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1. Définition et contexte géenéral

La survie a court terme d’une cellule dépend de la prévention des modifications de son ADN

N

Fidélité de la réplication Réparation de ’ADN

Systeme de prévention ou de réparation des modifications de 'ADN
(Iésions, variations génétiques)

1 variation accidentelle sur 1000 entraine une variation
permanente, les autres sont réparées

=>» Taux de variations des génomes extrémement bas
(environ 1 nucléotide modifié pour 10° nucléotides a chaque cycle de réplication (E. coli, nématode, Homme...)



De quel risque parle-t-on ?

Variations et lesions de 'ADN

"\

Lors de laréplication En dehors de la réplication
Par substitution
Par deletion
Par insertion
Lésions spontanées de 'ADN Lésions de 'ADN induites

par des agents physiques
ou chimiques (=agents
mutagenes)



2. Les variations de 'ADN

2.1. Erreurs survenant pendant |a réplication
2.1.1 Variations par substitutions

2.1.2 Variations par délétion et insertion

2.2. Erreurs survenant en dehors de la réplication

2.2.1. Les |ésions spontanées

2.2.1.1 Dépurination
2.2.1.2 Désamination
2.2.1.3 Bases altérées par oxydation

2.2.2. Lésions induites par des agents mutagenes

2.2.2.1 Incorporation d’analogues de bases

2.2.2.2 Modification de bases

2.2.2.3 Insertion/délétion de bases par des agents intercalants
2.2.2.4 Lésions de bases



De quel risque parle-t-on ?

Variations et lesions de 'ADN

" \

Lors de lareplication

Par substitution
Par deletion
Par insertion



2.1. Erreurs survenant pendant la réplication
2.1.1. Variations par substitutions

BRIN
CORRECTEMENT Brin parental
REPLIQUE
Molécule d’ADN - - E "
mere ) 6 © © o ¢
Brin fils
2 c 3’ REPLICATION :
[N} (111 [N
i G
= 5 EHEL Brin fils avec une erreur
PENDANT LA
REPLICATION III?'

(1} T =
G

Brin parental

Liaison C/G changée en liaison A/G
C substitue par A




Nomenclature des variations par substitutions
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Substitution par transition

Base pyrimidique substituée par une base
pyrimidique

T remplacé par C
C remplacé par T

Base purique substituée par une base
purique

Aremplaceé par G
G remplacé par A

Substitution par transversion

Base purique substituée par une base
pyrimidique

GremplacéparCouT
AremplacéparCou T

Base pyrimidique substituée par une base
purique

T remplacé par Aou G
C remplacé parAou G




2.1. Erreurs survenant pendant la réplication
2.1.1. Variations par substitutions

BRIN
CORRECTEMENT Brin parental
REPLIQUE
Molécule d’ADN - . E -
mere ) 0 0 6 o d
Brin fils
& c 3" REPLICATION :
(11}
3 : 5 LI Brin fils avec une erreur
PENDANT LA
REPLICATION III?'

(1] (W]
(11} G

Brin parental

Liaison C/G changeée en liaison A/G
C substitué par A

Substitution par transversion



2.1. Erreurs survenant pendant la réplication
2.1.2. Variations par délétions ou insertions

o 5 CTTAGT 3’ Brin d’ADN parental

Délétions 3’ GAA-CA 5’ Brin d’ADN fils néo-synthétisé
. 5 CTT AGT 3’ Brin d’ADN parental

Insertions 3’ G A ACTCA 5’ Brin d’ADN fils néo-synthétisé



De quel risque parle-t-on ?

