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Résumé

Les travaux présentés dans ce document retracenctigités de Recherche dans le domaine de lag®l
Cellulaire et Moléculaire, qui m'ont conduit de Taxicologie Génétique a la Radiobiologie. L'actides
génotoxiques sur le patrimoine héréditaire a tagj@monstitué le fil conducteur de mes activitéhaque
étape de mon parcours, j'ai développé des modédésgimues destinés a répondre a des thématigees bi
précises.

Mon travail de recherche a commencé pendant desxaaRhone-Poulenc (1985-1986) par le test de la
réparation de I'ADNin vitro et in vivo (UDS ouunscheduled DNA synthesissur hépatocytes de rats
Sprague Dawley et Fischer 344. Ce test de « donmsy@gmaires » permet de prédire I'activité génaqoe

des xénobiotiques. Dans I'approcimevivo, mon étude mettait en évidence l'importance duabwisme
intestinal dans I'activation métabolique de cedaagents génotoxiques indirects (dérivés dinitugiok).

J'ai ensuite débutée une approche plus fondameataleNRS (1988-1992). En utilisant les outils de la
Génétique Moléculaire, j'ai créé un nouveau modeléulaire exprimant un systeme de régulation gémiq
qui permet dalétecter rapidement les agents maodifiant le profile méthylation de I'ADN au niveau
des sitessCpGz. Ces xénobiotiques, a l'origine des « épimutatiord de la dérégulation de I'expression
de certains genes, ont une contribution importahsmuvent sous-estimée dans la progression tuenoral

En 1992, je me suis orienté vers la Radiobiologie BKFZ (Deutsches Krebsforschungszentrum
Heidelberg, Allemagne) puis au CEA (LRA). Il s’agpdt d’adapter a la Radiobiologien®odéle de culture
de la peau humaine reconstituéén vitro, destiné auparavant a étudier la physiologie deatkocytes
normaux ou pathologiques. L’objectif était (i) dddier les spécimens de peau et d’étudier lesseffeine
irradiation sur les kératinocytes et les fibrolda$t et (i) de mimein vitro la fibrose radioinduite. Ce
modéle de culture alternatif prend en compte leseréwtions entre cellules épithéliales et
mésenchymateuses. Au cours de ce travail, je n®istéressé a larotéine humaine ysakinl7. Mon
activité s’est alors recentrée sur cette protédimedéveloppement de nombreuses approches celkileire
moléculaires au laboratoire (LGR) nous a permisn@éire en évidence I'implication de cette protéiiaas
la réplication de 'ADN, notamment lorsque la progression des fourchagml&ation est bloquée par des
dommages non-réparés de '’ADNNous avons démontré que cette protéine étagbumposant nécessaire
au complexe de réplication de I'’'ADNet qu'elle avait une activité deconnaissance des originede
réplication endogénes.

Depuis la fin 2003, j'ai développé et valider lecteurspEBVSIRNA pour uneinterférence ARN (RNA)

a tres long terme (> 500 jours). Ce travail a été mené sur de nombrgenes (110 genes ciblés),
essentiellement degenes de la réparation de TADNUnN brevet a été déposé en 2005. Cette approalse no
permet maintenant de travailler sur les intercoiorexentre les mécanismes de réparation de I'’ADN da
des lignées isogeniques. A ce jour, je suisdal a proposer un tel modele cellulaireohérentavec un
aussi grand nombre de clones stablesnaintenus en culturaussi longtemps La création de clones
silencieux, stables a trés long terme, m'a perngspdrticiper a I'élaboration de nouveaux projets de
Recherche dans le cadre de nombreuses collab@ationt certaines seront énoncées dans ce rapaort.
ailleurs, ma démarche a aboutit a wa®risation industrielle.
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Chapitre | : Travaux de Recherche antérieurs au CEA

Préambule

Mon parcours scientifigue m’'a conduit a dévelopgans différents laboratoires des modeles expérament
qui ont en commun de permettre I'étude des agemdsagissant directement avec la structure prindgre
I'ADN (agents génotoxiques) ou avec le contrdlegépétique du génome (par exemple la méthylation de
I’ADN). Cela a consisté dans la mise en place (jijabt de réparation de I’ADNin vitro puisin vivo, (ii) a

la création d’'une lignée cellulaire humaine peramtiadétection rapide des agents modifiant le profil

de méthylation de I'ADN, (iii) au développement dilodele de la peau humaine reconstituém vitro
comme outil d’étude en Radiobiologie ou encore i@eement (iv) au développement d®uveaux
vecteurs pour une expression stable et de longue rde de l'interférence ARN afin d'étudier
l'interconnexion des mécanismes de réparation de ADN. Au cours de mon parcours, je me suis

également intéressé a une protéine de réponseecas,da protéine humaingskinl?.

J'ai inséré dans ce manuscrit des figures qui rpont objectif que d’agrémenter mon propos.

Test de réparation de 'ADM vivo (UDS) (DEA)

De juin_1985 a novembre 1986 1le Dr André Cordier (ex-Rhéne Poulenc, Vitry/S®imm’a donné

'opportunité de travailler dans son département.clurs d’'un premier stage de Maitrise de Sciemrtes
Techniques, jai travaillé sur le test de la régarade I'ADN in vitro (UDS ou unscheduled DNA
synthesi3 sur hépatocytes de rats en primocultdi® ). Ce test UDS / HPC repose sur l'induction des
systémes enzymatiques de réparation de I'ADN. Damdest, j'ai utilisé comme produits positifs la
mitomycine C ou le benzo[a]pyréne et comme produdgatifs le pyréne. J'ai ensuite appliqué ce dest

I'analyse de dérivés quinoliques connus et a ckdiproduits confidentiels de Rhéne Poulenc.

Au cours de mon second stage (DEA), j'ai adaptésede la réparation de I'ADNa une approchia vivo.
Cette approche est essentielle car elle prend eiptecle métabolisme de détoxification non seulendest
hépatocytes (comme le testvitro) mais également intestinal. Ainsi, des mutagéndsects, négatifs dans
'approchein vitro, peuvent s'avérer positifs dans l'approdmevivo. Mon travail a été d’établir les
conditions expérimentales de ce test et de I'applia des génotoxiques directs comme le méthylanéth
sulfonate MIMS), a des génotoxiques indirects a effets précooesne le diméthylnitrosamin®MN) ou le
diéthylnitrosamine DEN), a des génotoxiques indirects a effets tardifimroe le 2 acétylaminofluorene
(2 AAR et a des génotoxiques indirects activés pardee fintestinale puis par le métabolisme hépatique

comme le 2,4 dinitrotoluen,@ DNT). J'ai suivi les cinétiques de réparation de I'ARpres administration
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per oset/ou intraveineuse des génotoxiques. J'ai égaieagpliqué ce test a des produits Rhéne Poulenc

confidentiels erscreening c’est pour cette raison que ce travail n’a pasignner lieu a publication.

Pour chaque produit 'ai compare |e terst Test de réparation de I'ADN vivo sur rats Fischer 344

vitro avec le testin vivo, ainsi que

120

I'influence de la souche de rats utilis¢ée DMN

100 (10 mg/kg)

(Sprague DawleyersusFischer 344). Ceg

80 7

D
(2]

rats présentent des sensibilités tf D AAE

différentes aux génotoxiques ; un resul 60 1 (50 mg/kg)
2,4 DNT

(200 mg/kg)

R
o i
% cellules en réparation

trés intéressant a été obtenu avec 20

2,4DNT: ce génotoxique est u

-

20 7

hépatocarcinogéne trés puissant chez I ra
dont le métabolisme fait intervenir a la 0 2h 12h 24h
fois des bactéries de la flore intestingle Temps aprés administratiper os

(des nitroréductases) et le métabolisme hépatitmeydb-réduction yia les monooxygenases a fonctions
mixtes dépendant des cytochrome P450). Classiqudmem DNTest négatif dans de hombreux tests de
mutagenésén vitro. J'ai mis en évidence que ce produit était négifis le test UDS / HP@ vitro,
douteux dans le test UD8 vivo sur rats Sprague Dawley et fortement positif deemat F344. Cela peut
s'expliquer par une composition différente desdtintestinales. Chez le rat F344, le profil d’iciiion de
'UDS par le2,4 DNT (200 mg/kgper 09 est intéressant puisqu’il montre une cinétigueadgrien a 2h,
maximale a 12h) qui s'explique par la complexité miétabolisme et sans doute par une résorption
intestinale lente. A I'opposé IMMS (100 mg/kgper 09 induit une UDS trés rapide chez le rat F344,
maximale a 2h. Le DMN (10 mg/kaer 09 a été le produit le plus génotoxique que nousiayudié avec
une UDS maximale a 2, 12 et 24h. Enfin, le 2 AAB {3g/kgper 09 est positif & tous les temps avec une

induction maximale a 12h traduisant une cinétigu&dplente ; cela peut étre di a la résorptioastihale.

A la suite de mon stage de DEA et dans le cadne cluntrat a durée déterminée au sein de Rhéneipule

précédant mon départ au service militaire, jansrais ce test a un autre responsable afin de émpiser.

Etude des agents déméthylants de 'AON&s¢

Contexte

En 1988 jai débuté ma théese dans le laboratoire du DairAlSarasin (CNRS Villejuif) sous la
responsabilité conjointe du Dr André Cordier. Je sugs alors engagé dans la voie de la biologie
moléculaire. Notre postulat était que certains késtaues interagissent avec le profil de méthglatde

I'ADN (5CpGgy et modifient I'expression des genes ; il fallaind mettre en place des tests biologiques

simples pour détecter ce potentiel déméthylant.
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On trouve dans le génome des organismes supéear§% des résidus cytosine sous la forme de 5-
méthylcytosine (5mC) groupés en Tlgi€pGs.. Ces structures sont souvent associées aux etdéseRliet 3'

de génes ayant une spécificité tissulaire. Cettthytation fait intervenir des ADN [cytosine-5]-méth
transférases (ou ADN méthylases) qui reconnaispgeétérentiellement des sites hémiméthylés. Ces
enzymes permettent ainsi la méthylation rapideetwisd brin apres la réplication de 'ADN. Cettection

de "maintenance de la méthylation" permet de pvésée profil de méthylation de 'ADN d'une généat

a une autre. Ces enzymes doivent aussi étre ing@gdans la "méthylatiate novd de 'ADN responsable

de la spécialisation de l'expression génétiqueoration du type cellulaire et de I'état de différation des
cellules. La méthylation de la cytosine particiga différenciation cellulaire, a I'expression sifiéie d’'un
stage de développement, a l'inactivation des gpogsgs par le chromosome X, & « 'empreinte » gguét

a l'induction rétrovirale ou encore a I'oncogenéBes taux de méthylation de I’ADN réduits peuvetne &
impliqués dans I'activation de I'expression de &g oncogénes et augmenter le taux de progression

tumorale.

De nombreux analogues de la cytidine (5-azacytjdbw@za 2’-désoxycytidine), ou certains produits
carcinogenes (N-éthyl nitroso uréeNU, N-acétoxy acétyl aminofluoren®&-AAAF, N-méthyl N'-nitro
N-nitroso guanidineNNG, butyrate de sodium, ...) peuvent modifier de fatyés importante le profil de
méthylation de I'ADN et entrainer une hypo- ou unger-méthylation. D’autres agents modifiant le
métabolisme de la L-méthionine ou de la balancdé&asyl méthionine (SAM) / S-adénosyl homocystéine
(SAH) altérent aussi le profil de méthylation d&0N. Tous les traitements qui inhibent la synthdeda
SAM entrainent une perte des groupements méthidesi, la L-éthionine, analogue de la méthioninatye

en compétition avec la L-méthionine pour le sitéfae la SAM-synthétase dans les cellules hépatqua
L-éthionine est un hépatocarcinogene non mutagenpeyt réactiver des génes silencieux, dont desge
embryonnaires, et induire la différenciation cellté. De méme, l'adénosine ou I'homocystéine peéuven
perturber le rapport SAM / SAH. Ainsi, la 2'-désaggnosine (2dAd) inactive la SAH-hydrolase et éné&ra
une accumulation de la SAH ; la 3'-désoxyadénagiorlycépine) induit la formation de 3'-désoxyadsho
méthionine ou 3'-désoxy-adénosyl homocystéine retrdie la méthylation de 'ADN de facon dépendante

de la dose.

En conséquence, des xénobiotiques altérant lel gimfinéthylation de I’ADN, en agissant directemant
niveau de la structure primaire de ’ADN ou en nfiadit I'activité des ADN méthylases de maintenance,
alterent le programme génétique des cellules &sitBe ce fait, la détection du pouvoir déméthyties
agents de I'environnement (dont les médicamentsarajssait comme nécessaire. Cependant, aucun test

simple n’existait.
L’outil biologique

Mon objectif était de créer un nouvel outil celitdapermettant la détection rapide des agents démaéits

de I'ADN par un simple dosage enzymatique. Powiradte ce but, il fallait modifier le génotype dain
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cellule cible afin d’'introduire un élément de régidn pouvant répondre a un agent déméthylancetsi

agent avait effectivement une potentiel déméthykmtniveau des ilots'CpG3' il devait permettre la

dé-répression d’'un géne « rapporteur » ayant uidtaenzymatique.

Etude des agents déméthylants de I'’ADN (1)

PEBVMTlacOlacZ /\
o
N A
FR EBNA-1 AMPr TK pr TK pA+ lacz ~ mMT-I pr R 5\ Mo F%IZ\Q/)\d){/adC‘IVI:Ia;:I
b lacOlac. G { - ) integrated into
EDNA < g o e (p245) integrated into <e— /J 0 ( the genomic DNA
DYAD PBroori HYGROr SVpA+ lacO the genomic DNA “‘\,\ \ \ l
Ad4/4 cells lacl repressor
AMPr TK pr TK pA+ lacI FR i
- >— LGN Methylation of the 5CpGa sites | _ _ _
5 EBNA-1 pBrori G418r SV pA+ CMV pr 3 EBNA-1 in the vicinity of the mMT-I ! \ranseciplion
promoter |
|
PEBVadyadCMVlacl ~-— HEAVY METAL | IPTG —»
Fig. 1. State of the two plasmids carrying the /ac regulatory complex in A4/4 :
cells. The upper scheme corresponds to the integrated state of the pEBVMTla- NGOz GENE EXPRESSION ! NOLigez GENE EXERESSIEN
¢OlacZ plasmid with : (a) the EBV replication origin (DYAD), the EBV nuclear (lacZ " cells) Y (lacZ " cells)
antigen 1 (E‘_Bl\'A-I). and the EBV repeat family (FR) (black-filled area); (b) the sunnunnenennenenDEMETHYLATING e s s s s e m m w1
pBr322 origin of replication (pBr ori) and the bacterial 3-lactamase gene (4MP,) DRUGS
(hanﬁe_d area), (c) the hygromycin resistance gene (HYGROr) with the HSV-
thymidine kinase promoter (7K pr), and the HSV-TK polyadenylation signal HEAVY
(TKpA*) (open area); (d) the lacZ gene transcriptional cassette with the mMT-1 METAL IPTG
promoter (mMT-1 pr), the synthetic lacO sequence (/acO) and the SV40 polyade- Demethylation of the 5CpGa sites
nylation signal (SVpA4*) (stippled area). The lower scheme represents the inte- in the vicinity of the mMT-1
grated state of the pEBVAdyadCMVlacl plasmid. The black filled and hatched promoter
areas have same meanings as with the pPEBVMTlacOlacZ plasmid with the ex-
ception of EBV sequences which do not possess the Dyad sequence. Other build- Induction of the Inactivation of the
ing blocks are as follows: (a) the Geneticin resistance gene (G418r) with the TK mMT-| promoter lacl repressor
prand the TKpA *(open area); (b) the CMV promoter (CMV pr), the lacl gene, and
the SVpA* sequence (stippled area). gDNA, integration site into the genomic \ /
DNA. SYNERGISTIC RESPONSE

Biard et al. 1992Cancer Res.
HIGH lacZ GENE EXPRESSION
(lacz* cells)
Quantified by the following techniques:

FLUORIMETRIC (FDG substrate)
DENSITOMETRIC (ONPG substrate)
COLORIMETRIC (Xgal substrate)

Figure 5A

Bgal units/mg protein Fig. 2. Regulation of the /acZ gene expression in the Ad4/4 cells. The syner-
2000 ﬂ gistic response of demethylating agents, IPTG, and heavy metal ions. Details are
described in the text.

’ ?I Biard et al. 1992Cancer Res.
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é Figure 5B
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Vrzrzzd BV 2
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Bgal MRNA —» -
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days after transfection s
M:-riG-znca  []:+1PTG
B:.znca DD : + PTG + 2nCd Cell lines: A4/4 293/206 293/189

Biard et al. 1992Exp. Cell Res. Biard et al. 1992Exp. Cell Res.

Figure 5 LacZ expression in A4/4 cell line in the presence of Zacytidine, IPTG and heavy metals(A) One hundred forty five, 170 and 190 days
after transfection the cells were treated with @dhaut 5-azacytidine (5Az; 1 pM) for 2 days, therdium was removed and 5Az (1 uM), IPTG (10 mM)

and ZnCd (100 uM ZnGland 1 pM CdG)) were added for 2 other days. The cells were cit for Bgal activities. (B) Northern blotting aysib was
performed with 165-days-old cells treated as dbsdrabove. Hybridization was performed with HindIAccl digestedacZ gene as probe. The positivg
control was the 293/206 cells carrying a pEBVDdyeti@acZ vector, and the negative counterpart was ##3/189 cells bearing the]
pEBVDdyadCMVlacl vector.

C’est la mise en place de ce systeme, sa carattérisnoléculaire et son exploitation qui ont acpagné
mon travail de theése. Il nous fallait un systemes tsensible afin d’'atténuer les effets de dé-rémmes
spontanée (bruit de fond). Notre choix s’est ogesuir I'opéron lactose H. coli. J'ai cloné les différents

éléments de I'opéron lactoseEd’ coli (TADNc du répresseutACI, la séquence opératrice synthétique
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LACO, et 'ADNc du géne de | galactosidasd AC2 dans des vecteurs d’expression dits « EBV »
(portant I'origine de réplication latente OriP dirug d’Epstein-Barr ainsi que I'’ADNc de l'antigéne
nucléaire viral EBNA-1). Le choix du promoteur coigint I'expression du gene\CZ était essentiel pour
atteindre nos objectifs car il devait étre la citds agents déméthylants. J'ai placé en amont siegiaence
LACO-LACZle promoteur du géne de la métallothionéine | deris (MMT-I) qui est souvent trouvé
hyperméthylén situ. D’autre part, ce promoteur mMT-I conserve sorugtiilité par les métaux lourds
(mais pas celle pour les hormones glucocorticoidés)’opposé nous avons choisi un promoteur
ultra-puissant pour conduire la transcription dineggACI: le promoteur / enhancer viral IE-CMV
(immediately early cytomegalovirus promQteui est connu pour pouvoir passer outre la méttoit de

I’ADN et continuer a étre actif.

Etude des agents déméthylants de ’ADN (2)

A 5-azacytidine |, =
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[~ vREe j={MREJ] { MREc }=—J§ ] &
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2% 52 z 9 ol it ‘
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Biard et al. 1992Exp. Cell Res. « \‘ | Dhiaind i (- bl s |
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Figure 7 Methylation pattern at ;CpG; sites in the mMT-I promoter g
and its flanking region in the A4/4 cells.(A) Scheme of the mMT-I g ‘\ SAb | *:u; iy
promoter and the 5' part of ttecZ gene. The GPT fragment stands for to ! F“ +‘ 33 *’”" *"“ *
the 5' part of the bacterial Guanine Phosphoryb®sghsferase gene. The T - ZnCd | [ edihasiti s + ZnCd
mMT/Rgal probe spanning the Sacl sites is showh.corresponds to the FDG FLUORESCENCE FDG FLUORESCENCE
fragment of about 200 bp overlapping the mMT-I proeno Numbers
below the map represent the fragment sizes geuemfter Hpall/Mspl l_(:T_ig. };, Quuzr}i‘iijﬁcalionl_(:;'_chB e(.;prt:lsingéﬁ—galaclnsidusc acli\i{_\r after 5-azac-
. . - yuding, >-aza 2 -deoxycytidine, and sodium butyrate treatments. After treatment
cl_ea_vage of the pEBVMTIacOIacZ. We have not mme_ 24 Hhal sites with 5AzCyd, 5AzdCyd , or Btr at various concentrations with or without ZnCd
within the screened region. (B) Mspl/Hpall and Hhedtriction pattern of | (50 um ZnCl, and 0.5 um CdCly), cells were loaded with FDG substrate and
genomic DNA of A4/4 cells. 272 days after trandfact the A4/4 cells analyzed by flow cytometry as described in “Materials and Methods™. Ordinates,
were treated or not with 1 pM of 5-azacytidine (5Aa 27 days, mediums c_cll numlch. Abscissas, relativp fluorescence units in a logarithmic scale. To quan-
then changed every week and supplemented WittM of 5- titate lacZ* cells, gates (vertical arrows) were set so that 99 to 100% of mock-
were 1he 9 y pp! | treated cells were lacZ~ (between 133 and 255 fluorescence units). Cells with
azacytidine. Total DNA was extracted. 10 pg of DMAre digested and | fluorescence intensity within these gates were considered lacZ*.

fractionated in a 6% polyacrylamide gel. The amowfitBNA loaded onto
gel were checked by staining the polyacrylamide géh ethidium
bromide. After electrotranfer, hybridization wasfeemed with the mMT-
1/Bgal probe. "control" corresponds to 100 pg ofiwaschloride purified
pEBVMTlacOlacZ vector digested with Mspl, Hpall or &lfenzyme. Mspl
is blocked by;"CCGG,; sequence and Hpall is inhibited pyCCGG; and
sC"CGG; sequences. Hhal is blocked RB"CGC, sequence. Arrows
indicate the resumption of Hpall digested fragméatsted in the mMT-I
promoter and the 5' part of tlecZ gene

Biard et al. 1992Cancer Res.
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La sélection de nombreux clones cellulaires a peuiisoler une lignée clonale appelée A4/4 portast
deux éléments de I'opéron lactose (PEBVCMViRyad et pEBVMTlacOlacZ) intégré en mono-copie

dans le génome et dont le promoteur mMT-| est néthy niveau des séquencESpGg.

