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Sommaire

1l arrive que la réplication de ’ADN commence et que les mécanismes de
réparation n’aient pas enlevé la totalité des dommages. Dans la majorité des
cas, la polymérase se trouve bloquée lorsqu’elle rencontre un dommage.
Cependant, il existe des mécanismes de tolérance face aux dommages
permettant la reprise de la réplication mais en conservant le dommage dans
IPADN. Deux modéeles cellulaires peuvent nous aider a étudier le phénoméne
de tolérance aux dommages chez les mammiferes: les cellules CHO (Chinese
Hamster Ovary) et les cellules XPV (Xeroderma Pigmentosum Variant). Les
cellules CHO n’ont presque pas d’activité de réparation de dommage mais
possédent des mécanismes trés efficaces de tolérance face aux dommages. Pour
leur part, les cellules XPV sont déficientes dans au moins un des mécanismes
de tolérance aux dommages. Nous avons développé une méthode utilisant des
extraits cellulaires, qui nous permet d’étudier les mécanismes de tolérance aux
dommages. A I’aide de cette méthode, nous avons démontré que les extraits
cellulaires de CHO complémentent le manque d’activité de tolérance aux
dommages de XPV. Nous avons donc commencé a purifier la (les)
composante(s) de CHO qui complémente(nt) XPV. Pour linstant, une
seulement une étape de purification (colonne de phosphocellulose P-11)
éliminant 75% des protéines fonctionne de maniere fiable. Comme deuxieme
étape de purification nous avons démontré quune colonne phénylsépharose
n’est pas un bon choix. Les bases sont jetées afin de pouvoir purifier une des
composantes responsable de ’activité de tolérance face aux dommages chez les

mammiferes.
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INTRODUCTION

L’ADN est la structure fondementale de tous les étres vivants. Il constitue
I’ensemble des geénes qui encodent toutes les protéines dont chaque cellule a
besoin pour ses diverses fonctions. Il est capital pour la santé des cellules que
I’ADN conserve son intégrité et sa fonctionnalité. Toutefois, I’ADN est
constamment attaqué par différents agents qui ’endommagent (rayonnements
ionisants, lumiére ultraviolette, substances chimiques, radicaux libres, etc.) (8,
11, 26,31, 49, 55, 61). Lorsqu’elle tente de répliquer de I’ADN endommagg, la
polymérase doit se servir de I'information provenant de bases modifiées (au
niveau des liaisons hydrogeéne et de ’empilement des paires de bases) qui ne
correspond pas a celle des bases usuelles (26, 68). Souvent, la polymérase
bloque au niveau de la Iésion (14, 34, 53, 60); mais elle peut parfois continuer
la réplication et insérer une base face a la lésion. Lorsque la base insérée n’est
pas la bonne, il y a mutation. Ces mutations sont souvent localisées dans une
région non codante de I’ADN et n’ont alors aucune conséquence pour
I’organisme. Toutefois, lorsque la mutation affecte un géne important, comme
un géne suppresseur de tumeur (p. ex. p53), il peut y avoir immortalisation de la
cellule et risque de cancer (91, 92). Divers organismes ont, au cours de leur
évolution, élaboré des mécanismes leur permettant de réparer les 1ésions avant
la réplication. Les deux principaux mécanismes connus de réparation de I’ADN
sont la réparation par excision de nucléotides et la réparation par excision de
bases (24). Lorsque les mécanismes de réparation ne fonctionnent pas
adéquatement ou que les lésions sont trop abondantes pour que les mécanismes
puissent éliminer toutes les 1ésions avant la réplication, un autre mécanisme issu
du processus de I’évolution peut intervenir: la réparation post-réplicationnelle
(RPR) (32, 34, 36). Il ne s’agit pas en fait d’'un mécanisme de réparation, mais
plutét d’un mode de tolérance qui permet a la réplication de se poursuivre sans

enlever la lésion du génome (24). A P’heure actuelle, on posséde peu de
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Figure 1: Mécanisme de recombinaison chez Escherichia coli

Pour ce processus, RecA se lie et polymérise sur ’ADN simple brin pour
former un filament nucléoprotéinique. Ce filament est ensuite capable
d’intéragir avec de I’ADN double brin via un second site de liaison et
rechercher une séquence homologue. Quand les 2 molécules sont proprement
enlignée, 1’échange de brin s’effectue et il y a formation d’une jonction
Holliday. Ce dernier processus est aidé par plusieurs protéines accessoires:
SSB, RecO, RecR et possiblement RecF. Lorsque la jonction Holliday est bien
établie, RecA avec I’aide de RuvA et RuvB stimule la migration de la fourche
passé la séquence de la lésion. La protéine RecG joue peut-étre un role
similaire & RuvAB mais sa fonction n’est pas bien définie. Finalement, la
protéine RuvC coupe la jonction Holliday et laisse 2 molécules d’ADN double
brin intactes.



données sur les mécanismes intervenant dans le processus de RPR, mais on en
connait deux voies principales : I’évitement des lésions et la synthése

translésion ( ou bypass).

Les mécanismes d’évitement des 1ésions reposent en fait sur [’utilisation
de l'information de la séquence complémentaire non endommagée pour
contourner la 1ésion. Le premier mécanisme d’évitement des 1ésions est la
recombinaison de la région touchée par la lésion de maniére & assurer une
duplication sans erreur de I’information (71, 95, 96). Pour ce processus, RecA
se lie et polymérise sur I’ADN simple brin pour former un filament
nucléoprotéinique (21, 22). Ce filament est ensuite capable d’intéragir avec de
I’ADN double brin via un second site de liaison et rechercher une séquence
homologue (35, 66, 69, 80). Quand les 2 molécules sont proprement alignées,
I’échange de brin s’effectue et il y a formation d’une jonction Holliday (97). Ce
dernier processus est aidé par 1’action de protéines accessoires: SSB, RecO,
RecR et possiblement RecF (17, 90). Lorsque la jonction Holliday est bien
établie, RecA avec 1’aide de RuvA et RuvB stimulent la migration de la fourche
au travers de la séquence de la 1ésion (63, 64, 69, 89). La protéine RecG joue
peut-&tre un réle similaire 4 RuvAB mais sa fonction n’est pas bien définie (47,
48). Finalement, la protéine RuvC coupe la jonction Holliday et laisse 2
molécules d’ADN double brin intactes (voir la figure 1 a la page 2) (7, 15, 19).
Le deuxiéme mécanisme d’évitement est la commutation de matrice (template
switching) (20, 28). Ce processus, également sans erreur, utilise le nouveau
brin synthétisé a partir de la séquence complémentaire non endommagée.
Arrivée au niveau de la lésion, la polymérase migre vers le nouveau brin
synthétisé et le copie jusqu’a ce qu’il ait passé la séquence de la lésion. La
polymérase peut ensuite revenir au brin endommagé et continuer la réplication

(voir la figure 2 4 la page 4).
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Figure 2: Mécanisme de commutation de matrice (template switching)

Ce processus utilise le nouveau brin synthétisé a partir de la séquence

complémentaire non endommagée. Arrivée au niveau de la lésion, la

polymérase migre vers le nouveau brin synthétisé et le copie jusqu’a ce qu’il ait

passé la séquence de la lésion. La polymérase peut ensuite revenir au brin

endommagé et continuer la réplication.



Le mécanisme de synthese translésion se traduit par I’insertion d’un
nucléotide en face de la Iésion puis par la reprise de la synthése (58, 60). Cela
peut se produire aprés une bréve pause ou un arrét de la polymérase au site de la
lésion, suivi de la reprise de la réplication en aval de la lésion et comblement de
la bréche par la méme polymérase (delta ou epsilon) ou par une polymérase plus
spécialisée (p. ex la polymérase zéta décrite ci-aprés). Ce mécanisme, qui peut
comporter des erreurs ou non, est probablement le mécanisme par lequel la plus
grande majorité (si ce n’est pas toute) la mutagenése induite provient (5, 24, 34,
58, 77). On a émis ’hypothése que le mécanisme de synthése translésion
pourrait procéder par deux voies différentes, ’'une avec erreur et ’autre sans
erreur. Cette hypothése résulte de 1’observation que la mutation des génes
intervenant dans le mécanisme de synthése translésion ont un impact sur la
mutagenése induite (37-39, 41, 51, 52). Les génes mutés qui réduisent la
mutagenese induite sont considérés comme provenant de la voie comportant des
erreurs. Les autres génes intervenant dans le mécanisme de synthése translésion
qui ne réduisent pas ou méme augmentent la mutagenése induite sont
considérés comme provenant de la voie sans erreur. Néanmoins, il reste a
prouver que le mécanisme de synthése translésion est réellement constitué de
deux voies différentes chez les eucaryotes. La figure 3 (page 6) présente les
voies de réparation post-réplicationnelle et leur importance relative (voir plus

loin) dans le phénomeéne.

Les mécanismes associ€s a la tolérance des 1ésions varient en fonction
de plusieurs facteurs, notamment le type d’organisme, la séquence dans laquelle
est située la Iésion et le type de 1ésion. Par exemple, les diméres de pyrimidine
provoquent principalement des substitutions de bases (4, 26) alors que les
adduits N-2-acétylaminofluoréne (AAF) provoquent des changements de cadre
de lecture -1 et -2 (6, 33, 54, 86). En outre, la synthése translésion des AAF est

grandement influencée par la séquence dans laquelle elle est située. Par contre,
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Figure 3: Voies de réparation post-réplicationnelle

Les voies de réparation post-réplicationnelle et leur importance relative dans le
phénomeéne. Les mécanismes sans erreur semblent favorisés dans la plupart des
cas. Par exemple, lors de la RPR des AAF chez E. coli et S. cerevisiae, il a été
observé que I’évitement des I€sions est utilisé dans & peu prés 90 % des cas, la
synthése translésion sans erreur dans 7 4 10 % des cas et enfin la synthese

translésion avec erreur dans 0,3 42,0 % des cas.



le synthese translésion des dimeres de pyrimidine est dans la plupart des cas
indépendante de la séquence. Par ailleurs, les mécanismes sans erreur semblent
favorisés dans la plupart des cas. Dans le cas de la RPR des AAF chez E. coli
et S. cerevisiae, nous avons observé que 1’évitement des Iésions est utilisé dans
a peu preés 90 % des cas, la synthése translésion sans erreur dans 7 a 10 % des

cas et enfin la synthése translésion avec erreur dans 0,3 a 2,0 % des cas (5, 34).

