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The Central Dogma: "Once information has got into a protein it
can't get out again". Information here means the sequence of
- the amino acid residues, or other sequences related to it.

That 18, we may be able to have

; DNA o X ' RNA ~. -~ Protein

but never

DNA RNA # Protein

NN
| B
!

the arrows show the transfer of information.

Cahier de labo de Francis Crick, 1956




Stabilité et Dynamique des Génomes

1. Rappel des variations des génomes
2. Fidélité de la réplication
3. Réparation des lésions

— Types de lésions — Réparation imparfaite
— Réparation fidele  Recombinaison

* Réversion  NHEJ

* BER * TLS

* NAR — Réponse SOS

e SOS bactérien, DDR humain



1. Variations du génome



Rappel: le Génome Humain

22 paires de chromosomes + 2 chromosomes sexuels
~3 milliard de paires de bases

Séquence établie en 2001

(colt ~“milliards de dollars, 6 ans de travail de nombreuses équipes
dans le monde)

Aujourd’hui, il faut quelques heures pour séquencer un génome
humain (quelques centaines de dollars)



Sources de variations

* Vu dans ce cours

I[[@+ - Réplication de I'ADN*

- Méiose (recombinaison) *
- Réparation par recombinaison homologue (RH)

% - Réparation des lésions par jonction
TIML IImT d'extrémités non homologues (NHEJ) *

\m/ - Mitose

:IIIIII“?IIIIII - Rétrotransposition, ADN viral




Types de variations

La plus fréquente dans le génome humain:
SNP (single nucleotide polymorphism)

(c) Rita Pereira


https://www.researchgate.net/figure/A-single-nucleotide-polymorphism-SNP_fig1_359016330

Des variations plus ou moins
“catastrophiques”

changement de ploidie TG G
Translocation —-

DD DG
—

G ATATAT

Mutation ponctuelle (SNP) ¢ ATATAT B Délétion
Variation séquence satellite & ATATATAT B mm mm Insertion (transposition)
m = Inversion
m Rearrangement (Ig, TCR)
e = Copy number variation (CNV)

Il lE Segmental duplication



Les effets des variations



Effet des SNP

Le plus souvent: rien |
Promoteur
: GCTGACATATAATCGCTAGCT
Parfois: Déréoulatt
érégulation
G % d’un gene
Codons
{ | I | | I \
Ou GCTCGCGATTATCGATGCGATC
encore: A C
! J Protéine

Codon change  _5 dysfonctionnelle
stop aminoacide ou NMD* 11



Effets des CNV
(copy number variation)

La formation de multiples copies d’un gene joue un role important
dans |'évolution

Par exemple le gene de la B-globine a donné naissance a plusieurs
copies qui ont divergé et produisent différentes formes de globine
(5 génes fonctionnels : epsilon globin, gamma globin, A-gamma
globin, delta globin, beta globin et un pseudogene non
fonctionnel).

Mais des effets déléteres existent
— Amplification d’un oncogene
— Perte d’une partie d'un gene suppresseur de tumeur




Effet d’'une translocation

un oncogene sur chromosome 9 fusionne avec un gene du chromosome 22 : la protéine de
fusion BCR-ABL possede une activité tyrosine kinase qui active le cycle cellulaire de maniere
constitutive et provoque une leucémie myéloide chronique (LMC).

Normal Translocation 3
chromosome 9 (9:22) Protéine de fusion
Normal Philadelphia _
chromosome 22 chromosome BC R A B L

ber

abl
22q11.2

(bcr)

Glivec
9?5351 (|nh|b|teur de
tyrosine kinase)



Variations du génome et maladies

 Maladies causées par des altérations héréditaires

n
nmaladies rares

— Fibrose cystique - simplement "m
— Dystrophie musculaire de Duchenne (certaines formes)
— Beta-thalassémie

— Xeroderma pigmentosum

— Anémie de Fanconi

— Certains cancers

— ... beaucoup d’autres



Variations du génome et maladies

 Maladies causées par des altérations
somatiques

— La plupart des cancers




2. Fidélité de la réplication

(en absence de lésion)

* Proofreading (correction)

* Mismatch repair (réparation des
meésappariements)



Réplication: rappel cours 1-2

DNA primase

DNA-ligase RNA primer
DNA-Polymerase (Pola)

