2X (-20°C) - Portoirs pour tubes PCR
-Glutaraldéhyde 25% (TA) - Enceinte a 37°C

-Agarose 1%

Préparation des solutions :

RAD51 4X (2,5uL)

Composition du milieu de réaction H.O (2,5uL)
Tampon de réaction
2X (5uL)
Composition du tampon de réaction 2X:
Réactif Concentration finale

Tris HCI 1M 40mM

MgCl, 50mM 4mM

ATP 100mM 2mM

KCI 3M 60mM

DTT 25mM 2mM

ADN 58mer-IRD snM

Solutions de RAD51 (4X)

Les solutions de RAD51 sont préparées a 4X. Dans le cas d’un gradient de RAD51 il convient de
faire une dilution en série pour préparer les solutions.

Remarques .
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EXPERIENCE DE RETARD SUR GEL OU
—im ELECTROPHORESIS MOBILITY SHIFT ASSAY (EMSA)
U POUR RADS51 ET ADN 58mer.

UFIP-Equipe2-PE-2013-2

UMR-CNRS n°6286 .
Version : 1

Date : 13/06/13 Rédacteurs : Brendan Alligand et Magali Le Breton Page 1 sur 2

Etapes du protocole :

1. Préparation de [’expérience

-S’assurer qu’on dispose de 1’ensemble des réactifs nécessaires

-Couler le gel d’agarose 1%

-Réserver un créneau de scan (le scan doit étre effectué si tét la migration finie)

-Réaliser les dilutions de Radl1 4X (celles-ci peuvent étre réalisées la veille au soir et stockée a -
80°C)

2. Réalisation de la réaction

- Préparer le milieu de réaction total et le répartir 7,5uL par tube
- Ajouter 2,5uL de RAD51 4X

- Incuber a 37°C pendant 30min

- Ajouter 0,2uL de glutaraldéhyde 25% par tube

- Incuber 15min a 37°C

- Ajouter 4pL de bleu de charge 4X au XC

- Déposer sur gel

- Migration 15min a 135V ou 30min a 100V

Remarques .
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Annexe 3.1.E

= Migration en condition non-dénaturante pour le suivi de

U 1M la_ polymérisation de RAD51
UFIP-Equipe2-PE-2014-N°5

UMR-CNRS n°6286 Version : 1

Date : 24/06/14 Rédacteurs : Brendan Alligand Page 1 sur 2

Matériel et solutions nécessaires :

Solutions Matériel

- Tampon de migration Non-dénaturant - Matériel PAGE

- Tampon de charge Non-dénaturant - Systéme de transfert

- Gel 8% Non-dénaturant - Kit de révélation au NO3Ag

- Tris HCI 50mM pH 8 (4°C/ TA)
-ATP 100mM (-20°C)

-RADS51 (-80°C)

-Ac anti-RAD51

Préparation des solutions :

Tampons et gel

Composant Volume Composant Volume

_ (uL) (mL)
Composant Quan]flte TrisHCl 1M | o Hz0 4,7
(g/L) pH6,8 Acryl (37:1) 2,7
Glycine 30 Glycérol 50% 800 Tris HCl pH 2,5

Tris Base 144 -mercapto 80 8,81,5M

Tampon de migration 10X BBP 0,1% 80 APS 20% 0,1

H20 800 TEMED 0,008
Tampon de charge 4X Gel de migration 8%

Les solutions de tampons de migration et de charge permettent de réaliser plusieurs réactions. Ne
pas en re-faire si il en reste.

Solutions de RAD51

Les solutions stocks de RAD51 sont diluées a 20uM en équilibrant le tampon de charge pour chaque
protéine.

Remarques :
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= Migration en condition non-dénaturante pour le suivi de

U (ol la polymérisation de RAD51
UFIP-Equipe2-PE-2014-N°5

UMR-CNRS n°6286 Version : 1

Date : 24/06/14 Rédacteurs : Brendan Alligand Page 2 sur 2

Etapes du protocole :

-Préparation des dilutions de RAD51 (conservées a -80°C)

-Etiquetage des tubes de réactions

-Préparation du mélange de réaction, distribution de 15uL mélange dans les tubes
-Ajout de 5uL de RAD51 4X

-Incubation 25min a 37°C

-Préparation des gels d’acrylamide 8% (Non-dénaturants)

-Ajout de 8uL de tampon de réaction 4X (Non-dénaturant)