Chez E. coli, il a été démontré que la recombinaison (évitement des
lésions) est la principale voie de RPR (71). On a également observé une voie
moins caractérisée, laquelle est mutagénique et repose sur la présence des
protéines Pol III, RecA activée (RecA*), UmuD et UmuC (67). La protéine
RecA* est active dans d’autres mécanismes, telle la recombinaison (65); dans la
RPR, elle agit en coupant la protéine UmuD (10, 75). La protéine UmuD
coupée (appelée UmuD’) peut alors former des dimeres avec d’autres protéines
telle qu’UmuC (99) et causer la mutagenése. On a montré que 1’opéron
UmuDC est suffisant et nécessaire pour contourner les diméres de pyrimidine
(77). L’action des protéines UmuD et UmuC n’ont été observées que dans la
voie de RPR; on a émis I’hypothése que le complexe UmuD’C agit au niveau de
I’'une des sous-unités de la polymérase III (9, 84). Comme on I’a déja
mentionné, les mécanismes de synthése translésion varient selon le type de
lésion. Lorsque la lésion est un AAF, il y a de la synthése translésion avec
erreur et sans erreur. La voie sans erreur est stimulée par UmuDC, alors que la
voie avec erreur ne dépend pas d’UmuDC mais d’un autre facteur inductible par
SOS (50, 58). Ces résultats peuvent au premier abord sembler en contradiction
avec des résultats précédents, mais une analyse plus approfondie nous révéele
qu’au contraire ils concordent. Si le dommage code toujours, mais plus de
maniére aussi stricte (différente accessibilité¢ & des liens hydrogénes peut
changer I’affinité du site pour les différents nucléotides) comme dans le cas des

dimeéres de pyrimidine, UmuDC est nécessaire pour qu’il y ait synthése



translésion. Si la mutation doit résulter d’un glissement de la matrice
(“template”), UmuDC n’est pas utilisée et il faut un autre facteur pour effectuer

la synthése translésion.

Chez S. cerevisiae, ¢’est le groupe épistatique RAD6 qui est responsable
des fonctions de RPR (36). Les génes appartenant a ce groupe ont été réunis a
cause de leur sensibilité a différents agents endommageant. Lorsque la présence
de mutations & deux locus génétiques différents confére un phénotype (comme
la sensibilité au rayonnement UV) quantitativement identique a celui conféré
par chacune des mutations isolées, les deux génes sont qualifiés d’épistatiques
’un par rapport a ’autre. En effet, les deux génes peuvent intervenir dans une
méme voie comportant plusieurs étapes ou ils peuvent encoder des €éléments
différents d’un méme complexe multiprotéique (23). Lorsqu’un double mutant
est plus sensible a un agent endommageant donné que chacun des mutants
isolés, les génes concernés interviennent donc dans deux voies distinctes. Le
groupe épistatique RAD6 renferme beaucoup de genes, dont les suivants sont
les mieux connus: RAD6, RADI1S8, REV3, REV7, REV1, RAD5, RAD9,
CDC7 et CDCS8 (36). Dans ce groupe, seules quelques fonctions directes ont

été attribuées a des génes spécifiques.

Les protéines issues des génes RAD6 et RAD18 forment un complexe
possédant les activités ubiquitine-conjugase et ATPase ADN-dépendante. Ce
complexe peut également se lier & I’ADN simple brin (3). Toutes les fonctions
de la protéine issue du géne RADG6 proviennent de son activité d’ubiquitination.
En fait, la souche chez laquelle le résidu cystéine responsable du transfert de
1’ubiquitine (Cys-88) est remplacé par un résidu sérine qui accepte 1’ubiquitine,
mais est incapable d’en faire le transfert & une autre protéine, se comporte

comme si elle était RAD6-déficiente (81).



Les protéines issues des génes REV3 et REV7 forment la polymérase &
(zéta) (40). Cette polymérase n’est pas essentielle & la réplication normale et
n’est pas régulée par le cycle cellulaire (76). Fait intéressant a signaler, sur une
matrice avec amorce renfermant un dimere cis-syn cyclobutane, la polymérase £
est capable d’insérer un nucléotide en face de la lésion et peut poursuivre
1’élongation en aval de la lésion (synthése translésion) dans environ 10 % des
cas (60). Il s’agit du processus le plus efficace observé jusqu’a maintenant dans
des conditions non contraignantes (temps d’incubation court et faible quantité
d’enzyme) (60). D’autres caractéristiques font de la polymérase £ une bonne
candidate comme enzyme de réplication des lésions : elle ne posséde pas
d’activité exonucléase 3'-5' et elle peut efficacement faire 1’élongation d’une
amorce présentant un mésappariement en 3' (60). En outre, le groupe de Fuchs
a montré a I’aide d’adduits AAF que la protéine REV3 est nécessaire dans tous

les processus de synthése translésion (5).

La protéine issue du géne REV1 posséde une activité¢ désoxycitydyl-
transférase. Elle peut insérer un C en face d’un site abasique irn vitro dans 30 a
40 % des cas (59). De plus, la protéine REV1 doit avoir des fonctions autres
que son activité désoxycitydyl-transférase, étant donné qu’elle est requise pour

des processus mutagénique ol n’intervient pas I’insertion de dCMP.

La séquence du géne RADS permet de prédire une activité hélicase (30).
La protéine issue de ce géne intervient dans une voie sans erreur et pourrait
participer & un mécanisme semblable & celui de la commutation de matrice.
D’autres protéines issues de génes comme RAD9, CDC7 et CDC8 appartenant
au groupe épistatique RADG6, ont été clonées, mais leurs fonctions ne sont pas
encore établies, bien qu’on puisse prédire certaines d’entre elles d’aprés leurs

séquences.
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Certaines protéines intervenant dans la réplication de I’ADN
interviennent également dans la RPR. Prakash et coll. ont montré que
I’antigéne nucléaire des cellules prolifératives (PCNA) et la polymérase &
(delta) interviennent dans la voie sans erreur de RPR (87, 88). On peut établir
le modeéle suivant a partir des données précédentes : 1) la polymérase delta
(et/ou epsilon) est bloquée au niveau d’une lésion, 2) le complexe RADG6-
RADI18 se fixe au complexe de réplication arrété et I’ubiquitinase agit sur
certaines protéines, 3) la dégradation ciblée de certaines protéines ou de toutes
les protéines du complexe de réplication normal permet aux protéines de la
RPR d’intervenir dans le cadre d’une voie avec ou sans erreur, 4) le choix de la
voie utilisée varie selon la 1ésion, le contexte de séquence, etc. Plusieurs
groupes ont étudié les mutations induites par le rayonnement UV chez les

mutants RAD6, REV1 et REV3 (37-39, 41, 51, 52). Ces chercheurs ont montré

que les génes RAD6 et REV3 sont requis pour la production de plus de 98 %
des mutations de substitution. La fonction REV1 était nécessaire dans environ
95 % des mutations de substitution. Dans le cas des changements de cadre de
lecture, toutefois, la participation du REV3 variait entre 85 et 99 % des cas
selon le test utilisé. La majorité des changements de cadre de lecture sont

¢galement indépendants de REV1.

Chez les cellules de mammifére, on a étudié la RPR a I’aide d’un
protocole in vivo. Ce protocole a été élaboré a partir de E. coli (70) et a éte
appliqué par la suite a des cellules de mammifére. Dans ce protocole, on
soumet d’abord I’ADN nouvellement répliqué a un marquage bref a la
3H-thymidine suivi d’une “ chasse ” du radioisotope. Par la suite, on sépare
I’ADN sur un gradient de sucrose alcalin et on mesure finalement la
radioactivité dans chaque couche du gradient. Cette stratégie a permis, avec
différents temps de marquage-chasse, de comparer ce qui se produit chez des

cellules exposées a un rayonnement UV et chez des cellules non exposées. On
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a ainsi observé que la taille de I’ADN non irradié augmentait avec le temps
jusqu’a atteindre sa taille maximale. Par contre, I’ ADN expos€ au rayonnement
UV était plus court et prenait beaucoup plus de temps a atteindre sa taille
maximale (70). On a émis ’hypothése que les courts fragments d’ADN sont
causés par la présence de discontinuités dans le brin nouvellement réplique,
chaque discontinuité se trouvant en face d’un dimeére de pyrimidine (29). Pour
déterminer si les bréches étaient comblées par synthése de novo ou par
recombinaison, on a ajouté les étapes suivantes au protocole.  Dans
I’expérience, on a utilisé la bromodésoxyuridine (BrdUrd) lors de la “ chasse”,
puis on a exposé I’ADN a une longueur d’onde de 313 nm. Lorsque de I’ADN
renfermant de la BrdUrd est exposé a une longueur d’onde de 313 nm, le brin
renfermant la BrdUrd est coupé. En comparant ’ADN soumis ou non a la
chasse, on peut établir si I’on est en présence de recombinaison ou de synthese
de novo. Si les bréches sont comblées par syntheése de novo, la BrdUrd sera
incorporée dans I’ADN et ’exposition subséquente a la longueur d’onde de
313 nm créera des coupures dans le brin nouvellement synthétisé et le profil de
I’ADN dans le gradient de sucrose alcalin sera semblable & celui de I’ADN
avant la chasse. Si les bréches sont comblées par recombinaison, ce sera le brin
parental d’ADN qui comblera la bréche dans I’ADN endommagé. L’exposition
subséquente de cet ADN & une longueur d’onde de 313 nm ne créera pas de
coupures dans le brin nouvellement synthétisé, car aucune BrdUrd n’a été
incorporée. En utilisant ce protocole avec des cellules de souris, le groupe de
Lehmann a montré que la recombinaison ne semblait pas intervenir dans le
comblement des bréches et que la synthése de novo était le mécanisme de choix
dans ce cas (42). Toutefois, ces chercheurs n’ont pu éliminer la possibilité
qu’une synthése de novo prédominante puisse masquer une faible occurrence de