En I'absence d’'un agent déméthylant, I'isopropi-thiogalactoside (IPTG, analogue non métabolisdhle
lactose et inducteur de I'opéron lactose) et letamélourds (Zn et Cd 100 uM / 1 uM) sont incapable
d’'induire de facon significative I'expression derzymef galactosidase. A I'opposé, en présence d'un
produit déméthylant comme la 5-azacytidine (5AZ)JPTIG et les métaux lourds entrainent une
augmentation de l'activité de I8 galactosidase de 600 fois. Cette augmentationcesglée avec
I'nypomeéthylation des sitegCpG3' dans la région promotrice (mMT-I) et dans la paBtielu géndacz,
mise en évidence par I'analyse de 'ADN génomiqae $outhern blatLa spécificité de la réponse aux
agents déméthylants et la trés forte induction afgsiités B galactosidase en présence de ces produits

permettent une détection rapide des agents emitaina hypométhylation de I'ADN.

En utilisant un substrat fluorescent deflgalactosidase, j'ai adapté mon test & une apprqohatitative

des celluledacZt par cytométrie en flux. La facilité de quantificet des cellules lacZ au trieur de
cellules accroit considérablement lintérét de enatnodele expérimental en permettant la détection
d'événements rares en des temps courts et entdifsabases d'une tres bonne statistique compteden
grand nombre de cellules analysées (Biard et2924; Biard et al., 1992b; Biard et al., 1992c).

Conclusions

Ainsi, au cours de ce travalil, j'ai établi les mg@n nouveau test permettant la détection ragedeagents
modifiant le profil de méthylation de 'ADN. Cetamalyse a été réalisée par le simple dosage datividé
enzymatique. L'approche qui a été choisie pourcéttide a consisté a utiliser les outils de laogiel
moléculaire et a les appliquer a la toxicologie. &amoyen nous avons pu choisir la cible des éuénts
épigénétiques, le gemaczZ, afin de permettre une analyse rapide par lerfaealyseur de cellules (FACS).
Notre test repose sur les propriétés des cellukgl Aui se caractérisent par (i) un trés faibleeaiv
d'expression de base, (ii) une spécificité de fesgion du génkacZ en réponse aux agents démeéthylants, et
(iii) une tres forte induction de la transcriptidn génelacZ en présence de ces produits. De tels modéles
d’analyse doivent nous permettre d'étendre la téteades agents génotoxiques et épigénétiques et
d'approfondir les connaissances concernant leuerd@ttion. lls devraient prendre place dans |&giies

de tests descreeningaux cOtés des tests déja existants. lls permenttraie mieux cerner les potentialités

toxicologiques des produits chimiques dont les weidents.
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Modele de la peau humaine reconstitueeitro (stage post-doctoral)

En 1992 en quittant le CNRS, j'ai changé de sujet et deléfe d’étude, mais I'objectif est resté le méme, a

savoir d’étudier la réponse cellulaire & des aggetmtoxiques (les rayons ionisants) en dévelopfeant

modéle biologique le plus approprié. Pour cela, ipgégré le laboratoire du Prof N. Fusein@KFZ,
Allemagne) au sein duquel j'ai appris le modele lde« peau humaine reconstitu@e vitro ». J'ai
« rapatrié » ce modele au sein du Laboratoire ddioRelogie Appliquée (ex-DPTE/LRA du Dr F.
Daburon) a Jouy-en-Josas afin de I'adapter a laoRediogie. La question que nous nous posions @it
savoir si le développement d’un modele de cultugamotypique, qui prend en compte la différenciatio
cellulaire et les interactions entre cellules é&flities et mésenchymateuses, pouvait apporter deeung
résultats pour I'extrapolatiom vivo des effets a court terme d’une irradiation ionisae plus, la peau
reconstituée permet d'étudier les relations engtliles épithéliales et cellules mésenchymateuséslles

soient normales, pathologiques, tumorales, ou ruédég génétiquement.

Ce modele de culture est constitué d’'une couchdeépique (kératinocytes) reposant sur une matrice
dermique (fibroblastes). Les kératinocytes humabrsnaux sont isolés a partir de peau abdominalenolet
par excision chirurgicale. Les fibroblastes, pramndes mémes donneurs, sont mis en culture dans un
matrice de collagene de queue de rat de type Igkkscontenant les fibroblastes et les kératirescgbnt
placés sur une grille de métal afin de créer uterface air-milieu. Les cellules mésenchymateusdsse
kératinocytes sont nourris par diffusion au travdusgel alors que I'épithélium est directement eéa
l'air. Les interactions derme-épiderme assurent bia@lance homéostatique entre prolifération et
différenciation terminale des kératinocytes. Lebrdblastes réorganisent la matrice de collagene
(maturation du gel) et sécrétent des facteurs siffas indispensables au contréle de la différdinriades
kératinocytes. Le programme de différenciation @pidlerme est suivi par I'expression de plusieurs
marqueurs de différenciation de [I'épithélium (kéras, involucrine, filaggrine), des cellules

mésenchymateuses (vimentine) et de la membrantel{sainine, collagéne de type V).

Par cette approche jai pu comparer des biopsiesales de peau avec une peau reconstiuitgtro a
partir de kératinocytes et de fibroblastes proverdan méme donneur. Les résultats étaient tout ta fai
étonnants et ils soulignaient 'intérét que I'orupait porter a ce modele de culture. Dans nos tiondi, les
kératinocytes se différencient rapidement pour domnm épithélium d’environ 250 um d’épaisseur efi42

jours de culture. Les profils d’expression desétdhts marqueurs de différenciation ressemblergux c

| Laboratoire du Pr Dr N. E. Fusenig. Carcinogengs®ifférenciationin vitro. Centre de Recherche sur le Cancer.
P101949. 6900 Heidelberg (Allemagne).
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observédn vivo. En particulier, la déposition réguliére du collag de type IV sous la couche basale, au
niveau de la jonction dermo-épidermique, suggéeenormalisation de ’lhoméostasie tissulaire. Davtsen
modele, les kératinocytes d’'un épithélium matur-14 jours de culture) ne se divisent pratiquenpduns
méme au niveau de la couche basale (mis en évigiamdecorporation de BrdU). De plus, le prograntdae
différenciation de kératinocytes conduit a la peles noyaux dans ktratum granulosunfSG) et surtout
dans lastratum corneungSC).

La peau humaine reconstitui@evitro
"

J’ai donc défini les conditions d

D

culture pour obtenir des spécimens B Epiderpis #®
. , N v - 7
de peau reconstruite répondant{a ~ °%> 210 0052 10Cy
nos trois exigences : -
—_ -
, . . - ——— W.sn'
(1) des spécimens de petit— ——
taille (1 cm @) facilitant leurf _
: : Anti-RecA pAb Anti-PCNA
manipulation et eNl  manopunied n

. . ) L. against kin17

partlcu“er Ieur Irradlatlonl Analyse du taux de la protéine,g,kinl7 3 h apres une
irradiation y  (%%Co, 1 Gy/min) dans des épithélia
reconstruits in vitro. 3 h aprés | ‘irradiation, les épithélia sont
séparés des pseudo-derme et les protéines toéalegérées. La
détection de la protéing,kin17 endogéne est faite par western
t blot & | "aide d'anticorps polyclonal anti-RecA etrimanopurifié

A ’ ’ 3 ‘ ‘,-iv‘ g “
(2) un te pS de Cultu re redu ot e ot | At J:{ F- ‘ ‘_‘)‘,9 : £
BN - Biard I. 1997Arch. Dermatol. Res.
(10 1 1 J r ), iard et al ICi ermatol es.
Fig. 1. Main features of culture specimens seen by namal light microscopy

and eosin-hemalun staining. Magnification x20. SC:stratum corneum SG:
stratum granulosupSS:stratum spinosuprSB: stratum basale

(3) une analyse rapide €t Peau reconstruite (10 jours de culture) Biopsie de peau

sensible par cytométrie a e

balayage laser de
I'expression des protéine

[

(aprés marquage

"4

immunohistologiques).

s " ‘ ’

Keratin K10 + Propidium iodide Keratin K10 + Propidium iodide

J'ai appliqué pour la premiére foi

1%

. A Comparaison entre une biopsie normale de peau et wpithélium reconstruit in vitro. Une biopsie de peau humaine
Cette apprOChe a I etUde de a est divisée en deux : la premiére moitié nous dertcontrole, et la seconde moitié nous permet dapdfer les
kératinocytes et les fibroblastes afin de recoirstrune peadun vitro. Analyse du marquage fluorescent kératine 10 (et
A H H iodure de propidium) par cytométrie a balayagerlé8€AS 570).
protéine humaine ysakinl7 en

fonction de la maturation d’un épithélium en cudtude reviendrai dans le chapitre Il sur les cérestiques
de la protéingisakinl7 ; cependant j'ai observé que cette protétaé gur-exprimée au cours des premiers
stades du développement d’'un épithélium humainguetson taux chutait lorsqu’un épithélium recoristru
in vitro devenait entierement différencié (Biard et al979). Ce résultat soulignait que la protéiggkinl7
participait soit (i) au programme de différenciaties kératinocytes éventuellement en déréprinetaios
genes, soit (ii) a la réplication de 'ADN.

Des résultats préliminaires montraient égalemenpoer la premiére fois, 'accumulation de la pnog&

nsakinl7 humaine dans le compartiment épithélial amlés irradiationsy a faibles doses (dés 0.5 Gy).
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Cependant I'absence, a cette époque, d’anticorpsiakinl7 de bonne qualité limitait considérablement

notre approche.

En paralléele des cellules humaines, jai développénodéle de peau avec des cellules de porc. Bans ¢
dernier cas, I'objectif était de compléter et d'agpndir les travaux faits au LRA sur la fibroseli@nduite
observée chez le porc apres une irradiation lonatienée a forte dose. Il s’agissait de reconstuneepeau
avec des kératinocytes et des myofibroblastes pested’'une biopsie de fibrose radioinduite chepdec

afin de comprendre les mécanismes moléculairecauiluisent a la fibrose et a sa régression aprés un
traitement par la Cu/Zn SOD (superoxyde dismutasegnt mon départ du LRA el995 j'ai formé M.C.
Vozenin en DEA puis au début de sa These pour pisence modéle de culture (Vozenin et al., 1998).
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Chapitre Il : La protéine humaine ysakinl7

Pourquoi la protéine kinl17 ?

Dans le cadre de la Radiobiologie et afin de cérasr de nouveaux genes participant a la réponse
cellulaire apres une irradiation ionisante, j'a @mené a porter un intérét tout particulier aleged<IN17
humain. J'ai décidé en 1995 d'intégrer le laborataiu Dr J. Angulo a Fontenay aux roses (LGR). ans

chapitre, je décris rapidement les derniers résulfae nous avons obtenus.
Ainsi, la protéing;s,kinl7 est :

1. directement impliguée dans la réplication de I'A dans la reconnaissance de origines de

réplicationin vivo,

2. une protéine essentielle a la vie cellulaire (IEtilgn du gene est létale chez la lev&@&.epombe

Angulo J, résultat personnel),
3. étroitement associée vivoa la chromatine et a la matrice nucléaire,
4. induite par des inhibiteurs de la réplication et dgents génotoxiques dont les rayons ionisants,

5. co-exprimée avec la protéine RPATO(lication protein A 70 kDa subuhi¢n particulier apres une

atteinte génotoxique,

6. sur-exprimée dans certaines lignées tumorales énreuet potentiellement impliquée dans la

radiosensibilité.
7. impliquée dans leur maturation des ARN,

D’autre part, I'origine méme de la découverte diecprotéine (parentée immunologique avec RdtA

coli) et sa trés forte conservation au cours de I'éimiplaident en faveur d’'un réle important.

On peut constater que les protéines kinl7 ne pi&sempas d’homologie de séquence avec d'autres
protéines connues. De plus, a ce jour, nous n'apalsspu mettre en évidence d’'activité enzymatiaie (
ATPase, ni hélicase, ...) associée a cette prot€iapendant & bien des égards, la protgipkinl7 a un
comportement proche de celui du PCNA ou de RPAZ0x dutres protéines indispensables a la réplitatio

et a la réparation de 'ADN.

BIARD Denis Habilitation a Diriger des Recherches 20 mai 2008



-22 -

J'ai divisé la présentation de mes résultats erx grautie : avant et apres 2002 ; cela corresponithed

époque charniere ot nous avons obtenu des anticampsclonaux (obtenus en 2000).

Résultats antérieurs a 2002

Notre laboratoire travaille sur les protéines kirdépuis la découverte en 1989 de I’'homologue murin,
mvukinl?, qui présente une homologie immunologiquecdagrotéine RecA . coli (Angulo et al., 1989;
Angulo et al., 1991). A proprement parler, kin12st’ pas un homologue structurel de la protéine RecA
puisque la séquence homologue correspond a undoetidine de 39 acides aminés. On a constaté que ce
domaine (au centre de la protéine kinl7 et en @itexl de la protéine RecA) intervenait dans la f&ion

négative de la fixation a ’'ADN (Kannoucle¢ al., 1997).
Le géneysakinl? et son transcrit

Les geneXIN17 murin et humain ont été clonés et séquencés audtdire (brevet CEA 1993 et 1997). Le
géneuwuKinl7 de souris est un géne a copie unique, porté pelrtenosome 2, d’'une longueur dé
(Tissier et al., 1995; Tissier et al., 1996 détermination et I'analyse des séquences a&ids du gene
mvuKIN17 ont montré gu'il possédait un promoteur du typerfg de ménageh@use keeping gepece qui
conduit a une expression faible et ubiquitaire daadifférents tissus de souris adultes analyEissiér et

al., 1996). Le géne humain est porté par le brast cluchromosome 10 (p15-p14¢n position télomeérique
chez 'homme. L’'analyse par les programmes dessbdsedonnées montre qu'il s’agit d’'un géne a copie
unique {ttp://harvester.embl.de/harvester/0O608/060870.htr®RF (open reading framjefait 32,72 kbp

et contientl3 exons

Ce geéne est exprimé dans tous les tissus analysésdes taux plus élevés dans le cceur, les muscles
squelettiques ou les testicules (Kannouche e2@00). Dans une approche résultant de I'analysédsss

de données nous constatons que I'expression dsctitysakinl7 observée dans différents tissus est faible
et homogene, confirmant nos résultats. Tout eramégtrudent dans l'interprétation de ces résultiats,
ressort que le niveau d’expression du gen&IN17 est nettement inférieur a celui d’autres gnoeés du
métabolisme de I'’ADN comme PCNA, Ku70 ou RPA70 (gs& par puces Affymetrix). Dans cette
approche il faut se rappeler qu’il s’agit de I'ays de tissus et donc que ces résultats ne pepasnt
préjuger de ce que I'on peut obtenir avec des lesllan culture, et notamment des cellules tumomges

ont une rythme de prolifération toujours important.
La protéineysakinl7 (1994-2000)

Le géneKIN17 code une protéine basigyd € 9.4, similaire aux histones) @& 373.58 Dajui compte393
acides aminés chez I'hommgsfkinl7). On retrouve les protéines kinl7 dans teutrdgne animal et

végeétal, depuis les levures (comBiepombeidentité 38%), aux parasiteB {alciparum 39%), aux plantes
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(A taliana 39%), aux nématode€ (elegans 39%), jusqu’au eucaryotes supérieurs comme laissgd
musculus92%) ou le cochor(scrofa 97%)*. On constate par ailleurs que I'homologire les protéines

kinl7 est particulierement importante dans I'exitérl-terminal.
La protéine humaingsakinl7 présente plusieurs motifs d’intérét :
1. unsignal putatif d’adressage mitochondrialen position 24-29, proche du doigt de zinc ;

by

2. un motif & doigt de zinc(Zn-finger, C2H2 matrin typeen position 26-50. Les domaines a “doigt
de zinc” se composent de 25 a 30 acides aminésoguportent 5 Cystéine et 2 Histidine. Ce motif

est trés conservé au cours de I'évolution.

3. le domaine homologue a RecAen position 163-192). Ce motif diverge énormémesms les

protéines kinl7. L’homologie est correcte seulendamis 4 especes.

4. unsignal de localisation nucléaireen deux parties qui permet le relocalisation dertaéine dans

le noyau aprés maturation cytoplasmique (en posRR6-286).

5. undomaine KOW (Kyprides, Ouzounis, Woese) en position 337-372 dBmaine a été déterminé

par ailleurs littp://www.ebi.ac.uk/interpro/IEntry?ac=1PR005324

On peut constater que le NLS et le doigt de zimt komologues a ceux de la poly(ADP-ribose) polyasér
(PARP1).

La protéine de souriguukinl7 se liein vitro a des séquences d’ADN double brin présentant apmdgie

« courbe », comme celles rencontrées dans lesigasctle recombinaison illégitime (Mazin et al., 489
Mazin et al., 1994b). Un role dans le contréleaé&anscription des génes a été proposé (Timchenab,
1996) ; cette hypothése repose sur le fait querdééme murineywukinl7 peut remplacer le facteur de
transcription H-NS I{istone-like nucleoid-structuring facfordans des bactéries déficientes et soit
déclencher, soit réprimer la transcription des gapmpartenant a I'opérdogl. On peut également observer
que les protéinegsakinl7 et H-NS se fixent préférentiellement & deguséces courbes au niveau du
promoteurbgl. Une augmentation du transcrit gguKIN17 a été observée dans des cellules de souris au
cours de la transition G1/S suggérant un réle ged&eineyyukinl7 dans le cycle cellulaire (au niveau du
checkpointG1/S) ou pendant la synthése de I'ADN (Kannoudhal.e 1998). L'expression des transcrits
mvuKIN17 est induite dans les cellules de souris BALB/c 2i8és exposition a un rayonnement UV-C
(254 nm). On observe une augmentation des ARNWKIN17 des 6h avec un maximum vers 16h
post-irradiation ; une concentration de la protédens des foyers intranucléaires est alors observée
L’accumulation de la protéine est due a une stdiibn des ARNm (Blattner et al., 2000). On reteuv

également une augmentation des ARN@KIN17 16h apres irradiation aux UV-C (Kannouche et24Q0).
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La sur-expression de la protéine kinl17 inhibe laghifération des cellules (1999)

En insérant I'’ADNcwwKIN17 de souris dans des vecteurs d’expression EBV ssusontréle d’un
promoteur puissant (CMV) ou d’un promoteur induletipar les métaux lourds (mMT-I) j'ai montré qu’une
sur-expression de la protéiggukinl?7 réduisait considérablement la prolifératiaes ccellules tumorales
transfectées (moins de 3% de formation de colodi@ss les lignées RKO, H1299 et HCT116 en
comparaison avec les différents controles). Sealdighée humaine immortalisée mais non tumorale
HEK 293 (‘transformed Human Embryonic Kidney cells HEK-Ad®lére une expression ectopique la
protéineywukinl? et nous permet d’isoler des clones exprind@stniveaux variables de cette protéine. Ces
clones HEK 293 présentent une diminution de laifémaition cellulaire corrélée avec le niveau d'eegzion

de la protéinguukinl7 (Biard et al., 1999). En conclusion, une expression constitutive de la protéine
mvukinl?7 provoque soit I'arrét de la croissance ddabees cellules tumorales, soit une diminution tres

importante de leur prolifération avec des anomaitiésersibles.
Radiosensibilité, p53 et kinl7 (1994-1997)

Au moment de cette étude, de nombreuses donnéésispaontroversées, mettaient en évidence ledble
géne p53 dans la radiorésistance. Aprés une exposition adkiles de mammiféres a des agents
endommageant I’ADN, I'activation de la protéine wage p53 (p54%) est responsable d’'un arrét du cycle
cellulaire (principalement en G1). Cet arrét pernaetx cellules de réparer leurs macromolécules
endommagées, ou si ces dommages sont trop immrd@tdéclencher un mécanisme d'apoptose. Ce
réglage fin entre réparation de '’ADN et apoptoserendue possible par les propriétés de fixatibARN

de la protéine p53 et ses fonctions de transamivate la transcription. A I'opposé€, des cellulgarg des
alléles p53 mutés ou délétés ne s’arrétent queefament dans le cycle cellulaire aprés une attein
génotoxique et de ce fait doivent présenter un@sadsibilité accrue. Cependant, la plupart desnées
disponibles alors suggéraient qu’aprés une irretiapbnisante les cellules ayant un génotype p5&rou

nul étaient radiorésistantes. En détaillant ceslt@s il apparaissait que les cellules étudiéeseit
principalement d’origine hématopoiétique et quetktutp53 muté abrogeait la tendance inhérente a ces

lignées a induire I'apoptose. Il était donc nécess#iutiliser d’autres modéles cellulaires.