-Dépdt 20uL par puits, migration 1h30 80V

-Les gels sont récupérés pour analyse en Bleu / Nitrate d’argent / Western

(on pourra doubler le volume pour réaliser deux révélations différentes)

Analyse des résultats :

Pist  Pist S -
19 19 -La quantification est réalisée sur

la partie haute des pistes (trés

. ' Formes  trées polymérisées TP), sur la partie
- basse (peu polymérisée PP).

polymérisées -1l faut également quantifier une
piste vide (bruit de fond). Ainsi
que I’intensité totale par piste.

i Formes  peu :Un taux de polymérisation peut
 —— étre obtenu apres :
polymérisées 1.Soustraction du bruit de fond
2.Rapport = (TP / (TP+PP) )*100
3.Normalisation des pistes par
rapport a leur intensité totale.

Remarques :
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Annexe 3.2.A

Annexes.

= Protocole de fractionnement cellulaire : lyses en deux
U ol etapes
UFIP-Equipe2-PE-2015-N°10

UMR-CNRS n°6286 Version : 1
Date : 26/01/15 Rédacteurs : Florian Lafont et Brendan Alligand Page 1 sur 2
Matériel et solutions nécessaires :
Solutions Matériel
-PBS 1X (4°C) -Grattoir
-Tampon de lyse A -Centrifugeuse pour tubes 1,5mL

-PIPES 50mM -Sonicateur a aiguille

-KCI 3M

-NP40 10%

-INH protéases P8340 (-20°C)

-INH phosphatase P0044 (4°C)

-PMSF 200mM (4°C)
-Tampon de lyse B

-Tp de lyse B 10X (-20°C)

-PMSF 200mM (4°C)
Préparation des solutions :
Tampon de lyse A. Tampon de lyse B.

Intitulé Ci cf Vv
PIPES pH8 50mM | 5mM 300uL — -

Kcl 3M 860mM | 90uL Intitulé Ci cf \'}
NP40/Igepal 10%| 0,50% | 150uL Tp lyse B 10X 1X 300uL
P0044 100X 1X 30uL H20 2685l
PMSF 200mM | 1mM 15uL Total 3mL
H20 2400uL
Total 3mL
Remarques :

Réserver et allumer la centrifugeuse Fresco 21 (Thermo) pour la mettre a refroidir a 4°C avant de

commencer le fractionnement
Réserver le sonicateur
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= Protocole de fractionnement cellulaire : lyses en deux
U ol etapes
UFIP-Equipe2-PE-2015-N°10
UMR-CNRS n°6286 Version : 1
Date : 26/01/15 Rédacteurs : Florian Lafont et Brendan Alligand Page 2 sur 2

Etapes du protocole :

-Récupérer le milieu pour le jeter dans la poubelle appropriée

-Laver 1 fois avec 500uL de PBS

-Ajouter 500uL de PBS [Facultatif : + INH protéases, phosphatase et PMSF] et décoller les cellules
a I’aide d’un grattoir

-Transférer les cellules en suspension dans un tube 1,5mL

-Laver le grattoir avant de faire un nouveau puits

-Centrifuger les échantillons 5min a 2000rpm et 4°C

-Retirer le surnageant (les cellules peuvent étre conservées a cette étape a -80°C a sec)

-Ajouter 200 a 300uL de tampon de lyse A frais

- ATTENTION "ha nas vortexer ni mélanger. Faire uniquement un aller-retour de pipette pour
resuspendre le culot et tapoter le tube 2-3fois. La texture ne doit pas devenir gluante car cela signifie
que la lyse a atteint les noyaux.

-Centrifuger 5min a 5000rpm et 4°C

-Récupérer le surnageant dans un tube a part, il constitue la fraction cytoplasmique

-Les culots sont repris dans 200 a 300uL de tampon de lyse B

-Lyser avec le sonicateur a aiguille (10 pulses d’1s a puissance 80, soit 15-30W)

- [Facultatif] centrifuger 10min a 14000g et 4°C, le surnageant constitue la fraction nucléaire

- Les échantillons peuvent étre conservés a -80°C

- Doser la concentration protéique pour normaliser les dépots

- Analyser selon la méthode souhaitée

Remarques :
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Annexe 3.2.B

= Fixation de cellules adhérentes pour observation de
U Cim RAD51
UFIP-Equipe2-PE-2014-N°9
UMR-CNRS n°6286 Version : 1
Date : 15/12/14 Rédacteurs : Brendan Alligand et Fabrice Fleury Page 1 sur 2