recombinaison.
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Des protocoles in vitro permettent également d’étudier la RPR. On a
créé un plasmide renfermant [’origine de réplication SV40 qui permet la
réplication de I’ADN apres ajout d’un extrait cellulaire et de ’antigene grand T
du virus SV40 (1, 45, 46, 98). L’extrait cellulaire fournit toutes les protéines
nécessaires a la réplication de I’ADN et I’antigéne grand T se fixe a I’origine de
réplication du SV40 et amorce le déroulement de I’ADN pour permettre aux
protéines de 1’extrait cellulaire d’amorcer la réplication (18). A I’aide de cette
technique et en comparant de I’ADN irradi€é et non irradié, le groupe de
Kathleen Dixon a montré que la réplication in vitro donne des résultats
semblables a ce qu’on observe in vivo au niveau de 1’inhibition de la croissance
du nouveau brin et de la mutagénicité. Ces chercheurs on montré que 1) les
mutations dans I’ADN irradié sont principalement du type de C & T comme in
vivo, 2) le traitement de ’ADN endommagé par le rayonnement UV a la
photolyase d’E. coli avant la réplication supprime I’inhibition de la réplication
et la mutagenese induite, 3) le traitement & la T4 endonucléase V de I’ADN
répliqué montre que les dimeres de pyrimidine sont encore présents apres la
réplication (12). Des travaux semblables effectués par le groupe de Kunkel ont
corroboré ces résultats (85). Dans I’ensemble, ces données indiquent qu’un tel
systéme peut reproduire fidélement ce qui se passe in vivo. En outre, ce
systéme permet de montrer que, comme in vivo, des protéines cellulaires
peuvent faire la synthése translésion des diméres de pyrimidine et que les
diméres de pyrimidine sont les lésions qui causent les mutations. Des
expériences a ’aide de diméres de pyrimidine situés dans le brin primaire
(leading) ou dans le brin secondaire (lagging) ont permis de caractériser
davantage le processus de RPR chez I’humain (82). On a ainsi observé que
I’efficacité de la synthése en aval du dimeére était légerement différente dans le
brin primaire et le brin secondaire (soit de 22 % et de 13 % respectivement).
De plus, lorsque le dimére était situé¢ dans le brin secondaire, la synthése

rétrograde était bloquée au niveau de la 1ésion, laissant une bréche s’étendant de
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la 1ésion jusqu’au fragment d’Okasaki suivant. Lorsque le dimére était situé
dans le brin primaire, la synthése était bloquée au niveau des deux brins.
Cependant, on a observé un découplage des fourches de réplication menant &

une réplication préférentielle du brin non endommagg.

La RPR peut étre étudiée a I’aide de modeles faisant appel a des cultures
de cellules humaines et de cellules de rongeur. La mutagenese varie
essentiellement en fonction de deux processus : 1) la capacité de réparer les
lésions avant la réplication et 2) la capacité de répliquer I’ADN endommagé
avec le moins d’erreurs possible. Chez l’hmnain, les patients atteints de
xeroderma pigmentosum (XP) présentent de fortes probabilités d’avoir un
cancer de la peau. Le XP est une maladie héréditaire récessive rare caractérisée
par une photosensibilité élevée des régions de la peau exposées et par des
troubles pigmentaires (44, 79 et références données dans ces publications). Les
cellules de ces patients sont trés sensibles a I’effet mutagénique du rayonnement
UV. On a montré que les cellules de ces patients présentent une déficience au
niveau du processus de réparation par excision de nucléotides (une voie de
réparation qui élimine les lésions provoquées par le rayonnement UV). Iy a7
groupes de complémentation dans cette maladie, dont chacun est déficient en
une protéine différente de la voie de réparation par excision de nucléotides. Les
1ésions de I’ADN provoquées par le rayonnement UV ne pouvant étre éliminées
avant la réplication, les mécanismes permettant la réplication de I’ADN
endommagé sont surchargés et donnent lieu a davantage d’erreurs. Ces erreurs
sont a ’origine de mutations qui ménent au cancer. Un autre membre (variant)
du groupe XP, Xeroderma pigmentosum variant (XPV) présente les mémes
caractéristiques que XP sauf que chez ces patients 1) le processus de réparation
par excision de nucléotides est normal et 2) le spectre des mutations est
modifié. Le spectre des mutations induites par le rayonnement UV chez les

patients atteints de XPV se caractérise par une prédominance de mutations de



14

type transversion, alors que chez les cellules normales, les mutations sont
surtout de type transition (93, 94). Il a été démontré, en utilisant le protocole in
vivo (43) que I’ADN de XPV exposé aux rayons UV est plus court que I’ADN
de cellules normales exposées aux rayons UV. Pour cette raison, XPV prend
beaucoup plus de temps (si on compare aux cellules normales) pour arriver a
I’ADN pleine longueur apres irradiation aux UV. Ces derniers résultats ainsi
que ceux obtenus a l’aide du protocole in vitro (16, 83) mentionné
précédemment, montrent que XPV est déficient dans une des voies de
réparation post-réplicationnelle nous fournissant ainsi un mutant pour étudier le
phénomene. Dans ce cas, les cellules des patients atteints de XPV peuvent
réparer les dommages causés par le rayonnement UV avant la réplication, mais
elles ne peuvent pas agir efficacement sur les quelques 1ésions qui restent apres
la réplication, ce qui entraine des erreurs. Encore 1a, les mutations causées par

ces erreurs ménent au cancer.

Les cellules ovariennes de hamster chinois (cellules CHO) fournissent
un autre modele d’étude de la RPR. Les cellules CHO sont presque déficientes
(comparativement aux cellules humaines) au niveau du processus de réparation
par excision de nucléotides, mais elles ne sont pas trés sensibles a 1’effet
mutagénique du rayonnement UV. Les cellules CHO survivent parce que leur
processus de RPR est trés efficace. Les cellules CHO fournissent donc un
excellent modele d’étude de la RPR. En outre, le groupe de Waldren a mis au
point une lignée cellulaire déficiente au niveau de la RPR appelée CHO-UV-1
(27, 78). Cette lignée cellulaire est hypersensible au rayonnement UV et est
hypomutable comparativement a la lignée cellulaire parentale. Le phénotype
des cellules CHO-UV-1 se comporte de maniere récessif (démontré par des
expériences de fusion cellulaire) (78). La déficience au niveau de la RPR a été
confirmée a I’aide du protocole in vivo susmentionné, mais elle est 1égérement

différente de celle observée chez les patients atteints de XPV. Contrairement



15

aux cellules de XPV chez qui I’ADN nouvellement synthétisé est plus court que
chez les cellules normales, les cellules CHO-UV-1 présentent un ADN
nouvellement synthétis¢ de méme taille que celui des cellules normales, mais
dont le taux de croissance est plus lent (78). Le modéle humain (XPV) et le
modeéle de rongeur (CHO) devraient nous aider a ¢lucider le mécanisme de la
RPR. Enfin, une comparaison des modeles XPV et CHO-UV-1 nous indique
qu’ils sont probablement déficients au niveau de deux voies différentes de la
RPR, étant donné que les cellules XPV sont hypermutables et que les cellules
CHO-UV-1 sont hypomutables.

Dans notre laboratoire, nous avons mis au point un essai qui mesure la
synthése d’ADN. Cette technique utilise une matrice d’ADN renfermant un
seul dimere de thymine a un site spécifique et une origine de réplication SV40.
Ce systéme permet ’emploi d’un extrait cellulaire pour répliquer la matrice
avec la seule addition de ’antigéne grand T du virus SV40. Cette essai nous a
permis de montrer que ’extrait de cellules CTAG (lignée cellulaire dérivée
d’un patient atteint de XPV) est déficient au niveau de la synthése translésion
(16, 83) et que I’extrait cellulaire Hela (activité de RPR normale) est actif au
niveau de la synthése translésion (13). En outre, on a montré que I’ajout d’une
certaine quantité d’extrait de cellules Hela a I’extrait de cellules CTAG suffit a
rétablir son activité de synthése translésion (complémentation).  Cette
observation indique que la protéine XPV n’agit probablement pas par inhibition

d’une activité quelconque.

Le but de mon projet est d’isoler la ou les protéines intervenant dans la
RPR dans les cellules CHO. Mon raisonnement est le suivant : si ’extrait de
cellules CHO renferme une activité complémentaire, I’isolement de cette
activité fournirait des données biochimiques permettant une bonne comparaison

avec D’activité complémentaire chez I’humain. Par ailleurs, comme le processus
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de RPR est trés actif chez les cellules CHO, ces derniéres devraient produire
davantage de protéines intervenant dans ces voies de réparation et ces protéines

devraient étre plus faciles a isoler.