Comme la plupart des cancers chez 'Homme sontigifer épithéliale, j'ai porté mon attention sur le
modéle de cellules de rat développé dans le laiogadu Dr Pierre May (CNRS Villejuif puis CEA/CNRS
Fontenay aux Roses) et qui mime le processus dagémgenése chimique en plusieurs étapes » (Le Rhu
et al., 1994). Ce modele se compose de lignéeslaiedls de poumons de rats embryonnaires obtenues a
cours de leur immortalisation par le benzo[a]pyrélkes présentent un génotype soit sauvage sdé wisl

a vis de l'anti-oncogéne p53. Ce modeéle nous pedoet d'étudier la radiosensibilité en fonction du

génotype dep53 J'ai observé que des populations tumorales elifégration (cellules BP-T ; génotype

p53mute) étaient beaucoup plus sensibles aux raygres rapport aux cellules parentales (BP;S|53!J>'J§"°1§]5e
(Biard et al., 1994). Ces résultats vérifiaientradtypothese de départ. De plus, les cellules BBeptaient
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une induction rapide et transitoire des protéirs gt pZWaf1 apres une atteinte génotoxigue alors que les

cellules BP-T montraient une réponse anormale,esttiécalée dans le temps.

De facon intéressante, il apparaissait que la p@téinl7 endogene était sur-exprimée dans ceslesll
tumorales BP-T (Biard et al., 1997a). La questian ¢ posait alors était de savoir si la dérégutatie
I'expression du gen&IN17 dans les cellules BP-T était un phénoméne inhé&rdatr radiosensibilité. A
'opposé, cela pouvait étre rattaché a d’autres@weents génétiques associés a la perte des fonaen
I'anti-oncogenep53 (remaniements chromosomiques, amplification géidustabilité génétique) ou a des
événements de réparation liés a la réplication '"A®N enclin a l'erreur. En utilisant ce modele
expérimental j'ai également mis en évidence poupriemiére fois I'accumulation de la protéine kinl7

endogene 30 min aprés une irradiatjan2 et 6 Gy (sans modification du taux d'’ARNN17) dans la lignée

parentales BP. Cet effet n’était pas observé daadignée tumorale syngénique BP-T (génolpﬁBmUI%
(Biard et al., 1997a). Ce modele des cellules ®BPus permettait de confirmer notre précédantltaisu
obtenu avec la peau humaine reconstitiréeritro, & savoir que la protéine kinl7 était effectivetmen

impliguée dans la réponse au rayonnement ionisant.

Derniers résultats sur la protéinpgkinl7 (aprés 2002-2005)

Je ne présente pas ici l'intégralité des résultatxernant kinl7, mes ceux auxquels j'ai parti@péui

concerne la protéine humaine.
Développement du systéme du baculovirus afin deexprimer la protéinaysakinl7 (2000)

Fin 1999, j'ai développé au laboratoire la produttide protéine recombinante [Hiskakinl7 dans le
systéme baculovirus aprés l'infection de celluldssgcte Sf9. Une fois la mise au point de la téghe
effectuée, nous avons produit et purifié de grargiemtités de protéingakinl7. En collaboration avec
I'équipe de J. Grassi (CEA-Saclay) nous avons abtes premiers anticorps monoclonaux dirigés cdatre
protéineysakinl7. J'ai analysé les 80 anticorps monoclonauwemits en immunocytochimie, puis pour la
plupart d’entre eux en western blot pour en retdgiix : le K36 et le K58. Des analyses sur despres
tronquées montrent clairement que le K58 reconmaiépitope dans la région homologue a RecA, tandis
que le K36 reconnait un épitope dans I'extrémiti@iinale des protéingg,ukinl7 etysakinl? (domaine
KOW). La qualité de ces anticorps nous a offerpfiortunité de développer de nouvelles approchds tan

cellulaires que biochimiques. Ces anticorps soribt@aant commercialisés par Santa Curz Biotech.

Parallélement a la purification de la protéjpgkinl7, j'ai utilisé cette méme approche du baculasipour
permettre a d’autres laboratoires de développes lptopres baculovirus recombinants comme hOgg2, sr

ou encore la protéine X du virus de I'hépatite.
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La protéineysakinl? se fixe in vivo a la chromatine (2002)

La protéineysakinl7 existe dans toutes les cellules étudiées ksofsme de deux fractions distinctes et la
balance entre ces deux états dépend de I'étatgdbgijue des cellules. La fraction principale edraite

par des tampons isotoniques contenant 1% de détarga-ionique (tampon NP40) et elle correspond aux
« protéines nucléaires labilest / ou cytoplasmiques La seconde fraction est insoluble dans le tampon
NP40 mais soluble dahs tampon RIPA et elle correspond aux grotéines associées a la chromatine ou
aux structures nucléaires (Biard et al., 2002). Cette nomenclature vamgveut au long de ce document.
Des données identiques ont été obtenues pour é&ptotéines de la réplication comme RPA70 ou PCNA
(Balajee and Geard, 2001 ; Treuner et al., 1998).

Nous avons mis en évidence que la protgig&inl7 était directement associéevivo a la chromatine
(Biard et al., 2002)4s:kin17 appartient donc a la famille des protéinesitetment liées a ’ADN comme les
core histones ou le facteur SAF-gcéffold attachment factor) AAvec toutes les précautions nécessaires, Si
I'on compare nos résultats avec d’autres étudesales-link in viveeffectuées dans les mémes conditions, il
apparait que l'interaction dgsxkinl7 avec I'ADN est plus forte et plus directe qeedle des protéines
RPA70, ORC2drigin recognition complex proteirou MCM2-7 ini-chromosome maintenanpeoteins)
(Biard et al., 2002; Ritzi et al., 1998; Treuneakt 1998). Ainsi, la protéingskinl7 pourrait étre associée

directement a la chromatine trés t6t avant la misplace du complexe de réplication.
La protéineysakinl? est sur-exprimée dans certaines lignées tuaies (2002-2003)

L’ARNmM du géneKIN17 est exprimé de facon faible et ubiquitaire dans ties tissus murins et humains
analysés (Kannouche et al., 2000). Il était ingaat de savoir ce qu'il en était de la protéiggkinl?
endogene. Je me suis alors intéressés a de nombrerltiles humaines tumorales en culture. J'diyaéa
une vingtaine de lignées tumorales par western blatquages immunocytochimiques et test ELISA. Nous
avons observé que toutes les lignées cellulairéseptaient une protéing.kinl7 nucléaire (marquages
immunocytochimiques avec I'lg K36), ainsi qu'unentda de 45 kDa correspondant a la protéine kinl7
humaine intacte. Il ne semblait donc pas y avoirffatlenes tronquées de la protéipgkinl7 dans les
différentes lignées tumorales testées, tout du snibétectables dans nos conditions expérimentakesp(@s

et al., 2003). Cependant, nous avons observé aasgytande diversité du niveau d’expression endodéene
la protéineys,kinl7 parmi les différentes lignées tumorales. @atgemarquer que ces expériences ont été

reproduites plusieurs fois avec des cellules mesesulture en méme temps et dans les mémes cargditio

Afin de quantifier le nombre de moléculgskinl? par cellule nous avons utilisé un test ELIB#S au
point au laboratoire de J. Grassi et au LGR. Ladli&n de la protéings,kinl7 par la méthode ELISA a été
normalisée en utilisant la protéine recombinantés]fHis.kinl7 purifiée pour réaliser les courbes de
calibration. Parmi les 80 anticorps monoclonauigds contre la protéing,kinl7, les anticorps mAb K3

et mAb K31 ont été sélectionnés pour la doubledi&e immunologique, I'anticorps mAb K3 étant cogéipl
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a l'acétylcholinesterase qui sert d’enzyme « rafguor». Les résultats ont été ramenés en nombre de

molécules par cellule grace a la courbe de caldat

Lignées Cellulaires Origine Nombre moyen de molésul
nsakinl? par cellule
H1299 Human non-small cell lung cancer 103930
K562 chronic myelogenous leukemia 100330
HEK 293 embryonic kidney cells transformed with molarus 5 DNA 91420
PC3 prostatic carcinoma 41050
HelLa cervical carcinoma 35810
HaCaT immortalized epidermal keratinocytes 29850
KHOS 240S osteosarcoma 26670
BCPAP thyroid carcinoma 29010
LoVo colorectal adenocarcinoma 25070
HCT 116 colorectal carcinoma 20810
MCF7 adenocarcinoma; mammary gland; breast 16500
A549 lung carcinoma 16310
HL60 leukemia 13130
MeWo melanoma 4640

Ainsi, des fibroblastes humains immortalisés paiifes SV40 présentaient une augmentation du nouhbre
moléculesysakinl?7 par cellule en comparaison avec des fibrébtasliploides normaux (Miccoli et al.,
2002). D’autre part, nos résultats ont montré guerbtéineysakinl?7 était sur-exprimée dans les cellules
H1299 @on-small cell lung cancgr K562 chronic myelogenous leukerpiau HEK 293 {mmortalized
embryonic kidney cellsA I'opposé, d’autres cellules exprimaient degxt@xtrémement bas, comme les

cellules de mélanome (MeWo) (Despras et al., 2003).

Les niveaux élevés de la protéingkinl7 dans certaines populations pourraient étee aonséquence du
phénotype tumoral (par exemple une instabilité igné) ou un élément clef dans le processus de
cancérogenesger se Cependant, comme une sur-expression ectopique pi®téine kinl7 {wkinl7 ou
nsakinl?7) entraine la mort cellulaire (Biard et al999; Kannouche and Angulo, 1999), cela suggére

également que I'expression du géne

nsAKIN17 doit étre étroitement controlép Niveau d’expression de la protéigg,kin17

pour assurer un effet positif sur

prolifération cellulaire.

Over-production of ,5,kin17 protein
in certain carcinoma cell lines.0.5x1¢
cells were seeded in 10 cm @ dishgs
Heakin17 three days before trypsinization. 5%1
cells of each cell line were lysed i
buffer A for exactly 3 min on ice|

observé de corrélation entre @S| .. e weow-= |reao “Proteins anchored to the nucledr

structure” and  “soluble  proteins]
différents niveaux d’expression dE S P am. . _.8 -'.' pS3 (cytoplasmic proteins and soluble nuclepr

PCNA proteins) were recovered separately.
SO>SR O - ~= b0 Analysis of,s,kin17 protein contents b

prOtelnes*SAkln]-? et p53 En partlculler ‘Anchored nuclear proteins Western blot. The equivalent of 1ells
per slot were loaded and proteirs
separated on a 10% SDS—polyacrylamifi
Hsakin17 gel. Proteins transferred  onto

sur-exprimant p53 : HT29 (protéine p43 membrane were incubated with -t

RPATO indicated antibody and revealed H
, - - W chemiluminescence with a light-sensiti
mutée ; (BraS'GoncalveS et al., 2000')), film. A typical pattern is shown.

- o—-0g@ - pS3 1saKiN17 protein was revealed with

HEK 293 (protéine p53 Stabilisée et mixture of both purified IgG K36 + K58.
w PCNA

Séquestrée é_ |’extérieur du noyau par |@  Cytoplasmic proteins and soluble nuclear proteins
Despras et al. 2003. Rad. Res.
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produit du gén&1B ; (Brown et al., 1994)), KHOS 240S (protéine p53 éeut (David-Pfeuty et al., 1996))
et HaCaT (mutations de type UV sur les deux alldieggénep53; (Wanner et al., 2002)). Or seules les
cellules HEK 293 présentent un niveau élevé deépretyspkinl?7. A contrarig il semble y avoir une
corrélation entre les niveaux d’expression desémes psakinl7 et RPA70. En effet, les trois lignées
exprimant un taux élevé de la protéipgkinl7 (H1299, HEK 293, K562), présentent égalemdes

niveaux élevés de la protéine RPA70.
Localisation ultrastructurale de la protéingsakinl7 (2002-2005)

La protéinepsakinl7 présente un marquage immunocytochimique airsila ceux observés pour les
protéines de la réplication de 'ADN comme RPA70af@ et al., 2002; Miccoli et al., 2002). Afin de
déterminer précisément la localisation de la pnetgi.kinl7 a I'intérieur du noyau nous avons utilisé la
microscopie électronique apres marquage des celadeBrdU (en collaboration avec Drs F. Harper.et F
Dautry. CNRS. Villejuif). Tandis que I'identificatn de la protéingsakinl7 est faite simultanément par les
immunoglobulines purifiées K36 et K58 (avec un @mps secondaire couplé a des particules d’or de
5 nm), la reconnaissance des sites de réplicatibeffectuée avec des anticorps de rat anti-Braitiq@rps

secondaire couplé a des particules d’or de 10 nm).

Aprés un marquage de 15 min des cellules RKO et MRZ au BrdU nous observons une accumulation de

Localisation ultrastructurale de la protéjnakinl?

N

... .;"’ C‘H .~’.'. o 5 %‘

Biard et al. 2003Mol Cancer Res.

Co-localization of ,5,kin17 protein and BrdU-containing DNA by immunoeledron microscopy. Slowly

proliferating RKO cells were labeled with BrdU foR2@ min. Ultrathin sections were prepared f
immunoelectron microscopy. BrdU was stained with taardi-BrdU antibody whilg,s,kinl7 protein was
identified with a mix of two monoclonal antibodiepu(ified Ig K36 and Ig K58). Large gold particle
(10 nm) indicate the incorporation of BrdU and sngalld particles (5 nm) reveglkinl17 protein labeling.
“CH” corresponds todense chromatin antNU” to nucleolus Arrowheads represent the lamina; large
arrows point to the co-localization gf,kin17 and BrdU, small arrows point {@,kin17 foci alone. A
representative microphotograph is shown. Bar, 0.5 um.

=

oY

BIARD Denis Habilitation a Diriger des Recherches 20 mai 2008



-29 -

la protéineysakinl7 dans plus de 90% des foyers BrdU (Biard et 2003). Ces résultats sont trés
reproductibles. Dans des conditions identiques ixi&ién et de marquage, ces sites BrdU avaient été
identifies comme contenant le PCNA et la cyclingSdbczak-Thepot et al., 1993). A I'évidence, césssi

BrdU correspondent aux domaines de réplicationAieN.

Ainsi, a I'échelle ultrastructurale, la protéineskinl7 se localise au niveau des sites de réplicadie
'ADN (replication factories)dans des cellules en prolifération lente. Apresmarquage au BrdU de
120 min, les foyergsakinl7 chevauchent tous les foyers BrdU au niveallAda@N néo-synthétisé et / ou au

niveau des nouvelles origines de réplication.

Nous avons approfondi notre approche en microsaépironique en démontrant que la prote&inl7
co-localisait également avec les protéines deagfptins RPA70, PCNA et la polyméraséMiccoli et al.,
2005).

nsakinl? et le stress génotoxique (2002-2003)

Les protéines kinl7 sont induites par des agemtstggiques comme les irradiations UVC et ionisarfyes
ou la bléomycine (Biard et al., 2002; Biard et #4B97a; Kannouche et al., 2000; Kannouche et 8881
Masson et al., 2001).

Dans les cellules RKO ou HCT 116 non traitéesmasquages immunocytochimiques classiques montrent
que la protéingsakinl7 est dispersée dans le nucléoplasme sousrtefde foyers ponctuels couplés a un
marquage faible, caractéristique des cellules efif@ration lente. Comme nous venons de le décces,
foyers doivent correspondre aux sites de réplinati® I’ADN. 24h apres une irradiation ionisante3y) la
protéine ysakinl7 se re-localise au niveau de foyers intraraid8 larges et de forte intensité de
fluorescence (Biard et al., 2002). D’autre partfréction de la protéingsakinl7 associée a la chromatine

augmente de fagcon dose-dépendante.

Il est intéressant de constater que 24 h apréadimtiony, la protéing;sakinl7 co-localise avec la protéine
RPA70. La protéine RPA est une protéine multi-famutelle se liant & 'ADN simple brin, formée deit
sous-unités (14, 32 et 70 kDa). Elle participe #oia a la réplication de I'ADN et a différents naéismes

de réparation de '’ADN, en particulier & la répematdes cassures double brin (DSB) (Choudhary and L
2002). Le maintien de foyers RPA aprés I'achévendenta réparation suggére que la protéine RPA reste
associée avec des sites de dommages non répail&sDie (MacPhail and Olive, 2001). De plus, la
protéine RPA co-localise avec la protéine de redéoaibon Rad51 (Golub et al., 1998). Cela indique lgs
protéinesysakinl7 et RPA peuvent étre associées avec des doesngagore non réparés de '’ADN et/ou
avec des sites incapables de se répliquer. Aiesifdyersisakinl7 doivent correspondre aux Iésions non
réparés de I’ADN, la ou les fourches de réplicagignnt blogquées. On peut remarquer qu’une cormélati

entre kinl7 et les dommages de '’ADN avait déjasétdlignée par Blattnegt al qui avaient démontré que
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la présence de dommages induits . . 3 .
P 9 La protéing,g,kinl7 et la réponse au rayonnement ionisant

les UVC pouvait étre responsable @g

6h 240 48h  Time after irradiation A 1sAKin17 (0 Gy) RPA-70 (0 Gy)
Gy

la stabilisation de I'ARNmywuKIN17 e e
dans des fibroblastes de rongedrs| |~
AXPA (Blattner et al., 2000). .
® e e s e e Y o Kin17 (6 Gy) RPA-70 (6 GY)
Un effort particulier a été entrepris R .
afin d’analyser en cytométrie en fluix S=C=e zemez | =

I'expression de la protéingsakinl7 |c

[
°
o]
e

116760

Cc LsaKiN17 (6 Gy) RPA-70 (6 Gy)

endogéne apres une irradiation

ionisante. La qualité de nos nouvealix

akin17 soluble molecules per cell (xE)

anticorps monoclonaux permettgit w
cette approche. Etant donné les J:I

Buffer N Buffer N Buffer N
0.15MNacl 0.5 M NaCl LM Nacl

Biard et al. 2002J. Biol. Chem.
dlfflcultes d’analyser I’expresslor Biard ot al 2002. 3. Biol Chem. Figure 6. Co-localization of ,5.kin17 and RPA proteins in

response toy rays. RKO cells were plated one day before treatmerpt.
Exponentially growing RKO cells untreated (A) or irratiid at 6 Gy

, L. , . R i
d une protelne nuclea| re par RKO cells were seeded three days before irradiation. 24ter irradiation for 24 h (B, ©). Two representative figures are shoenifradiated

RIPA

y irradiation increases the DNA-bound fraction of ,5,kin17 protein.
at the indicated doses, cells were trypsinized, courted frozen. A) cells. Magnification: x 500
Y N Frozen cells were lysed in Laemmli buffer and boiled forrih at 100°C.
Cytometn e en ﬂ ux apres UNE The equivalent of 33,000 cells was loaded onto a 10%-§dlyacrylamide

gel B) Frozen cells were lysed in buffer N as indicated in &fals &
. . . . . o . Methods. Detergent-soluble and DNA-bound proteins wertected by
|rrad|at|0n |On|sante (mOdIfIC&tIOI’] de centrifugation and denatured with Laemmli buffeC)(R482.1 cells

carrying the pEBVCMV vector were treated as describediaxcept for
lysis. Fresh extracts were lysed in either buffer N with5) 0.5 or 1 M

|’aCCGSSIbI|Ité des antlcorps é. Ieu -S\lacl or in RIPA buffer. Only soluble proteins were aad by ELISA.

cibles aprés irradiation), nous avons reproduiteogsriences de tres nombreuses fois et utiligérdiits
contr6les. Nos résultats montrent une augmentation nombre de cellules HCT 116 ou RKO
nsakinl7-positives 24 heures aprés une irradiafiprcette augmentation dépendant de la dose d'iriadiat
(0, 0.5, 6 et 10 Gy) (Despras et al., 2003). Catigmentation est corrélée avec l'intensité du lgeen G2
radio-induit, le blocage en G1 étant plus difficilent détectable. Par ailleurs, nous constatonsucgea
d’'une population en prolifération lente et en l'abse de traitement, les cellulgskinl7-positives sont

présentes dans toutes les phases du cycle cadlulair

De facon plus générale, nous avons montré querdigsnients par différents inhibiteurs de la répiara
entrainaient une augmentation de la fraction derdééine,sakinl7 associée a la chromatine (Biard et al.,
2003). Nous avons utilisé des inhibiteurs agisgaridant la phase d’initiation (L mimosine 400uM,
hydroxyurée 2 mM) et/ ou d’élongation de la réglion (L mimosine hydroxyurée, aphidicoline 15 pM,
étoposide 20 uM, camptothécine 0.1 uM) ; nous remmmes intéressé a des temps tardifs (24h). Dans
cette approche, nous avons constamment déterndfficdcité de ces traitements sur le blocage dlecyc
cellulaire par cytométrie en flux aprés marquage dalules RKO et HCT 116 au BrdU (30 uM pendant
15 min avant la fixation). Ainsi nous avons Vvérifige des cellules traitées par la L mimosine étaien
bloquées en fin de G1, par I'hydroxyurée (réductidmn pool de dNTP) a la bordure G1/S, par
I'aphidicoline (inhibiteur des DNA polymérases andd) en début de phase S, et par les inhibiteurs des

topoisomérase | (camptothécine) et Il (étoposidendieu et fin de phase S pour la camptothécirfnete
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phase S pour I'étoposide. Comme pour [lirradiatimmisante, tous ces traitements entrainent une

relocalisation de la protéingakin17 dans des foyers intranucléaires denses.