DTS

Dkaza ki fragment

O L

DMA Polymerase (PolG)
Helicase

Single strand,
Binding proteins

/ll“l\ ||\ nql \1|
QW |
o

LEEII:“I'I
stranc

Topoisomerase

Source: Wikipedia
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Meécanismes assurant la fidélité de la réplication

Mécanisme Erreurs par base
repliquée
Thermodynamique des liaisons 10-3-10-
hydrogene
Discrimination au niveau du site actif 10~-10°
de la polymérase
Activité exo 3’ vers 5’ de la 108
polymérase (« proofreading »)
Systeme de correction des 10-10
meésappariements
A

Taux de mutation observé si

on abolit ce contréle
18



ADN polymeérase

Proofreading
(contrdle qualité) =1 "

Brin matrice polymérisation

Elongation du brin 1
_néosynthétiseé

Implication des ADN

5% 5 oo
polymérases dans le 3t « .
controle qualité de la
réplication
Activité

exonucléase

dégradation du brin
(Pol 6, Pol €, Pol y et néosynthétisé

toutes Pol bactériennes)

pooer

Reprise de la synthese et
Réincorporation du nucléotide

Réplisome eucaryote




Effet d’'une mutation dans pol-o

Polymérase 6 avec une mutation 100 — i
ponctuelle D400A supprimant le +/D400A
contrble qualité.
Sur 49 enfants homozygotes examinés,
apparition précoce de lymphomes, Tg
carcinomes squameux de la peau et 2 50
autres cancers §
= D400A/D400A
0
0 2 4 6 8 10 12

age (months)

Figure 12.6 The Biology of Cancer (© Garland Science 2007)



Le MMR (MisMatch Repair)
Systeme de correction des mésapariements:
une réeponse au glissement des ADN polymérases




Rappel: dérapage réplicatif

(a) Increase in repeat length (b) Decrease in repeat length
1 2 3 4 . . 1 2 3 4 . .
- - - e 31 NA1SSANT Initiation e e e e 11 1] N Q1SS NT
i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 i 2 83 4 5 6 7 8 9 10
_1_'}' Dissociation -1_'}'
— ——— — | — t— — —— —— — B e e e e e =
i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 i 2 3 4 5 6 7 8 9 10
3 l
1 204 A iati Rehybridization 1 2 3 4 - iati
; > il Reassociation yand el Reassociation

1234567891omisa"9nment12045678910

3 l

3
O Ajout d’'une unité Perte d’une unité
1 2\\J4 5

6 7 @ 9 1o yp Thenewstand 4 5 459 4 5 5 7 8 9
D e s is a different — e e S e T e e

e e e e === |ongth {0 the = —E———— —————————————
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 lemplate 12045678910

3

trends in Genetics

Ellegren, 2000
1,2,3,4.. Séquences de 1 a 6 nt répétées. Toutes identiques. Par ex: 1,2,3,4=AGG.

= microsatellite. Il y en a 600.000 chez ’'homme 22



Résultats des glissements/dérapages:

TC
5’mmmpum TCTCTCT C 3’ p TN
3 e G A GAGAGmgem 5 O€QUeENce repetee = TC

Apres réplication:

TCTCTCTCTC =

Un chromosome avec 5 copies AGAGAGAGAG =

TCTCTCTC =———
AGAGAGAG ===

Un chromosome avec 4 copies



Réparation par MMR

La coupure simple brin est
présente naturellement sur le
brin retardé, ou bien est créée
par une autre enzyme du MMR
(MutH)

D’ou instabilité des séquences
microsatellites et augmentation
de la fréquence de mutations
observées dans les cellules
tumorales déficientes pour MMR

Equivalents vertébrés des
protéines MutS et MutL:
MSH2 a 6, MLH1, PMS1 a 8

(mais comment MutL ne coupe-t-elle pas le mauvais brin?)

