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Contexte et objectifs

En France, de plus en plus de personnes contractent un cancer et cette maladie est la
premiere cause de déces avant I’age de 65 ans. En 2010, le nombre de nouveaux cas de
cancers diagnostiqués a atteint 357 500 personnes (203 000 chez les hommes et 154 500 chez
les femmes). Ce nombre représente une augmentation d’environ 65% en vingt ans. Dans la
méme période, le nombre de déceés dus au cancer n’a augmenté que de 20%, passant d’environ
125 000 a environ 150 000 par an. Ce progrés témoigne d’une amélioration du dépistage, des
traitements et de la prise en charge des patients. Il reste que les cancers sont responsables de
27% des déces et constituent depuis I’année 1989 la premiere cause de mortalité masculine et
la deuxiéme pour les femmes. Il est donc capital d’encourager des recherches fondamentales
pour mieux comprendre les mécanismes de la cancérogenese et la réponse des tumeurs aux
traitements en vue de cibler spécifiquement les cellules tumorales tout en épargnant le mieux
possible les tissus sains, et améliorer ainsi les thérapies anticancéreuses.

Le traitement des cancers est base sur trois grands moyens thérapeutiques : la chirurgie,
la chimiothérapie et la radiothérapie. Cette derniere utilise les radiations ionisantes (RI) pour
tuer les cellules tumorales tout en préservant le mieux possible les tissus sains et les organes
avoisinants. Plus de la moitié des patients atteints d’un cancer sont traités par radiothérapie a
une étape de leur parcours de soin. La radiothérapie est donc un outil thérapeutique essentiel
dans le traitement des cancers. La radiothérapie a fait des progrés considérables au cours des
deux derniéres décennies. Ces progrés sont venus, pour I’essentiel, de I’imagerie, des
accélérateurs linéaires et de I’informatique. L’association de la chimiothérapie a la
radiothérapie a également joué un role majeur, les associations chimio- radio-thérapeutiques
constituent aujourd’hui le traitement de référence dans un grand nombre de localisations. Ces
combinaisons ont été tres étudiées a partir de la fin des années 1980. Quelques unes, ayant fait
preuve de leur efficacité et d’une tolérance acceptable, sont aujourd’hui entrées dans la
pratique quotidienne (55), tandis que les traitements combinés avec des agents thérapeutiques
ciblés font I’objet de nombreux essais cliniques (152).

L’efficacité de la radiothérapie dépend de la radiosensibilité des tumeurs ainsi que du
volume irradié et de I'environnement tumoral. Une meilleure connaissance des mécanismes
qui contrélent la réponse cellulaire et tissulaire aux rayonnements ionisants est d'un intérét
majeur pour I’amélioration du contrdle tumoral et de la réduction des complications. La
recherche et la caractérisation de nouvelles cibles thérapeutiques participe au premier chef a
cet objectif. L’équipe de I'unité 612 Inserm a développé un axe de recherche visant a la
compréhension de ces mécanismes en s’intéressant en particulier a I’implication de la

réparation de I’ADN, plus spécifiquement la réparation des dommages de bases (BER) et des
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Contexte et objectifs

cassures simples brin de I’ADN (SSBR), dans le contrdle de la radiosensibilité des cellules
tumorales.

On sait que l'invalidation du gene codant la poly(ADP-ribose) polymérase-1 (PARP-1),
une protéine impliquée dans la détection et la réparation des cassures simples-brin de I’ADN,
présentent une hyper-radiosensibilité aussi bien dans les cellules murines (110,374,375) que
dans les cellules humaines (179). Cependant on ignorait I’impact de la déplétion d’une autre
protéine de cette famille, PARP-2, impliquée également dans la détection et la réparation des
lesions de I’ADN, sur la radiosensibilité des cellules humaines. De plus, I’équipe venait de
démontrer que I’hyper-radiosensibilité des cellules déficientes pour PARP-1 ne pouvait
s’expliquer par le seul réle de PARP-1 dans la réparation des cassures simple-brin de I’ADN
(179). PARP-1, grace a son activité de poly(ADP-ribosyl)ation des histones, permet la
relaxation de la chromatine et facilite ainsi I’accés des protéines de la réparation aux sites de
dommages. Les mécanismes par lesquels les polyméres d’ ADP-ribose (synthétisés par PARP-
1 et 2 et dégrades par la protéine poly(ADP-ribose) glycohydrolase (PARG)) modulent la
chromatine pendant la réparation ne sont pas encore clairs, ni qu’elle est la contribution de
PARP-2 dans ces processus.

D’autre part, le travail d’ Ashworth et ses collaborateurs (508) a montré que I’inhibition
par siRNA de la protéine kinase dépendante des cyclines 5 (Cdk5) sensibilise les cellules aux
inhibiteurs de PARP. De plus les cellules dépourvues de Cdk5 induisent une formation
spontanée de cassures double-brin qui sont réparées avec les mémes cinétiques que les
cellules contrdles (508). Ces données nous ont conduit a poser les questions suivantes : cette
sensibilitée aux inhibiteurs de PARPs provient-elle d’un défaut dans d’autres mécanismes de
réparation que ceux des cassures double-brin ? Les mécanismes de BER et des SSBR sont-ils
impliqués ?

Le sujet de thése qui m’a été proposé partait de ces observations. Ainsi, j’avais pour
objectifs :

i) la caractérisation du role de Cdk5 dans la signalisation et la réparation des dommages
de I’ADN radio-induits ainsi que dans la radiosensibilité et I’identification des mécanismes
moléculaires sous-jacents;

ii) I’étude du role précis de PARP-2 dans les voies de réparation BER et SSBR, et de
I’effet de sa déplétion sur la radiosensibilité des cellules humaines HelLa ;

et iii) I’étude de I'impact de la déficience de PARP-1, PARP-2, PARG ou Cdk5 sur les
mécanismes de recrutement de certains facteurs chromatiniens. Notre choix s’est initialement

porté sur le facteur CAF1 (Chromatin Assembly Factor 1), facteur impliqué dans la formation
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Contexte et objectifs

des nucléosomes au cours de la réplication et qui joue également un réle dans la réparation
des lésions induites par les UV-C (185,412). Sa relation avec PARP1 et PARP-2 reste
inconnue. Au cours de ma thése, un nouveau facteur chromatinien, ALC1 (Amplified in Liver
Cancer 1) a éte identifié comme etant ADP-ribosylé en réponse aux dommages de I’ADN (3).
L’activité d’ALC1 est fortement activée par la PARP-1 (183), cependant son éventuelle
relation avec PARP-2 n’est pas connue.
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Introduction général — Les dommages de I'ADN et leurs origines

l. Les dommages de I’ADN et leurs origines

La constitution physicochimique de I’ADN ne garantit pas sa stabilité tout au long de la
vie cellulaire. Ce matériel génétique nucléique subit des milliers d’altérations par cellules et
par jour. Toute altération constitue un dommage a I’ADN et peut prendre des formes multiples
dont les plus connues sont : les pertes de bases, les dommages de bases, les cassures simple-
brin (CSBs), les cassures double-brin (CDBs), les pontages ADN/ADN et les pontages
ADN/protéine.