Mon projet comporte trois stratégies différentes :

1) Utilisation d’extraits de cellules CHO pour complémenter la déficience au
niveau du mécanisme de réparation post-réplicationnelle chez les cellules
CHO-UV-1. Cette stratégie repose sur la résolution d’un probleéme. L’extrait
de cellules CHO ne peut pratiquement pas utiliser I’origine de réplication SV40
et répliquer une matrice d’ADN (46); en effet son activité a ce chapitre ne
correspond qu’a 1% de P'activité d’un extrait de cellules humaines. Par
conséquent, le signal fourni par notre essai est trop faible et ne peut pas étre
interprété. Ce probléme s’est également présenté avec des extraits de cellules
de souris. L’extrait de cellules de souris ne peut pas utiliser 1’origine de
réplication SV40 in vivo et in vitro (46, 74). On a montré que la polymérase-
alpha-primase est importante pour la réplication de I’ADN comportant 1’origine
de réplication SV40 in vitro, étant donné qu’on observe une inhibition de la
réplication lorsqu’on ajoute de 1’aphidicoline (un inhibiteur de la polymeérase-
alpha-primase) au milieu de réaction (98). Dans une série d’expériences, le
groupe de Hurwitz a caractérisé plus a fond I'importance de la polymeérase-
alpha-primase dans la réplication d’ADN renfermant I’origine de réplication
SV40 in vitro. Ces chercheurs ont montré que les polymeérases-alpha-primases
de cellules Hela et de cellules de singe sont interchangeables et peuvent rétablir
la réplication dans les extraits de cellules Hela ou de singe déficients en
polymérase-alpha-primase (57). Par ailleurs, 1’addition de polymérase-alpha-
primase purifiée provenant de cellules Hela a un extrait de cellules de souris
rétablit complétement ’activité de réplication (57). Dans un systéme similaire

utilisant I’origine de réplication du virus du polyome (Py), on observe I’inverse.
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L’extrait de cellules de souris est trés efficace dans la réplication d’ADN
renfermant [’origine de réplication du Py, alors que I’extrait de cellules Hela
offre une piétre performance a ce chapitre (56). L’addition de polymérase-
alpha-primase de souris purifiée & un extrait de cellules Hela rétablit
completement son activité de réplication (56). Dans I’ensemble, ces données
indiquent que la polymérase-alpha-primase a un role a jouer dans la
détermination de la spécificité des virus envers les espéces (56, 73). Si nous
arrivons a rétablir Dactivité de réplication des extraits de cellules CHO en
ajoutant de la polymérase-alpha-primase humaine au milieu de réaction, notre
essai fournira un signal fiable. Si nous n’y arrivons pas, il faudra avoir recours

a la deuxiéme stratégie (voir ci-apres).

2) Utilisation d’un extrait de cellules CHO pour complémenter la déficience au
niveau de la réparation post-réplicationnelle d’un extrait de cellules CTAG
(XPV). Nous prévoyons que l'extrait de cellules CTAG fournira toutes les
protéines nécessaire a la réplication de I’ADN et que 1’extrait de cellules CHO
fournira la ou les protéines nécessaires a [’activité de réparation post-

réplicationnelle.

3) Si Pextrait de cellules CHO complémente 1’extrait de cellules XPV, nous
pourrons également essayer la méme stratégie avec un extrait de cellules
CHO-UV-1. Si les extraits de cellules XPV et CHO-UV-1 comportent une
déficience au niveau de la méme voie, on n’observera pas de complémentation.
S’il y a complémentation, cela signifiera que les deux lignées cellulaires sont
déficientes au niveau de voies différentes et qu’elles pourront ainsi fournir un

autre modéle d’étude.



MATERIEL ET METHODES

Matériel

La souche XL1-Blue provient de Stratagene et la souche CJ236, de Bio-Rad.
Les enzymes de restriction ont toutes été obtenues de New England Biolabs,
sauf Mbol qui provient de Gibco BRL. La T4ADN-polymérase et la T4 ADN-
ligase ont été obtenues de Boerhinger Mannheim. L’enzyme Sequenase version
2.0 provient de Amersham life science. L’antigéne grand T de SV40 provient
de Molecular Biology Resources (Milwaukee, Wt). La polymérase-alpha-
primase a été fournie gracieusement par Fred Perrino. Les extraits cellulaires
ont été préparés par la méthode de Li et Kelly (46).

Préparation de la matrice

Le plasmide pBluescript I1 KS (Stratagene) a été modifié de la fagon suivante (
voir la figure 4 a la page 19): Un oligonucléotide de 20-mer contenant un site
Mfel a été inséré a la position 965 et ’origine de réplication du SV40 a été
insérée entre les sites de restriction BamHI (position 680) et HindIII (position
719). Ce nouveau plasmide, qui comporte 3 298 paires de bases, a ét¢ nommé
M3-. L’ADN simple brin du plasmide M3- a été obtenu a ’aide du phage
auxiliaire M13KO7 selon le protocole décrit dans “Current Protocols in
Molecular Biology” (2). Les particules de phages ainsi que leur ADN ont été
extraits selon le protocole de Maniatis (72). Pour séparer I’ADN simple brin de
M3- de I’ADN simple brin de M13KO7, ’ADN extrait est mis dans du TE +
1M NaCl et mis sur une colonne (175 ml de résine sur une colonne Pharmacia
C 26/40) de chromatographie Sephacryl S-1000 (Pharmacia biotech). Le débit
de la colonne est de 0.5 ml/min, des fractions de 5 ml ont été collectées et toutes
les fractions contenant I’ADN simple brin de M3- ont été mis dans un seul tube
(“pool”). Une amorce de 20 nucléotides renfermant un seul dimére de thymine
a un endroit spécifique a été hybridée a I’ADN simple brin de M3- purifié.
L’hybridation se fait par chauffage de 1’échantillon a 70°C suivi d’un
refroidissement a 37 °C par incubation & la température de la piece. Le milieu
de réaction est composé de 20 mM de Tris-HCI a pH 7.4, de 2 mM de MgCl,,
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Figure 4: Modifications apportées au plasmide pBluescript II KS

Le plasmide pBluescript II KS (Stratagene) a été modifié de la fagon suivante :
Un oligonucléotide de 20-mer contenant un site Mfel a été inséré a la position
965 et ’origine de réplication du SV40 a été insérée entre les sites de restriction
BamHI (position 680) et HindIIl (position 719). Ce nouveau plasmide, qui

comporte 3 298 paires de bases, a été nommé M3-.
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de 50 mM de NaCl, de 1 pmole d’ADN simple brin et de 20 pmoles d’amorce
dans un volume final de 50 pL.. Le deuxiéme brin est synthétisé a I’aide de la
T4 ADN-polymeérase et la ligation est effectuée a I’aide de la T4 ADN-ligase.
Les conditions de la polymérisation et de la ligation sont les suivantes : a
I’ADN hybridé, on ajoute 10 pL. de tampon de synthese (5 mM de dNTP,
10 mM d’ATP, 100 mM de Tris-HCl a pH 7,4, 50 mM de MgCl,, 20 mM de
DTT), 1 pL de glycérol a 50 %, 4 pL (20 U) de T4 ADN-ligase et 5 uL (5 U) de
T4 ADN-polymérase. Le milieu est incubé 5 minutes sur glace, 5 minutes a la
température de la piéce et 90 minutes a 37 °C. Aprés confirmation sur gel
d’agarose 8 % que la réaction s’est bien déroulée, I’ADN est purifié sur une
colonne Qiagen tip100 (Qiagen). L’ADN est alors méthylé a ’aide de la DAM
méthylase selon le protocole fourni par le fabricant. La réaction est controlée
sur gel a I’aide de ’enzyme de restriction Dpnl sensible a la méthylation. Sila
réaction est compléte (si tout ’ADN est coupé par Dpnl), ’ADN méthylé est
alors purifié sur une colonne Qiagen tipl00. Pour éliminer tout produit
provenant d’une ligation et/ou d’une polymérisation incompléte, I’ADN
méthylé purifié est digéré a 1’exonucléase III selon le protocole fourni par le
fabricant. Aprés un contrdle de I’efficacité de la digestion sur gel, I’ADN est
purifié sur une colonne Qiagen tipl00. Pour éliminer I’ADN simple brin,
I’échantillon est passé sur une colonne de cellulose BND (Sigma).
L’échantillon élué est alors vérifié dans 1’essai de réplication (voir ci-aprés). Si
I’échantillon n’est pas actif, on le purifie sur une colonne Qiagen tip100.

*** [ a méme méthode est utilisée avec une amorce possédant la méme
séquence, mais sans la Iésion (dimére de thymine). On obtient ainsi une matrice

témoin de base (non endommagg). ***
Préparation de I’étalon interne

On mélange 2,5 pmoles d’amorce et 1 pg d’ADN simple brin dans un tampon
de sequenase 1X (volume total de 10 uL). On réalise I’hybridation en chauffant
le tube a 70 °C dans un bloc chauffant, puis en laissant le bloc parvenir a 37 °C
(ce qui prend environ 35 minutes). Lorsque la température de 37 °C est atteinte,
on ajoute 1 mM de DTT, 40 uM de chacun des dNTP, 50 pL de SH-TTP (80.9

Ci/mmole, 1 mCi au total dans 400 ul), du tampon sequenase de manicre a
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obtenir 1X et 26 U de sequenase II dans un volume total de 100 pL. Aprés une
incubation de 90 min. & 37 °C et de 10 min. a 65 °C, on met 20 pL du produit
de réaction sur une colonne de Sepharose Cl 4B préalablement lavée au TE.
L’ADN est élué dans un volume total de 150 pL puis I’incorporation du tritium
est mesurée.