Variations et lesions de 'ADN

— \

En dehors de laréplication

N\

Lésions spontanées de 'ADN



2.2. Erreurs survenant en dehors de la réplication
2.2.1. Lésions spontanées

2.2.1.1. La dépurination o O |
N N”(H L_ p
| H( | f‘J\ A O_ OH
H 7 . 7 . rd
| NT~\F 3 Désoxyribose dépuriné
- | 0
, ) , O guanine H
Réaction spontanée A N DNA strand
H_< | A
NTSNE N

DNA strand 0 ||_|

Elimination de la guanine ou de l'adénine de ’'ADN

NB: Sites AP= sites abasiques = sites apuriniques/apuriques ou apyrimidiques
NB2: cellules de mammiferes: 5 a 10 000 dépurinations chaque jour



Conséquence des dépurinations

(B)

Séquence mutée

Brin pere
(| (1] 11
Perte du A par
dépurination T
J’ "‘ Brin fils

Une paire A-T a
été délétée

-
DNA
REPLICATION Brin fils
I I I
(| (1] A (|
[
-
Brin pere

Séquence correcte



2.2. Erreurs survenant en dehors de la réplication
2.2.1. Lésions spontanées

2.2.1.2. La désamination

tosine )
o uracil

HRN,-*H H,0 O
H
e k e
i H N’L“D \. i H N’L“D
b NH, |
O O
DMNA strand DMNA strand
Base naturelle de ’ADN Base modifiée apres
désamination
Cytosine Uracile
Adénine Hypoxanthine
Guanine Xanthine

Thymine Pas de désamination



Conséquence des désaminations

Séquence mutée

old strand
La désamination W u on
A
changeun Cen U
& T N N N
l, f new strand
5 m 3 Un G a été
1 SRR < changéen A
, G .
3 > DNA
REPLICATION Cew strand
) © © ©
[ W | I(I:I [ W |
G [N |
old strand

Séquence normale

La désamination
changeunAenH

3

5

Séquence mutée
old strand

H

C
b0 — 0 0 |

f new strand

UnTaété
4< changéenC

DNA
REPLICATION new strand
-T--
[N} . - [N}
old strand

Séquence normale



2.2. Erreurs survenant en dehors de la réplication
2.2.1. Lésions spontanées

2.2.1.3. Bases altérées par oxydation

- Radicaux superoxydes O2e
- Radicaux hydroxyles OH e
- Peroxyde d’hydrogéne H,0O,

Oxydation de la guanine en oxoguanine : remplacement d’un G/C en T/A apreés 2 réplications

\Goxo]
Goxo réplication A
l -
= Goxg réplication A | T

w | c ) A
B
Ke



De quel risque parle-t-on ?

Variations et lesions de 'ADN

— \

En dehors de laréplication

N\

Lésions de 'ADN induites par des
agents physiques ou chimiques
(=agents mutagenes)



2.2. Erreurs survenant en dehors de la réplication
2.2.2. Lésions induites par des agents mutagenes

2.2.2.1. Incorporation d’analogues de bases

5 Bromo-uracile (5 BU) = analogue de la thymine
2 Aminopurine (2AP) = analogue de I'adénine

2.2.2.2. Modification de bases

Agents alkylants:
Ethylmethane sulfate
Nitrosoguanidine
Dimethylsulfate



Ex : action du diméthylsulfate
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2.2. Erreurs survenant en dehors de la réplication
2.2.2. Lésions induites par des agents mutagenes

2.2.2.3. Insertion/délétion de bases par des agents intercalants

H.__CH,CH.CI
N

|
/CHQ
—~Chp
He .xGHp
N

Bases

azotées

OCH,4
Molécule

intercalée

Proflavine Acridine orange ICR-191



2.2. Erreurs survenant en dehors de la réplication
2.2.2. Lésions induites par des agents mutagenes

2.2.2.4. Lésions de bases

| thymine
.\ . P
Lumiére ultra-violette (UV) o N r'j O
N Sc=0 e
~ - N c 0
!C—C UV radiation D‘\“"MC C
P ; Ha SET G > en,
O DM\*C rlj ,f’ C—0
N,-"’ H‘\“C 5 -\"“"C ':i
S~c—" H H;
‘ ~
H ) CH, Dimeres de thymine
DNA strand thymine DNA strand

Radiations ionisantes : cassures simple brin ou double brin d’ADN

Pontage de brins
‘ Blocage de la réplication




3. Correction des erreurs d'appariement survenant

lors de la réplication

3.1. Correction immédiate : fonction d’édition des ADN
polymeérases

3.2. Systeme de réparation guidé par les groupes CH3



3. Correction des erreurs d’appariement survenant
lors de la réplication

3.1. Correction immeédiate : fonction d’édition des ADN
polymérases

La haute fidélité de |a réplication nécessite plusieurs mécanismes de vérification par /ADN
polymérase