Les origines des dommages a I’ADN sont multiples, provenant de sources endogeénes
comme les espéces oxygénees reactives produites par le métabolisme cellulaire, et par des
expositions exogenes telles que des agents environnementaux, chimiques ou physiques

comme les ultraviolets (UV) et les rayonnements ionisants.
1. Dommages spontanés provenant de sources endogenes

La majorité des altérations touchant a I’ADN génomique sont des lésions spontanées qui
sont principalement la consequence de I’activité métabolique normale des cellules en présence
d’oxygene. En effet, le métabolisme oxydatif dans les mitochondries, et la peroxydation des
lipides générent des radicaux libres (especes réactives de I’oxygéne (ROS): radicaux
hydroxyles, péroxyde d’hydrogene, anion superoxyde), dont environ 2% échappe aux
systemes enzymatiques anti-radicalaires et antioxydants, et sont a I’origine par réactions
chimiques de la plupart des dommages spontanés de I’ADN. Ces radicaux libres induisent la
désamination spontanée des bases transformant I’adénine en hypo-xanthine, la guanine en
xanthine, la cytosine en uracile et la 5Me-cytosine en thymine et entrainent une altération de

I’information codante.

Globalement, les modifications de bases représentent environ 10 000 dommages de
bases par cellule et par jour (dont environ 200 désaminations de la cytosine), plus de 1000
oxydations de bases (le niveau de 8-oxoguanine seul forme de facon spontanée dans le
génome des lymphocytes humaines est d’environ 1500), et des méthylations accidentelles de
bases, aboutissant par exemple a environ 3000 méthylations de la guanine (la N7-
méthylguanine) ou 4000 méthylations de I’adénine (la N3-méthyladénine) (56,529). De plus,
le métabolisme oxydatif induit chaque jour au niveau de I’ADN cellulaire un tres grand
nombre de CSBs¥ 55 000), quelques CDBs (= 8) et quelques liaisons ADN/ADN et

ADN/Protéine (56,529). Les radicaux oxygénés peuvent également provoquer I’hydrolyse de
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Introduction général — Les dommages de I'ADN et leurs origines

nucléotides et des pertes de bases par dépurinatiol@00 par cellule par jour) et
dépyrimidination (= 600 par cellule par jour) générant des sites abasiques (302).

Parmi les dommages spontanés de I’ADN se trouvent également les erreurs de réplication
a I’origine de mésappariements entre les deux brins d’ADN. Les RNA polymérases peuvent
aussi étre a I’origine d’erreurs de transcription mais ces erreurs a long terme ont certainement
moins d’effets mutagénes que les erreurs de réplication. Enfin, il peut se produire une
oxidation du pool des nucléotides. Par exemple, les dGTP peuvent étre convertis en 8-
OHAGTP qui aprés incorporation dans I’ADN entrainent des mésappariements (468).

2. Dommages induits par des sources exogenes

Les dommages induits au niveau de I’ADN peuvent provenir de plusieurs sources
exogenes :

- par des agents chimiques, environnementaux comme par exemple I’arsenic
contenu dans les eaux de boisson, industriels comme certains colorants et
peintures ou medicaux comme un grand nombre d’agents anticancéreux.

- par les rayonnements ultraviolets naturels ou commerciaux

- par les radiations ionisantes, soit d’origine naturelle telle que I’exposition au

radon ou médicales telle que la radiothérapie.
2.1. Dommages induits par des agents chimiques

Plusieurs agents chimiques induisent différents types de dommages de I’ADN :

- Les Agent alkylants, comme le MMS (Méthyle Méthane-Sulfonate), le MNNG (N-
méthyle-N'-nitro-N-nitrosoguanidine) et le MNU (N-meéthyle-N'-nitroso-urée), ainsi que ceux
utilises en cancérologie comme le témozolomide (TMZ), induisent par alkylation différents
dommages de bases telle que par exemple la O°-méthylguanine, lésion de I’ADN hautement
mutagéne (133).

- Les Intercalants, comme le psoralene, et les agents de pontages, tels que les moutardes a
I’azote et le cis-platine, induisent des mono-adduits et des pontages entre brins de I’ADN. En
plus des pontages inter-brins, le cis-platine induit également des liaisons intra-brins et des
liaisons ADN/protéines (pour des revues récentes voir (112)).

- Les amines aromatiques, les hydrocarbures polycycliques aromatiques et les aflatoxines

forment des adduits volumineux dans I’ADN. Certains de ces agents ont besoin d’étre au
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préalable métabolises (par les cytochromes P450 par exemple), pour produire des espéces
réactives capables d’interagir avec les bases de I’ADN (voir revue (225)).

- Certains agents chimiques induisent des CDBs tels que les poisons de topoisomérases |
et Il et certaines antibiotiques comme la bléomycine et la néocarzinostatine (NCS). La
néocarzinostatine (NCS), utilisée comme inducteur de CDBs au cours de ma theése, est le
prototype des "protéines antibiotiques" sécrétées par des bactéries du genre Streptomyces
(150). La NCS est un complexe formé d’un chromophore (NCSchrom) qui constitue le principe
actif et présente une forte affinité pour le petit sillon de I’ADN, lié réversiblement a une petite
protéine, I’apoprotéine (apo-NCS, m=10,7 kDa) assurant son transport et protégeant le
chromophore de I’hydrolyse. La structure chimique particuliere du NCScpom coOntient un
cycle éne-dodécadiyne qui se réorganise apres réduction pour former une structure tricyclique
"biradicalaire” labile et hautement réactive. Cette réaction, lorsqu'elle se produit au sein du
complexe ADN-NCScnrom, aboutit a la formation d'une cassure simple-brin sur I'un des brins
de I'ADN, avec libération d'un résidu thymidine-5'-aldéhyde, et d'un site AP oxydé sur le brin
complémentaire (149,151). Ce site AP est substrat pour les AP-endonucléases, de sorte que
dans les cellules exposées a l'action de la NCS, l'action des AP-endonucléases aboutit en
quelques fractions de seconde a une cassure double-brin non cohésive. L'utilisation de
mutants defectifs dans diverses voies de réparation a confirmé que I'effet Iétal de la NCS in

vivo procede exclusivement de cassures double-brin de 'ADN.
2.2. Dommages induits par des rayonnements ultraviolets

Les rayons ultraviolets induisent également des dommages au niveau de I’ADN. Le
spectre UV est composé d’UVC (100 a 280 nm), d’UVB (280 a 320 nm) et d’UVA (320 a 400
nm). Les UVC et les UVB de longueurs d’onde inférieurs a 295 nm sont filtrés par la couche
d’ozone avant qu’ils n’atteignent la surface de la terre. Seuls les UVB de longueurs d’onde
supérieurs a 295 nm et les UVA atteignent la terre (220).