Essai de réplication

Le milieu de réaction est le suivant : 30 mM d’Hepes a pH 7,8, 7mM de
MgCl,, 0,2 m de CTP, de GTP et d’UTP, 4 mM d’ATP, 0,1 mM de dATP, de
dGTP et de dTTP, 20 uM de dCTP, 40 uM de phosphate de créatine, 0,1
mg/mL de créatine-kinase, 15 uM de NaH,PO4, 0,375 pL d’a->2P dCTP (3 000
Ci/mmole; 250 pCi au total dans 25 pL), 0,5 pg d’antigéne grand T, 3,25 pL
d’échantillon de protéines (extrait cellulaire ou fraction séparée sur colonne) et
12,5 ng de matrice d’ADN. Le volume total du milieu de réaction est de
12,5 uL. et I’incubation se fait a 37 °C pendant 90 minutes. On arréte la
réaction en ajoutant 1,25 uLL de SDS a 20%, 1,25 ul. de protéinase K
(20 mg/mL) et 5 ulL d’étalon interne, puis on incube a 50 °C pendant 60
minutes. On sépare ensuite le produit de réaction sur une colonne de 1 mL de
Sepharose Cl 4B préalablement lavée avec du tampon “buffer 4” 1X (New
England Biolabs). L’ADN est élué dans un volume total de 150 pL.

Digestion par les enzymes de restriction

L’échantillon d’ADN est digéré en deux étapes. On utilise d’abord Mfel, puis
Mbol et Dpnl. Pour la premicre digestion, on ajoute 5 U de Mfel a 20 pL
d’ADN provenant de la colonne. Aprés une incubation de 60 minutes & 37 °C,
on ajoute 0,75U de Dpnl, 0,5U de Mbol et du NaCl pour obtenir une
concentration finale de 200 mM (volume final de 30 ul). On incube ce

mélange pendant 60 minutes a 37 °C, puis pendant 15 minutes a 65 °C.
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Normalisation

On utilise un compteur béta (LKB Wallac modeéle 1217 Rackbeta) pour
déterminer la radioactivité dans 5 uL de chaque échantillon. On normalise les
résultats en fonction de I’incorporation de **P de base dans la matrice témoin
(sans lésion). Une valeur fixe de 1 est mise & I’échantillon ayant répliqué
I’ADN non endommagé qui posséde la plus basse incorporation de **P. Les
autres valeurs sont déterminées par la formule suivante: la valeur la plus basse
d’incorporation de **P parmi les échantillons ayant répliqué 'ADN non
endommageé / la valeur de I’incorporation de 32p de ’échantillon ayant répliqué
I’ADN non endommagé. Les nombres obtenus vont varier entre 0 et 1 et
représenter la normalisation du *?P. Les données sont également normalisés
pour la récupération de I’ADN. Le standard interne ajouté avant la purification
de ’ADN sur la colonne Sépharose Cl 4B nous permet de comparer la
récupération de 1I’ADN aprés que toutes les étapes soient complétées
(purification et digestion). Chaque échantillon provenant des mémes conditions
de réplication (méme extrait cellulaire ajouté) sont normalisés entre eux pour
I’incorporation de tritium. La valeur 1 de normalisation de tritium est attribué
arbitrairement a 1’échantillon ayant répliqué I’ADN non endommagg¢. Tous les
échantillons provenant des méme conditions de réplication sont par la suite
normalisés a 1’aide de 1’équation suivante: valeur d’incorporation de tritium de
1’échantillon ayant répliqué I’ADN non endommagé / valeur d’incorporation de
tritium de 1’échantillon. En multipliant la valeur du facteur de normalisation de
2P par la valeur du facteur de normalisation de tritium, on obtient la valeur du
facteur de normalisation global. Les volumes mis sur gel d’agarose sont en
conséquence d’un volume maximal que I’on peut mettre sur le gel multiplié par
le facteur de normalisation global de chaque échantillon. Par exemple, si le
facteur global de normalisation de deux échantillons différents sont
respectivement de 1.0 et 0.75 et que le volume maximal est de 20 uL, les

volumes respectifs qui vont étre mis sur le gel seront de 20 uL et 15 uL.
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Gel d’agarose

Aprés la normalisation, les volumes déterminés sont mis sur un gel d’agarose
0,8 % renfermant du bromure d’éthidium. La migration prend 2 heures a 200
volts. Aprés la migration, on précipite ’ADN dans le gel en immergeant ce
dernier dans une solution renfermant 10 % de méthanol et 10 % d’acide
acétique pendant 30 minutes. On lave alors le gel avec de I’eau distillée
pendant 15 minutes, puis on le séche a I’aide d’un séchoir de gel d’acrylamide.
Le gel est alors prét a étre expos€ sur le PhosphorImager.

Colonne de phosphocellulose P-11

On a suivi le protocole utilisé par Li et Kelly (46) pour la séparation sur cette
colonne. En bref, on centrifuge ’extrait cellulaire et on le filtre avant de le
déposer sur une petite colonne P-11 (SmL de résine dans une colonne
Pharmacia C 10/10). On utilise un débit de 0,3 mL/min et 3 fractions sont
recueillies (CFI, CFII et CFIII). La fraction CFI correspond au tampon sortant
(“flow through™) de la colonne lorsque les protéines sont mises sur la colonne.
La fraction CFII est obtenue en lavant la colonne avec le tampon P + 500 mM
KCl. Finalement la fraction CFIII est obtenue en lavant la colonne avec le
tampon P + 2M KCI. On recueille les fractions CF I, CF II et CF III, puis on les
dialyse contre un tampon H renfermant 15 mM de KCl avant de tester leur

activité dans notre essai.
Colonne de phénylsépharose

On a utilisé cette colonne selon le protocole fourni (Pharmacia). On a recueilli
deux ou trois fractions selon I’expérience. On a utilisé les tampons suivants :
50 mM de phosphate de sodium avec 1 M de sulfate d’ammonium; 50 mM de
phosphate de sodium avec 500 mM de sulfate d’ammonium, puis 50 mM de
phosphate de sodium. On dialyse 1’échantillon CF II sortant de la colonne P-11
contre le tampon de départ (50 mM de phosphate de sodium avec 1 M de sulfate

d’ammonium) avant de le déposer sur la colonne de phénylsépharose. On
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recueille les fractions P1, P2 et P3 et on les dialyse contre le tampon H

renfermant 15 mM de KCl avant de mesurer leur activité dans notre essai.



25

Amorce avec dimére de
thymidine et mésappariement
au niveau du site Mfe I

Mfe I
Synthése du
MI13KO7 Hybridation }V[fe L second brin
_—— —_—

a T<T
ADN simple brin Q

Meésappariement
Séquence avec amorce /
Séquence de Mfe 1 hybridée au plasmide

5’CTGACCAATTGA3Z’ S’CTGACCAAT<>TAA3Z’
3’GACTGGTTAACTS’ 3’GACTGGTTA ACTS

Figure 5: Construction de la matrice endommagée

L’ADN simple brin du plasmide M3- a été obtenu a I’aide du phage auxiliaire
M13K0O7. Une amorce de 20 nucléotides renfermant un seul dimére de thymine
a un endroit spécifique a été hybridée & I’ADN simple brin de M3- purifié. Le
second brin est synthétisé a 1’aide de la T4 ADN-polymérase et la ligation est
effectuée a 1’aide de la T4 ADN-ligase. La matrice est construite de fagon a ce
que le dimére de thymine soit localisé au niveau du seul site de restriction Mfel
du plasmide. Le brin portant le dimére de thymine comporte également un
mésappariement au site de restriction Mfel. Ce mésappariement nous permet de
distinguer ’ADN qui a ¢été répliqué & I’aide du brin endommagé (qui est
insensible & Mfel étant donné qu’il y a mésappariement) de I’ADN qui a été
répliqué a 1’aide du brin non endommagé (sensible a la Mfel). Ainsi, lorsqu’on
digere I’ADN répliqué avec Mfel, les molécules provenant du brin non
endommagg seront linéarisées, alors que celles provenant du brin endommagé
resteront circulaires.



RESULTATS

Avant de présenter les résultats, j’indiquerai brievement comment
I’essai fonctionne et comment on interpréte les gels. Premi€rement, les
principaux ¢léments nécessaires a une réplication in vifro sont une matrice
spécifique (avec lésion ou non), un extrait cellulaire, du a-P dCTP et
I’antigéne grand T du virus SV40. La matrice est répliquée, I’extrait cellulaire
fournit toutes les protéines nécessaires a la réplication de la matrice d’ADN, le
2P marque I’ADN répliqué et I’antigéne grand T se fixe 4 1’origine de
réplication du SV40 et amorce le déroulement de I’ADN pour permettre aux
protéines de I’extrait cellulaire d’amorcer la réplication. La matrice est
construite de fagon a ce que le dimére de thymine soit localisé au niveau du seul
site de restriction Mfel du plasmide. Le brin portant le dimére de thymine
comporte également un mésappariement au site de restriction Mfel (voir la
figure 5 a la page 25). Ce mésappariement nous permet de distinguer I’ADN
qui a été répliqué a I’aide du brin endommagé (qui est insensible a Mfel étant
donné qu’il y a mésappariement) de ’ADN qui a été répliqué a 1’aide du brin
non endommagé (sensible a la Mfel). Ainsi, lorsqu’on digére I’ADN répliqué
avec Mfel, les molécules provenant du brin non endommagé seront linéarisées,
alors que celles provenant du brin endommageg resteront circulaires. La figure 6
(page 27) montre un exemple de résultats que cette technique nous permet
d’obtenir. Dans cet exemple, I’extrait cellulaire de XPV seul a répliqué la
matrice. Comme cet extrait cellulaire est déficient dans une des voies de RPR,
il est incapable de répliquer le brin endommagé outre la lésion. Cependant la
réplication du brin non endommagé est normale menant a de I’ADN circulaire
double brin marqué au **P (figure 6 couloir 1). Dans ce cas, 4 la fin de la
réplication, seulement de I’ADN provenant de la réplication du brin non

endommagé est présent. Comme le brin non endommagé possede le site de
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Figure 6: Exemple de gel obtenu et interprétation des résultats