Matériel et solutions nécessaires :

Solutions Matériel

-PBS 1X (4°C) -Pinces fines
-Formaldéhyde (1) (TA) -Aiguille en crochet
-Triton X-100 (TA) -Lame en verre

-PBS BSA 1% (4°C) -Sorbonne (hotte chimique)

-Ac IR anti-RAD51 (4°C)
-Ac II” anti-Ac I? couple FITC ou Rhodamine (-20°C)

Préparation des solutions :

Solution de fixation

Ci cf \"
Formaldéhyde 37% 3,7% 600pL
Triton X-100 30% 0,1% 20ulL
PBS 1X ~1X 5,4mL

Rq: ATTENTION, la manipulation du formaldéhyde demande des mesures de précautions car il s’agit d’un produit
toxique. Il doit étre manipulé sous hotte et les déchets ne doivent pas étre jetés a 1’évier. Consulter attentivement
I’étiquetage et si besoin la FDS disponible dans la piéce de manipulation centrale.

La solution de fixation n’est pas stable et doit étre re-préparée au-dela de 7jours passés apres la
réalisation du mélange.

Etapes du protocole :

-Retirer les lamelles des puits avec une pince fine et une aiguille tordue en crochet.

-Les placer dans une plaque 24 puits en annotant bien les puits.

-Laver au PBS

-Ajouter 300pL de solution de fixation par puits, incuber 10-20min a TA

- Retirer la solution de fixation (poubelle spécifique)

- Laver 1 fois avec du PBS, 30s et incuber 15min avec une solution de blocage (PBS BSA 1%)

Remarques :
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= Fixation de cellules adhérentes pour observation de
U Cim RAD51
UFIP-Equipe2-PE-2014-N°9
UMR-CNRS n°6286 Version : 1
Date : 15/12/14 Rédacteurs : Brendan Alligand et Fabrice Fleury Page 2 sur 2

-Retirer la solution de blocage et incuber avec 200pL d’anticorps IF anti-RADS51 dilué au 1/100°™
dans du PBS BSA1%.

-Incuber sur la nuit 4 4°C

-Récupérer 1’anticorps et laver 3 fois Smin avec du PBS (500pL) )
-Incuber 1h avec un anticorps |17 pour IF couplé & la rhodamine ou au FITC, dilué au 1/500°™ dans
du PBS BSA 1%

-5min avant la fin de I’incubation, sortir le Prolong® conservé & -20°C

-Récupérer I’anticorps et laver 4 fois 5Smin avec du PBS (500pL)

-Préparer les lames avec une petite goutte de Prolong®

-Prendre la lamelle avec une pince fine et une aiguille recourbée en crochet

-Réaliser le montage en prétant attention au sens pour que les cellules soient bien entre lame et
lamelle

-Annoter les lames avec nom de manip et date

-Laisser sécher 24h minimum avant analyse

Remarques :
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Anpexe 3.2.C

=  Préparation d’ampoules de cellules pour congélation
UFIP
UFIP-Equipe2-PE-2014-N°6
Version : 1
UMR-CNRS n°6286
Date : 17/11/14 Rédacteurs : Brendan Alligand / Florian Lafont Page 1surl
Matériel et solutions nécessaires :
Matériel Solutions
- PSM - PBS (4°C => 37°C)
-Bain Marie - Trypsine (-20°C => 37°C)
- Flasque 175cm? - Milieu (4°C => 37°C)
- Lame de KOVA - DMSO (TA)
- Centrifugeuse Jouan - SVF (-20°C => 37°C)

- Cryotubes et capuchons
- Bac a éthanol (ou boites de polystyrénes)

Etapes du protocole :

-Faire pousser, au préalable, les cellules en grande(s) flasque(s) de 175cm? jusqu’a 80% de
confluence

-Prélever un aliquot de surnageant de culture pour test mycolplasme

-Pour les cellules adhérentes : lavage PBS 10mL

-Ajouter la trypsine 3mL

-Laisser agir 5-10min a 37°C

-Une fois les cellules décollées, ajouter 17mL de milieu

-Dénombrer les cellules sur lame de KOVA et estimer le taux de mortalité au bleu Trypan

-Centrifuger les cellules 800rpm pdt 10min a 20°C

-Annoter précisément le tube en ajoutant : Nom de la lignée / Nbre de cellules / Date / Préparateur,
les autres données seront a noter dans le classeur référencant les ampoules de conservation.