Apres exposition aux rayons UV solaires, plusieurs photoproduits sont formés dans
I’ADN cellulaire dont le nombre dépend principalement de la longueur d’onde des rayons
recus (220). Contrairement aux UVB, les UVA sont faiblement absorbés par I’ADN et les
dommages détectés ont lieu indirectement par I’intermédiaire de photosensibilisateurs tels que
les mélanines endogenes et les protéines a porphyrine, a heme ou contenant des groupements
flavines. Les photosensibilisateurs peuvent également étre exogénes comme des agents

antibactériens tels que I’acide naladixique et les fluoroquinolones ou comme
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I’immunosuppresseur azathioprine (pour revue voir (429)). En photochimiothérapie, le 8-
methoxypsoraléne (methoxsalen) par exemple est utilisé en association avec les UVA (PUVA)
pour provoquer des dommages dans I’ADN qui sont utilisés dans le traitement du psoriasis
(172). Ces photosensibilisateurs exogenes absorbent les UVA et libérent des ROS qui sont a
I’origine des dommages de I’ADN induits par les UVA. En plus de la libération des ROS, des
especes réactives de I’azote (RNS) tels que I’acide nitrique et le péroxynitrite se forment apreés
exposition aux UVA et peuvent modifier la structure de I’ADN (337).

Parmi les dommages de I’ADN induits par les UV, on peut citer egalement les
dimeéres de pyrimidine cyclobutane et les photoproduits pyrimidine-6-4-pyrimidone (425). La
plupart des dimeres de pyrimidine implique des thymines contigués (TT) mais, selon la
longueur d’onde, la dose et les séquences adjacentes, des diméres TC, CT ou CC peuvent
également se former. Pendant de nombreuses années, on a considéré que ces lésions étaient
formées exclusivement apres exposition aux UVB mais des études récentes ont montré que ce
n’était pas le cas et que des dimeres de pyrimidine cyclobutane (CPD) ont été detectées apres
exposition aux UVA sur plusieurs modeles cellulaires (tel que les cellules CHO) et plus

récemment sur un modéle de peau humaine (pour revue, voir (429)).

Les dimeéres de pyrimidines ont comme conséquence la distorsion de la double hélice
d’ADN dont I’appariement des bases est conservé. Les pyrimidines-pyrimidones impliquent
préférentiellement des TC, CC et TT et sont formés avec un taux correspondant a environ
30% de celui des dimeéres de pyrimidines. Les pyrimidines-pyrimidones induisent une
distorsion plus prononcée de I’ADN avec une perte de I’appariement des bases au site du

dommage.

Les rayonnements UV induisent aussi des modifications de bases et des hydratations de
pyrimidines. Les hydratations de bases pyrimidiques sont mutagénes. C’est le cas de I’hydrate
de cytosine, par exemple, qui est lu par I’ADN polymérase comme un uracile ou une thymine.
Les UV peuvent également provoquer des Iésions oxydatives formant des CSBs, des CDBs et
des liaisons ADN/protéine (425).

2.3.  Dommages induits par des rayonnements ionisants

L’effet délétere des rayonnements ionisants est dd a I’interaction directe des énergies
des radiations avec I’ADN, et/ou I’interaction de ces énergies avec les molécules d’eau qui

vont apres radiolyse, réagir via les ROS avec la molécule d’ADN. Les ROS produits par la
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radiolyse de I’eau apres irradiation ajoutent un stress oxydatif supplémentaire dans les
cellules. En effet, une dose de 1 Gy d’irradiation par rayons X ou y provoque environ 40
CDBs par cellule diploide, soit cing fois plus que le nombre de CDBs formées spontanément
par jour dans chaque cellule. Il faut toutefois noter que les CDB radio-induites sont produites
au hasard dans I'ensemble de la chromatine, alors que les CDB produites spontanément se
trouvent en général au niveau des fourches de réplication, ou elles sont susceptibles d'étre
intégralement réparées par recombinaison homologue. En définitive, le nombre trés élevé et la
grande variété de lésions provoquees par les RI font d’elles un agent physique cytotoxique
largement utilisé en cancérologie et ont été de ce fait bien étudiées.

Le chapitre suivant montre en détail les différents rayonnements utilisés dans cette
étude, leurs effets chimiques sur I’ADN (les différents types de lésions induites par RI au
niveau de I’ADN) et par conséquences leur effets sur la chromatine, et leurs effets biologique

sur les cellules.
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I1. Les rayonnements ionisants
1. Les différents rayonnements utilisés

On appelle rayonnement ou radiation les processus d’émission ou de transmission
d’énergie sous la forme d’ondes électromagnétiques ou de particules.
Un rayonnement peut étre ionisant ou non ionisant. Il est dit ionisant lorsqu’il est susceptible
d’arracher des électrons a la matiére. Pour cela, il est nécessaire que I’énergie individuelle des
particules ou des photons mise en jeu soit supérieure a I’énergie de liaison minimale des
électrons du milieu consideré.
On peut donc classer les rayonnements en :

» Rayonnements non ionisants :

e rayonnements electromagnétiques dont la longueur d’onde est supérieure a 100
nm. C’est le cas des ondes radio, des UV, de la lumiere visible, des
infrarouges et des micro-ondes.

» Rayonnements ionisants (RI):

e Rayonnements électromagneétiques dont la longueur d’onde est inférieure & 100
nm. C’est le cas des photons X et y

e Particules non chargées (neutrons).

e Leptons : électrons (B") et positrons (B*).

e lons chargés (particules a, protons, ions carbone, etc...).

Les particules chargées sont dites «directement ionisantes » car elles arrachent des
électrons a la matiere dans laquelle elles se propagent ; ces particules chargées sont entourées
d’un champ électrique qui permet, lors des chocs, une ionisation directe.

L’interaction des rayonnements avec la matiere est caractérisée par leur libre parcours
moyen et leur transfert d’énergie linéique (TEL). Le TEL est la densité d’énergie absorbée par
le milieu rapportée a I’unité de longueur de la trajectoire de la particule ionisante dans ce
méme milieu. Pratiqguement, le TEL est exprimé en keV/um et I’énergie déposeée par le
rayonnement dans la matiére est exprimée en Gray (Gy) dont 1 Gy = 1 Joule/kg.

Au cours de ma thése, j’ai pu utiliser comme sources de dommages a I’ADN un
rayonnement «non ionisant » (faisceau laser a 405 nm) et un rayonnement ionisant

(rayonnement ).
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1.1. Rayonnement « non ionisant » : le laser a 405 nm

Ces dernieres années, la recherche autour de la réparation des Iésions de I’ADN a été
largement ranimée par le suivi en temps réel de protéines ou facteurs de la réparation marqués a
la GFP, grace au développement de différentes methodes couplées a la vidéo-microscopie
permettant des dommages trés localises dans les cellules vivantes. Ainsi, les cinétiques de
certains facteurs de réparation par Excision de Nucléotide (NER) ont pu étre déterminées par
microscopie apres irradiation des cellules par des rayons UV-C a travers un filtre polycarbonate
(211,357,556). En paralléle, des méthodes alternatives ont été développees grace a I’utilisation
de rayons laser focalisés qui induisent des dommages de I’ADN tres localises dans des régions
du noyau choisies par I’utilisateur. Cette approche permet une grande flexibilité aussi bien dans
le choix de la région a irradier que par la taille et la forme du spot responsable des dommages et
est largement utilisée depuis une dizaine d’années (43,179,273,341,362,363).