MMR bactérien

e
Erreur sur brin \ Liaison de protéines de

neOSVnthetise reconnaissance

; ! Recherche de la prochaine

MUtS MutL coupure simple brin

‘ Excision du brin

1 Resynthese d’ADN

Figure 12.8a The Biology of Cancer (© Garland Science 2007)



Fidélité

proofreading

MMR

Réparation
des lésions

Fidele

%

lésions

Imparfaite

25



3. Réparation des lésions

Les types de lésions

Réparations fideles des lésions

— Reversion vraie

— Base excision repair

— Nucleotide excision repair
Réparations imparfaites des |lésions
— Recombinaison homologue

— Synthese trans-lésionnelle

— NHEJ

Réponse SOS
— Bactéries
— DDR/P53

26



Vue d’ensemble des lésions
et voies de réparation associées

lesian's
agents
erreurs de ‘g \
solicati carcinogenes
réplication agents
uv alkylants
S/ T<>T G G
A A A C C
MMR Photolyases  NER Méthyl-
UVR transférase
Mésapariemment, Dimére de Adduits Méthylation
boucle pyrimidine  encombrants deG

désamination

oxydation  agentsde  Radiations
pontage ionisantes
u_G G
I_l
Recomb  NHE)
homol.
8-ox0-G, Pontage,

mésapariemment Cassure double brin



Types de lésions

« Mal codantes » (exemple: bases modifiées).
- Cause: agents chimiques qui modifient les bases
- Ne bloquent pas la réplication
- Créent erreurs d’appariement
- sont de puissants mutagenes / cancérigénes
- Réponses:
- Réparation des lésions

Bloquant la réplication (exemple: dimeres de pyrimidines).
- Cause: UV, agents chimiques / de pontage
- Blocage irréversible de la réplication > mort cellulaire.
- Réponses:
- Réparation des lésions

- Forcer la réplication avec des polymérases pouvant répliquer

I’ADN endommaggé,

Agents chimiques a éviter dans I'alimentation & I'environnement!



Pourquoi s’intéresser a la réparation des lésions?

Chez ’lhomme

® Des mutations dans des genes
de réparation sont responsables

de maladies génétigues telles que

Xeroderma pigmentosum, Ataxia
telangectasia, Syndrome de
Cockayne (sensibilité au soleil,
prédisposition au cancer).

e Une réparation infidele des
|ésions de 'ADN engendre des
mutations ou des remaniements
chromosomiques qui, en
s’accumulant, peuvent engendrer
la transformation en cellules
tumorales.

e Des |ésions non réparées
peuvent aboutir a la mort
cellulaire

AV \ <
. . < >
Produits chimiques Q

x / radiations

g Lésions de '’ADN

Synthése \
translésionnelle

Mutagenese
Cancer

Réparation fidele

Lésions résiduelles

)
# Mort cellulaire, apoptose N’




Meécanismes préréplicatifs assurant
la réparation fidele des lésions

e Réversion vraie des lésions
e Réparation par excision de base (BER)

e Réparation par excision de nucléotides (NER)



a) Réversion vraie d’une lésion.
Photoréactivation (Kelner, 1949)

31



a) Réversion vraie d’une lésion. Exemple chez E. coli:
Réversion d’un dimere de thymine par photoréactivation

frirrrrrrrrrrrrrrtrt ADN natif
Ll | I |
CTTAG ()
@ LTI T TT] Dimére de pyrimidine produit
par irradiation UV
c T°T ¢
Dimerede T

L'enzyme de photoréactivation
se complexe a '’ADN

Le 1°" systeme de

réparation découvert

Procaryotes
Plus rare chez eucaryotes
Y IEEEEEEEEEEEEEEEEEE

Relargage de l'enzyme qui
restaure I'ADN natif




'écran solaire a la photolyase!

Ilamelle

lamelle

Note: les produits cosmétiques ne sont pas soumis aux mémes obligations d’efficacité
gue les médicaments!

33



Réversion d’une base méthylée grace a une méthyltransférase (Ada)
(réponse adaptative)

Conséquences en

iothérapie
NO Me 0 chim
% N
HO NH N

v -
: \C’V” e el T
. NH, Cysteine dela \g

S-méthylcysteine de
méthyltransférase

g la méthyltransférase
0 7 '
CH3 O—-P-—
N~( 0-P-0 o N~(
(o]

nH T N NH +
C.’ ¢ By _ 9 <1
6 Y 6 Y
06-MeG

éo

La réparation de bases méthylées dans 'ADN aboutit a la méthylation des 2 cystéines présentes dans
la protéine Ada.