Il ressort qu'en I'absence de traitement, la praeisakinl7 se localise au niveau des sites de
réplication de 'ADN. Elle s’accumule au niveauabs sites lorsque les cellules sont (i) en phase de

prolifération rapide ou (ii) lorsqu’elles sont soses a une atteinte génotoxique.

La protéing,g,kinl7 et le blocage des fourches de réplicatio

APH 15 uM

Mock treated

Purifiedysskin17

Mock treated
APH 15 uM
HU2mM
Mimo 400 uM
VP16 20 pM
CPT 0.1 M
APH 15 1M

N HU2mMm

.

CPT 0.1 M
6 Gy

2
~

6Gy

Mimo 400 UM

© Mimo 400 uM

= Mock treated
N

& VP16 20 uM

= 05ng
N 1ng

3 4 5 6 7 8 90

=
.
.
o
.
(=
-
=}

Hsakinl?

. ———-— (mAb K58)

Hsakinl?
(mAb K36) Noco 0.2 uM

RPA70

it

PCNA

Chromatin-bound proteinsDetergent soluble proteins VEle 1ouM

RKO cells
Biard et al. 2003. Mol Cancer Res.

Stalled replication forks triggered an accumulation of

the chromatin-bound ,,5,kinl7 protein in RKO cells.
Cells were seeded four days before treatment aalyzed
24 h later. Cells were trypsinized, counted anddyiseorder

h
Biard et al. 2002Soumis.

usaKinl7  protein  concentrates into  large
intranuclear foci after stalling of the replication

to recover separately hmmatin-bound proteinsand
detergent-soluble proteinsProteins were analyzed by
Western blot.

forks. Twenty-four h after treatment HCT 116 cell
were fixed with 70% acetone / 30% methanol apd
stained with purified 1g K36 immunoglobulin. DN
was visualized after DAPI staining. Bar, 30 um.

Induction de la protéinepsakinl7 associée a la chromatine apres ré-initiatiode la
réplication de 'ADN

Puisque la protéingsakinl7 est étroitement associée avec les sites plicatton de 'ADN
(microscopie électronique), jai voulu déterminarrelation qui existait entre I'expression de la
protéineysakinl7 et la progression (ou I'arrét) des fourcheséplication. J'ai choisi de bloquer les
cellules RKO avec de la L mimosine (400 uM ; 24bjspde réverser ce phénomene. T. Krude a
montré que la L-mimosine induisait un arrét du eyeh fin de G1 proche de la jonction G1/ S,
avant I'établissement des fourches de réplicatidrude, 1999). Nous venons de vérifier cette
observation par cytométrie en flux aprés un marguag BrdU des cellules traitées. Apres
I’élimination de la L mimosine par un changemennukeu de culture, les cellules synchronisée en
fin de G1 entrent rapidement dans la phase S éuypar cytométrie en flux). 2h aprés ce
changement de milieu, on observe une augmentatidauk de la protéingsakinl7 associée a la

chromatine sans doute au niveau des sites de tidtion de la réplication. Un marquage
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immunocytochimique de '’ADN polymérasemontre sa disparition rapide apres le traitemeste
complete réapparition 2h apres le retrait de laibosine (non publié). A 4 et 6h apres
I'élimination de la L mimosine, les cellules RKGaversent la phase S de fagcon synchrone et on
observe une diminution du taux des protéinegkinl7 et RPA70, associée a une augmentation
faible de celui du PCNA. A 10 et 24h, le taux destdinesysakinl7 et RPA70 augmente lorsque

les cellules entrent dans la phase G2 et finisdamtcomplir un cycle entier. Ce résultat semble

La protéing,g,kinl7 au sein de complexes de haut poids moleeulair

Dextran blue Thyroglobulin Apoferritin

(2.103 kDa (660 kDa) (440 kDa)
ER v \4 3
S 12 3 5 7 9 11 13 167 19 21 23 25 27 29 31 3B36 S

11 Il | - -

HSAkin17 - - - s Rk L L pp——
Mock treated H1299 cells

nsakinl?7 e = IR o - o S bl T

HU-treated H1299 cells

Biard et al. 2003. Mol Cancer Res.
Chromatographic separation of endogenous,s,kinl7 protein into high-molecular-weight
complexes after hydroxyurea treatment.H1299 cells were seeded one day before treatmeht arf
buffer N-soluble proteins were recovered and fraetted through a Superose 6 HR 10/30 column
Proteins were analyzed by 12% SDS-PAGE.

indiquer que la protéingsakinl7 est étroitement associée avec les sitesmleaton de I'ADN,

sans doute lors de leur mise en place ou lorsqueaesont bloqués.

La protéineysakinl?7 se redistribue dans des complexes de hautdgpmoléculaires apres un
arréten G1/ S (2003)

Nous avons cherché a savoir si le marquage immuocitynique de la protéingsskinl7 en foyers
intranucléaires correspondait a une redistributide la protéine yspkinl7 dans des complexes

multi-protéiques de hauts poids moléculaires.

Dans un premier temps, nous avons analysé la nmaeiculaire de la protéine recombinante (klis)
nsakinl? purifiée par chromatographie d’affinité etame d’héparine. Il ressort que cette protéineskate
principalement comme un monomere (chromatographiexchlision par la taille sur colonne
Superdex 200 HR 10/3Gmart Systejn

Dans un deuxiéme temps, nous avons estimé le pwticulaire de la protéingkinl7 endogéne dans les
cellules H1299 aprés traitement ou non par I'hyguoge (2 mM; 24 h). Les fractiongpkotéines nucléaires
labiles» et «protéines associées a la chromatingomme définies précédemment) ont été récup@&ies

analysées par chromatographie d’exclusion parilie tsur colonne Superose 6 HR 10/30 column (Smart
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System). Dans la fraction degrotéines nucléaires labiles nous n'observons pas de protéiggkinl7 a
I’état monomerique en absence ou en présenceitEntemt. En fait, la protéingakinl7 est distribuée dans
trois complexes de masse moléculaire d’environ 800, et 2,000 kDa (complexes I, Il et ) (Biartia.,
2003).

Il est intéressant de constater que dans les drescttorrespondant au complexe Il se trouve égaletaen
protéines PCNA et RPA70. Cependant, cela ne prpageque les protéinggakinl7, PCNA et RPA70
appartiennent au méme complexe. D’autre part, RR&SI@galement présent dans la fraction conteeant |
complexe Il de 2.10Da. Aprés un arrét des cellules en G1/S indait lfhydroxyurée on observe un
décalage des complexes | et Il vers des poids mialiées plus élevés et un enrichissement en prdéin
nsakinl7 et RPA70 du complexe Ill. Un résultat simiénia été obtenu avec l'analyse depretéines

associées a la chromatine

Etude des conséquences biologiques d’'une sous-esgina de la protéingsakinl7 (stratégie
antisens) (2002-2003)

Si la protéineysakinl7 est impliquée dans la réplication de I’ADN a@dns la réponse a une atteinte
génotoxique, une sous-expression doit entrainerdéésuts de la réplication (voire la létalité) eteu
hypersensibilité a des agents génotoxiques. Paifievécela, j'ai établi, avec difficultés, des pdptions
clonales portant un vecteur EBV contenant TADN@IN17 en position « antisens ». J'ai travaillé avec les
cellules RKO humaines (carcinome colorectal) cdlesei présentent un niveau élevé de la protéine
nsakinl7 endogene. Cette approche m’a permis d’obtdgsrclones sur-exprimant notre transcrit et agpelé
« cellules RASK » pour «IRO AntiSense sKinl7 cDNA») (Biard et al., 2002).

Dans trois clones survivants, la sur-expressiorstittive du transcrit;sAKIN17 antisensconduit & une
diminution de 75% du niveau d’expression de la gira 4sakinl7 et & des défauts importants de la

prolifération cellulaire. Dans les cellulgs Sous-expression de la protéingkin17
RASK.5, nous n'observons pas dé,

RKO cells displaying low levels of ,,5,kin17
protein fail to accumulate g,kinl7 protein
after ionizing radiation. A: 7 weeks after
transfection and selection in the presence |of
500 pug/mL hygromycin B, RASK and R482 cells
were fixed and endogenoysgkinl7 was revealed
using the mAb K36 antibodyB: 10 weeks after

re-localisation de la protéin@sakinl?7

aprés une irradiation ionisante ou {in

R4B2 RASK R4B2 RASK
e A

o2
@

e i e s transfection, cells were seeded and irradiated thfee
—_— S ©okinl? days later at 2 Gy / min. 24 h later, cells wefe
trypsinized, counted and lysed with RIPA buffef.
The protein of 60,000 cells was loaded onto a 1%
sGy2aH SDS—polyacrylamide gel.

traitement par I'étoposide. Cela indigy

que les cellules RASK sont incapables d

PCNA

recruter la protéine yspkinl7 apres

C: Flow cytometric analysis of BrdU
incorporation in RASK.5 cells versus R482.1
cells BrdU (30 uM) was added to the culturp
medium for 15 min before fixation and labelinfy
with  FITC-conjugated BrdU antibody an
counterstaining with propidium iodide. Brdy
incorporation is shown as log fluorescence usihg
the FL1-H channel and relative DNA conte
(propidium iodide) is measured by FL3-A. Ce]
cycle using propidium iodide (FL3-A channel).

induction de dommages dans I'’ADN.

(7))
o

L’'analyse par cytométrie en flux deg

clones RASK marquées au Brdl -

R482.1
montrent une entrée prématurée (s etal 2002 J. Biol. Chem.

cellules en phase S et une diminution du nombreetlales 7en phases G1 par rapport au controlee Cet
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entrée prématurée en phase S pourrait conduiracaumulation de dommages dans I'’ADN et expliquer
'augmentation du nombre de cellules en G2 quiogservé (Biard et al., 2002). Il est intéressanhaler

que les cellules RASK'accumulent au début et au milieu de la phase. S

Ce résultat indique pour la premiere fois que latginesakinl7 peut étre directement impliquée dans la
réplication de I’ADN, et qu’elle y est indispensabDe plus ; les cellules RASK présentent bagsse
importante de la prolifération cellulaire, avec une efficacité de clonage 15 fois plus éijple celle des
clones controles.

La sous-expression de la protéjrgkinl7 entraine aussi une hypersensibilité aux rayonisants. En effet,
aprés une irradiation a 1 Gy, les pourcentagesidéesétaient respectivement de 643p57%3 pour les
cellules controles (RKO et R482.1) et de 390kt 21%:3 pour clones RASK.13 et RASK.5. A 2 Gy, alors
que les pourcentages de survie des clones RASKeond9%2 pour RASK.13 et 5%l pour RASK.5, les

pourcentages dans les lignées controles se maietierd 33%5 pour RKO et 25%1 pour R482.1
(Despras et al., 2003).

nsakinl? et la réplication de 'ADN (2002-2005)

Afin d’étudier l'implication de la protéingsakinl7 dans la réplication de I'ADN, différents mdee
expérimentaux ont été développés : le modele décatipn SV40 dépendante de I'antigene T (Ag T), la
purification du CMR ¢omplexe multiprotéiques de réplicatjoet la fixation aux origines de réplication
endogénes.

Le modele SV40 Interactions physique et fonctionnelle de la pro#gi; ,kin17 avec
I'antigéne T de SV40

Hsa kinl7 (K58)

Nous avons mis en évidence une interactlon an in vio over-production of

HsaKinl?7 in a HEK 293 clone lowers

physique directe entre la protéiggkinl? et la DNA replication efficiency of a SV40-

based plasmidr{ vitro assay)

séquence NH2-terminal de I'antigéne grand T HEK 293 B399.3
du virus SV40 (Miccoli et al., 2002). Cette
2 - s 4 ' R HEK 293 B399.3
séquence de AgT (acides aminés 168-383
. . . . . 1 0o 1 2 (His)sakin17
appelé T2) fait partie du domaine majeur fe . - Ha (s
fixation & 'ADN et d’interaction avec p53 oli . | & RI Repatie
P . ’ Relaxed and open
I'ADN polymérasea. Il est intéressant de¢ NN " cicsarioms”
constater que la fixation de la protéjpgkin17 Vg0 2. 2088ofencer Rep- S
s
a I'Ag T est plus importante lorsque I'Ag T e$t Supereical
g p p q g I The 5,kin17 protein is tightly associated 'U- I "
déja fixé sur l'origine de réplication de virys wih SV40 DNA repiication through [ 109% S1% 45%

direct interaction with T antigen. Purified,s:kin17 protein inhibits

SV40, laquelle contient des séquences courljes. SV40-dependent DNA replication

Les activités de réplication de I’ADM vitro avec le modéle SV40 ont été analysées Une dinimute

40% de la réplication dépendant de I'Ag T est obselans les extraits d’un clone sur-expresgigkinl7
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(B399.3) par rapport au contrdle (Miccoli et alg02). De méme, afin de déterminer la capacité de la
protéine purifiée recombinantgakinl7 & interférer avec la synthése de I'’ADN, deardités croissantes de
cette protéine ont été ajoutées dans des extraitéigues de cellules HeLa. Une diminution progresde

la synthése de 'ADN (51 et 45% d'inhibition & 12t1g de protéine purifiée) est observée. A I'ogpos
I'apport de 10 pug de [Hishsakinl7 au milieu réactionnel ne permettait pas @&etiér I'activité de 'ADN
polymérase alors que 10 uM d’aphidicoline entrdinae réduction de 50% de cette activité (non gybli
Ainsi, la protéine;sakinl?7 inhibe la synthése de I'’ADN non pas en ingegsant avec '’ADN polymérase

mais directement avec I’Ag T ou avec son origingéggication.

Des techniques de séparation des fractions posbtstimales et nucléaires ont montré que la protéine
nsakinl?7 se trouvait dans la méme fraction que I'’A@U,niveau d’'un complexe de haut poids moléculaire

d’environ 17-19S qui pourrait étre des complexettiprotéiques de réplication (CMR).
nsakinl7 dans le complexe de réplication de 'ADN

En effet, de nombreuses études ont montré quenthése de I’ADN avait lieu dans des CMR, également
appelésADN synthésomedn vitro, ces complexes sont compétents pour conduireétjradité de la
synthése de I'ADN dans le modéle d'étude « SV4Dtalkas et al., 1990). Des protéines essentielles
participent a ces complexes comme les ADN polynasras / primase,d et €, 'ADN ligase |, les
topoisomérase | et Il, le PCNArpliferating cell nuclear antigen RF-C ¢eplication factor G, RPA, une
ADN hélicase, et la PARP1 (Coll et al., 1997; Froat al., 2002)In vivo, la réplication de I’ADN par les
CMR a lieu dans des compartiments nucléaires spaes appelés keplication factories» (Hozak et al.,
1993; Montecucco et al., 1995).

Les CMR actifs ont été purifiéa vitro selon deux méthodes biochimiques distinctes e @hll Dr Giovanni
Maga et celle du Dr. Linda Malkas. Il apparait ¢u@rotéine sakinl7 appartient & un complexe d’environ
600 kDa qui est capable de supporiervitro la réplication de I'ADN. Ce complexe pourrait étee
complexe Il décrit précédemment. De plus, 'immuggétion deysakinl7 dans ces complexes réduit

I'activité de réplication de I’ADNn vitro suggérant fortement une réle direct de cette preté
Interaction de la protéingysakinl7 avec les ors

Le laboratoire du Dr Maria Zannis-Hadjopoulos alésdes séquenceass (origin-enriched sequences
partir de cellules de rein de singe CV-1 qui sompables de conférer une réplication autonome a des
plasmidesin vivo et in vitro (Zannis-Hadjopoulos and Price, 1999). Il a été aléné que 'ors12 agissait
comme une origine de réplication chromosomique. bes8 (séquence minimale de 186 bp) et orsl2
(séquence minimale de 215 bp) contiennent des aégaeépétées inverses (IRs) et présentent urastu
cruciforme. En utilisant des techniques deoss-link in vivo a la formaldéhyde suivies par des
immunoprécipitations, Novaet al. ont montré que la protéine CBEr(fiform binding proteiip se fixait

spécifiguement aux ors8 et orsb2vivo (Novac et al., 2002).
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En utilisant les mémes méthodes, le laboratoirdldea Zannis-Hadjopoulos a démontré que kinl7 était

associée fortemerm vivo avec des fragments d’ADN contenant deigines de réplication a la fois dans

les cellules humainesHelLa et dans les
cellules de singeCV-1 (Miccoli et al.,
2005). Ainsi, I'association de la protéin
kinl7 endogene avec la séquerare8
dans des cellules CV-1 en croissan
est de 12

supérieure a ce qui est observé avec

by

exponentielle, a

sérum non spécifigue. De mém

I'association de kinl7 avec une régig
pa
d’'origine de réplication, est de 15

intronique CD4 ne contenant

\

20 fois inférieure & ce qui est obseryé

avec la région ors8.

18 fojs:

e Anticorps non spécifique
f
ce 23
as " : )
In  human cells f 2 . [
elLa), kinl7 =T 3 . %o, OKssIp
protein associatesn T = ", ".. ;
Vivi with = B MRS
WEhmaian  DNA = = ., *,
replication ~ origins g : N %,
\(ChIP assay). 5 J P 1 2
~
1t =L
n [B: cl
1S Primer Set

Implication directe de la protéine kin17 dans lglication de I'ADN

Anticorps anti kin17

Ori sequences (LaminB)

. Control sequences

a/liccoli et al. 2005. Mol Cell Biol.

) kinl7 protein associates in vivo with mammalian DNA refication origins. Quantification of DNA abundance in
origin-containing and non-origin-containing sequencgsdal-time PCR is shown. In vivo association of kirdrétein with
monkey and human origins of replication was analyzed blraroatin immunoprecipitation (IP) assay and quantiafACR
analysis. Total normalized cross-linked molecules deté by real-time PCR with primer setB2 and C1 from
exponentially growingHeLa cells cross-linked and immunoprecipitated with monoclamibodies K36 and K58 against the
kin17 protein and with NRS.