En 2009 Kong et al. (261) avaient rmontré que I’induction des dommages de I’ADN par
laser est déterminée selon le type du laser par trois mécanismes physiques : I’absorption
monophotonique, I’absorption biphotonique et la formation d'un plasma; les effets
photochimique, thermique, et mécanique qui en résultent aboutissent a la formation de radicaux
ou de particules (figure 1). L’induction des dommages de I’ADN, le nombre et le type des
dommages induits dépend non seulement de la longueur d’onde utilisée mais aussi de la durée

et de la fréquence de I’impulsion, et de I’énergie totale déposée.

Esorption mnnophotoni@ Ebsorption biphotoniqug I Formation plasma ]
—i Thermique — Thermique —— Thermique

— Themo-élastique —— Themo-€&lastique —Mécanique
Photochimie Radicaux Radicaux, particules
(proche-UV) (vert ns, proche-IR fs) (= fs)

Figure 1: Mécanismes physiques responsables d’induction des dommages de I’ADN par
différents types de laser : proche-UV, Vert a des impulsions nanoseconde, proche-infra-rouge
dans le domaine femtoseconde (d’aprés Kong et al. (2009) (261)).
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Meldrum et al. ont montré que I’utilisation d’un laser produisant des impulsions
nanoseconde dans le proche infra-rouge (800 nm) produit, via un mécanisme d'absorption
biphotonique, des lésions dans I’ADN voisines de celles obtenues avec les rayons UV telles que
les diméres de pyrimidine cyclobutane (voir chapitre I, § 2.2) (341). Lan et al. ont par la suite
montré que différentes Iésions de I’ADN pouvaient étre obtenues en utilisant un rayon laser
UV-A a 365 nm, allant des dommages de bases aux cassures simple-brin (273). Par la suite,
Mari et al. ont démontré que I’utilisation d’un rayon laser pulsé proche infra-rouge a 800 nm
produit également des cassures double-brin de I’ADN (324). Ces cassures seraient provoquees
par une excision de I’ADN au niveau du spot laser. Dans les chromosomes en métaphase, cette
excision introduit des espaces d’environ 100 nm correspondant a la perte d’approximativement
65 kb (262).

Dans notre travail, le recrutement de protéines fluorescentes dans le noyau des cellules
vivantes a été suivi par vidéo-microscopie en temps réel apres dommages localisés de 'ADN
produits par un faisceau laser continu émettant en continu a 405 nm a puissance constante (50
mW en sortie de laser) pendant un temps maximum de 500 ms. Le spot laser a un diametre
constant de 176 nm. Les dommages de I’ADN formés dans ces conditions sont induits par un
effet thermique (augmentation de la température), un effet thermo-élastique et des radicaux
produits a I'issue d'un mécanisme biphotonique.

Nous mentionnons pour mémoire que d’autres methodes s’appuient sur une utilisation
de rayonnement UV-A dans des cellules ayant incorpore dans leur ADN des analogues
halogénés de la thymidine (bromodésoxyuridine, iododésoxyuridine). Cette méthode produit
des cassures simple-brin et double-brin de I'ADN au terme d'une réaction photochimique, c'est
a dire nécessitant I'absorption du phton lumineux par le composé d'intérét (312). Une variante
de cette methode utilise des colorants intercalants tels que le Hoechst en association (525) ou
non (49) avec les analogues halogénés de la thymidine. Dans ces conditions, l'irradiation
produit des cassures double-brin de I’ADN. Plus récemment, Dinant et al. (124) ont comparé
les lésions obtenues a partir de trois faisceaux laser (800 nm, 405 nm avec pré-traitement au
Hoechst 33342 et laser a 266 nm). Ils ont pu mettre en évidence une grande variété de lésions
de I’ADN allant des dimeres de pyrimydine cyclobutane, aux cassures simple- et double-brin
de I’ADN. Cependant, des trois méthodes comparées, I’utilisation du laser a 405 nm en
association au Hoechst 33342 induit une réponse cellulaire aux cassures double-brin
profondément différente des autres irradiations étudiées pour des raisons qui restent assez

largement incomprises.
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1.2. Rayonnement électromagnétique y

Les rayons y sont des photons issus dessekcitations (retour a I’état stable) des noyaux

excités par les désintégrationsa, p ~ et p*: #2X” (noyau excité) > “;X (noyau stable) + oy
(photon ). Les photons y sont démma nature que les rayons  -X, seule la méthode de
gneration les distingue. En pénétrant dans la matiére, les photons déposent de I'énergie d'une
maniere qui varie avec la profondeur. La dose absorbée passe d'abord par un maximum ou
"Créte de Tavernier", avant de décroitre exponentiellement avec la profondeur. Ce maximum

se situe & environ 1 cm de profondeur pour les rayons y de 662 keV du **’Cs.

Lors de I’interaction entre un photon et la matiére, trois effets peuvent se produire. Leur

proportion dépend du matériau traversé et de I’energie du photon incident.

- I’effet photoélectrique : I’effet photoélectrique est lié a I'absorption d'un photon par un
électron de la couche d'un atome. C'est un phénomeéne résonant. Le phénomene s'accompagne
de I'¢jection d'un électron et de la production d'électrons Auger a la suite de la réorganisation

du cortege électronique de I’atome.

- I’effet Compton : I’énergie du photon est transférée en partie a un électron des couches
périphériques de I’atome cible, avec émission d’un électron secondaire possédant I’énergie
échangée dans I’interaction.

- I’effet de production de paire : ce phénomeéne nécessite un photon d’une énergie supérieure
a 1,022 MeV. Le photon interagit avec le noyau des atomes, créant ainsi I’émission d’une
paire positon/négaton (émissionp * /B). Le positon s’annihile ensuite en créant deux photons
de 511 KeV.

Lors de mon travail de thése, les cellules on été irradiées au moyen d’une source *'Cs
délivrant des rayonsy monochromatiquesa une énergie nominale de 662 KeV (TEL 0,91

KeV/um) a une profondeur équivalent eau de 3,5 mm assurant I’équilibre électronique.
2. Les effets chimiques et biologiques des rayonnements ionisants

Les réactions physico-chimiques, ionisation et excitation, des RI provoque dans la
matiere vivante deférents événements successifs. Ces évenements commencent par des

réactions chimiques, effet direct ou indirect, ciblant des molécules biologique comme I’ADN
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et par conséquence la chromatine. Les modifications qui peuvent avoir lieu au niveau

moléculaire ont des effets au niveau cellulaire.

2.1. Les effets chimiques, directs et indirects, des rayonnements
ionisants
Chimiquement, les rayonnements ionisants peuvent avoir deux modes d’action, sur les
différentes molécules de la matiere vivante, connues par I’effet direct et I’effet indirect des RI
(Figure 2).