La protéine Ada méthylée sur ses 2 cystéines acquiére une nouvelle fonction : elle active la
transcription de son propre gene et de plusieurs genes de réparation

La cellule est alors mieux armée pour réparer les lésions de 'ADN et peut par exemple devenir plus

résistante aux agents qui endommagent ’'ADN utilisés en chimiothérapie.



, Chimie , : .
Prix N0b§(\)i§ b) Réparation par excision de bases (BER)

'ndah\ Base modifiée
par agents
extérieurs
(méthylée,
C>U, etc.)

5' 30 ‘.‘ « dénominateur
5' AP endonucléase W \ Comm“”d”- Un
; : systeme de
3 3 :
L [APlyase  piation

WT\?\?\ ¥ . unique suffit
5 3 i pour de

P % .
dRpase V3 < multiples
(Enleve ribose) ym 5 lésions.
H\ilu\ Attention: on ne
P, P 3 sait pas réparer
ADN polymérase \ juste une base. Il

+ ADN ligase 3‘% 5 faut couper le
nucléotide et le
remplacer

Procaryotes et eucaryotes



Dimere de T =lésion
encombrante

Trimeére
reconnaft
dommage

ﬂﬁ
Y&'s

M“‘dl'f

UvrB recrute

UvrC
« ATP X
l ATP[yS] 3

Dimére: s Nick
activité UvrC

i 9
endcz ““ :
nucléase “ '

2 l ATP[yS] 3
Nick
Nick UvrC

R
0‘/ YL

&
@% )

\)
Qe

c) Réparation des lésions
encombrantes par excision de

nucléotides et resynthése du
segment excisé (NER)

Par le complexe UvrABC

Pol | protein
<— dNTP
DNA ligase



Couplé aux histones

Couplé a la transcription

GG-NER ou TC-NER L
O a—

ppe1 PDB2 HR238“ CSA
\Nadf csnz

lllllll\

ARNm

VL
&

Quverture

B TTT
p Ll derapn

PCNA -> /'
i pol £/8
L__RFC _—.LI.LI.LIJJJJ_IJJ.

RPA

———

o FEN1
PCNA

Réplisome
normal:

Excision
et resynthese

Ligation

/econnaissance

o
w
=
=
©
@
=
=
£
E
Q
o
2
(=]
]

Wll ||| I.: ilngase II

NER chez les
mammiferes

XPC/HR23B et DDB1/DDB2:
reconnaissance ADN endommagé

CSA/CSB: reconnaissance RNA-pol
bloguée

RPA*/XPA: complexe de
reconnaissance de dommage

XPD, XPB: deux sous-unités
hélicase de TFIIH

XPF/ERCC1, XPG: endonucléases,
coupent avant et apres lésion

FEN1**: nucléase nécessaire
avant ligation du brin resynthétisé

*Dans réplisome, RPA facilite lecture par « lissage »
de I’ADN simble brin

**Dans réplisome FEN1 élimine les amorces dans
les fragments d’Okazaki



\Jolr 0

Xeroderma Pigmentosum e

Maladie autosomale récessive (1/10°)
Hypermutabilité des cellules apres radiation UV

Probabilité de développer un cancer de la peau 4000
fois plus élevée que population normale

XP classique:
— 7 groupes de complementation (XPA, XPB, XPG, XPF...)
— Ce sont les genes de réparation par NER

XP variant:
— 8¢Me groupe de complémentation
— Défaut dans la réplication de ’ADN endommagé



Xeroderma pigmentosum

XP (n=186)

normal
(n=29,757)

cumulative percentage
o
o

20

103 fois pl 0

0° fois plus de 0O 20 40 60 80 100
tumeurs que la age (years)

population

., 50% des XP font un cancer de la peau avant 8 ans
géneérale

Figure 12.25 The Biology of Cancer (© Garland Science 2007)



Pause

Wooclap Stabilité Génomes
Questions 1-6



Fidélité Réparation
des lésions
proofreading
MMR Fidele
Réversion BER NER
photolyase UVRabc

methyltransférase

XP..

lésions

Imparfaite

41



Mécanismes co-réplicatifs assurant
une réparation imparfaite des
|ésions

e Recombinaison homologue
* Non-homologous end-joining
* Synthese translésionnelle



a) La recombinaison homologue

Un moyen de combler les bréches dans ’ADN lorsque la fourche
de réplication a rencontré une Iésion encombrante

Source possible de duplications, d’inversions ou de translocations
si recombinaison entre des séquences répétées

\Joif déebut du COurs



Que se passe-t-il si une fourche de réplication
rencontre une lésion encombrante ?