Dans cet exemple, ’extrait cellulaire de XPV seul a répliqué la matrice.
Comme cet extrait cellulaire est déficient dans une des voies de RPR, il est
incapable de répliquer le brin endommagé outre la 1ésion. Cependant la
réplication du brin non endommagé est normale menant & de I’ADN circulaire
double brin marqué au *2P (couloir 1). Dans ce cas,  la fin de la réplication,
seulement de I’ADN provenant de la réplication du brin non endommagé est
présent. Comme le brin non endommagé posséde le site de restriction Mfel,
toute I’ADN est linéarisé lorsque 1’on ajoute I’enzyme Mfel (couloir 2). Dans
la seconde expérience sur ce gel, I’extrait cellulaire de XPV est mélangé avec
de I’extrait cellulaire de Hela (normal en RPR) dans 1’essai de réplication.
Comme I’extrait cellulaire de Hela fournis les protéines de RPR a I’extrait
cellulaire de XPV, le brin non endommagg ainsi que le brin endommagé sont
répliqués et produisent des molécules marquées au **P (couloir 3). Cependant,
lorsque 1’on ajoute 1’enzyme Mfel, I’ADN répliqué a partir du brin non
endommagé (contenant le site de restriction Mfel) est linéarisé et I’ADN
répliqué a partir du brin endommagé (qui ne contient pas le site de restriction
Mfel) restera circulaire (couloir 4). La clé afin d’interpréter les gels suivants
sera de regarder la présence d’une bande d’ADN circulaire lorsqu’il y a ajout de
I’enzyme Mfel. S’ily en a une, c’est qu’il y a eu RPR.
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NOMS Reéplication in vitro RPR
CTAG (XPV) epy -
Hela LCr 4+
CHO - e

CHO-UVI -

Tableau I: Lignées cellulaires utilisées lors de mon projet

Ce tableau indique les lignées cellulaires utilisées dans le cadre du projet ainsi

que leur capacité de réplication in vitro et leur activité de RPR. Il est a noter

que le signe (-) ne représente pas nécessairement une compléte déficience mais

plut6t soit une déficience partielle ou que 1’activité est quasi nulle si on la

compare aux autres lignées.
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restriction Mfel, toute I’ADN est linéarisé lorsque 1’on ajoute 1’enzyme Mfel
(figure 6 couloir 2). Dans la seconde expérience sur ce gel, ’extrait cellulaire
de XPV est mélangé avec de I’extrait cellulaire de Hela (normal en RPR) dans
I’essai de réplication. Comme [’extrait cellulaire de Hela fournis les protéines
de RPR a ’extrait cellulaire de XPV, le brin non endommagé ainsi que le brin
endommagé sont répliqués et produisent des molécules marquées au >°P (figure
6 couloir 3). Cependant, lorsque I’on ajoute I’enzyme Mfel, I’ADN répliqué a
partir du brin non endommagé (contenant le site de restriction Mfel) est
linéarisé et I’ADN répliqué a partir du brin endommagé (qui ne contient pas le
site de restriction Mfel) restera circulaire (figure 6 couloir 4). La clé afin
d’interpréter les gels suivants sera de regarder la présence d’une bande d’ADN
circulaire lorsqu’il y a ajout de I’enzyme Mfel. S’il y en a une, c’est qu’il y aeu
RPR. Le tableau I indique les lignées cellulaires utilisées dans le cadre du

projet ainsi que leur capacité de réplication in vitro et leur activité de RPR.

La premiére stratégie repose sur le rétablissement de [’activité de
réplication in vitro des extraits de cellules CHO. On a ajouté la polymérase-
alpha-primase a I’extrait de cellules CHO dans le but de rétablir la réplication in
vitro de I’ADN renfermant ’origine de réplication SV40. Comme on peut le
voir dans le tableau II, ’addition de quantités croissantes de polymérase-alpha-
primase ne rétablit pas I’activité de réplication. On peut méme observer une
réduction de ’incorporation de **P a cause de la diminution de la proportion
d’extrait de cellules CHO. Il est donc impossible d’utiliser cette stratégie, car
I’activité de réplication in vitro de ’extrait de cellules CHO utilisé seul n’est
pas assez importante.

La deuxiéme stratégie fait appel a 1’extrait de cellules CHO pour
complémenter un extrait de cellules CTAG (XPV). On voit que I’extrait de
cellules CTAG seul ne posséde pas d’activité de RPR ( voir la figure 7 a la page
31, couloir 4). Lorsqu’on ajoute une petite quantité d’extrait de cellules CHO a
I’extrait de cellules CTAG, on observe une certaine complémentation (figure 7,
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NOMS Incorporation de *P
CHO seul 107
CHO + Pol alpha (25%) 63
CHO + Pol alpha (50%) 71
CHO + Pol alpha (75%) 45
Pol alpha seul 40
Hela 2072

Tableau II: Restauration de la réplication in vitro de P’extrait cellulaire

CHO

Différentes proportion de polymérase-alpha-primase ont été ajoutées a 1’extrait

cellulaire de CHO avant de I’utiliser dans l’essai de réplication. Les

pourcentages correspondent a la fraction du volume total ajouté de polymérase-

alpha-primase. Aprés [’essai de réplication ainsi que la séparation sur colonne
p

Sépharose Cl 4B, la radioactivité contenue dans 5 ul de chacune des réactions

est comptée (CPM).
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*Pourcentage de la quantité totale d’extrait cellulaire ajouté a la réaction.

Figure 7: Complémentation de XPV par I’extrait cellulaire de CHO

Différentes proportions des extraits cellulaires XPV et CHO sont mélangés
ensemble avant de les tester dans 1’essai de réplication. Apres D'essai de
réplication et la purification sur colonne Sépharose CI 4B, les échantillons sont
digérés avec Mbol ainsi que Dpnl et selon le cas, avec Mfel. Par la suite, la
radioactivité de 5 ul de chaque échantillon est comptée et les valeurs sont
normalisées afin d’obtenir des volumes contenant des quantités équivalentes
d’ADN. Les volumes normalisés d’ADN sont chargés sur un gel d’agarose
0.8% et le gel est migré 2 heures & 200 volts. Apres la migration le gel est fixé
30 minutes 4 ’aide d’une solution contenant 10% méthanol et 10% acide
acétique. Aprés un lavage de 15 min dans de I’eau distillée, le gel est séché
dans un séchoir de gel d’acrylamide. Le gel est finalement exposé sur film
et/ou sur phosphorimager.
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Noms Incorporation de **P
CTAG seul 2185
75% CTAG + 25% CHO 1356

50% CTAG +50% CHO

740

25% CTAG +75% CHO

704

CHO seul

3

Tableau III: Correspondance entre I’incorporation de 32p et 1a proportion
de CTAG ajouté a I’essai de réplication

Différentes proportions des extraits cellulaires XPV et CHO sont mélangés

ensemble avant de les tester dans 1’essai de réplication. Aprés I’essai de

réplication et la purification sur colonne Sépharose Cl 4B, les échantillons sont

digérés avec Mbol ainsi que Dpnl et selon le cas, avec Mfel. Par la suite, la

radioactivité de 5 ul de chaque échantillon est comptée (CPM).
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couloir 9). En outre, en augmentant la proportion d’extrait de cellules CHO, on
observe

deux phénoménes : 1) une diminution de la quantité de **P incorporée (tableau
III) et 2) une augmentation du taux de complémentation (figure 7, couloirs 9, 13
et 17). Ces taux de complémentation sont comparables a ceux observés avec le

témoin positif (extrait de cellules Hela).

Etant donné que I’extrait de cellules CHO complémente I’extrait de
cellules XPV, il était intéressant de vérifier si ’extrait de cellules CHO-UV-1
pouvait également le faire. La figure 8 (page 34) nous montre qu’il est assez
difficile de ’affirmer étant donné qu’il y a linéarisation de I’ADN méme en
I’absence de 1’enzyme de restriction Mfel (figure 8, couloirs 4 et 5). Toutefois,
en diminuant la quantité d’extrait de cellules CHO-UV-1 ajouté a I’extrait de
cellules CTAG, on observe une réduction de la linéarisation et on obtient une
complémentation évidente avec la matrice endommagée (voir la figure 9 a la
page 35, couloir 8). Comme on peut le voir dans la figure 9 (couloirs 8, 12, 16
et 20), D’extrait de cellules CHO-UV-1 complémente [’extrait de cellules
CTAG. L’extrait de cellules CHO-UV-1 posséde également une autre propriété
dont nous n’avons pas encore parlé : il renferme un inhibiteur de la réplication.
On observe également une diminution de 1’inhibition de la réplication lorsqu’on
diminue la quantit¢ d’extrait de cellules CHO-UV-1 ajoutée a 1’extrait de
cellules CTAG (tableau IV).

L’étape suivante consistait a tenter d’isoler le ou les facteurs de I’extrait
de cellules CHO responsables de la complémentation de 1’extrait de cellules
CTAG. Nous avons d’abord utilisé la chromatographie sur colonne de
phosphocellulose P-11, une colonne échangeuse de cations. Cette colonne a
donné trois fractions différentes que nous avons soumises a ’essai de
réplication. Comme le montre la figure 10 (page 37), la fraction CF I (couloir
12) est celle qui renferme toute 1’activité (a noter que la troisiéme fraction, non
illustrée, se comporte comme la fraction CF I et ne donne aucune activité de
complémentation). Cette premiere étape permet d’éliminer environ 75 % des
protéines. Nous avons poursuivi la purification en soumettant la fraction CF II

a une chromatographie sur colonne de phénylsépharose (intéraction
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Figure 8: Complémentation de XPV par P’extrait cellulaire de CHO-UV-1

XPV seul ainsi qu'un mélange égal de XPV et CHO-UV-1 sont utilisés dans
I’essai de réplication. Apres I’essai de réplication et la purification sur colonne
Sépharose Cl 4B, les échantillons sont digérés avec Mbol ainsi que Dpnl et
selon le cas, avec Mfel. Par la suite, la radioactivité de 5 ul de chaque
échantillon est comptée et les valeurs sont normalisées afin d’obtenir des
volumes contenant des quantités équivalentes d’ADN. Les volumes normalisés
d’ADN sont chargés sur un gel d’agarose 0.8% et le gel est migré 2 heures a
200 volts. Aprés la migration le gel est fixé 30 minutes a I’aide d’une solution
contenant 10% méthanol et 10% acide acétique. Aprés un lavage de 15 min
dans de I’eau distillée, le gel est séché dans un séchoir de gel d’acrylamide. Le
gel est finalement exposé sur film et/ou sur phosphorimager.
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compléter a 100%.