I
EFFET
INDIHECT

A;frf

EFFET
DIRECT

Figure 2 : Effet direct et indirect de rayonnement X et y (d’apreés E.J. HALL 1978 (197)).

L’effet direct : il s’agit de I’ionisation directe de la molécule d’intérét biologique,
comme par exemple la molécule d’ADN. Cet effet contribue a hauteur d'environ 10% a I'effet
global des rayonnements ionisants (voir p. 25).

L’effet indirect : c’est un effet indirect parce qu’il implique la molécule d’eau comme

intermédiaire. L’eau est le composant majoritaire de toute structure vivante (70 % de la masse
corporelle), ce qui fait des interactions des Rl avec les molécules d’eau les plus probables. Au

cours de cette interaction, la molécule d’eau subit un processus appelé radiolyse (Figure 3).
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H" + OH- He+ OH

Figure 3 : Radiolyse de I’eau : aprés ionisation par un rayonnement ionisant la molécule
d’eau devienne instable et se fragmente en un ion H* et d’un radical OH". L’électron éjecté se
recombine avec une autre molécule d’eau ce qui introduit une instabilité et la création d’un
ion OH™ et d’un radical H’.

L’effet indirect est donc le résultat d’interaction des produits (radicaux libres) de la
radiolyse de I’eau avec les autres molécules présente dans la structure vivante. Bien que la
durée de vie des radicaux libres est trés courte, de I’ordre de 10™ & 10° s, elles sont trés
réactives et réagissent, par oxydation ou réduction, avec toutes les molécules qu’elles puissent
rencontrer dans une solution aqueuse, telles que la molécule d’ADN dans le milieu

intracellulaire.
2.2. Les effets des rayonnements ionisants sur I’ADN

Les effets des RI s’exercent sur les différents compartiments et macromolécules de la
cellule : proteines, sucres, lipides, acides nucléiques (ARN, ADN) (pour revue voir (340)).
Cependant les lésions infligées, par les RI, sur ces différents constituants cellulaires n’ont pas
la méme importance en termes de dangers pour la vie de la cellule et I’organisme vivant en
générale. Les lésions de I’ADN sont les plus importantes car elles peuvent induire des effets
mutagéenes ou létaux. Grace a sa sensibilité et son rble capital dans I’assurance de la
reproduction et la synthese des protéines assurant la fonctionnalité des différents processus
cellulaires, I’ADN est la cible biologique la plus critique des RI. En effet, le taux de survie
cellulaire & une dose précise est inversement proportionnel a la quantité d’ADN du noyau.

Dans le cas d’un rayonnement a faible TEL, comme les rayons X ety, environ 10% des
dommages sont la conséquence d’effet direct et la grande majorité sont la conséquence d’effet
indirect. Dans les deux cas, effet direct ou indirect, tous les éléments de I’ADN, bases ou
squelettes phosphodiester sur un ou deux brins, peuvent étres affectés. Ainsi les RI induisent
une grande variété de dommages au niveau de I’ADN (Figure 4): dommages de bases
puriques ou pyrimidiques (modifications ou pertes de bases), CSBs et CDBs, pontages de
I’ADN (ADN-ADN ou ADN-proteine) et dommages multiples localisés (LMDS : locally

multiply damaged sites). Il est vrai que la plupart de ces lésions sont quotidiennement induites
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de facon spontanée par le métabolisme oxydatif (Tableau 1), mais leurs proportion sont trés
différentes de celles induites par les Rl (56,132,529).

Cassure simple brin \6; N ‘:\"f\,\\"""é“‘e
(CsB) TG )
*7\ o~
Dimére de thymine \ﬁ?lﬂ'
‘ s Pontage ADN-protéine

Modification d’une base
(oxydation, réarrangement

alkylation)
s
Site abasique 4 .
o -y’- C
(apyrimidigue ou apurique)\& assure double brin (CDB)
s

Figure 4: Schéma représentatif des différents types de lésions radio-induites de I’ADN.
(Source : Radiobiologie (ISBN 2 70566530 7) Tubiana M, ed., Hermann-Médecine, Paris,
2008).

Tableau 1: Dommages de sources endogenes et radio-induits de I’ADN (d’aprés Ward (1988)
et Burkart et al. (1999) (56,529)).

Type de dommage Taux de dommage induits | Fréquence de dommages
spontanément / cellule / jour | radio-induits / cellule / Gy
Cassures simple-brin 55000 1000
Perte de bases puriques 12000
Perte de bases pyrimidiques 600
Dommages de bases 2000
Déamination de cytosine 200
Oxydation de bases >1000
Méthylation de la guanine 3000
Cassures double-brin 8 40
Pontage ADN-ADN 8 30
Pontages ADN-Protéine Quelques uns 150

2.2.1.

Les dommages de bases (DB)

Les dommages de bases induits par les Rl peuvent consister en la modification d’une

base purique ou pyrimidique ou, carrément, de sa perte. Les modifications de bases sont
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géneralement détectées par des méthodes chromatographiques puis identifiées par
spectrométrie de masse (MS). Les DB les plus fréquents et variés, aprés IR, sont les bases
oxydées (voir Sevilla and Bernhard pp 191-201 dans (340)).

L’ oxydation des bases pyrimidiques résultent essentiellement de I’attaque par les
radicaux hydroxyles (OH") des cycles aromatiques de ces bases, en position 5 de la thymine et
de la cytosine, formant un peroxyde en présence d’oxygene. La thymine et la cytosine
peuvent aussi étre attaquées par I’électron hydraté (e,) produisant la 5,6-dihydroxy-5,6-
dihydrothymidine (thymine glycol), la plus abondante (62), et la 5,6-dihydrocytidine.

Les bases puriques s’averent moins radiosensibles que les bases pyrimidiques. Elles
peuvent également étres oxydées par attaque des radicaux OH’. Les produits majeurs de cette
attaque sont les 8-oxo-7,8-dihydropuriques (8-0xo-G, 8-ox0-A) dont la 8-0x0-G est la plus
fréquente (61,62,131).

2.2.2. Les cassures simple-brin (CSBs)

C’est le type de dommage le plus fréquent dans la cellule, qu’il soit spontané di au
métabolisme oxydatif ou radio-induit (Tableau 1). Le taux de formation de ces CSBs est
proportionnel a la dose. Un rayonnement ionisant de faible TEL provoque, généralement par
effet indirect, environ 1000 CSB par cellule irradiée. La majorité des CSBs radio-induites
surviennent au niveau de la liaison phosphodiester (3’ ou 5’) entre le phosphate et le 2-
désoxyribose, souvent a la suite de I’arrachement d’un atome d’hydrogéne du sucre par les
radicaux OH" (143). Les études in vitro sur de I’ADN plasmidique ont montré que les CSB
radio-induites présentent en grande majorité une extrémité 3’-phosphate ou phosphoglycolate
(35). L’arrachement de I’atome d’hydrogéne du 2-désoxyribose est plus difficile en cas de
manque d’oxygeéne ce qui fait que le nombre des CSBs est 3 a 4 fois moins élevees dans les
cellules hypoxiques que dans des cellules bien oxygénées.