5'

5’ BEFORE REPLICATION AFTER REPLICAT ON
~ . >

T 3’ bréche
3’

i 5

3’

Simple brin : BER / &R

Blocage de la réplication et redémarrage en aval de la lIésion: formation d’une
discontinuité simple brin dans la double hélice d’ADN

—— Impossibilité de réparer les lésions apres réplication par des
mécanismes d’excision de bases ou de nucléotides (car simple brin!)

—— Reconnaissance de la bréche simple-brin et mise en route d’'une
réponse aux lésions de I’ADN (réponse SOS chez les bactéries)

—— Nécessité de combler la breche simple-brin




Réparation de la bréche simple-brin par
recombinaison homologue

3' ] .

= 11 % > @ recA =recombinase
: —= (bactérienne)

) 3.

3I

Formation d’un polymere RecA
hélicoidal autour du ssDNA

— R ——

i Initiation de I’échange de brins

zZ 1

> ;
=J 4

recA
!

Recombinaison homologue
Recherche de I'information sur FADN homologue
intact dans la fourche de réplication

Procarytes et eucaryotes



Bypass de la lésion et comblement de |a bréche

Chromosome homologue A

a /T\(Filament hélicoidal de RecA
1
L/ Chromosome homologue B

a-""'""""_
b ( ig ;l. Appariement

/’\/_
| Echange de Brins Source d’erreurs

c / A (CNV etc.)

ADN polymérase

d Q Isomérisation (Holliday junction)

Attention: a ce stade
la réparation n’est pas
Reésolution des crossing-over ,
e (nudleases) encore effectuée.
I/ -> NER par la suite.




b) Comblement de la bréche simple-brin par
synthese translésionnelle (TLS)

1999: Découverte d’'une DNA polymérase
(UmuD’,C) capable d’incorporer des nucléotides
(n‘importe lesquels) en face de la Iésion et de
poursuivre la réplication. La polymérase TL

remplace momentanément la pol. « normale »

a

UmuD’,C



b) Comblement de la bréche simple-brin par
synthese translésionnelle (TLS)

3' _ RecA 5'
= Ll ﬁ— UmuC: polymérase
5 =3. UmuD,: cofacteurs

3'

Clivage de LexA* et

d’UmuD (régulateurs) RecA active UmuD,C
S ‘
E—
UmuD’,C:
l Forme active
Positionnement de UmuD’,C
au niveau de la lésion r

':Wlﬁv:

Synthese translésionnelle

*LexA: voir systeme SOS



UmuC et ses homologues

levure
bactérie
Nématode (ver)

in thy dark for 3 days (SC plates) or 6 days (—Trp plates),
aftef which time colonies were counted. The percent survival
reported represents an arithmetic mean from at least two
independent cultures for each UV dose. Trp™ revertants per
107 survivors were calculated by dividing 1 X 10" by the num-
ber of cells surviving and multiplying by the mean number
of Trp” revertants at each UV dose. The Trp” revertants per
107 survivors reported represent an arithmetic mean from at
least two independent cultures for each UV dose.

RESULTS

Identification, cloning and disruption of RAD30: The
Saccharomyces Genome Database (SGD; CHERRY e/ al.

19005) wac sereened nceno nroaorame haced an the

sults in modest UV sensitivity
personal communication) ai
nated this new gene RAD30.
To subclone the entire RA
oligonucleotide primers wer
stream of the ATG initiation
stream of the stop codon an
2.5-kb chromosomal fragme
METHODS). This fragment wa
create pJM80 (Table 2). A ra
subsequently created in plasn
formed into W303-1B (FiGt
THOMAS and ROTHSTEIN 198¢

Extrait d’un article de 1997 montrant une homologie entre un DinB (un homologue de

UmuC) et des protéines de levure et de nématode (C. elegans). (McDonald et al. 1997)
49



1999-2001: la découverte de I'activité polymérase
d’UmuC implique la méme activité de tous les
homologues dans les 3 domaines du vivant