Figure 9: Complémentation de XPV par des quantitées plus petite d’extrait
cellulaire de CHO-UV-1

Différentes proportions des extraits cellulaires XPV et CHO-UV-1 sont
mélangés ensemble avant de les tester dans 1’essai de réplication. Apres 1’essai
de réplication et la purification sur colonne Sépharose Cl 4B, les échantillons
sont digérés avec Mbol ainsi que Dpnl et selon le cas, avec Mfel. Par la suite,
la radioactivité de 5 ul de chaque échantillon est comptée et les valeurs sont
normalisées afin d’obtenir des volumes contenant des quantités équivalentes
d’ADN. Les volumes normalisés d’ADN sont chargés sur un gel d’agarose
0.8% et le gel est migré 2 heures a 200 volts. Aprés la migration le gel est fixé
30 minutes a ’aide d’une solution contenant 10% méthanol et 10% acide
acétique. Aprés un lavage de 15 min dans de I’eau distillée, le gel est séché
dans un séchoir de gel d’acrylamide. Le gel est finalement exposé sur film
et/ou sur phosphorimager.
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Noms Incorporation de **P
CTAG seul 1826
CTAG +25% CHO-UV-1 606
CTAG +12.5% CHO-UV-1 850
CTAG +6.3% CHO-UV-1 1060
CTAG +3.1% CHO-UV-1 1272

Tableau I'V: Activité inhibitrice de ’extrait cellulaire CHO-UV-1

Différentes proportions des extraits cellulaires XPV et CHO-UV-1 sont
mélangés ensemble avant de les tester dans I’essai de réplication. Apres I’essai
de réplication et la purification sur colonne Sépharose Cl 4B, les échantillons
sont digérés avec Mbol ainsi que Dpnl et selon le cas, avec Mfel. Par la suite,
la radioactivité de 5 ul de chaque échantillon est comptée (CPM). Les
pourcentages de ce tableau représentent la fraction du volume total de protéines

ajoute.
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Figure 10: Activité des fractions de la colonne phosphocellulose P-11

Les différentes fractions obtenues de la colonne phosphocellulose P-11 sont
mélangées en proportion égale a I’extrait de XPV avant de les tester dans 1’essai
de réplication. Aprés I’essai de réplication et la purification sur colonne
Sépharose Cl 4B, les échantillons sont digérés avec Mbol ainsi que Dpnl et
selon le cas, avec Mfel. Par la suite, la radioactivité de 5 ul de chaque
échantillon est comptée et les valeurs sont normalisées afin d’obtenir des
volumes contenant des quantités équivalentes d’ADN. Les volumes normalisés
d’ADN sont chargés sur un gel d’agarose 0.8% et le gel est migré 2 heures a
200 volts. Aprés la migration le gel est fixé 30 minutes & 1’aide d’une solution
contenant 10% méthanol et 10% acide acétique. Apres un lavage de 15 min
dans de I’eau distillée, le gel est séché dans un séchoir de gel d’acrylamide. Le
gel est finalement exposé sur film et/ou sur phosphorimager.
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hydrophobe). Deux ou trois fractions ont ét¢ éluées de cette colonne selon
I’expérience. Comme le montre la figure 11 (page 39), aucune des fractions ne
peut complémenter 1’extrait de cellules CTAG.

Pour vérifier si lactivité de complémentation survit & la
chromatographie sur la colonne de phénylsépharose, nous avons mesuré cette
activité sur les fractions réunies. La figure 12 (page 40) montre que la réunion
des deux fractions de la colonne de phénylsépharose ne permet pas de
complémenter 1’extrait de cellules CTAG. L’activité peut avoir été détruite au
cours de la purification. Cette perte d’activité peut s’expliquer par le protocole
utilisé. Il faut d’abord dialyser les protéines pour les mettre dans un tampon
convenant a la colonne de phénylsépharose, puis apres la chromatographie, il
faut dialyser de nouveau les fractions pour les mettre dans un autre tampon
convenant a ’essai de réplication. Comme ces €tapes de dialyse pouvaient étre
responsables de la perte d’activité de complémentation, nous avons effectué les
deux dialyses, mais sans soumettre les protéines a la chromatographie sur la
colonne de phénylsépharose, puis nous avons mesuré 1’activité du dialysat.
Comme on peut le voir dans la figure 13 a la page 41 (couloir 8), la dialyse

n’est pas responsable de la perte de I’activité de complémentation.
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Figure 11: Activité des fractions provenant de la colonne phénylsépharose

Les différentes fractions obtenues de la colonne phénylsépharose sont
mélangées en proportion égale a I’extrait de XPV avant de les tester dans ’essai
de réplication. Aprés ’essai de réplication et la purification sur colonne
Sépharose Cl 4B, les échantillons sont digérés avec Mbol ainsi que Dpnl et
selon le cas, avec Mfel. Par la suite, la radioactivit¢ de 5 ul de chaque
échantillon est comptée et les valeurs sont normalisées afin d’obtenir des
volumes contenant des quantités équivalentes d’ADN. Les volumes normalisés
d’ADN sont chargés sur un gel d’agarose 0.8% et le gel est migré 2 heures a
200 volts. Aprés la migration le gel est fixé 30 minutes 4 ’aide d’une solution
contenant 10% méthanol et 10% acide acétique. Aprés un lavage de 15 min
dans de I’eau distillée, le gel est séché dans un séchoir de gel d’acrylamide. Le
gel est finalement exposé sur film et/ou sur phosphorimager.
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Figure 12: Activité des fractions P1 et P2 combinées

Les deux fractions obtenues de la colonne phénylsépharose (P1 et P2) sont
remise ensemble et ajoutées en proportion €gale a I’extrait de XPV avant de les
tester dans I’essai de réplication. Apres 1’essai de réplication et la purification
sur colonne Sépharose Cl 4B, les échantillons sont digérés avec Mbol ainsi que
Dpnl et selon le cas, avec Mfel. Par la suite, la radioactivité de 5 ul de chaque
échantillon est comptée et les valeurs sont normalisées afin d’obtenir des
volumes contenant des quantités équivalentes d’ADN. Les volumes normalisés
d’ADN sont chargés sur un gel d’agarose 0.8% et le gel est migré 2 heures a
200 volts. Aprés la migration le gel est fixé 30 minutes & 1’aide d’une solution
contenant 10% méthanol et 10% acide acétique. Apreés un lavage de 15 min
dans de I’eau distillée, le gel est séché dans un séchoir de gel d’acrylamide. Le
gel est finalement exposé sur film et/ou sur phosphorimager.



41

ToT - - + - -+ 4+ - -+ 4+ - -+t - -+ o+
Mgl - + =~ + - 4+ - 4+ - + - + - + - + - + -+
“nicked” _:
Linéaire =
Circulaire% i _. _____-_ ’ i
| A A Aj A A |
XPV XPV + CFII XPV + XPV + Hela
CFII CFII
redialysé insoluble
RPR

Pas de RPR Complémentation

Figure 13: Effet de la dialyse sur I’activité de la fraction CFII

L’échantillon CFII avant les dialyses, la fraction CFII insoluble aprés la
premiére dialyse ainsi que la fraction CFII aprés les deux dialyses sont
mélangées respectivement avec XPV en proportion égales avant de les tester
dans I’essai de réplication. La premiére dialyse consistait & mettre les protéines
dans le tampon de départ pour la colonne phénylsépharose soit le tampon
50 mM de phosphate de sodium avec 1 M de sulfate d’ammonium. La seconde
dialyse remettait les protéines dans le tampon compatible pour Iessai de
réplication (Buffer H + 15 mM NaCl). La fraction insoluble consistait en un
petit culot que 1’on pouvait recueillir aprés la premiére dialyse. Cette petite
fraction a été également soumise & la deuxiéme dialyse avant d’étre testée dans
I’essai de réplication. Aprés I’essai de réplication et la purification sur colonne
Sépharose Cl 4B, les échantillons sont digérés avec Mbol ainsi que Dpnl et
selon le cas, avec Mfel. Les volumes normalisés d’ADN sont chargés sur un
gel d’agarose 0.8% et le gel est migré 2 heures a 200 volts. Apres la migration
le gel est fixé 30 minutes a ’aide d’une solution contenant 10% méthanol et
10% acide acétique. Aprés un lavage de 15 min dans de I’eau distillée, le gel
est séché dans un séchoir de gel d’acrylamide. Le gel est finalement exposé sur
film et/ou sur phosphorimager.



DISCUSSION

Depuis les années 1960, les progres ont été lents dans le domaine de la
réparation post-réplicationnelle.  Ainsi, méme aprés presque 40 ans, ce
processus n’est toujours pas élucidé. Jusqu’a maintenant, c’est la levure qui
nous a fourni le modéle eucaryote le plus avancé dans ce domaine. Toutefois,
on est loin d’étre slir que ce qu’on trouvera chez la levure sera directement
applicable a I’humain. Il faudra mettre au point des modeles mammaliens, ou
mieux humains, pour étre en mesure de comprendre le phénoméne. Mon travail
a consisté a jeter les bases d’une méthode permettant de purifier le ou les
constituants intervenant dans les voies de RPR. Il s’agit d’un procédé qui allie
la méthode relativement nouvelle de réplication de I’ADN renfermant 1’origine
de réplication SV40 et des méthodes biochimiques classiques de purification
des protéines. Cette approche est longue, mais c’est le moyen le plus sir
d’atteindre notre objectif.