Les CSBs sont identifiées par multiples méthodes telles que la chromatographie
alcaline, I’élution alcaline et le test des comeétes (94,132,387). Afin de pouvoir analyser les
cinétiques de religation des CSBs radio-induites nous avons choisi, dans mon travail de these,
la technique d’élution alcaline parce qu’elle est basée sur I’étude des CSBs dans une large
population cellulaire, et non sur des cellules isolées, permettant ainsi une analyse statistique

plus fine.
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2.2.3. Les cassures double-brin (CDBs)

Une cassure double-brin est une rupture des deux chaines d’ADN a des sites distants de
quelques nucléotides. Comme les CSBs, la plupart des CDBs radio-induites sont dues a I’effet
indirect des R1 a faible TEL et leur taux est proportionnel a la dose (39,223). Un rayonnement
ionisant a faible TEL induit environ 40 CDB par cellule et par Gray (Tableau 1). En géneral,
apres RI et radiolyse de I’eau, une CDB est formée soit par 1) I’action d’un seul radical OH’
sur un désoxyribose d’un seul brin avec transfert du radical sur le deuxieme brin, soit par 2)
I’attaque des deux brins par deux radicaux OH, formés sur la trajectoire de la méme particule
ionisante, sur deux sites voisins (123). La probabilité de formation d’une CDB par
conjonction de deux CSBs produites le long des trajectoires de deux particules ionisantes
distinctes est trés faible (< & 10®). Une CDB est dite homologue si elle se produit au niveau
de la méme paire de bases, hétérologue dans le cas contraire. Les CDBs hétérologues sont les
plus fréquentes.

Les CDBs étant des lésions particulierement létales (22), elles jouent un réle
déterminant pour la survie aprés irradiation (123,223). Cependant, une fraction non
négligeable des CDBs radio-induites est difficilement réparable.

L’étude des CDB s’est longtemps heurtée a la difficulté de leur détection et de leur
quantification. Cette difficulté a été surmontée par les techniques d’élution neutre sur filtre
(260), par I’électrophorese en champs pulsés (40), et puis par détection des foyers yYH2AX
(427), forme phosphorylée de I’histone H2AX.

2.2.4. Les pontages de I’ADN

On distingue trois types de pontages radio-induits impliquant I’ADN : ADN-ADN intra-
brins, ADN-ADN inter-brins et ADN-protéines. Ces derniers sont dus a la formation, par OH",
de deux radicaux sur les bases de I’ADN et les acides aminés des protéines donnant lieu a la
formation de liaisons covalentes entre les protéines et I’ADN (62). De méme, la formation des
pontages ADN-ADN est aussi provoqué par les radicaux OH" (62,477). Les dommages dus
aux pontages ADN-protéines sont peu étudiés. Cela tient en grande partie a la difficulté
technique de leur mise en évidence et a leur quantification. Les pontages de I’ADN peuvent
étre tres critiques pour les cellules car ils sont susceptibles d’interrompre différents
mécanismes vitaux comme la réplication et la transcription. La réparation de ces lésions
requiert la formation d’une CDB qui sera prise en charge par les systémes de réparation
classique des CDB:s.
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2.2.5. Les dommages multiples localisés
(Locally Multiply Damaged Sites: LMDS)

Les LMDS sont constitués de dommages de bases, de CSBs et/ou de CDBs tous réunis
sur un, ou deux pas d’hélice de I’ADN (10 a 20 paires de bases) (131,132). Contrairement aux
autres types de dommages, les LMDS ne sont pas formés spontanément au cours du
métabolisme oxidatif (484) ni en réponse aux UV (475). lls ne proviennent que de sources
exogenes, principalement des agents chimiques radiomimétiques (bléomycine) et des RI.
Dans le cas des RI, ils résultent de I’attaque de I’ADN par des radicaux genérés le long de la
trajectoire d’une seule particule ionisante. Ceci est la raison pour laquelle le taux des LMDS
est plus élevé pour les particules a a haut TEL qu’a faible TEL (181,372).

La détection des LMDS, in vitro, est indirecte parce qu’elle fait appel a la
transformation des dommages de bases et des CSBs par des nucléases, en CDBs détectables

par électrophorése en champs pulsé (175,181,193).
2.3. Les effets des rayonnements ionisants sur la chromatine

Les effets de rayonnements ionisants au niveau chromatinien sont les conséquences des
lesions de I’ADN et de leurs mécanismes de reparation. La dynamique post-irradiation, de la
chromatine est de grande importance pour la réponse de la cellule aux RI parce qu’elle
interfére avec toute les phases de réparation des dommages de I’ADN. En effet, les dommages
de I’ADN provoquent, par I’intermédiaire des facteurs chromatiniens, la décondensation de la
structure chromatinienne donnant accés aux proteines de la réparation (Introduction générale
8 IV.1.4). Aprés réparation des dommages, la structure chromatinienne est sensée revenir a

I’état initial.

Des études menées sur multiples lignées tumorales ont montré que I’effet létal des RI
est proportionnel non seulement a I’augmentation du nombre des CDBs non réparées, mais

aussi a I’augmentation du pourcentage de la chromatine décondensée (81).

Les lésions de I’ADN (CDBs) et les remaniements chromatiniens dus au RI peuvent
provoquer a I’échelle chromosomique des anomalies (aberrations) de structure. Le taux des
aberrations issues d’échange inter-chromosomiques induit par RI, soit a faible TEL ou a haut

TEL, est plus élevé que les aberrations issues d’échange intra-chromosomiques (53,54).
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2.4. Les effets des rayonnements ionisants au niveau cellulaire

Les effets cellulaires des RI sont en grande partie la conséquence des dommages de
I’ADN. lls s’expriment par 1) I’apparition d’un stress oxydatif et une chute du potentiel redox
mitochondrial ; 2) I’activation des voies de signalisation modifiant I’expression des genes
et/ou diverses activités protéiques ; 3) une modification ou altération du cycle cellulaire ; et
4) I’apparition des mutations et des aberrations chromosomiques. Ensembles, ces effets se
traduisent dans la réduction de la survie, qui constitue cependant I’effet recherché pour la
stérilisation des tumeurs en radiothérapie.

Les tests clonogéniques in vitro, ont été établis vers le milieu des années 1950. Ils ont
permis de décrire la réponse au rayonnement des cellules saines et tumorales a travers la
croissance de colonies cellulaires, et de mettre en évidence des différences de radiosensibilité

d’une lignée a I’autre.

Les facteurs jouant sur la radiosensibilité cellulaire sont :

Le type cellulaire : les cellules & pouvoir de prolifération ou renouvellement rapide (moelle

osseuse, spermatozoides ou cellules basales de I’épiderme) sont plus radiosensibles que les
cellules différenciées a renouvellement lent et durée de vie longue (cellules hépatiques,
rénales ou neuronales).