Mtu DinP
Vco DinP Mtu

Eco DinB
- DinB Pmu DinP

Pae DinP
Nme DinP

Lla DinP
Mm Dinb1

DinX
Sco SC10A9.22¢
Sso Dbh

Hal YqjH
Bha BH1472

Bsu YqjH

Bha BH2741

Bsu YqjW

Hs DINB1
Ban pOX2 69
At DinBh Bsu SPBC2 UvrX
Ce DinB Spn Orf13
Sp DinBh Lia UmuC
Ce REVih Efa pAD1 UvrA

Psy RulB

Sth R27 MucB
Eco R391 RumB
Eco UmuC

Sty UmuC

Sty SamB

At REV1

Sc REV1

Sp REV1

- Mm REV1h

Hs REV1 Sty TP110 ImpB
Dm REVIh Eco pKM101 MucB
Sma MucB
Hs Rad308 Hs Rad30A
Dm Rad30B At RagD3oh \ MM Rad30A
_ Sc Rad30 Dm Rad30A
Lm UmuC XPV!

Sp Rad30h ESO1



Quelques polymeérases TL

DinB E.coli rebaptisée Pol IV: capable de poursuivre |a
synthese d’ADN a partir d'une amorce mal appariée en 3’ avec

I’ADN matrice.

Rad30 S. cerevisiae: capable de répliquer un ADN porteur d’'un
dimere de thymine, incorpore AA en face de TT.

Revl S. cerevisiae: deoxycytidyl-transférase capable de
transférer du dCMP a I'extrémité 3’ d’'une amorce

XPV humaine (Rad30A, Pol n): capable de répliquer un ADN
porteur de dimeres de thymine. Incorpore AA en face de TT.

— Une mutation dans XPV chez ’'homme est responsable du syndrome
Xeroderma pigmentosum. En absence de |la polymérase XPV, d’autres
polymeérases translésionnelles sont capables de répliquer ’ADN
portant des dimeres de thymine mais elles n’incorporent pas
préférentiellement des A en face du dimere, ceci entrainant une forte
augmentation de la mutagenese.




La structure 3D des polymérases TL ressemble a
celle des polymérases réplicatives

5'

Réplicative

Poln = XPV

Polymérases réplicatives fideles : la
structure du site actif permet une
bonne discrimination entre un ADN
intact et un ADN qui porte une
|ésion encombrante. La réplication
est bloquée par les lésions
encombrantes

Polymérases translésionnelles : Pol
eta (XPV) est capable
d’accommoder un dimere de
thymine dans son site actif et
d’incorporer deux A en face du
dimere.



Modele de TLS dans les cellules eucaryotes

PCNA modifié
par des
facteurs:
affinité pour

pol n

Retour au
PCNA normal

Notez que la réparation
n'est pas faite

TLS fidele (suivre par NER)




PROBLEME TLS: La synthese d’'un ADN en face
d’une lésion se fait le plus souvent au prix d’'une
perte de fidélité de la réplication

Les polymérases translésionnelles sont moins
fideles que les polymeérases réplicatives

(méme pol n n'est pas 100% fidele)

D’ou: mutagenese



Recrutement des polymérases au niveau des lésions: réesumé

> Chez E. coli, r6le de RecA dans le recrutement de Pol V et réle du —clamp (=PCNA) dans le
recrutement de Pol IV.

> Chez les eucaryotes, role de PCNA (ou d’un analogue de PCNA)

A chaque fois la polymérase TL se substitue a la polymérase normale

E. coli S. cerevisiae H. sapiens
pol Il pol & pol &
Y pol31 p31
—\J/"core C 5pol3 — \Y/™125
clamp PCNA pol32 PCNA
ou autres
Pol V Pol § pols
Pol IV UmuD2C e Poln_ polm
DBy @ Rev3gy Revl @ Rad30 ® XPV/hRad30A

t\:/l_l RecA

Pol il

— TT
GA\\—h\

Rev7 \(
|

Pol &

CA|\L_A

Pol &

- TT (A
— £ AA\L_A

Notez que la réparation n'est pas faite. (suivre par NER)



Cellules XP-variants

Pas de défaut dans le NER pour lésions UV

Pourtant méme sensibilité au soleil, méme prédisposition aux cancers de
la peau que les mutants XPA, XPB, XPG, XPF .....