Dans les cellules HelLa en prolifération, 'assdoiatde kinl7 & la régiohB2 (contenant une origine de

réplication) est 10 a 17 fois supérieure_a

ce qui est observé avec un sérum n
spécifique. De méme, l'association (¢
kin17 avec la région C1 contrdle est de
a 10 fois plus faible que ce qui e
observé avec la région LB2. Cet
de

progression dans le cycle cellulaire ; e

association est dépendante

est observée a la jonction G1/S puis

tout au long de la phase S puis e
devient négligeable en GO et M. D¢
anticorps monoclonaux dirigés cont

kinl7 entrainent une inhibition de 3-fo

orfmplication directe de la protéine kin17 dans lalication de 'ADN

ie 126412
\ s
8 1Es12 HelLa _
oct
5t BE11
e P \ 52h
Ia 4B+ Gl1/8
le w1 GO I . l M
o Lo Lk |I‘m—. M. L, e R
K36 K58 NRS K35 K58 NRS K36 K58 NRS K36 K53 NRS K36 KSB NRS
Primer sot

Ie Miccoli et al. 2005. Mol Cell Biol.

Kinl17 associates with replication endogenous osigimce DNA fragments recovered from the kinl17 imoprecipitates
,gere enriched 10-fold in origin-containing sequencempared with other portions of the genome (E#gand B).
" We demonstrate that the association of kin17 pmasgih origin-containing sequences is specifichte 61/S and S phases
of the cell cycle, suggesting its participationdreforigin firing to initiation and elongation plessof the DNA replication
@rocess.
It should be noted that, in asynchronous cellsjlaimand even lower levels of enrichment of origbntaining sequences
were obtained by chromatin immunoprecipitation usamgi-Ku70 or anti-Ku86, anti-CBP (the human craaifi binding

S}rotein) and anti-14-3-3 sigma antibodies.

de la réplication de I'’ADNn vitro d’'un

plasmide contenant une origine minimale ddicépon (p186) ;

cette inhibition peut étre levée par I'additiongitetéine kin1l7 recombinante (Miccoli et al., 2005).

BIARD Denis

Habilitation a Diriger des Recherches

20 mai 2008



-37 -

Chapitre IV : Travall actuel : I'interference ARN a tres long

terme

Objectif

Depuis ces quatre dernieres années, linterférékRBl (RNAi) a émergé comme une technologie
prometteuse en génétique fonctionnelle et en pdigicdans le domaine de la cancérologie. Briévemien
RNAI est le processus par lequel I'introductionl@xpressionin cellulo d’'un ARN double brin (dsSRNA)
dans une cellule va éteindre I'expression d’un gdlnle en induisant la dégradation spécifique @&&Nm
complémentaire. Aujourd’hui, Le RNAIi est devenurfgthode privilégiée par laquelle les chercheurs

éteignent I'expression d'un géne cible afin derdétesr les fonctions biologiques du produit de eaey

Dans le domaine de IRadiobiologie cette approche ouvre de nouvelles voies de rebbelEn effet,
jusqu'a présent l'étude des protéines impliguéersdi radiosensibilité peut étre appréhendée par
I'utilisation de lignées cellulaires déficientesndd’une des voies de réparation de ’ADN. Chebiiitme,

ces cellules proviennent habituellement de patigmésentant une maladie génétique. Les difficultés
d’obtenir de tels échantillons m’'ont amené a cdEslignées syngéniqueslans lesquelles ugéne de la
réparation de '’ADN a été éteintpar la technique diéinterférence ARN. L'idée est également de créer

des mutants qui n'existent pas dans la nature.

Pour atteindre cet objectif, j'ai développé et délide nouveaux vecteurs non virapBVSIRNA (brevet
CEA 2005, extension PCT en 2006) qui permettentaxtiection de I'expression des génes tres effiace
a trés long terme. Ainsi, j'ai créé une batteriectines silencieuxkfiock dowrnou KD) pour un gene de
réparation de I’ADN. En février 2008, j'avais crpiis de500 vecteursdirigés contrel10 genest établis
desclones «knock down» (KD) stables pour plus de 45 genede la réparation de ’ADN. L'ensemble de
ce travail, ses orientations et mes résultats npébliés dans 6 articles dont 5 en 2007 (Bia®@,72 Biard

et al., 2005; Biard and Angulo, 2007; Despras t28l07 ; Pennarun et al., 2008; Wu et al., 20QTn)tel
ensemble cellulaire, avec autant de génes cibl@egttemps de culture aussi longs, est unique ldans
littérature. Mes clones cellulaires les plus angient dépassé 500 jours de culture (ex. DNABR)cst ils
présentent toujours la méme extinction de I'expogsslu géne cible et les mémes phénotypes qui s’y
rattachent. De part leurs caractéristiques, meteues réplicatifs pEBVSIRNA apportent une amélimmat

importante a I'approche RNAI, aussi bien a coudyen et tres long terme.
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L’Interférence ARN (RNAI)

La découverte de I'Interférence ARN en bref :

Il ne s’agit pas ici de décrire de fagon exhaustimeerférence ARN RNA interference ou RNAinais d’en

donner les grandes caractéristiques pour comprenadneapproche.

Le RNAI permet I'extinction de I'expression d'un rge cible grace a la présence de petites séquences
d’ARN double chaine (dsRNA) spécifiques. Il estotien que leARN non codante petite taille jouent un

réle essentiel dans tégulation épigénétique ladynamique des chromosomesa compensation génique

des génes portés par les chromosomes sexukdsgge compensationel les phénoménes interférant avec
la différenciation cellulaire et ledéveloppement des organisme®ans I'ensemble de ces mécanismes on

inclut le «gene silencing par l'interférence ARN.

La découverte de l'interférence ARN a été le faatrésultats inattendus obtenus par différentegpésgu
travaillant sur la plante (pétunias), les moisissufNeurospora crasgaou le nématodeQ. elegang En
1990, des chercheurs voulant modifier la coloratierpétunias transgéniquesont sur-exprimé le gene
codant la chalcone synthase (CHS ; pigment vialetopd) (Napoli et al., 1990 ; van der Krol et 41990).
De fagon tres étonnante, ils se sont apergus daebtmuait la biosynthése de I'anthocyanine et 42&
des plantes étaient blanches ou violet pale ; ilpseduisait un phénoméne dm-suppressionde
I'expression a la fois du transgéne et du géne gégmlm S’agissait-il d'un eff@TGS (post transcriptional

gene silencingou TGS (transcriptional gene silencingpour revue review: voir (Hannon, 2002)).

En 1997, des essais pour stimuler la production gigment orange (caroténoide) ont été entrepns t&a
moisissure déNeurospora crassaComme précédemment, au lieu d’observer une daorarange vif, un
tiers des moisissures apparaissaient jaunes viainetes. Quelque chose supprimait I'expressiorgdess
des pigments. lls appelérent ce phénoméanesking> ou «gene silencing (Cogoni and Macino, 1997).
Plus tard, il a été proposé que des ARN polyméraadsgénes dirigés contre les ARRARPs ou RNA-
directed RNA polymerasepouvaient reconnaitre des « transcrits abersapi®venant de loci fortement
exprimés et les convertir en dsRNA, tout du moimsz€. elegansles champignons ou les plantes (Dalmay
et al., 2000).

La véritable histoire du RNAi commence vraimentl®&®8 avec les travaux de Fire et collaborateur$sur
elegans(Fire et al., 1998). Ces auteurs démontrent qugettion d’ARN double brin était un agent plus
efficace pour éteindre I'expression d’'un gene guagektion du brin sens ou antisens seul. De pluglques
molécules seulement d’ARN double brin étaient safites chez le nématode pour éteindre I'expression
d’'un géne dans une cellule. Cela mettait en évieldlexistence d’'urmécanisme spécifique d’extinction

de I'expression des géenes par des fragments d’ARNouable brin. Ce phénomene a été appelBRNA
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interference » (RNAI). Ce travail a été récompensé papiix Nobel de Médecine 2007Les effecteurs de

ce mécanisme, les petites séquences d’ARN doubliaelont été appelésiRNA (small interfering RNA).

L'importance de ce phénoméne avait été souligné& $arsavoir par différents laboratoires dés 1994,
lesquels avaient montré que les plantes répondaientvirus & ARN en déclenchant la dégradation des
ARN viraux (Dougherty et al., 1994). Ainsi chezgiante, la présence de molécules d’ARN double &hain

déclenchent naturellement la réponse RNAI.

Chez 'nomme, bien que la voie des siRNA ne saisctive, les complexes enzymatiques sont toujours
présents car ils participent a une voie paralléssentielle pour la vie cellulaire et qui prendclarge les
microRNA (miRNA). Il suffira donc de ré-introduire dans lesllules humaines I'agent effecteur du RNAI,

desduplex d’ARN double brin appelés siRNA(small interfering RNA
Les microRNA :

Les miRNA représentent une grande famille d’ARN endogénespdite taille, non codant, qui
interviennent dans la régulation de I'expressios gienes. lls sont impliqués dans la régulationrdegssus
clefs comme le développement, la symétrie cellelda prolifération ou dans certaines maladiessdist
codés par le génome d’'un grand nombre d’organisdegsjis les virus, les plantes jusqu’au mammiféres
(He and Hannon, 2004 ; Pfeffer et al., 2004). Leurthése se fait en deux étapes a partir de lofighslfn
primaires polyadénylés et « coiffés en 5primiRNA) qui sont transcrits par 'ARN polymérase I
(comme les ARNm). Ces pri-miRNA sont pris en chagg@ un complexenfclear Microprocessor
complex contenant’endonucléase de type Il Droshace qui conduit a la formation des précurseurs des
mMiRNA (pre-miRNA) de 70-90 nt portant 2 nt non appariés en 3’, dgecgustitue un signal d’exportation
cytoplasmique Exportin-5) (Yi et al., 2003). Dans le cytoplasme, ces stmeg en épingles a cheveux sont
clivées par une seconéadonucléase de type IlIDicer (éminceusequi va générer les miRNA. De facon
intéressante, Dicer génére aussi les siRNA. lldoac une similitude des voies métaboliques miRNA et
siRNA.

Le mécanisme de I'Interférence ARN

L’interférence ARN est donc un processus biologiquear lequel l'introduction de dsRNA dans des
cellules entraine une extinction (réduction) de Iepression d’'un géne cible Il s’agit d’'un mécanisme
essentiellement post-transcriptionnel de régulatdes génes, hautement coordonné et spécifique d'une

séquence nucléotidique.

In cellulo, les pré-miRNA ou du dsRNA exogéne, sont pris lkearge par un complexe nucléoprotéique
appeléRISC (RNA-induced silencing complex Le complexe RISC minimal est constitué chez rfinee
des protéine®icer (Dcr ou I'éminceuse)TRBP (de fixation au dsRNA) eArgonaute2 (nucléase Ago2)

(Gregory et al., 2005). Ces ARN sont clivés pandonucléase de type Ill Diceren fragments d’environ
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21-23 nt correspondant askRNA ou auxmiRNA matures. Du fait qu’ils sont générés par une RNase I,
ces petits dsRNA ont en moyenne deux nucléotidesappariés sur chaque extrémité 3'. Les siRNAt le
miRNA vont étre désappariés en deux brins d’ARNIadonction hélicase du complexe RISC, donnant lie
a des brins antisens appeléguides» et des brins sens appelépassagers. Les brins « passagers »,
inactifs, seront dégradés. Les complexes RISC pbté&s brins guides» pourront reconnaitre I’ARNm
cible (par complémentarité des bases). A ce niviesunodes d’action des siRNA et des miRNA divetgen
(Kim and Rossi, 2007) :

SiRNA Le brin « guide » du siRNA reconnait parfaitemarmtéquence cible sur TARNm (1 siRNA
= 1 cible). Cela entraine la coupure de cet ARNm — @&

) 4 , R D F\//\/f\_/r
'endonucléase Ago2; les fragments d’ARNm ser _ '

ensuite dégradés par des exonucléases. Ainsi l

dégradation continue des ARNm ciblés conduira § ittt Pri-miRNA g

diminution tres importante de la protéine codée.

l Sy

OO0 P ramscrptional |

| gene silencing |

Un second mode d'action a été envisagé:

Pre-miRNA

complémentarité dessiRNAs avec des régions o
fE_}(pcn_in‘S, 1

promotrices entrainerait I'extinction transcriptionnell ———
des génes dans le noyau au travershiEngements de g— s _ g
Dicer | '\\.')ir?.r ;
la chromatine impliquant la méthylation des ls.nm
H 7 - y miRNA
histones Le processus moléculaire exact n'est { _ ‘
RISC Translat_ional' /R_lS_g\\..
encore élucidé. \(AG02) _———
) TN mANA _ mRNA
mG AAAA m'G AAAA
OCRF JUTR
MiRNA Le brin « guide » des miRNA reconng l MRNA RIA
L dleavage | \degadation)] o
les sites cibles dans les régiddisUTR des ARNm et/ .« ARAA r-vocy. (e GO
= :\()CP?;L/"
entrainent unéhibition traductionnelle directe suivie —-—
MNature Reviews | Genetics

de ladégradation des ARNmdansdesProcessing (P)-

bodiesqui contiennent des enzymesdicapping

Les structures siRNA dans les cellules de Mammifere

Les premiers essais pour ré-activer la voie RNAisdées cellules de Mammiferes ont été des échecs.

L’introduction de dsRNA de plus de 30anttivait uneréponse antiviralequi menait a lalégradation non

spécifique des transcrits d’ARN et a une extinctiorgénérale de la traductiondans les cellules hétes.

Les effets non spécifiques sont dus a I'activatier2 enzymes de la réponse antivirale a I'interfér(l) la

PKR (dsRNA dependent PK), laquelle sous sa formeveaghosphoryle le facteur d’initiation de la

traduction elF2a et arréte toutes les synthésdsigues, et (2) la 2, 5' oligoadénylate synthé{@#S) qui

synthétise une molécule activant la RNase L, uzgraa non spécifique qui dégrade tous les ARNm.
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En 2001, Tuschl et collaborateurs (Elbashir et 2001) démontrent que des fragments2de23 ntde
duplex d’ARNactivent efficacement le RNAin vitro (lysats de drosophile). lls démontrent que lalsyse
chimique de duplexsiRNA de 21 nt supprime spécifiquement I'expression de genesndogeneset
exogénedlans différentes lignées cellulaires humaines, ceriieK293 et les cellules HeLa. Ces auteurs
décrivent pour la premiére fois des critéresddsignpour la synthésen vitro des siRNA de 21 nt. Ces
siRNA sont effectivement pris en charge par la rrefe cellulaire et permettent la suppression trés
efficace de I'expression d’'un géne cible, sansrdutaduire la réponse cellulaire a l'interféron l§ghir et
al., 2001). D’'autres auteurs confirment et étendesttravaux en démontrant que dé®NA synthétiques

et identiques en taille pouvaient induire une extiation spécifique d’un géne aussi bien chez I’homme,
la souris ouC. elegangCaplen et al., 2001). C'était le commencement'erhordinaire développement
du RNAI dans les domaines de la génétique révelesda biologie moléculaire ou de la recherche sur |

cancer.

Les structures shRNA ou shRNA-mir

Cependant lanature transitoire des siRNA dans la cellule de Mammiféere constitnehandicap majeur.
Pour le contourner, I'équipe de Brummelkamp et d@difg a développé en 2002 le premier vecteur

d’expression permettant de produimesitu des séquences siRNA (Brummelkamp et al., 2002).

Le vecteur pSUPER s’est avéré efficace dans I'etitin & court terme d’'un géne endogene (p53) at d'u
transgéne (GFP). Ce plasmide porte le promoteureddnnu par '’ARN polymerase Ill qui va conduire la
transcription d’'une courte séquence dteRNA (short hairpin RNA qui génereran situ des molécules
siRNA gréace a I'enzyme Dicer. En effét,vivola structure en épingle a cheveux des shRNA sé&agtre un

trés bon substrat pour Dicer.

Le choix d'unpromoteur de 'ARN polymérase Il s’explique car cette enzyme permet de transcese d
petits ARN sans séquence pA€n 3’; de plus cette enzyme a d@es de départet determinaison de la
transcriptiontrés bien définis Dans différentes études de comparaison, cergaitesurs utilisant I'approche
shRNA ou shRNA-mir ont démontré peu ou pas de wiffées dans le choix des promoteurs dépendant de
I’ARN polymérase de type Ill (tRNA-val ; U6 ou Hbu dépendant de 'ARN polymérase de type Il pour
I'approche shRNA-mir (MSCV-LTR ; CMV) (Silva et aR005). Une différence peut se faire sentir loesqu

la séquence shRNA est peu efficace.

En paralléle des vecteurs viraux, essentiellemémivéls de I'adénovirus ou des lentivirus (rétrosiru
provenant du HIV1) se sont développés pour impaserinterférence ARN dans des cellules difficileten
transfectables ou dans des approches chez I'an@ealendant, des considérations de sécurité etigligth
peuvent limiter cette approche pour de trées nombebercheurs (Romano et al., 2003). L'utilisatienads

virus recombinants dans des locaux L2 ou L3 restdébat.
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L'une des variantes dans le domaine des vectelasnjdiques ou viraux) a été faite par Cullen eteal
2005 (Zeng et al., 2005). Ces auteurs sont pauntigadtulat que les structures miRNA étaient lestats
naturels pour le complexe RISC. lls ont substitaésdla séquence de 'ARN précurseur de miR-30, une
structure en tige pour la remplacer par une séqushBNA. Ces auteurs démontrent I'efficacité deecet
approche en transitoire, priori plus efficace que I'approche classique. L'utilisatide séquences shRNA-
mir permet d’utiliser des promoteurs dépendant’ BN polymérase de type Il (comme des promoteurs
tissu-spécifiques). Ces travaux ont conduit a Bétation de bibliotheque criblant une grande padtie
génome (RNAI codex ; environ 28,000 génes humabiéset 25,000 de souris) (Olson et al., 2006).

Le design des séquences siRNA

Dans toute approche d’interférence ARN, I'un desbfirmes a résoudre est le choix et la spécificité

de la séquence siRNA.

Le premierdesigntrés empirique des séquences siRNA a été formatéTpschl et al. (Elbashir et al.,
2001). L'une des avancées dans ce domaine a ét@édeontrer I'importance d’'uneasymétrie
thermodynamique des siRNAet miRNA (Schwarz et al., 2003). Ces régles montyer I'extrémité 5’ du
brin « guide » doit avoir une plus faible énergie ar rapport & son extrémité 3’ pour pouvoir étre plus
incorporé préférentiellement dans le complexe RISGAG 5 < AG 3’ d’au moins 1 kcal/mol) (Khvorova
et al., 2003).

En compilant de nombreux résultats expérimentduuXei et al ont étoffé ces regledJi-Tei et al., 2004) :
(1) un A ou un U a I'extrémité 5' du brin antiser{®) un G ou un C a I'extrémité 5' du brin sei8);une
région riche en AU (5 A/U sur 7 Nu par exemple) sldiextrémité 5' du brin antisense. (4) I'absenee d
fragment riche en GC supérieur a 9 Nu de long. IDs, pes auteurs trouvent que la séquence ciblplast
importante que la structure secondaire de 'ARNm.d@termine ainsi des siRNA de type la/lb, II, let |
Les siRNA de type Il ne répondent pas aux 3 pressiéegles et sont inefficaces. Il faut privilégies
types laet éventuellement Ib. Depuis, un trés grand nordlakgorithmes sont disponibles, certain en libre

d’accés comme celui de Chalk et collaboratebtp{//sirna.cgb.ki.s¢/que j'utilise depuis 4 ans (Chalk et

al., 2004). Dans tous les cas, on doit faire usbeehe d’homologie dans les banques d’ADNc (BLAST)

méme si celle-ci est imparfaite pour les petitegus@cesww.ncbi.nlm.nih.gov/BLASY. Cependant, de

nouveaux algorithmes se développent pour déterndiseeffets non spécifiques des siRNA. Dans le site
siSearch, cet algorithme est appelé « Specificdgw& ». Dans le cadre du CEA, un algorithme (DSIR
http://cbio.ensmp.fr/dsiy/ a été développé par Y. Vandenbourk du CEA-Gremolihtégrant la

problématique des « off-targets » (Vert et al.,®0Q’ai commencé d’évaluer I'algorithme DSIR sunreu
trentaine de génes cibles comme DNA PKcs, LigdseAlTM, p53 ou encore BLM avec d'excellents

résultats plusieurs semaines apres la transfection.
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Pour créer la séquence shRNA il suffit d’introduinee séquence en boucle (celle d’Agami par exemple
TTCAAGAGA) et de mettre des extrémités BamH | er{ligiation avec Bgl Il du vecteur) et Hind Ill en 3
On utilise des oligonucléotides de 64/65 nt. Despjlai introduit deux variations par rapport astaucture

canonique décrite dans la littérature.