La phase du cycle cellulaire : la radiosensibilité est souvent maximale en G2 et M et toujours

minimale en S.

L’environnement cellulaire : les cellules en hypoxie sont moins radiosensibles que des cellules

bien oxygénées. Ceci s’explique par I’augmentation de radicaux libres en présence d’oxygéne.

La nature du rayonnement: & dose unique, la radiosensibilité est plus faible pour un

rayonnement a faible TEL que pour un autre a haut TEL.

La distribution de la dose dans le temps : a dose unique, le fractionnement de la dose et la

diminution de son débit permettent d’augmenter la survie cellulaire.

La mise en évidence de ces facteurs était a I’origine de la radiobiologie quantitative et a
donné naissance a la notion de radiosensibilité intrinseque, définie par la probabilité de mort
cellulaire par unité de dose.

La mort cellulaire radio-induite peut emprunter 5 mécanismes ou facies, selon les

circonstances et I'équipements génetique de la cellule.

La mort immédiate survient en général pour des doses > 10 Gy. Elle est liée a

I'nyperactivation de PARP-1 et s'observe dans des cellules exposées a un stress oxydatif
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majeur tels que I'ischémie-reperfusion, le choc septique ou un infarctus (voir pp. 62 et 71).
Elle s'observe de maniere privilégiée dans les cellules surexprimant PARP-1.
La mort différée est liée & I’instabilité génomique et se manifeste par la mort d’une proportion

variable de cellules, plusieurs génération apres I’exposition aux RI. Les lignées qui subissent
ce mode de mort cellulaire sont caractérisées par un faible potentiel clonogenique et
I’apparition de micro-colonies.

La mort mitotique s’exprime en conséquence d’une mitose asymétrique ou abortive. Elle est

souvent caractérisée par la formation et I’éjection (exocytose) de micronoyaux. La mort
survient par oncose (nécrose), apoptose, sénescence ou autophagie, selon I'équipement
génétique de la cellule. La mort mitotique est le mécanisme prépondérant dans les lignées
épithéliales.

La mort programmée (apoptose) radio-induite se développe en 6 a 72 heures apres

I’irradiation. Le taux d’apoptose radio-induite est inferieur a 10 % dans les cellules
épithéliales et a 2 % dans les fibroblastes.

La sénescence, typique des fibroblastes irradiés, dépend comme l'apoptose de I'intégrité de
p53 et doit aussi étre considéréee comme un mécanisme de mort programmée.

L'autophagie, elle aussi étroitement régulée, et qui peut alternativement jouer un role

protecteur ou aboutir a la mort cellulaire.
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I11.  Les différentes voies de réparation des dommages de I’ADN

Le maintien de I’intégrité du génome est crucial pour tous les organismes afin de limiter
la mutagénese ou la cyto-toxicité des altérations induites. Il existe plusieurs systemes de
réparation spécialises destinés a maintenir cette intégrité d’information génétique dont le
choix dépend du type de lésions de I’ADN. On distingue quatre voies principales de
réparation: la premiere et sur laquelle est basé une grande partie de mon travail de thése est la
réparation par excision de base (Base Exision Repair : BER) mise en place pour réparer les
dommages de bases et des cassures simple-brins provoqués par les dommages oxidatifs
(endogénes ou exogenes), les radiations ionisantes ou des agents alkylants. La deuxiéme voie
de réparation est I’excision de nucléotides (Nucleotide Exision Repair : NER) qui est la plus
polyvalente en terme de reconnaissance des Iésions. Elle est spécialisée pour les dommages
qui provoquent une distorsion de la double hélice d’ADN. Entrent dans cette catégorie par
exemple, les lésions occasionnées par les métabolites carcinogenes tel que le benzo(a)pyréne,
ou celles provoquées par les rayons UV ou les composés a base de platine utilisés en
chimiothérapie. La troisieme voie de réparation se présente dans le cas des mésappariement
des bases (Mismatch repair: MMR), qui résultent principalement des erreurs de réplication
par les ADN Polymérases, qui ne peuvent pas étre reparées par—Bactivité 3’
exonucléasique de la polymérase. Quatriemement, on trouve les voies de réparation des
cassures double brin, lésions létales provoquées par les radiations ionisantes ou les inhibiteurs
de Topoisomerase Il par exemple. Dans cette catégorie, se regroupent les voies de réparation
par suture non-homologue (Non Homologous End-Joining: NHEJ), par recombinaison
homologue (Homologous Recombination : HR) et par resoudure simple de I’ADN (Single
Strand Annealing : SSA) La majorité des ces voies de réparation impliquent un grand nombre
de proteines qui agissent de facon coordonnée pour réparer la(les) Iésion(s) et en relation avec

les voies de signalisation qui régulent la prolifération.

De plus, du fait du fort pouvoir mutagéne de la base méthylée O°-methylguanine, une
voie spécifique de réparation de cette lésion existe dans les cellules de mammiferes, assurée

par I’enzyme O°-methylguanine DNA-methyltransférases (MGMT).

Le tableau suivant résume différentes sources des dommages de I’ADN, les types des

dommages et les principales voies de réparations appropriées.
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Tableau 2 : Spécificités des voies de réparation des différents dommages de I’ADN.

Source du dommage Type du dommage Voie de réparation
Radiations ionisantes Dommages de base
Espéces activées de I’O, Sites abasiques Excision de base (BER)
Agents alkylants Cassures simple-brin
CisPlatine Pontages . .
Excision de nucléotide
Rayons _UV Adduits (NER)
Mitomycine C Dimére de pyrimidine
Erreurs'de repllcatlon Bases mal a}pparlees Réparation des
CisPlatine Insertion : :
Agents alkylants D&l&tion mésappariements (MMR)

Radiations ionisantes
Bléomycine Cassures double-brin
Poisons topoisomérase | & Il

Recombinaison homologue
(HR)

Radiations ionisantes
Bléomycine Cassures double-brin
Poisons topoisomérase | & 11

Jonction non homologue
(NHEJ)

Radiations ionisantes
Bléomycine Cassures double-brin SSA
Poisons topoisomérase | & 11

Les conséquences cliniques déléteres des anomalies héréditaires présentes au niveau des
systemes de réparation de I’ADN sont révélées dans plusieurs pathologies. Par exemple, les
patients atteints de Xeroderma Pigmentosum (XP) (ou la voie de réparation du NER est
altérée), ceux atteints d’Ataxia Telangiectasia (AT) ou du syndrome de Nijmegen (ou les voies
de réparation des CDBs sont compromises), ainsi que les patients Li-Fraumeni (atteinte des
différentes voies impliquant la protéine p53), présentent une prédisposition accrue au cancer
(210,263,275,401).