Mutations XPV (pol eta): en absence de Pol eta, c’est Pol iota (hRad30B) et

Pol kappa, qui assurent la synthese d’ADN en face du dimere et
introduisent des erreurs d’'ou augmentation massive de la mutagenese.

=> syndrome XP-VARIANT

\JOif TD5




c) NHEJ: Non Homologous End Joining et autres
réparations des cassures double-brin

Une lésion particulierement dangereuse car
elle peut provoquer des réarrangements

Causée par radiations ionisantes



Plusieurs voies de réparation des cassures double-brin de ’ADN

(réparations imparfaites)

: RECOMBINAISON

HOMOLOGUE

Voie majoritaire
chez les bactéries et
La levure S. cerevisiae

RECOLLEMENT DES
EXTREMITES (NHEJ)

l Facteurs de
reconnaissance
+ nuclease

:‘lﬁ:

o

Voie majoritaire chez
’homme en phase G1

}

APPARIEMENT
SIMPLE-BRIN  (SSA)

répétition
— e e—
— e —
i RAD50, RAD52,
RADS59...

—a——— D

—N
l DNApol

1

| |

(Hors programme)

NHEJ: certains procaryotes
et Eucaryotes




l[ésions

Fidélité Réparation
des lésions
proofreading
MMR Fidele Imparfaite
Réversion BER NER Homologue NHEJ
photolyase UVRabc RecA/UmuC
methyltransférase XP.. XPV

TLS
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Comment sont déclenchées les
réparations apres lésion de 'ADN?

Réponse SOS chez les bactéries
et DDR chez les eucaryotes



SOS: Réponse mise en route chez les bactéries suite
a 'endommagement de ’ADN

Induction d’'une trentaine de genes chez E. coli

Réponse DDR (DNA Damage Response) dans les
cellules humaines

-Blocage du cycle cellulaire
-Induction de nombreux genes



Le systeme SOS
En absence de lésion: répression des genes SOS par LexA

répresseur
gene
lexA
] |
RNA
LexA

L umuC,

Pas d’expression détectable



En présence de lésion: Réponse SOS chez E. coli

Apres lésion de 'ADN :

- Blocage de la réplication, formation de discontinuités simple-brin
- Polymérisation de RecA sur I’ADN simple-brin

- Destruction par clivage du répresseur LexA

- Induction des genes SOS

LexA /
2% 5
O Q ®

P 9a®,®
ks' ®e

— umubDC . TLS

Filament RecA
0 ©

(LexA s’autoclive mais a besoin de UmuD UmuC
RecA pour le faire) (120 aa) (422 aa)

Excision

recA | Recombinaison

-




Roles de RecA dans la synthése translésionnelle

LexA

O
@
3%\, %%
Q L
e /)4 g
Clivage de LexA

1) Role régulateur

2) Role direct

- dans Recombinaison homologue

- dans positionnement UmuD’2C sur lésion

Clivage d’'UmuD



DNA Damage Response: I'équivalent de la
réponse SOS dans les cellules eucaryotes

Pas de systeme contrdlé par un répresseur homologue a LexA.
Mais réponse aux traitements qui endommagent ’ADN

— Induction de nombreux genes.

— Les genes induits dépendent chez I’homme de la nature des
dommages: facteurs de transcription, genes de la réparation, genes
d’inflammation, facteurs de croissance, genes de rétrovirus...

La nature des signaux et la cascade d’évenements qui aboutit
a I'induction sont encore mal connus.

Les mécanismes de contrdle et les protéines au cceur de la
régulation differents selon les especes:

— S. cerevisiae: RAD9

— Homme: P53



DNA Damage Response (eucaryotes)

lésions stress réplicatif Signaux

Capteurs

Transducteurs

- Effecteurs

Transitions

cycle
cellulaire

apoptose transcription
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P53: le « gardien
du génome »

Role central dans la réponse
aux lésions chez I’homme

Suppresseur de tumeur
Stabilisé par les lésions

P53 est un facteur de
transcription mais agit aussi
sur d’autres effecteurs (p. ex
RPA)

Effets:

* blocage du cycle en G1 ou G2
* Blocage réplication

* Apoptose

\Joir TD P53

lésions

Transducteurs ayant comme cible P53

DNA-PK

C-Abl

MAP-K

ATM PKC
tio ion

Ac
\/

/ Ac -Vateu\\xitm‘nscription

Oy, <&
/N —
DNA repair Replication Inhibiteur de CDK
@ M / .