Les vecteurs pEBVSIRNA

De fagon intéressante, tous les vecteurs plasnediquouvés dans la littérature (ou vendus) sont des
vecteurs dit “d’intégration” possédant ou non unrgqoaur de sélection. Ces vecteurs ont comme seul
devenir de s'intégrer au génome de la cellule hbt.ce fait, ces vecteurs vont perdre majoritairgme
I'expression du transgéne lors de leur intégratiéduisant ainsi I'efficacité du RNAi méme a cotatme

(ex. & J14). Par ailleurs, ces vecteurs seroneptéglans les cellules transfectéeggeand nombre de
copies Cela va entrainer desffets non désiréstrés importants dus a la saturation de la maci@ner
cellulaire du RNAI (saturation du complexe RISC paemple) (Anonymous, 2003). Cet effet peut étre
amplifié avec I'utilisation des lentivirus lorsglsi seront utilisés avec des titres trop élevésh(Riad
Kruithof, 2004). Ce dernier point vient d’étre sgaé par I'équipe d’Elledge lorsqu’il écritUpon closer
inspection, it becomes apparent that these systelnes either on transient expression of the vextrthe
integration of multiple copies of the regulatabRNA construct (Stegmeier et al., 2005). Ainsi, il vient
d’étre démontré qu'une toxicité induite par lesN#R(via I'induction de l'apoptose) se produisait d'une
facon dose-dépendante et indépendamment du géie (Eibdorov et al., 2006). Par conséquent, la
sur-expression de siRNA par des duplex de siRNAlesivecteurs intégratifs (viraux ou non) peut mener

des conclusions incorrectes dans des expérieraresittires, par saturation de la machinerie enzguet

De ce fait, dans I'abondante littérature sur le RN trouve trés peu de clones stables référencége
période de stabilité est généralement de quelques,jrarement quelques semaines (Butz et al.,;2003
Laposa et al., 2003; Paddison et al., 2002).

Afin d’éliminer ces inconvénients j'ai donc combihéfficacité des vecteurs d’expression EBYEpstein
Barr virus) sur lesquels je travaille depuis 1988a(d et al., 1992a; Calos, 1996) avec le poterdeel
I'approche shRNA. Ainsi, j'ai développé de vecteurs pEBVsSIRNA quermettent d'imposer une
interférence ARN trés efficace, stable et a trémylterme (> 500 jours). C’est tout mon travail aietdr,

depuis ma thése, qui m'a conduit a cette démariomaes
Pourquoi le modele de vecteurs EBV

Le virus d’Epstein Barr (EBV) est un virus & ADNulde brin de 162 kb de la famille des virus hegpéi
qui se réplique comme un épisome pendant la ph&deéedlion latente. Une région de 1.7 kb du
chromosome EBV, appelée OriP, supporte la réptinagt la maintenance des plasmides recombinants dan

des cellules humaines en culture en présence éxamient d’une seule protéine virale, 'antigéneléaie
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EBNA-1 (Yates et al., 1985). Puisque la protéineNBBL ne présente aucune activité enzymatique,
I'initiation de la réplication est entierement dagdante des protéines cellulaires. En effet, legepres de la
cellule héte comme Orc2, Orc3, Orc4 ainsi que lesn\’associent a I'OriP (Dhar et al., 2001). Ore2 s

fixe a I'OriP probablement par I'intermédiaire ddnteraction avec EBNA-1.

Ainsi, les vecteurs EBV se répliquent de facon semi-conseative pendant la phase St la synthése de
I’ADN a partir de I'OriP se produit une seule fgar cycle cellulaire tout comme les réplicons deltutes
humaines (Aiyar et al., 1998). Les vecteurs EBV veet servir de modéle d'étude des réplicons
chromosomiques humains (Haase and Calos, 1991gog€quence, on peut constater qu’'a la différeace d
la réplication SV40, la réplication EBV donne liduun nombre faible de vecteursdans les cellules
humaines. L'OriP contient deux éléments : la ségedfR family reped) et la séquence DYAD (Lupton
and Levine, 1985; Reisman et al., 1985). La répbcade I'ADN est initi€e au niveau ou prés du DYAD
EBNA-1 se dimérise et se fixe sur ses 4 sites tamsS et ses 20 sites dans le FR en formant uneldou
(Frappier et al., 1994). Nanbo et al. ont montré tpus les plasmides répliqués co-localisent pae galon
une partition qui n’est pas le fruit du has@ihnbo et al., 2007). De plus, chaque clone cetkilaaintien

un nombre seuil de plasmides par cellule pour desiconditions optimales de croissance sous géhect

EBNA-1 permet’ancrage des vecteurs d’expression EBV (ou des vs EBV) sur les chromosomeau
cours de la métaphase assurant une ségrégationrdpaur un » dans les cellules filles (Hung et2001;
Marechal et al., 1999 )}. EBNA-1 &R assurent le maintien des plasmides EBatgntion nucléaire) dans
les cellules humaines mais pas leur réplicatiofiault la séquencBYAD (Aiyar et al., 1998; Haase and
Calos, 1991).

Parce que la fonction de trans-activation de lasicaption du complexe OriP / EBNA1 est essentiélle
I'activation des promoteurs portés par le vectgarorienté en position « directe » ou « révergapport a

la cassette EBV, notre cassette « ShRNA » poumnalttexpression la plus stable de ces shRNA. (B&nu
I'orientation réverse (Biard et al., 2005). Cettiaté de trans-activation de la transcription ligpe que la
protéine EBNA1 puisse entrainer des changement @asgucture de type chromatine du vecteur et en
particulier en créant des boucles et une déstahidis des nucléosomes (Zetterberg et al., 2004 faben
intéressante, EBNA1 perd sa fonction de transaaivaorsque la séquence OriP s’intégre au génome
cellulaire ; de plus, il n'affecte pas la croissancellulaire ou I'expression des génes au travers

d’interactions avec d’'autres séquences d’ADN chonaque(Kang et al., 2001).

Dans ces conditions, 14 jours apres la transfec®nos vecteurs pEBVSIRNA (suivie de la sélectien
cellules avec I'nygromycine B), plus de 95% desube$ HeLa ou RKO transfectées sont silencieusestC
le cas pour les gene€PA hHR23A MRE11Lig I, Lig IV or Rad50et bien d'autres. En conséquence, les
populations ainsi établies peuvent étre cultivéemalysées pendant 30-40 jours. Ensuite, il efgndgout
préférable de travailler sur des clones. Ceci estrdparer avec des vecteumgggratifs(appelé ici pHygro)

ou moins de 20 a 30% de cellules sont silenciedses semaines apres la transfection et donc ceral s
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impossible de perpétrer la population (figure cstris). De facon étonnante, nos clones resterlestab
méme apres des étapes de congélation / décongélatio

Vecteurs intégratifs (pHygrosiRNA) versus vecteurs réplicatifs (pEBVsIRNA)

pHygro RKO cells pEBV
pBD641 pBD631

- | Kkin17 [

T —— — XPC

kinl17 DAPI kin17 DAPI
Enhanced efficiency of gene sil g diated by EBV-based siRNA vectors in comparison with integrative plasmids. 42 h after
transfection 150,000 REO cells were seeded in a 6 cm diameter dish in the presence of hygromycin B in the medium. Immunocytochemical
staining of o, kinl7 (IgG K36, magnification: x50). Cells were counterstained with DAPL 1. pBD641 (empiy vector, Hygre). 2. pED642
(51603 vector, Hyvgre). 3: pBD631. 4: pBD632,

Avantage des vecteurs pEBVsIRNA sur l'art antérieur

Les propriétés intrinséquels
des vecteurs pEBVSIRNA,

Clonage des séquences shRNA dans les vecteurs [fRIBAs

, . Brin sens passager Brin antisens (guide)
telles que leur rétentior 19 mer 19 mer St de terminaison
BamHI . — de la transcription

N
5 GATC CC GTTGAGGTTCCTATGGAAA @GA TTTCCATAGGAACCTCAAC  TTTTTIGGAA A

nucléaire, leur tres grande

stabilitt ou leur accrochagg [ peO7sIE6KD) ¥ o LBOU}: o

. < ] delavanseption  ShRNA DNAPKcs
aux Chromosomes. améliorent - “"},\;Kw ovAD ‘ Applariementdes deux brins

IR ) d’ADN codant le ShRNA
considérablement le RNAi & == 7 Bl Il Hind I (oligonucléotidey
T ek Ligation &
court et Iong terme. C'est cg Transformation
IAnalyse des vecteurs recombinants (digestion EcéfiidIll)

que j’ai démontré depuis deulx Contrdle pEBVSIRNA-L pEBVSIRNA-2
ans (Biard, 2007; Biard and

Sélection des colonies
bactériennes portant un
vecteur recombinant
(colonies « blanches »)

Angulo, 2007).

Vecteur
de

clonage . g
HEET / \mmmc\ dejacree
Par ce travall, j'ai : Vecteur
«vide » W BStE Il
Nouveaux vecteurs pEBVsiRNA
Ho Purification et séquencage des
1' Optlmlser vecteurs recombinants afin de
, . L, vérifier l'exactitude de la séquence =~ —>
I efficacité de de régulation dite « ShRNA »
C|onage des Biard et Angulo. 2007 Hind 11

séquences shRNA
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dans les vecteurs pEBVSIRNA, en atteignant 100%ffidszité grdce a une séquence
T7 pr-LacZ’ entre les sites de clonage (coloratitgueversusblanche des clones bactériens).

Le clonage est donc extrémement efficace et rgsici@ma ci-dessous).

2. valider le potentiel des vecteurs pEBVsSIRNA(en comparaison avec les autres vecteurs
disponibles) sur de trés nombreuses séquences stERMA ciblant un trés grand nombre de
genes,

3. démontrer I'étonnante stabilité surtiés long termedu RNAI ainsi imposé,
4. réverserle phénotype apres retrait de la pression de s&étedt milieu de culture,

5. valider ces vecteurs sudiifférents types cellulaires(HeLa, MRC5-V2, MCF7, U20S, RKO,
HCT116, Caco2, HepaRG, Human neuroblastoma cel BH-SY5Y et Lymphocytes
immortalisés C3ABR).

Résultats obtenus (2004-2007)

Je ne vais pas décrire ici 'ensemble de mes @sultar environ 500 vecteurs pEBVSIRNA construits,
ciblant plus de 110 génes humains cela nous emaiéser de trop nombreuses voies de réflexion. Pour
résumer, j'ai donc établi des clones stabl&seck downs (KD) pour des génes dont les protéines agissent
en tant que senseurs / médiateurs de la préserdenteages a ’TADNERCA1 BRCAZ2 ATM, ATR BLM,
FancD2,PARG PARP1 PARP2 Rad5Q NBS1 MRE1) ou participent aux voies de réparation de I'’ADN
(XPA XPC hHR23A, hHR23B, CSA, CSB, ERCC1, XPF, MSH2, DNA,PXRCC4 Ligase IV, Rad54,
Oggl, XRCClligase lllet d'autres).

Ce travail a donné lieu a 6 articles qui décrivent
1. Des clones KD de la voie de réparation NER (Bidral.e 2005),

2. Mon systeme de vecteurs et 20 clones stables damgsterme (Biard, 2007; Biard and Angulo,
2007),

3. Des clones KD de la voie de réparation du NHEJ (XRB® ; DNAPKcs®) et les relations croisées
entre 2 voies (Despras et al., 2007). L'image cisdes illustre mes clones DNA PKZset
XRCC®,

4. Des clones KD de la voie de réparation du NHEJ (XRB€ ; LigaselV° ; DNAPKcs®) et les
relations avec Cernunnos (Wu et al., 2007).

5. Un clone ATM® afin d’étudier les effets du ligand des G-quaden860A (Pennarun et al., 2008).
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NHEJ. Clones HeLa XRCC4EP et DNA PKcskP
g™ Control DNA-PKes®®  XPCX®  XRCC4XD
= day 89 cll;dey89  cl21;dey262 cL9; day 89
“E. | g 1 4 I S | o 1 4 0 1 & Calicheamicin (uM; 1h)
P o+
g . DNA-PKes
s | "a
= -
o ! oo — Phospho-XRCCA
T = & = & -— [— XRCC4
£y i3
E 2 B 2 — e -— -
oA 3 5 == | ===-—-=—=— { lamine A/C
& & A
Sl S f=—=— xrC
¥ Purified protein + Call extracls
DNA PKcs activity Recruitment experiment
12 34 5 6 NHEJ efficiency
i Clonogenic cell growth after ionizing radiation (day 58)
M o %0 1€
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S RamalE
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0 (;ml:rd_ ] L9 ell cg !
@osa T a1 - Lo ! =
ownd 0 05 1 2 3
W 8
E:,) lﬁ::‘)““ :l.u y rays (Gy)
In vitro NHEJ activity Cell survival

A ce jour,nous sommes les seuls a proposer un tel systemdutaire cohérent (isogénique) avec anssi
grand nombre de clones stablegnaintenus en culturaussi longtemps Les clones les plus anciens ont
dépassé les 500 jours de culture.

Dans ma stratégie de créer des clones silenci&isyivi deux stratégies : celle de faire démples KD
(un géne éteint) ou celle de faire diesible KD(deux genes éteints).

1 Simple KD (exemple ci-dessus) : pour chaque g@neonstruits 3 vecteurs différents ;
aprés analyse des phénotypes obtenus sur pluguss (voire semaines), je choisis le meilleur eect
pour établir des clones stables.

XRCCIKP, Liglll KD : stratégie disimpleKD

XRCC1 : XRCC1 coordonne le SSBR et le BER en Population (day 4; 3 vectors)

jouant un réle delate-forme. - -
o ® e L] ¢ & ® Contral population
ol By » rE . @® @ (pBDGSO; day5)
o * e 4 ® e
R N ) (Y N ) Control population - 'Y
P e ® ar g ® o (pBD6S0; day184) . °
.. ... .. ..‘ XRCCIK? pop
L ] L] (PED1063; day 4)
i e® . - .
bleclones "4t & " o2
Stable clo o -*-' .l. ® xrcoixvas v
_ . o XRCCIKD
(day 54) i : §4  (PEDIOSSLL; day 1) < o o,
cE §%
® U h e
" .. 1 « XRCCIKD pop
#% w8 e o @ XRCCIdii oo o o OEUGSGyY:
s ... @ ® L BD1065/11; day 61) : :
- L :
LLRCCL L DAPL ererereseencanend :
XRCC1 DAPI

BIARD Denis Habilitation a Diriger des Recherches 20 mai 2008



-48 -

2 Double KD (exemple ci-dessous) : il me sembles ptohérent d’établir tout d’abord des
clonessimpleskD, d’analyser leur phénotype et la perte de flamcassociée a I'extinction d’'un géne, avant

d’envisager d’éteindre un second géne.

Stratégie dwoubleKD (pEBVsiRNA-Hygro + pEBVsIRNA-Puro)
1 23475 67809
e LigIVED
P 2 o o o NBS1 | pNA-PKes® ol 1 (day 227) o! ot +
g - 2. Ku70¢° (day 5) ®, . pBD8B6 pop
- i LiglV 3. XRCC4 cl.9 (day 206) (] 4 (day 67)
ek - i Ve G 1 ) g g
— Seedigly . 3 (day 40) _ _ LigIvie
wh SaBemE XRCCA ¢ (o (taytpesssemeeees > 2% *
A—: ) : # PARPIF cl. 1
5D 7. LigIVKDP cl. 7 (day 40) : - (day 67)
FA‘——’-"—"-i Ku70 g [igiveo ol 10 (day 40) :
= D LN 1 e e
M PCNA 8 gV
1:2:34 5 ° PARPIKD cl, 7
——¥ a? (day 67)
' Q | CSB e i
. & 1. Liglll XP cl.6 (day 40) l: . LigImP
(BT 2. Liglll O cl.iZ-¢cray 40) ob PARPI® o, 0
henmienanes NBS1
3...-Liglll KO population (day 40) - (day67)
LiglV 4, CSB® cl.21 (day 120) PARP1 DAPI
L 5. CSEXD cl.22 (day 120)
- Liglll
A4 Vers J200, retransfection d’un clone Li¢Rlet Ligl\VkP
PCNA avec le vecteur pBD1062 (pEBVSiPARP1-Puro).

L'ensemble de mes résultats montre que les vecteliBY/siRNA apportent umain de temps et une
efficacité considérabledans I'établissement de clones cellulaires « sigarx » pour I'expression d’'un ou
plusieurs géenessimpleKD versusdoubleKD). lls permettent dealider sur le court, moyen et long terme
le choix descibles biologiques (génesgt deseffecteurs efficacest spécifiques du RNAI Cela permet
d’envisager sereinement d’autres approches plusatié comme des approchiasvivo ou des approches

sur des cellules souches.

Ces vecteurs présentent I'énorme avantage de poétveimanipulésans aucune précaution particuliére
a I'exception des regles classiques de la cultetkilaire. L'efficacité de clonage des séquencd3Nh
(100%) dans ces vecteurs augmente leur potentreHdeanombreux vecteurs peuvent étre obtenus trés

rapidement. Cela concourt & leur co(t tres faible.

Le travail que j'ai effectué sur tous ces genes, pgrmis de tirer quelques conclusions simplesesRINAI

along terme :

1. Le choix de lacellule « récipient» est essentiel ; en premier lieu, il faut utiliskes cellules

facilement transfectables (Hela) et ensuite pagsks cellules plus délicates.

2. Lefficacité du RNAI dépend dgene cible dusiRNA et dumarqueur de sélection(hygromycine

B > puromycine >>> généticine).
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3. L’algorithme de design est essentiel. Ensuite,dsitipnnement de la séquence siRNA le long de
'ARNmM ne semble pas étre un facteur déterminamsdefficacité a trés long terme diene
silencing En compilant mes données sur 45 génes dont éee<lsilencieux ont été propagés en

culture pendant plusieurs mois, on constate qtyibroir de régle (figure ci-dessous).

Positionnement de siRNA efficace sur le long terme le long d’un ARNm type

Un siRNA par gene etemnt sur le long terme. 45 genes.

ATM
Radi[.}m Pol Mu
XPC FancD2 Pol Lambda

Rad52 Asf1B PARP1  ASF1A
XRCC1 Oggl TRF2 XLF DNAPKecs  BRCA2 PARP2  hHR23B

—{HIHIMHHH—H3 - +—T—r--r—O—H-—H—{——Hn—

BRCA1 Pol Etakinl7 BLM  XPF Rad54  Pol Kappa Lig4 p53  Wipl

Rad51 MRE1l pollota MLH1 PARG. , XPA BACH1
NBS1 hHR23A PARP9 -9 cdc25B MSH2
Lig3 ASF1B
ERCC1
x I i i i i I i i I |3
10% 20% 3004 40% 50% 60% T0% E0% 0% 100%%
mRINA

4. L'expression des siRNA via les vecteurs pEBVsIRN& efficace des 48hapres la transfection,

comme pour les duplex siRNA (aprés optimisationa@slitions de transfection).

5. L'établissement de clones stables a long terme gtedavalider le choix de la cible(le géne

d’'intérét que I'on veut éteindre) etdboix de la séquence siRNAvia I'effecteur sShRNA).

6. Le choix d'unpromoteur de type Il (ex. CMV) n’est pas approprié pour une expressifficace
des siRNA a court, moyen ou tres long terme salibisia besoin d’'une expression tissu dépendante

(dans ce cas, on utilisera des séquences hybriRldAmIR).

7. Probleme des contréles il n'y a pas de réels contrdles en RNAI ! Il fdaire : (i) des shRNA non
spécifiques, (ii) réverser les phénotypes avecviesteurs pEBVSIRNA, (iii), ré-introduire la
protéinein vivo & in vitro, (iv) mimer I'action attendue dgene silencingvec des drogues dans des
testsin vitro, (v) comparer les effets a court & long termes), (Niliser au moins 2 vecteurs, (vii)

reproduire les expériences, et (viii) utiliser éuelement différentes lignées.

8. Généralement, aprés 30-50 jours de culture, lassl&D sont trés stables méme aprés congélation
/ décongélation (> 500 jours pour XPA, XPC, DNAPKddais il semble satisfaisant de travailler
entre100-200 jours
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9. Un point délicat du RNAI est de sous-estimer leerblologique d’une protéine parce qu'il reste
toujours unequantité résiduelle Cela souléve 2 questions : (i) est-ce que cettatité résiduelle
est suffisante pour assurer les fonctions biologgglet donc (i) peut-on détecter une perte de

fonction dans nos clones ?

10. La redondance de l'information génétique chez les mammiférestpeasquer une perte de

fonction.