BPremiere étape de vérification (avant addition covalente du nucléotide)
@ Transconformation de 'enzyme pour vérifier la géométrie de la pb

® Apres addition covalente du nucléotide: Activité exonucléasique
o Exonucléase 3’ 5%’
o = fonction de correction ou d’« édition »
o M fidélité de |a rénlication

| Bre
marce
¥ ¥
Nl A -
—_— - € ADN
rouveliemen:
sythetse
-
EDmoN

N'anrés Alberts . Séme édition 2011




3.2. Systeme de réparation guide par les groupes CH3

Systeme MMR : réparation des mésappariements
DNA MisMatch Repair & correction des erreurs réplicatives (phase S)

Mésappariement mismatch Brin néo-synthétisé
I
5' G / 3°
3 I T 5'
\ e .
Brin matrice

1/ Reconnaissance
@ hMSH2 and hMSH6

bind mismatch
5 3'
rava )
/\ 3’ 5'

Clamp ouvert ATP ADP Clamp fermé

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/ijc.22023



https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/ijc.22023

2/ Identification et

DNA
clivage du brin-fils polymerase
MSH2:MSH6
MLH1:PMS2 5’ @%

(endonuclease) ( ( ) )
SV

3/ Excision 4 Exonuclease |
(Hélicase ?) 5 4 excised nucleotides ~g0 nts
Exonucléase | ( j f _/ j A

3' L 1 ) I [} 1 1 5'
4/ Resynthése
DNA Polymerase 9 5' A
DNA Ligase |

3' T S




Déficience du systeme MMR

Germline mutation in Epigenetic silencing of MLH1,
MLH1, MSH2, MSH6 or PMS2 somatic mutations or
loss-of-heterozygosity

* Inactivation des génes MMR )@\r e o L

* germinale = Syndrome de Lynch
(héréditaire, autosomique dominant) PEISITRR At et

» somatique = cancers colorectaux ¢

sporadiques ORI,V

Microsatellite instability (MSI)

* mutations inactivatrices, délétion,
hyperméthylation s

i3 s

Lynch syndrome dMMR CRC Sporadic dMMR CRC
(generally BRAF-wildtype) (associated with BRAF-mutations)



Déficience du systeme MMR : exemple du syndrome
de Lync]

Lifetime Cancer Risk Comparison

<80

B People with
Lynch Syndrome

B General Population

<24

13-
1 1§
5. 28 122 <I:

Colorectal Endometrial Ovarian Stomach
Cancer Cancer Cancer Cancer




4. Correction des autres altéerations de I’ADN

4.1. Réparation directe/retour a I’état antérieur

4.2. Réparation par excision/réparation

4.2.1. Réparation par excision-reparation de base (BER)
4.2.2. Excision-réparation de plusieurs nucléeotides (NER)

4.3. Réparation des |ésions non réparees par les systemes

precédents

4.3.1. Contexte

4.3.2. Détection et signalisation des cassures doubles brins

4.3.3. Réparation par Jonction d’Extrémités Non Homologues (NHEJ)
4.3.4. Réparation par Recombinaison Homologue (RH)



4. Correction des autres altérations de I’ADN

ADN endommagé mm) arrét du cycle cellulaire mm) réparation avant nouvelle réplication

4.1. Réparation directe/retour a I'état antérieur

« Réservée » a des altérations spécifiques

@ Photolyase

Thymine

Squelette d'ADN

Photolyase
+
lumiere Photodimeére

| ‘ Lumiere UV
' y 3




@ Alkyltransférases @ Réparation directe des O®methylguanines

YF
HO M
6 2 2
O"-méthylguanine O°~méthylguanine
- Méthyltransférase
I
| Y o
B : s =
e TR g <
. \>cu i
HyN—=C :\___N AL~y Méthylcystéine
+ 1 \
. S |
(“'— !