Les extraits de cellules CHO ne peuvent pas répliquer I’ADN
renfermant ’origine de réplication du SV40 et sont donc difficiles a utiliser
seuls. Nous avons montré que l’addition de polymérase-alpha-primase a
I’extrait de cellules CHO ne suffit pas a rétablir 1’activité de réplication dans ce
systéme. Ce résultat ne nous a pas réellement surpris, car les cellules CHO ne
sont pas permissives au virus SV40. Il est probable que plus d’une protéine est
nécessaire pour qu’il y ait réplication du virus dans ces cellules. En outre, il est
concevable que la polymérase-alpha-primase humaine n’interagisse pas du tout
avec le systéme de réplication des cellules CHO.

La ou les protéines des cellules CHO qui interviennent dans la RPR
peuvent toutefois agir sur le systéme de réplication humain et permettre le
rétablissement de D’activité de RPR des extraits de cellules CTAG. 1l est
également possible d’utiliser moins de 25 % d’extrait de cellules CHO (par
rapport 4 I’extrait cellulaire total) pour obtenir une complémentation. Nous
n’avons pas déterminé quelle est la plus faible quantité de protéines de cellules

CHO qui permet encore une complémentation.
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L’extrait de cellules CHO-UV-1, comme I’extrait de cellules CHO,
complémente I’extrait de cellules CTAG. Ce résultat est trés intéressant dans la
mesure ou il confirme que ces deux lignées cellulaires ont un phénotype
différent (I’'une est hypomutable et 1’autre est hypermutable). Elles sont donc
assurément déficientes au niveau de deux voies différentes, ce qui confirme la
présence de voies multiples chez les cellules mammaliennes, comme chez la

levure. Ces résultats militent en faveur d’une théorie que j’élaborerai plus loin.

Le fractionnement de I’extrait de cellules CHO sur une colonne de
phosphocellulose P-11 donne dans ce cas 3 fractions. Toute I’activité se
retrouve dans la fraction CF II. Le fait que toute I’activité soit réunie dans une
seule fraction nous indique que cette activité est spécifique d’une protéine ou
d’un petit groupe de protéines. De plus, la fraction CF II ne correspond qu’a
25 % des protéines totales de I’extrait cellulaire original.

La tentative de purifier davantage la fraction CF II sur une colonne de
phénylsépharose a échoué et aucune activité n’a été récupérée. Comme la
dialyse n’est pas responsable de la perte d’activité, I’activité de la fraction CF II
a pu étre détruite dans la colonne. Il y a au moins deux explications possibles a
cette perte d’activité : 1) le passage dans la colonne dénature la protéine ou 2) la
protéine est si fortement liée & la colonne qu’elle n’est pas éluée, méme en
I’absence de sel dans le tampon. Dans ce dernier cas, s’il était possible de
déloger la protéine de la colonne, on posséderait la un avantage certain, car la
protéine serait pratiquement pure. Malheureusement, il faudrait beaucoup de
temps pour déterminer si la protéine est vraiment fixée a la colonne et pour
vérifier si elle peut étre délogée. Méme si on y parvenait, rien ne nous garantit
que la protéine serait encore active. Par ailleurs, la méme méthode de
purification (chromatographie sur P-11, puis sur phénylsépharose) avec un
extrait de cellules Hela a donné les mémes résultats : aucune activité a la sortie
de la colonne de phénylsépharose (résultats obtenus par une étudiante au PhD
du laboratoire: Chunli Lei). Ces données indiquent que ce probléme de
purification n’est pas limité & D’extrait de cellules CHO et que la ou les
protéines d’intérét seraient similaires chez les cellules de rongeur et chez les

cellules humaines. Nous devons donc conclure que la chromatographie sur
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colonne de phénylsépharose n’est pas la technique a utiliser aprés la

chromatographie sur colonne de phosphocellulose P-11.

Nous avons montré qu’il est possible de mesurer 1’activité de RPR et
que cette activité peut étre purifiée par les méthodes courantes de purification
des protéines. Il s’agit d’une méthode sfire pour isoler au moins une protéine
intervenant dans la RPR. L’inconvénient de cette approche est que la
purification des protéines est une tiche longue et ardue. L’autre solution, plus
rapide, consisterait a continuer & caractériser les protéines du groupe épistatique
RADS6 chez la levure. Toutefois, les résultats obtenus chez la levure ne seraient
pas nécessairement applicables & I’humain. En fait, nos résultats montrent
qu’aucune dégradation des protéines n’est nécessaire chez I’humain pour qu’il y
ait synthése translésion (en effet, on obtient une complémentation in viiro avec
un extrait acellulaire). Il s’agirait donc d’une différence par rapport a la
situation chez la levure (on pense que la protéine RAD6 ubiquitine certaines
protéines arrétées au niveau de la lésion de fagon & provoquer leur dégradation
par le protéasome) ou tout simplement d’une preuve que cette hypothese est
fausse. Une meilleure explication de ’activité de l’ubiquitine-conjugase de
RADG serait que 1’ubiquitination des histones peut modifier la configuration de
I’ADN et exposer plus efficacement le site endommagé. Il vaut la peine de
continuer la purification chez les cellules de mammifere; nul doute que le temps
et les efforts consacrés a cette tiche finiront par étre récompensés. Jusqu’a
maintenant, la purification des protéines de la RPR a été limitée a une étape de
chromatographie sur colonne échangeuse de cations (P-11). Nous suggérons
d’utiliser une colonne échangeuse d’anions dans une deuxiéme étape de

purification, puis une colonne de tamis moléculaire dans une troisi¢éme étape.

Notre connaissance actuelle du processus de RPR chez I’humain est trés
limitée. Toutefois, on peut établir une corrélation intéressante entre les données
obtenues chez les organismes inférieurs et celles obtenues chez les cellules de
mammifere. Chez les cellules de rongeur, comme chez les cellules XPV, le
comblement des bréches dans I’ADN est sensible & la caféine. Le fait qu’il
existe chez les mammiféres une voie sensible a la caféine et une autre insensible

a la caféine correspond bien avec les deux voies chez la levure et les bactéries



45

(évitement des lésions et synthése translésion), 1’évitement des lésions étant
insensible a la caféine et la synthése translésion étant sensible a la caféine. Une
autre indication de I’existence de deux voies différentes chez les cellules de
mammifére nous vient de la relation entre les cellules CHO-UV-1
(hypomutables) et les cellules XPV (hypermutables). Le fait que ’extrait de
cellules CHO-UV-1 complémente 1’extrait de cellules XPV (figure 9 a la page
35) confirme qu’on est en présence de deux voies différentes de la RPR. Selon
mon hypothése, I’extrait de cellules CHO-UV-1 serait déficient au niveau de la
synthése translésion, alors que I’extrait de cellules XPV serait déficient au
niveau de I’activité d’évitement des lésions. Cette hypothése est fondée sur le
fait que chez la levure, le principal mécanisme utilisé est ’évitement des lésions
(sans erreur) et que la synthése translésion (comportant des erreurs) est un
mécanisme secondaire. Chez les cellules CHO-UV-1, la synthése translésion
serait inactif et toute 1’activité de RPR viendrait de 1’évitement des 1ésions (sans
erreur), ce qui donne le phénotype hypomutable. Chez les cellules XPV, le
mécanisme d’évitement des 1ésions serait inactif (du moins en partie) et le
mécanisme de synthése translésion (comportant des erreurs) serait la principale
voie de RPR, ce qui expliquerait que les cellules XPV présentent un phénotype
hypermutable. En ce qui concerne la sensibilité 4 la caféine dans ce modéle,
presque toutes les piéces du puzzle sont & leur place. Les cellules “ normales ”,
comme les cellules Hela, sont insensibles a la caféine. Selon mon hypothése, la
caféine agit sur les protéines intervenant dans le mécanisme de synthése
translésion en bloquant leur activité. Dans les cellules normales, comme
I’évitement des lésions est le principal mécanisme, une exposition a la caféine
ne fait qu’inhiber la voie la moins utilisée (synthése translésion). C’est
exactement ce qu’on observe in vivo : les cellules traitées a la caféine ne
présentent aucune activité ou, dans certaines conditions, ne présentent qu’une
faible inhibition (25). Au contraire, les cellules XPV sont grandement
influencées par la caféine, ce qui cadre bien avec cette hypothese, car les
cellules XPV ne peuvent qu’utiliser la voie de synthése translésion. La raison
pour laquelle les cellules CHO ont un mécanisme de RPR si actif est
probablement qu’elles ont élaboré une voie de synthése translésion qui agit
aussi souvent et méme plus souvent que la voie d’évitement des lésions. Ce qui

expliquerait qu’elles soient également sensibles a la caféine. En ce qui
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concerne les cellules CHO-UV-1, on s’attendrait d’aprés ce modéle a ce
qu’elles soient insensibles & la caféine étant donné qu’elles sont déficientes au
niveau de la synthése translésion. C’est exactement ce qu’a trouvé le groupe de
Waldren qui a élaboré et caractérisé cette lignée cellulaire (27, 78).

On connaft déja quelques protéines qui jouent un role dans la RPR, mais
une foule d’autres nous sont encore inconnues. Chez la levure, on peut déja
constater la complexité de ce mécanisme et on sait peu de choses sur les
fonctions des protéines dans le groupe épistatique RAD6. On peut facilement
imaginer la complexité du mécanisme chez I’humain car aucune protéine n’a
encore été identifiée dans ce processus. On peut maintenant s’attaquer a
I’élucidation des protéines et des génes intervenant dans la RPR. Mais ce ne
sera qu’au prix de beaucoup de temps et d’effort que nous pourrons comprendre

comment ces mécanismes fonctionnent.
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