Co)
@s G1

apoptose




Rappel: cycle cellulaire




P53 et P21 dans l'arrét du cycle cellulaire
en réponse aux lésions

G2

active K ’ Arret en
- transcription - - Glou

Stabilisé par Inhibiteur ch
. de CDK Empéche
|ésion liaison CDK-
cycline
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BRCA1: un autre gene essentiel
de DDR

lésions %

w2 — @

» cycle
Capteurs \ tivation
ranscription
‘ activation
‘ D verses

ublqumnatlon Cble > Réparation

par RH,
interaction / NHEJ, MMR
D verses
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Annexes



Genes de réparation humains

130 genes de réparation
— Facteurs de reconnaissance et/ou de réparation
— Facteurs de fonction inconnues homologues a des facteurs de réparation d’autres
espece
* Redondance
— 4 glycosylase enlevant I'uracile dans '’ADN
— 7 homologues de Rad51 (homologues a RecA coli)
— 5 homologues MutS, 7 MutL (MMR)
— 15 DNA polymeérase, 4 DNA ligases

* Pauvreté de certains systemes

— Un seul systeme de réparation UV (pas de photoréactivation) (d’ou la déficience
complete des mutants XP)

— 1 seule enzyme de réparation des sites abasiques (alors que 40000 sites abasiques sont
créés par jour et par cellule)



Conséquences d’un défaut dans la réparation par NHEJ chez ’'homme et la souris

reconnaissance

(SCID: immunodéficience)

Knock-out mouse phenotyvpe

GEHE// Human clinical phenotype
’\

DNA-
PK s
Ku70

p

Ku80

ligases

Radiosensitive leukemia or LIG4
syndrome characterized by growth
retardation, microcephaly and
immunodeficiency or radiosensitive SCID

Artemis Radiosensitive SCID

XLF /Cer- Growth retardation, microcephaly, and

nunnos munodeficiency due to profound T and

\ lymphocytopenia

Radiosensiive SCID T-cell tumors

Fadiosensitive SCID Growth retardation
T-cell tumors
Radiosensiive SCID Growth retardation

Embryonic lethal, apoptosis of
post-mitolic neurons
Embryonic lethal, apoptosis of
post-mitotlic neurons

Radiosensiuve SCID

ES cells: radiosensitive, impaired V(D)J
recombination

ligase \ Préparation extrémités

Oncogene (2007) 26, 7731-7740



Maladies génétiques liées a des défauts de réparation

Maladie

Xeroderma pigmentosum

Trichothiodystrophie

Syndrome de Cockayne

Syndrome de Bloom

Ataxia telangectasia

Syndrome de Li Fraumeni

Anémie de Fanconi

Syndrome de Werner

HNPCC

Symptomes

Photosensibilité,
cancer de la peau

Retard physique et mental

Arrét de croissance (nanisme),
déficience mentale,
photosensibilité

Prédisposition au cancer
Remaniements chromosomiques
Instabilité génétique

Problémes neurologiques,
dilatation des vaisseaux,

prédisposition au cancer

Prédisposition au cancer

anémie, prédisposition aux leucémies,

hypersensibilité aux agents pontants
Instabilité chromosomique

veillissement précoce
instabilité génomique

Prédisposition au cancer du colon

instabillité des microsatellites

Défaut moléculaire

Réparation par excision
Synthése translésionnelle

Reéparation par excision
Transcription

Réparation préférentielle

de I'ADN transcrit

Défaut d'une hélicase
Reéparation par recombinaison

Pas d'arrét du cycle en G1/S

Pas d'arrét du cycle en G1/S

Reégulation de génes de
réparation

Défaut d'une hélicase

Déficience du systeme
deréparration des
mésappariements

Geénes impliqués

XPA,B,C,D,E,F,G
XPV (Pol h)

XPD, XPB (dans TFIIH)
TTDA

CSA, CSB
XPB,D,G

BLM
(homologue de RecQ)

ATM, ATR

P53

FANCA,C,D2,E,F,GA

WRN

MSH2, MLH1
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