11. Parce que notre approche repose sur des cultdoegyderme, nous devons prendre en compte la
possibilité de mécanismeellulaires de compensationll est a noter que ces phases d’adaptation
sont aussi présentes dans les autres stratégidmdimn de I'expression des genes (souris knock-
out). Il est donc nécessaire clemparer les effets a court, moyen et long term€’est ce que nous

avons entrepris dans les études de cytogénétigae (a Sabatier).
En ce qui concerne 'efficacité dyene silencingj’ai pu constater 5 cas :

1. Pour certains genes, &lencingest extrémement efficace, prés de 100% des clemetséteints,
aucun désavantage sélectif. Les populations sgntement stablegdes 30 jour3. Le niveau
d’extinction est extrémement élevé (souvent indétde en IF). Dans Hela, c’est le cas des génes
p53, XPA, hHR23A, Liglll , XPF, XLF (Cernunnos). Les cellules peuvent présenter un avantage

sélectif pendant les premiéres semaines qui sulaes@tlection (XPA dans HelLa).

2. Le géne est important, la sélection est parfoiscat mais I'extinction est trés forte. Les clones
maintiennent le phénotype attendu a tres long teMNAPKcs, LiglV, ATR, XPC, hHR23B,
MREL11, Rad50, NBS1, PARG, PARP1, PARP2 BRCA1 & 2, BLM ouKIN17 ... Ce groupe

représente I'essentiel des cas.

3. Le géne est essentiel, des clones arrivent a g@@eo avec un niveau résiduel de la protéine qui
permet la survie cellulaireXRCC4 (il reste environ 10-20% de la protéine mais aecaativité
NHEJ n’est détectéel;SA ouCSB.

4. L’extinction est tres importante pendant plus dej@@s; de nombreux clones poussent puis la
culture ralentit considérablement et devient tiéficde en milieu aérobiegtress oxydafjf C'est le
cas deFancD2 ou MSH2, mais a long terme les clones deviennent stabbam¢tion >90%). Pour

d’autres clonedge long terme n’est pas une certitud¢Rad51ou MLH1 ).

5. Le géne est vital, il y a mort cellulaire. C’estdas deSAF-A, Ku70, Ku80, hTERT. Il faut un

systeme inductible. Les résultats & moyen termieédic pris avec précaution.
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Dans le cas n°3 on souleve I'un des avantagesapgribche KD par rapport a une approche KO, car on
arrive a obtenir des mutants la ou une perte tatal€expression d’'un géne (KO) aurait conduit anlert
cellulaire.

La rapidité de clonage et de validation des vestp@BVsiRNA, permet d’obtenir de nombreux clones. KD
Il devient maintenant possible d’établir des corafits entre KD humains et KO murin. Je suis emtae

compiler ces données.

Comparaison modeéle « souris KO » versus modelenedHelLa KD »

Il est hasardeux de vouloir comparer des ligné&® « avec le modele traditionnel des souris « KO ».
Cependant, on peut tirer certaines conclusiongdagéntes. Dans le tableau ci-dessous, j'ai rdesis
données de l'article de E. Friedberg concernansdesis KO (Friedberg and Meira, 2006) et j'ai isénes

propres commentaires sur mes clones.

Dans cette comparaison, il faut étre extrémemeuntent car les deux modéles sont trés différents. En
particulier, il faut rappeler (i) que dans I'apphhecKD il reste toujours un niveau résiduel de lat@ine
dont I'importance dépend du gene ciblé, (i) qubtention des clones est parfois délicate et ge’iproduit
des mécanismes de compensation, (iii) que la redwedde I'information génétique chez les mammiféres

peut masquer certains phénotypes et (iv) qu'ilis@dorigine d'une lignée tumorale (cellules HgLa

Dans ce tableau et en ce qui concerne mes clamssjuke je parle de sensibilité aux génotoxiquesige

\

référence & mes expériences de survies clonogénigpees UVC (4 J/fy rayons gamma (1 Gy) et
étoposide (1 uM pendant 1h30 dans le milieu deicejt

Gene(s) Gene Repair Relevant phenotype Reference

Mutation product(s) pathway

PARP1 Poly(ADP) ribose SSBR ) and are ; about 30% of —/- micg Wang et al, 1995.
KO polymerase develop skin lesions at 5-6 months; mutant celisvgnore slowly than +/+|  ge Murcia et al,

cells; no defects in DNA repair after exposure 8 ight or MNNG. After 1997
ionizing radiation, mice die rapidly from acute iatbn toxicity to small
intestine. Following exposure to MNU cells accuntellam G2/M and show
rapid apoptotic response; high levels of chromosdamséability following
exposure of cells to MNU or ionizing radiation.

PARP1XP (HelLa ; vecteur pBD1011): trés forte extinction dans les clones stable€%%n IF ou WB) avec une perte totale de fonctimiiyité de synthése de
polyADP(ribose) nulle). Sensibilité aux rayons gaaam

PARP2 Poly(ADP) ribose SSBR : mice are sensitive to exposure to ionizing radmthigh Menissier de
KO polymerase levels of chromosome instability following exposwe cells to alkylating Murcia et al.,
agents. 2003

PARP2® (HeLa ; vecteur pBD1002): forte mortalité & court terme avec une phase apsation longue ; ensuite les clones poussenthigrs & long terme
Sensibilité aux rayons gamma faible. Niveau d'eotiom >80% en IF et WB.

PARG poly(ADP-ribose) SSBR One mouse PARG gene but two PARG isoforms (ad6 60 kDa).| Cortes et al, 2004
KO glycohydrolase Complete suppression of PARG gene causes early yemibr lethality. |  Koh et al, 2004
PARG(110)- PARG(110)-deficient mice were viable and fertilejt these mice werg Cozzi et al. 2006

hypersensitive to alkylating agents and ionizingjaton.

PARGKP (Hela ; vecteur pBD813): forte mortalité & court terme puis trés bonneéssance. Sensibilité aux rayons gamma. Perte dzifon

Oggl 8-Oxoguanine-DNA BER : they accumulate increased levels of 8-oxoG in DA | Klungland et al,
KO glycosylase can still remove lesions slowly in proliferatinglsen vivo; cell-free extractg 1999.
defective in removal of 8-0xoG; moderately elevaspdntaneous mutatiop
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rate in non-proliferative tissues; no evidencepafrganeous cancer.

0gg1® (Hela ; vecteur pBD784 : trés bonne croissance, aucune sensibilité aU@,Wayons gamma et étoposide. Aucun probléme odissance a long terme.

Réduction de 80% de I'activité Oggl endogéne.

XRCC1
KO

Xrccl (X-ray cross-
complementing) protein

SSBR, BER

Embryonic development ceases at EG.8mbryos grossly abnormal at E7.
embryos show increased SCE and strand-breaks inyigders.

5; Tebbs et al, 1999

XRCC1XP (HelLa ; vecteur pBD1065) stress modéré a court terme, aucun probléme gitenir des clones. A long terme, la croissancelestfaible que celld

des contrdles. Niveau d’extinction >90% en IF et Vilininution du taux protéique du partenaire Lig3.

Ligh |

Ligase 111*P (HeLa ; vecteur pBD941): peu de stress & court terme avec un avantageiséléng terme. Clones trés faciles a obtenivellu d’extinction >90%|

en IF et WB. Aucune sensibilité aux UVC, rayons gaou a I'étoposide. Diminution du taux protéiquepdrtenaire XRCC1.

NER

XPA
KO

XPA protein; involved in
the recognition of base
damage during NER

NER

and develop normally; mice are extremely photasiersn
skin and eyes; cells are sensitive to UV light &MBA,; cells are totally
defective in NER; skin cancer predisposition aé®posure to UV radiatio
or DMBA.

de Vries et al,
1998

Nakaneet al, 1995

elLa ; vecteur . tres 1orte croissance, avantage selectit dansal ourt terme. ersensiplilite aux 5 on ous tres raplaement.
XPAKP (HeL teur pBD695): trés fort i tage sélectif dansaHetourt t Hyp ibilité UVC. Clonktenus trés rapid t
erte de fooe spécifiqgue (NER).

Niveau d’exti

nction >90% en IF et WB, p

XPC
KO

XPC protein; involved in
the recognition of base
damage during NER

NER (TCR+)

and grow normally; cells sensitive to UV light ndt to 4-
NQO; skin and eyes show sensitivity to UV lightjirskancer predispositiof
after UV light exposure.

Sands et al, 1995
Cheo et al, 1997

XPCXP (HeLa ; vecteur pBD634): trés fo

rt désavantage d

ans Hela a court et mmyreme. Changement de forme des cellules (plusdiusés). Hypersensibilite
aux UVC, aux rayons gamma et a I'étoposide. Niwaentinction >90% en IF, WB et gPCR. Perte de famtspécifique (NER).

Rad23A Homolog of S. cerevisiag| NER and develop normally; cells show normal. UV sevigjt Ng et al, 2002
KO (A Rad23A; complexes with
exons 3—6 | aminorityof XPC protein
and parts of
exons 2 and
7

hHR23AXP (HeLa ; vecteur pBD805): trés bonne croissance, avantage sélectif dana Balourt et moyen terme, clones obtenus rapiderAectine sensibilité
aux UVC, rayons gamma et a I'étoposide. Niveautihexion

>80% (en WB) et >85% en gPCR.

Rad23B
KO
(A exon 3)

Homolog of S. cerevisiae
Rad23B; complexes with
the majorityof XPC
protein

NER

but are runted at birth; pre-natal and early pagtl death
observed; impaired testicular development; celtssshormal UV sensitivity.

Rad23A/B double mutant are lethal before E.13.8s ege UV sensitive.

van der Horst et
al, 2002

Ng et al, 2002

hHR23BXP (Hela ; vecteur pBD804): phénotype proche

des clones XPC désavantage dans Hela & court et moyen termesssmportant. Hypersensibilit
aux UVC, aux rayons gamma et a I'étoposide. Nivdautinction >80% (en WB) et >85% en gPCR.

[OD

ERCC1 ERCC1 protein required NER but are severely runted ané: before weaning abnormal| Weeda et al, 1997
KO for 5’ endonucléase Recombinatio | nuclear morphology and aneuploidy in liver cellbparmal liver function;
activity during NER n increased levels of Trp53 protein in liver, kidreyd brain.

ERCC1XP (Hela ; vecteurs pBD984) croissance trés réduite a court et moyen termeal d’extinction >90% en IF et WB. Diminution ¢aux protéique du
partenaire XPF. Sensibilité aux UVC et aux rayoasga.

XPF Subunit of XPF/ERCC1 NER Severe post-natal growth defect with death 3 weeks after birth; liver | Tian et al, 2004

KO endonuclease complex |  Cross-link | contains abnormal cells with large nuclei; embrgorfibroblasts are]

repair hypersensitive to UV radiation and to mitomycin C.

XPFXP (Hela ; vecteur pBD1091). bonne croissance, peu de stress, clones obtapiement. Niveau d’extinction >90% en IF et WBniiution du taux

protéigue du

partenaire ERCC1.

CSA
KO

Cockayne syndrome grou
A gene product

TCR

minor growth retardation and neurological defectice
are photosensitive; cells are UV radiation and DMB@nsitive; normal
global NER capacity, but defective transcriptioppeledent NER; increase
predisposition to UVB radiation-induced skin cancgpontaneous loss g
retinal photoreceptors. CSA(-/-) MEFs are not hgpasitive to gamma-ra
or paraguat treatment. CSA(-/-) embryonic stenmscgilow slight gamma-ra

van der Horst et

al, 2002
d
f de Waard et al,
2004

y

sensitivity.

CSAXP (HelLa ; vecteur pBD918): forte

mortalité & moyen terme ; croissance néddes clones. Hypersensibilité aux UVC et aux

d’extinction >75% en RT PCR. Ressemble a CSB.

maymnisant. Niveay

CSB
KO

Cockayne syndrome grou
B gene product

P

TCR

: minor growth retardation and neurological defeatéce
are photosensitive; cells are UV radiation and DMB@nsitive; normal
global NER capacity, but defective transcriptiopeiedent NER; skin
cancer predisposition after UV or DMBA exposureprsianeous loss o
retinal photoreceptors. CSB(-/-) MEFs and keratyteg are hypersensitiv,
to gamma-ray or paraquat treatment. CSB(-/-)embcyatem cells show

van der Horst et
al, 1997

f de Waard et al,

2004

1]

slight gamma-ray sensitivity

CSB'P (HelLa ; vecteur pBD921). forte mortalité & moyen terme ; croissance réduiés clones. Hypersensibilité aux UVC et aux rayimmisant. Niveau

d’extinction >75% en IF et WB. Ressemble a CSA.

MMR

MSH2

| Mismatch repair protein |

MMR

| and breed through at least two generations; 4e|lsde Wind et al,
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KO MSH2 (MutS homolog) show microsatellite instability (RER+); mice develtymphoid tumors a2 1995
months; cells are alkylation-tolerant; cells losetenology-dependent Reitmair et al,
suppression of recombination; cells have a mufattenotype. 1995
Lin et al, 2004
MSH2XP (HeLa ; vecteur pBD1120). Beaucoup de morts & court et long terme. Trésdeezellules survivantes. Niveau d’extinction >986IF et WB.
MLH1 Mismatch repair protein MMR but sterile; cells show microsatellite instability (RER+); Prolla et al., 1998
KO MLH1 (MutL homolog) spermatocytes show prematurely separated chromasant arrest in first Baker et al, 1996
meiosis. MMR-defective in vitro, Mlhl-/- and MIhl+/ mice have Edelmann et al
increased morbidity and develop lymphomas and tsrbthe Gl tract ang 1996 et 1999 '
other organs.

MLH1XP (HeLa ; vecteur pBD1122) énormément de cellules en croissance a courngt ferme ; bonne prolifération puis mort cellidairers J80. Niveal
d’extinction >90% en IF et WB. Impossible d'étaldies clones sur le trés long terme.

NHEJ

XRCC4 Xrcc4 protein NHEJ Late embryo lethality; defective lymphogenesis and defective neurogenesi Gao et al, 1998
KO extensive apoptosis of new post-mitotic neuronkis ce

XRCC4XP (Hela ; vecteur pBD1065). souffrance cellulaire trés importante a courbay terme. Tous les clones présentent un nivesiduél d’environ 20%
(sinon mort cellulaire). Hypersensibilité aux ragaramma, aux UVC et a I'étoposide. Perte de fondtiéduction de 80% de I'activité NHEJ). Niveauxdiection
>75% (IF). Baisse du niveau protéique du parteragh/.

Ku70 Ku70 protein NHEJ Ku70-/- mice show growth retardation and a profodetéct in the repair o Ouyang et al,
(XRCCS) V(D)J DSB; (dwarfed); normal T cell development, bt 1997
KO B cell development arrested. MEF are sensitivemizing radiation and the Gu et al, 1997
display premature senescence associated with aamadation of non-
dividing cells; lack mature B cells or serum immglubulin; significant
incidence of thymic lymphomas; severely impaired\f¢D)J recombination.

Ku70XP (HeLa ; vecteur pBD699): souffrance cellulaire trés importante ; mortaletes les cellules vers J10-J12. Niveau d’extimcti90% (IF).

Liglv DNA ligase IV NHEJ Late embryonic lethal, no V(D)J recombination; blocked lymphopoiesis;Barnes et al, 1998
KO V(D)J MEF are sensitive to ionizing radiation. Frank et al, 2000

LiglVv kP (HeLa ; vecteur pBD94() : souffrance cellulaire plus faible que XRCC4dut et long terme. Hypersensibilité aux rayons menet & I'étoposide. Pert
de fonction (réduction de 50% de I'activité NHEN)veau d’extinction >85% en IF et WB. Pas de dintion du taux protéique du partenaire XRCC4.

DNA-PKcs | DNA-PK catalytic subunit NHEJ ; severely immunodeficient; blocked for V(D)J Gao et al, 1998
(Scid) V(D)J rejoining, but retain normal signal end-joining; ESls have normal ionizing  Taccioli et al,
KO radiation sensitivity. T and B cell ymphocyte dpment arrested; deficient 1998
V(D)J coding-end rearrangement, but normal signaljeining; hyperplasia Kurimasa et al,

of intestinal mucosa and production of aberranptcfgci 1999

DNA-PKcsKP (Hela ; vecteur pBD743): trés forte mortalité & court et moyen terme, prés de clones subsistent. Ensuite, bonne prdiiéérales cellules KD.
Hypersensibilité aux rayons gamma et a I'étopodfgete de fonction (réduction de 70% de I'actiNtéEJ). Niveau d’extinction >95% (IF).

HR

RAD51 Rad51 protein HR Embryonic lethal at early stage of embryogenesis. Tsuzuki et al,
KO 1996

Rad51¢P (Hela ; vecteur pBD864) :trés forte extinction (>90% en IF et WB) associéen& mortalité modérée et une croissance réduitegre plusieurs
semaines. Mais les populations ne se maintiennastapres J60-80 de culture. Sensibilité modéréeraypns gamma sur les clones présentant un ni
d’extinction modéré (>50% ).

RAD52 Mouse homolog of HR : no abnormalities in fertility, the immune systeior, Rijkers, et al,
KO yeastRad52 protein responses to DNA-damaging agents 1998

Rad52® (HelLa ; vecteur pBD866): avantage sélectif dés le court terme avec trésdeemorts au début de la sélection. Trés bonrissamuce ensuite. Aucun
sensibilité aux génotoxiques. Niveau d’extinctid@0%6 (IF).

[¢]

eau

RAD54 Mouse homolog of yeast HR : ES cells are hypersensitive to ionizing radiatimitomycin | Essers, et al, 1997
KO Rad54 protein C and MMS, but not to UV radiation; homologous mabination reduced
cells have normal V(D)J recombination.

Rad54° (HeLa ; vecteur pBD864): trés forte mortalité & court terme, difficile 8tenir des clones ; ensuite croissance normaleeaVivd’extinction >85% e
gPCR. Sensibilité modérée aux rayons gamma. Baseunlevers la voie du NHEJ.

SIGNALLING

RAD50 Rad50 MRN Embryo lethal at~ E6.0; early embryonic cells hypersensitive to iongz| Luo et al, 1999
KO Signalling radiation

Rad50° (Hela ; vecteur pBD872): stress important & court terme puis bonne pralifén. Clones faciles & obtenir. Sensibilité aayons gamma et aux UVG.

Niveau d’extinction >90% en IF et WB. Diminution thux protéique de ses partenaires (NBS1 et MRE11).

MRE11 | | | |

MRE11KXP (HelLa ; vecteur pBD930): mortalité trés importante & court terme. Diffigupour établir des clones. Ensuite assez bonriéépation & long terme
Changement de forme des cellules (plus fusifortd@)eau d’extinction >85% (IF). Sensibilité aux ragogamma et aux UVC. Diminution du taux protéigaesés
partenaires (NBS1 et Rad50).

NBS1 homolog of human NBS MRN Early embryonic lethal Zhu et al, 2001
KO (Nijmegan breakage Signalling
__________________ syndrome) protein | |
KO (N- Mice are viable with growth retardation; mice aggpersensitive to ionizing Kang et al, 2002
terminal radiation; mice rapidly develop thymic lymphomasmile mice are sterilg,
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exons 2 and but spermatogenesis in males is normal
3) KO

NBSIKP (HeLa ; vecteur pBD932): trés forte mortalité & court terme, stress imgurs moyen terme puis croissance normale & lompteNiveau d’extinction
>85% (IF). Sensibilité aux rayons gamma et aux UE&Elusion nucléaire des deux partenaires RadMR#H11.

BRCA1l Breast cancer protein 1 Signalling| Embryonic lethality at E10-13; neural tube defects in many embryo$owen et al, 1996
KO Homozygous mutation results in embryonic lethadityE4.5; Brca+/— mic§ Shen et al, 1998
are nommal Liu et al, 1996

BRCA1XP (Hela ; vecteur pBD1030): mortalité & court terme plutdt modérée qui augmewec le temps de culture ; stress important mgtoag terme ave
une croissance réduite. Niveau d’extinction >85%Fen

ATM Ataxia telangiectasia gene  Cell cycle but growth-retarded and infertile; neurologigaBarlow et al, 1996
KO product Cell cycle checkpoint | abnormalities consistent with cerebellar dysfungtieduction in mature T xy et al, 1996
checkpoint control control lymphocytes; mice develop thymic lymphomas ~a—4 months; mice

sensitive to X-rays; cells show radio-resistant D&{thesis.

ATM XP (HeLa ; vecteur pBD935): forte mortalité & court terme puis croissanceamie. Niveau d’extinction >85% en IF et WB.

ATR Atr Product of theAtr Cell cycle Early embryonic lethal. Brown et al, 2000
KO (ataxia telangiectasia and  checkpoint
Rad3-related) gene; control

protein kinase

ATRXP (HelLa ; vecteur pBD963 : forte prolifération & court terme puis mortélirés importante & moyen terme. Croissance réetiséress important par |
suite. Niveau d’extinction >85% en IF. Trés forémsibilité aux UVC et faible aux rayons gamma.