\—\_/_C/

Guanine



4.2. Réparation par excision/réparation

Pour Iésions présentes sur 1 seul brin

Mécanisme général
e Reconnaissance de la lésion

* Excision de la partie altérée
Sur une base
Sur plusieurs nucléotides

e Réparation par réplication (ADN polymérase + ligase)




4.2. Réparation par excision/réparation
4.2.1. Réparation par excision-réparation de base (BER)

Correction des modifications de bases et des cassures simple-brin

NH, ®)
| |

C C
Y N 4

| AL, I

c2 , 6CH c2 , 6CH
07 i 4

N N

H H

Désamination oxydative
de cytosine en uracile
= U:A

depurination

N,
M O Q removes A
K = 1
5 8
NE -{ \}N seemeeemee HNE \r;“
it 1

N—H -=-- ] T
0%-MeG:T /
H
Méthylation de la guanine Dépurination
= meG:T



4.2. Réparation par excision/réparation
4.2.1. Réparation par excision-réparation de base (BER)

http://europepmc.org/article/PMC/4428371

)
4

(A) Glycosylase : reconnaissance et # selon type de dommage
excision de la base endommagée Ex : Uracile ADN Glycosylase

(B) Création d’un site abasique (AP)

|

(C) Endonucléase AP clive le désoxyribose et le phosphate
de ce site abasique

|

(D) Protection de la cassure simple brin
et recrutement d’'un complexe protéique incluant ’ADN polymérase


http://europepmc.org/article/PMC/4428371

4.2. Réparation par excision/réparation
4.2.2. Excision-réparation de plusieurs nucléotides (NER)

Correction de liaisons plus volumineuses (ex : réparation de pontages et adduits)

. SN A
2 thymines SAN A
adjacentes "

Rayons UV

Hélice
d’ADN




4.2. Réparation par excision/réparation
4.2.2. Excision-réparation de plusieurs nucléotides (NER)

Lesion

;: %

Pas de XPE En cours de -
transcription ¢e-@_hmmsa transcription ¢£_... QUSP?
CENT2 U

VSSA
Damage 3{3‘? Transcription RNA Pol Il
. ) recognition DDBA ( ) g
Reconnaissance de la lesion s : |
3 ? 1

(Complexe contenant XPC)
Blocage de la ¢

transcription

5
5 3
3 :
Transl’oca.t\lon ¢ CSA
vers l'arriere
5
-9 ¥
P,
Recrutement du complexe @.ﬂﬁ; TFIIH
de réparation XP

XPA et XPB : activité hélicase

10.3390/ijms21030870



http://dx.doi.org/10.3390/ijms21030870

4.2. Réparation par excision/réparation
4.2.2. Excision-réparation de plusieurs nucléotides (NER)

Réparation fidele

XPA et XPB : activité hélicase

Séparation
des brins

Double incision

(5’ et 3’)

Resynthese

Ligation

10.3390/ijms21030870



http://dx.doi.org/10.3390/ijms21030870

Déficit de |la voie NER

Autosomique récessive, liée a
I"inactivation des génes XP

& Non réparation des dommages liés aux
uv

Troubles cutanés et occulaires, risque
accru de cancer, perte d’audition, troubles
neurologiques...

Xeroderma Pigmentosum
“maladie des enfants de la lune”



4.3. Réparation des |ésions non reparees par les systemes

precedents
4.3.1. Contexte

Lésion majeure de ’ADN ou |ésion double brin

l

Systeme par excision de nt débordé

l

Pas de réparation avant réplication

l

« Lacune » ou « breche » post-réplicative

Réparation par Jonction d’Extrémités Non
Homologues (NHEJ) ou Recombinaison
Homologue (RH)



4.3.2. Détection et signalisation des cassures doubles brins

Senseurs
; Voies de réparation
Inactive des CDBs
5 NHEJ ou RH
Transduceurs
Effecteurs
Apoptose

Arrét du cycle cellulaire
G1 S G2/M




4.3.3. Réparation par Jonction d’Extremités Non Homologues (NHEJ)

CDBs
Reconnaissance des extrémités
k Ku70/80 par Ku70/80

NING Y TEINON
Recrutement de DNA-PKcs

k DNA-PKcs (sous-unite catalytique de la DNA-PK)

Formation de I’holoenzyme DNA-PK

W [ _7 M Autophosphorylation

Libération des extrémités



4.3.3. Réparation par Jonction d’Extremités Non Homologues (NHEJ)

“ 9
k; MRN, CtIP, Recrutement de polymerases,

" Artemis, etc. ,
nucléases...