-Choisir une couleur de capuchon appropriée

-Reprendre les cellules dans un mélange 90%-10% de SVF-DMSO de maniére a avoir 4-5millions
de cellules par mL

-Aliguoter en cryotube a raison de 1mL par tube

-Congeler les ampoules a -80°C dans un bac a isopropanol ou dans un double systéme de boites
polystyrenes pour permettre une descente progressive de la température

-Ultérieurement, répartir les ampoules entre le stockage & -80°C et dans lazote liquide!'’
PRECAUTIONS DE MANIPULATION ( !)

-Compléter le classeur référencant les lignées congelées en ampoules
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Remarques :

-Avant la premiére manipulation de I’ Azote contacter la personne compétente.
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Etude du rdle des phosphorylations de RAD51 en Y54 et Y315 sur

son fonctionnement.

Role of RAD51’s phosphorylation on Y54 and Y315 on its function.

Résumeé

La Recombinaison Homologue (RH) permet la réparation
des dommages a I’ADN les plus déléteres : les Cassures
double brin. L'étape centrale de la RH est basée sur
I'activité d’échange de brins de RAD51. Ainsi, I'activité de
RAD51 est cruciale pour le maintien de [lintégrité
génomique. Toutefois, cette protéine possede également
un cbOté sombre. En effet, la surexpression de RAD51
permet aux cellules cancéreuses de résister aux
traitements. Ce qui en fait une cible thérapeutique
potentielle pour sensibiliser les cellules cancéreuses au
traitement. Une meilleure compréhension du contrdle de
I'activité de RADS51 aiderait sGrement a développer des
stratégies thérapeutiques.

L’activité de RAD51 est régulée par des phosphorylations et
plusieurs kinases sont connues pour cibler RAD51. C’est le
cas de la kinase c-Abl qui phosphoryle les tyrosines Y54 et
Y315 en réponse aux dommages a ’ADN. Mais le role de
ces phosphorylations est peu connu. C’est pourquoi nous
nous sommes intéressés a I'effet de ces phosphorylations
sur RAD51.

Dans ce but, nous avons produit des mutants de RAD51
mimant la phosphorylation. Leur activité a été analysée et
comparée in vitro. Nous avons démontré que le mutant
équivalent a une double phosphorylation est incapable de
réaliser I'échange de brins. Un défaut de polymérisation de
RAD51 serait a l'origine de cette inhibition. Par la suite, la
régulation a été étudiée dans le contexte cellulaire. Les
résultats préliminaires montrent un effet de la double
phosphorylation sur la localisation cellulaire de RAD51.
L’inactivation de RAD51 par cette double phosphorylation
pourrait participer a la régulation de la voie de la
Recombinaison Homologue et serait une étape clef dans la
compréhension de la réponse aux dommages a I'’ADN.

Mots clés
RAD51 / Réparation de I’ADN / Phosphorylation /
Phosphomimétique / c-Abl

Abstract

Homologous Recombination (HR) promotes the repair
of the most deleterious DNA damage: the Double
Strand Break. The main step of HR is based on
RAD51’'s DNA strand exchange activity. Thus, the
activity of RADS51 is crucial to maintain genome
integrity. However, this protein also has a dark side
since RAD51 overexpression allows cancer cells to
become resistant to anticancer treatment. Therefore
RADS51 is a potential target for sensitizing cancer cells
to treatment. A better understanding of RAD51’'s
activity regulation might help to develop therapeutic
strategies.

RAD51 activity is regulated by phosphorylation and
several kinases are known to target RAD51. Indeed,
Abl kinase phosphorylates Y54 and Y315 in response
to DNA damage but the precise role of these
phosphorylations is poorly understood. Therefore we
investigated the effect of phosphorylation on RAD51
activity.

RAD51 mutants mimicking phosphorylation were
produced and purified. Their activity was analysed and
compared in vitro. We demonstrated that the double
phosphorylated RAD51 mutant was unable to perform
homologous strand exchange. A defect in RAD51
polymerization could be the cause of the inhibition of
the recombinase activity. The regulation of RAD51
through its phosphorylation was thus analysed in
cellular context. Our preliminary results underline the
effect of the double phosphorylation on the cellular
distribution of RAD51.

Phosphorylation-mediated inactivation of RAD51 could
be involved in the regulation of the Homologous
Recombination pathway and might be an important
step in understanding the DNA damage response.

Key words

RAD51 / DNA Repair / Phosphorylation [/