[\

FancD2 | | | |

FancDZP (HeLa ; vecteur pBD962): stress important en culture, mais population Kdbke trés longtemps. Niveau d’extinction >90% et WB.

KINL7 | | | |

Kin17XP (HelLa ; vecteur pBD967): stress important en culture & court et moyen ¢epmis aprés adaptation la croissance est coridisteau d’extinction >85%
en IF et WB. Sensibilité modérée aux UVC.

Dans ce tableau, le « niveaux d’extinction » deglession des genes ciblés sont estimé au regard de

marquages en immunofluorescence (IF), en Westetr{WB) ou de I'analyse par gPCR.

Pour les clones que j'ai déja pu évaluer, si I'enbase sur le comportement des cellules en cuttuser
leur réponse aux agents génotoxiques, on congtateanne corrélation entre les phénotypes dedesliie
rongeur « KO » déja décrits dans la littératurenes clones « KD ». C'est le cas pour PARP1, PARP2,
PARG, Oggl, XPA, ERCC1, Rad52, XRCC4, LiglV, DNA & MRE11, Rad50 ou encore NBS1. En
particulier, les études de « perte de fonctiondigment d’excellents résultats pour les clones XRR(C,
XRCC4, LiglV, DNA-PKcs, PARP1 ou PARG. Les autrésnes sont encore en évaluation.

On remarque aussi que lI'approche KD, qui maintiarts tous les cas un niveau résiduel des protéines
ciblées, permet d'obtenir des clones mutants rapée pour des génes dont la perte entraine clemlés

un phénotype létal, comme XRCC4, XRCC1, LiglV, RadBBS1, BRCAL ou ATR. De plus, on obtient
des clones mutants pour 4 géenes pour lesquelsajepas trouvé d’équivalent souris « KO » dans la
littérature : Liglll, MRE11, KIN17 et FancD2.

On constate aussi certaines différences, dontus fphppante est sans doute Ku70. Tandis que la$sso
KO sont viables, il nous est impossible d’étabéisalones humains silencieux pour ce géne. L'hygsatha

plus probable est que la perte de cette protéiniee un raccourcissement accéléré de la tailke de
télomeéres dans les cellules humainésoMmeéres coursqui est incompatible avec la survie cellulaireésp

une dizaine de divisions. A I'opposé, chez la syués télomeres sont longs et peut étre moinsndi&pe de

la présence de Ku70. Une seconde différence coadanprotéine XPC que nous avons argumentée dans un
article récent (Despras et al., 2007).
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Chapitre V : Conclusions et Perspectives

Mon Projet

J'ai démontré l'efficacité des vecteurs pEBVSIRNAuUp I'extinction stable et a trés long terme de
I'expression de génes dans différentes lignéesilagks d'origine tumorale (HeLa, MRC5-V2, MCF7,
U20S, RKO, HCT116, Caco2, HepaRG, Human neurobiestoell line SH-SY5Y). Certains de mes
résultats ont été reproduits dans d'autres labiwestoet souvent avec des types cellulaires diftétePar
exemple, O. Becherel (laboratoire de M Lavin ; Aalgt) a utilisé avec succes mes vecteurs confe le
genes Rad50 et ATR dans un modele de cellules lghipktoides provenant de patients (Lymphocytes
immortalisés C3ABR), immortalisés par le virus EBVis transfectées avec les vecteurs pEBVsIRNA. Il a

établi des populations stables & 4 semaines.

Actuellement, mon approche est focalisée sur leegéale la réparation de 'ADN comme le montre la
figure ci-dessousqgli est volontairement non exhausjiwt sur laquelle on peut voir certains des clones

cellulaires stables que j'ai établis dans la ligoékulaire HelLa.

Quelques cibles des vecteurs pEBV-siRNA : populations & clones stables

BRCAL, BRCA2, ATM, ATR, Chk2, Kinl7, FancD2, p53, BLM

Wipl, cdc25b MREI11, Rad50, NBS1
Signaling PARPI1, PARP2, PARG
IS : — X Oggl
Nucleotide excision repair (NER) ‘Base Excision Repair (BER) ‘ ) 1)
CSA, CSB r D XRCC(C1
’ XPA | NER (Global Genome Repair) | XPC .
) hHR23A  Liglld
|NER (Transcription coupled 1'epail')| — hHR23B
DNA PKcs Recombination (mainly G0-G1)
FRCC1 XPF XRCC4 ‘Non homologous pNA end Jo?n?ng (NHE.J)
LiglV Microhomology mediated end joining (M-NHE.J)
S Phase |_Translesion synthesis (TLS) | | Mismatch repair MMR) | MSH2

Recombination (late S / G2)

1 1 -‘)

BRCAL, BRC A;' Homologous recombination repair (HR)
FancD2 Single strand annealing (SSA)

Rad54
Rad52
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Nous avons déja mis en évidence des relationsiritéeessantes entre le caractére silencieux daiosrt
génes de réparation de I’ADN (voies NHErsusHR) et la stabilité chromosomiques et télomérigee
mes clones (A. Ayouaz et L. Sabatier ; papiersréparation). Cela confirme les relations étroitesesles
mécanismes de la réparation de ’ADN et ceux dmdéntenance des téloméres. Nous avons aussi mis en

évidence des interrelations entre différentes vdestparation de I’ADN et ce travail doit étrefé&o

En parallele, jai aussi ciblé un grand nombre dmes participant a d’autres voies métaboliques :
métabolisme oxydatif, sénescence, contrle du cgeltulaire, récepteurs membranaires, protéines de

I'apoptose ... Ce travail s’inscrit dans le cadrendenbreuses collaborations.

A cette étape de mon travail, il semblait intérasséétablir unnouveau projetscientifique qui maméne a
quitter le laboratoire dans lequel je suis dep@i85let a rejoindre un nouveau groupe. Dans le cdeliee
projet, mes priorités seront les suivantés): Interférence ARN a long terme dans les cellulemaires
humaines (en particulier les cellules souches) les vecteurs pEBVsSIRNA(2) Application a la
Radiobiologie,(3) Approchein vivo chez le rongeur ef4) Valorisation (relations avec les industriels).
D’autres axes de recherche importants doivent enastés confidentiels. Ainsi, je présente brievdnoe

dessous les 4 premiers axes.

1°" priorité : les cellules primaires humaines

Le modele HelLa, et de fagon plus général, la pluges types cellulaires immortels que nous avoitisés,
offrent de nombreux avantages pour le biologistésntg apportent aussi un biais trés important déua
origine cancéreuse ou immortalisée. C’est pourfrelathir de cela que je propose de créer de nouveau
modeéles cellulaires. Différents axes sont actuedl@mdéveloppés dont lekératinocytes primaires

(souches ou progéniteursgt lescellules souches embryonnaires humaines.

Cette nouvelle approche se fera akécMartin (CEA, Evry, Génopole) pour les kératinocytes pirem
(progéniteurs, souches), & Bennaceur (INSERM, hopital P. Brousse ; Villejuif) pour lezellules
embryonnaires humaines (hES). D’autres modelesnse¥galement en évaluation comme les cellules
humaines musculaires lisses aM€ Vozenin (IRSN, IGR), ainsi que les cellules endothélizdescE
Tillet (CEA Grenoble) eF Raynaud (INSERM, Paris).

L'utilisation de ces nouveaux modéles cellulairssessentielle, d’une part pour corroborer lesltésuque
jai obtenus dans le modéle HelLa (dans le cadrmete études sur la réparation de I’ADN), et d’aptnet
pour étudier des pathologies et les traitementscéés les voies de différenciation (cellules sas}tou la

radiosensibilité des cellules souches ...

Ainsi, mes nouvelles collaborations dans le domde®cellulemormalessont :
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Collaboration au CEA : cellules primaires

Martin M (CEA; Evry) : NHEJ (kératinocytes progéniteurs auches humainsYillet S, Gulino D (INSERM, CEA
Grenoble) : HUVEC.

Collaboration en France : cellules primaires

Bennaceur-Griscelli AL (INSERM, P. Brousse) : Cellules embryonnaires haemi(hES).Magnaldo T (CNRS;
IGR) : PATCHED (kératinocytes primaires humairRaynaud F (INSERM, Paris) : HUVECVozenin MC (IRSN,

IGR) : Cellules musculaires lisses humaines

Dans un premier temps, ces approches consisteoamtlfgssentiel de mon activité. Il faudra adapger

améliorer les vecteurs actuels, notamment pounabdes vecteurs inductibles.

Il faudra aussi améliorer les conditions de pétiémades vecteurs pEBV dans un certain nombre tielee
difficilement transfectables (cellules neuronale}. Un travail va débuter avec l'institut des Newiesce
de Grenoble pour essayer de greffer ces vecteurdiffiérentes molécules afin de s’affranchir des

techniques classiques de lipofection ou d’électration (collaboration avell. de Waard, INSERM).

2°™priorité : Interférence ARN & long terme et Radibbgie

Le modeéle des cellules Hela silencieuses que fa&hlérépond & un grand nombre de besoin et il faud
toujours I'améliorer. Ainsi, il est intéressant geursuivre ce travail en nous focalisant sur urtager

nombre de génes cibles comme :

= |e complexe MRN

Enchevétrement des voies de réparation de I’ ADN : proteines de Fanconi

(Mrel11/Rad50/Nbs1) - -
. - - . . 0] an
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de I'ADN (en ciblant les voies NHBE&Ersusb-NHEJ),

Dans ce cadre Ia, j'ai déja construit des cellgiegpleskD et les premieres celluleuble KD qui vont
nous aider a répondre a certaines questions sdlelele la Ligase Ill dans la recombinaison NHEdusb-
NHEJ (clones Ligase Ill / PARP1 ; Ligase Il / PARR), en paralléle de son rdle dans le BER. De plus,
nous suspectons une implication de la Ligase ltisdane autre voie impliquant des protéines de Fanco
Sur le schéma ci-dessus, on peut observer lesnpags que j'ai déja ciblésgirs) afin de décortiquer cette
voie, avec comme régulateur central la protéinecBa@nqui est monoubiquitinisée aprés une atteinte

génotoxique.

Les autres clones (ainsi que ceux a venir) seralurigés au travers de nombreuses collaborationsrju
débuté depuis plusieurs mois, et dont je rappeilées principales. L’ensemble de ces projets coyesat

vers la réparation de I’ADN.

Collaborations au CEA : cellules immortelles

Sabatier L, Ayouaz A(CEA, Fontenay aux Roses) : instabili#elic J, Bouley J(CEA, Fontenay aux Roses) : Ku70,
BRCAL. Pennaneach V(CEA, Fontenay aux Roses) : Ligas&Shuvaigo S, Raffin AL (CEA, Grenoble) : puces a
dommages de 'ADNMouliss JM (CEA, Grenoble) : métabolisme oxydatiGauthier L, Boussin F V (CEA,
Fontenay aux Roses) : ATM, Rad51, HR / NHEBevillard S, Lebeau J(CEA, Fontenay aux Roses) : récepteurs
membranairesMann C, Thuret JY (CEA Saclay) : génes de la sénesceheteutre F (CEA Saclay) phosphatases et
cycle cellulaireTavitian B (CEA Curie-Orsay) : métastaseoledanoM (CEA Saclay) métabolisme oxydatif.

Collaborations hors CEA en France : cellules imelta$

Salles B, Calsou P, Frit F(CNRS, Toulouse) : NHEJXchreiber V, Dantzer F et Amé JC(CNRS, Strasbourg)
famille PARP.Cordonnier A (CNRS, Strasbourg) : réparation post-réplicatRevy P, de Villartay JP (INSERM,
Paris): NHEJSarasin A, Stary A (CNRS-IGR) : XP.Canitrot Y, Trouche D (CNRS, Toulouse) : signalisation des
dommagesCazaux P, Hoffman JS, Gomez D, Puget RKCNRS, Toulouse) : polymérase trans-lésionneBesjler B,
Larmina F (CNRS, Toulouse) : phosphatases et cycle celulgmvaudon V, Hall J (Curie-Orsay): SSDR, DSBR,
BER, NER.Fuchs R, Coulon S (CNRS, Marseille) : NER, MMRTurhan A (INSERM, Villejuif-P. Brousse) :
réparation de 'ADN et BCR-ABL.

Collaborations hors CEA en France : approche phegaiaue ou de diagnostic

Lacasa M (INSERM, Paris) : modele cellule Cacd2gier-Denis E, Fasseu MINSERM, Bichat)

Collaborations a I'étranger :

Becherel O, Lavin M (Brisbane, Australie) : signalisation des dommafediules hématopoiétiquesdylasson JY
(Canada) : MRN, Rad5XKuhfittig-Kulle S (Allemagne) : NHEJDogliotti E (ltalie) : XPC, Oggl
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3éme

priorité : Approchen vivo

Cette approche se fera en collaboration avec wdabire deB. Tavitian (CEA SHFJ) ; elle sera axée sur le

modele rongeur (rat de préférence) avec une admatianin vivo des vecteurs pEBVSsiRNA.
Cette approche pose un certain nombre de questiemis :

1. Comment se comportent les vecteurs pEBV dans leelmamngeur alors gu’ils ont un tropisme
pour les cellules de primates et que leur répbeatst strictement dépendante des protéines de
I'n6te (association EBNA1 / Orc2 endogéne) ? L&éldture est floue dans ce domaine. Les
premiers articles faisaient apparaitre que cesuexine pouvaient pas se répliquer dans les cellule
de rongeurs; cependant ils pourraient maintenie wétention nucléaire et une activité de
transactivation de la transcription via EBNA1 (Kaysand Calos, 1993; Yates et al., 1985). D’autres
papiers ont ensuite montré que ces vecteurs sguant dans certaines cellules de rongeurs, mais
pas dans les MEF BALB/c3T3 ou les CHO (Mizuguchiaét 2000). Plus récemment, d’autres
auteurs nous informent que ces vecteurs se comnmpartenme des vecteurs réplicatifs dans des
cellules de souris, en particulier des MEF comnsedellules 2TGOR ou NIH3T3 (Einav et al.,
2003; Zhang et al., 2003). Dans ces cellules, éeseuirs EBV sont présents en 1 ou 2 copies, alors
gu’ils sont présents en 5-10 copies dans des fiastds humains transformés par SV40 comme les
cellules 46BR.1G1. En absence de la sélectiorydeteurs sont perdus en 7-14 jours, comme ce qui
est observé dans les cellules humaines. A I'oppleséyecteurs basés sur le polyoma virus ne se

répliquent pas.

2. Sous quelle forme administrer les vecteurs ? Hdatilinéariser et les coupler & des aptameres ou
les injecter sous forme circulaire ? Faut-il ajoudes lipides cationiques pour les administrer par
voies vasculaire ou nasale (He et al., 2006; Zledrad., 2003) ?

3. Quelle voie choisir pour les administrer ? Peutponilégier la voie intra-cranienne parce que les

activités nucléasiques y sont tres faibles ?

Les techniques utilisées, en plus de ceux de Idi®m moléculaire, seront celles de I'imagerie mété
développée depuis de nombreuses années par Biahawette approche s'inscrira dans la perspecteve

créer des modéles animaux mimant certaines patieslog

Collaboration au CEA : cellules de rongeur

Tavitian B (CEA; Orsay)Allemand I, Lepage F(CEA, Fontenay aux Roses) : cellules souches nairine
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4éme

priorité : Valorisation (relations avec les indiedt)

Ma derniére prioritéra étre de répondre awxigences des industrielgiui souhaitent commercialiser les
clones existant et en créer de nouveaux. Le precoigrat a été signé a I'été 2007 avec la sociétiiBio

et les premiers clones sont commercialisés dedeD07.

J'ai donc effectué laise a disposition d’'un grand nombre de lignées Helknock down que j'ai créées
selon une procédure précise comprenant la décdimyéldes cellules, la vérification des phénotypes
(marquages immunocytochimiques, western blot ou RjPda vérification de la qualité des cellules

(mycoplasmes free), la préparation des envois et le suivi en cultles lignées.

A I'automne 2007, j'ai procédé au transfert degpB8miers clones a la société Tébu-Bio :

n° Siglnéess n° accession nom générique Charactérisation

1. ERCC1 NM_ 001983 BD984 clone 7 Santa Cruz (D-10) sc-17809

2. XPF NM_005236 BD1091 clone 3 Neomarkers (MS1381-P0)

3. | DNA-PKcs NM_006904 BD743 clone 1 LabVision Neomarker (MS-423-PABX)
4, KIN17 NM 012311 BD674 clone 2 Santa Cruz (K36): sc-32768 + (K58): sc-32769
5. Liglll NM 013975 BD941 clone 3 BD transduction Laboratories (# 616)8
6. Liglv NM 002312 BD940 clone 4 Serotec (AHP554)

7. NBS1 NM_002485 BD932 clone 11 Novus (NB100-143C4)

8. Rad50 NM_ 005732 BD872 clone 1 Calbiochem (2C6 552140)

9. Oggl NM_016819 BD784 clone 27 Test fonctionnel

10. XPA NM_000380 BD695 clone 6 don (Dr Yue Zou)

11. XPC NM 004628 BD634 clone 21 CEA/LGR

12.| XRCC1 NM_ 006297 BD1065 clone 3 NeoMarkerdMS-434-P)

13.| XRCC4 NM 022550 BD694 clone 9 Abcam (ab145)

14. PARP1 NM_ 001618 BD1011 clone 11 don (Dr F Dantzer)

15. PARP2 NM_005484 BD1002 clone 3 don (Dr F Dantzer)

16.] MRE11 NM_005590 BD930 clone 32 Novus (NB100-142C2)

17. XLF NM B024782 BD1151/ clone 2 Bethyl (A300-730A)

18. MSH?2 NM_ 000251 BD1120clone 4 Santa Cruz (H-300) sc-22771
19.| FancD2 NM_033084 BD1126 clone 2 Abcam (ab2187)

20. ATR NM 001184 BD962 clone 9 Santa Cruz (N-19) sc-1887

21. BLM NM_000057 BD1163 clone 1 don (Dr Amor-Gueret)

22. p53 NM_000546 BD1167 clone 9 Novocastra (DO-7)

23.| Rads4 NM_003579 BD912 clone 5 qPCR.

24.| hHR23A NM 005053 BD805 clone 6 gPCR

25.| hHR23B NM_ 002874 BD804 clone 9 gPCR

26.] BRCA2 (NM_000059) BD1035 clone 5 gPCR

27. BRCA1 NM_007295 BD1030 clone 5 don (Dr Chen Junjie)

28. ATM NM 000051 BD1177 clone 10 Abcam ab32420

Le site Internet de Tébu-Bio annonce la vente des geemiers clones hftp://www.tebu-
bio.com/file/thematic/93/

Maintenant, il faudra continuer ce travail en :

1.créant de nouvelles lignéedHelLa déficientes susceptibles d’étre valoriser d’'un point de vue

scientifique et d’étre ensuite transférées auxstrils.

2.faisant éventuellement détudes de faisabilitésur d’autres types cellulaires.
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De plus, jai inscrit ce travail dans le cadre dudémarche Qualité qui respect une chronologie précise

(déja déterminée) ainsi que les protocoles expériauex déja établis afin de garantir la meilleurespation.

D’autre part, afin de s’affranchir des algorithniesdesign des séquences siRNA que I'on peut traswver
Internet, j'utilise depuis juin 2007 le programm&IR et japporte mon expérience sur la validatidorigy

terme de I'efficacité des séquences shRNA obteauves ce programme.

Collaborations au CEA :

Vandenbrouk Y (CEA, Grenoble) : optimisation du programme de glef)SIR

Nouvelles orientations

Mon projet forme un ensemble cohérent, ereaherche fondamentale et valorisationLa poursuite de ce
travail se fera dans un autre laboratoire et postemcompagner de la création d’'une petite équipe

constituée de 3 & 4 personnes :

Un post-doctorant : Il étudiera la réparation de I'ADN dans les cedhilsouches embryonnaires
humaines. En particulier, il pourra s’intéressda higase Il et a son role dans le BER et le b-NHack

up) en relation avec d’autres protéines comme PARRRP2, XRCC1, pol béta et les protéines FAN.

Une technicienne: un apport technique serait souhaitable tant lmahele est importante. Elle
pourrait étre financée en partie par les retomlaeta valorisation. Elle aura en charge d’asswedieh

avec les industrielcomme décrit précédemment. De plus, elle s’'intérasa nos autres projets.

Et moi-méme responsable du projet et expérimentateur. Au sn6% de mon temps devra étre

passé a la recherche et a 'expérimentation.

Un thésard, éventuellement co-dirigé avec une autre équipepaticulier dans le domaine des cellules

embryonnaires humaines.
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