5 &
W = a5 M Maturation des extrémités
x |

;’ I)_(igzés(e:f Recrutement du complexe
£\ Ligase 4/XRCC4/XLF
® gase 4/ /
- & Ligation des extrémités
NN Q/ INON\ 8

v

Cassure réparée MAIS
INY/A\Y/A\Y/\\V/a,\V/2\V} infidéle/perte de nucléotides




4.3.4. Réparation par Recombinaison Homologue (RH)

R, NI, Reparation fidéle

BRCA1 ) /-A' Sl

Exo1,Dna2 (
BLM o \

Résection ménagée des extrémités
par complexe MRN
& extrémités 3’ sortantes (ssDNA)

LTS Protection par le complexe RPA
W ,»,,W;'M (replication protein A)

BRCA2 @Radm heptamer

Radd2 @ ® Rad51 paralogs
Recrutement de RAD51 par BRCA2

AR P QM o formation de nucléofilaments



Nucléofilaments RAD51 & Recherche d’"HOMOLOGIE
Resolvases o Rad54
(GEN1,MUS81/EMEA1, 0 o DNA polymerase
SLX1-SLX4)
2 N

Synthesis-Dependent Strand Annealing (SDSA) Double-Strand Break Repair (DSBR)

\ Chromatide
soeur

M— ————— : 7Q Crossover

Non-crossover



Voie non homologue (c-NHE)J)

DNA ligase IV
XRCC4

Phases GO/G1

Rapprochement d’extrémités lésées
Perte de matériel génétique
Infidele

Protéines-clés : DNA-PK

Recombinaison homologue

» Mre11—Rad50—NBS1

Phases S/G2
Chromatide soeur non lésée

Fidele/conservatrice
Protéines-clés : RAD51, BRCA2



Inactivation des genes de la recombinaison homologue

OTHER (some may be HR deficient via upregulation HR DEFICIENT

of miRNAs or other mechanisms)

BRCA1 germline mutations 8%

BRCA1 somatic mutations 3%

Other 21%

BRCA2 germline mutations
6%

Inactivation

BRCAZ2 somatic mutations de BRCA1 / 2

3%

. ] /
NER mutations 4-8% BRCA1 promoter

methylation 10%

MMR mutations 3%

-
CDK12 mutations 3% . .
Inactivation
RAD51C promoter d ) o
T 0,
Cyclin E1 amplification 15% Rkl S autres
. 0, Y
FA gene mutations 2% ge nes d e

Core RAD gene mutations 1.5%

la voie RH

HR PROFICIENT

HR DNA-damage gene mutations 2%
PTEN EMSY

.~ homozygous
/ loss);%/o amplification 6%\\ 3

POSSIBLY HR DEFICIENT

Altérations tumorales dans les cancers de l'ovaire



Conclusion

Cassures simple-brin Cassures double-brin

Modifications de base /

Pontages
Adduits

Substitutions
Insertions/Délétions

Réparation Réparation
par par Jonction
Excision d’Extrémités
de Base Non Homologues
(BER) (NHEJ)

Réparation
par

Recombinaison

Homologue
(RH)

Réparation
par
Excision de
Nucléotide
(NER)

Réparation
des
Mésappariements
(MMR)




* Des mécanismes différents en fonction du type de lésion
* Par excision : BER, NER et MMR
* Pour les CDB : NHEJ peu fidele vs recombinaison homologue

* Réparation fonctionnelle de ’'ADN essentielle

e Xeroderma pigmentosum, syndrome de Lynch, syndrome sein-
ovaire...