Certains défauts dans les voies de réparation de I’ADN apparaissent sous la forme d’un
syndrome de viellissement précose tel que le syndrome de Werner (366). D’autres anomalies,
et tout particulierement celles associées a la réparation des dommages oxydatifs, se
manifestent principalement dans les neurones et sont associées a des maladies
neurodégénératives telles que I’ataxie avec aprataxie oculomotrice de type 1 ou I’ataxie

spinocérébelleuse de type 1 (65).
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1. Voies de réeparation des dommages de bases (BER) et des cassures simple brins
(SSBR)

Le BER est la voie de réparation majoritaire pour la réparation des Iésions des bases de
I’ADN et est la plus polyvalente puisqu’elle intervient aussi bien dans la réparation des
dommages de bases dus a des agents oxydants, alkylants ou de désamination (243,298,453).
De plus, les cassures simple-brins générées par les ROS, les produits dérivés du métabolisme
cellulaire ou I’irradiation (X et y) sont réparéees par la voie de réparation des cassures simple-
brins (SSBR) qui utilise les protéines du BER et n’en différe que dans les étapes initiales de
reconnaissance des lésions. En effet, les premiéres étapes de reconnaissance du dommage et
d’élimination des lésions de I’ADN sont spécifiques de chaque voie, alors que les derniéres
étapes qui impliquent le remplissage de la bréche, et la ligation de I’ADN leur sont
communes. Le BER répare les lésions de bases selon deux sous-voies dans les étapes finales :
le Short-patch et le Long-patch. Dans les deux cas, I’étape initiale passe par la reconnaissance
de la(es) base(s) endommagée(s) qui va déterminer la spécificité de la réparation (431)
(Figure 5).

Les CSBs directement formées, par exemple par des radiations, sont prises en charge
par le SSBR. Ce mécanisme commence par la détection, par des protéines spécifiques parmi
lesquelles PARP-1 est celle qui a le plus d’affinité pour ces lésions. La CSB sera ensuite,
comme lors du BER, prise en charge par le SPR ou le LPR.

Les défauts de la réparation des SSB ou des dommages de bases peuvent avoir de
multiples conseéquences sur le devenir des cellules et peuvent conduire a I’instabilité du
génome ou la mort cellulaire et a I’inverse peut favoriser I’apparition de cellules tumorales
résistantes aux traitements. Des polymorphismes nucléotidiques dans les géenes de la
réparation des dommages de bases sont associés a une augmentation du risque de cancers
(290,355). Cependant, I’inactivation des protéines essentielles du BER/SSBR conduit a une

mort embryonnaire montrant I’importance vitale de ces processus.
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Figure 5 : Schéma représentatif de la réparation des bases endommagées, des sites abasiques
et des CSBs par le BER/SSBR : voies du Short et du Long Patch repair (d’aprés Hoeijmakers
(2001) (210)).

1.1. Détection des bases endommagées lors du BER (Base Excision Repair)

Les lésions de bases sont reconnues par distinctes glycosylases qui rendent le BER
possible en excisant la base endommagée. A ce jour 11 glycosylases différentes ont été
identifiées chez les mammiféres. Ces mémes glycosylases sont exprimées chez E. coli.
Chaque glycosylase agit sur un nombre limite de bases endommagées spécifiques. Les ADN
glycosylases sont des protéines monomériques, relativement petites (~30-50 kDa), qui
n'exigent aucun cofacteur pour leur activité. Les bases endommagées sont dans un premier
temps excisées par I’'une des ADN-glycosylases bifonctionnelles ou monofonctionnelles dont
la fonction principale est de reconnaitre la base endommagée et de catalyser le clivage d'une

liaison N-glycosydique, donnant une base libre et créant un site abasique (AP) (299).
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L'Uracil-ADN glycosylase (UNG) était le premier ADN glycosylase identifié (299). Ayant
seulement une activité glycosylase cette enzyme appartient a la famille des glycosylases
monofonctionnelles qui n’ont qu’une activité d’élimination de la base et d’incision en 5’ de la
lésion (Tableau 3) (453). Certaines glycosylases bi-fonctionnelles qui ont en plus une activité
AP-lyase associee, coupent I’ADN en position 3’ produisant ainsi une extrémité forme
canonique, 3’ OH et 5’ phosphate pour permettre I’ajout d’un nucléotide et la ligation (381).
Par exemple, toutes les ADN glycosylases spécifiques des bases oxydées sont bi-
fonctionnelles parce qu’elles ont en plus cette activité lyase qui clive, par éliminatior ou p,
o (333,353), I’ADN a la liaison phosphodiester en 3’ du site AP formé apres I'excision de base
générant une extrémité 3’ bloquée par un aldéhyde. , B-insaturé (cas d’éliminationf) ou 3’
phosphate (cas d’éliminatiof, o) (333,353). Parmi les glycosylases bi-fonctionnelles
(Tableau 3) nous citons la 8-oxoguanine-DNA glycosylase (OGGL1), I’endonucléase IlI
homologue (NTH1) et les endonucléases VIII-Like 1 et 2 (NEIL) (18,42,205,221,243,253).

Tableau 3 : Les ADN glycosylases chez les mammifeéres.

Glycosylase Type Substrats Références
UNG2 Monofonctionnelle U (266,389)
SMUG1 Monofonctionnelle U, OHMeU (44,204)
TDG Monofonctionnelle U:G, T:G, ethenoC (369,533)
MBD4 Monofonctionnelle U :G T :G dans sites CpG (208,403)
0GG1 Bifonctionnelle 8ox0G :C, FapyA, FapyG (419,432,435)
MYH Monofonctionnelle A :80x0G (469,470)
NTH1 Bifonctionnelle | Pyrimidines oxydeées et fragmentées (18,221)

(exemple : Tg, DHU), Fapy

AAG (MPG) | Monofonctionnelle | 3-meA, 7-meG, ethenoA, ethenoG, | (78,381,443)
hypoxanthine

NEIL1 Bifonctionnelle FapyA, FapyG, dihydrouracil, (227,435)
thymine glycol, 8-oxoG
NEIL2 Bifonctionnelle Produit d’oxydation de la cytosine (130)
(5-OHU, DHU)

La génération continue de sites AP est plus toxique que les bases endommagées elles-
mémes (200). Les enzymes AP endonucléases qui clivent les liaisons phosphodiesters en

position 3’ genérent des CSBs. L’AP endonucléase principale dans les cellules mammiferes

36




Introduction général — Les différents voies de réparation des dommages de I'ADN

est APEL (200). La premiere AP endonuclease a été découverte dans E. coli comme une 3’
exonucléase et ADN 3’ phosphatase, et a été nommé exonucléase I11 (115), elle a été identifiée
par la suite comme étant une AP endonucléase spécifique qui génére des extrémités 3’OH
apres clivage de I'ADN au niveau des sites abasiques formant ainsi des CSBs. La létalite
embryonnaire des souris nullizygotes pour le géne Apexl montre bien I’importance
fonctionnelle d’APE1 (339,541). De plus, plusieurs études avaient montré que la sous-
expression ou la mutation d’APEL conduit a I’accumulation de sites abasiques et de CSBs, et
a I’apoptose dans plusieurs lignées cellulaires humaines (142,226,354).

Une deuxiéme AP endonucléase, APE2, a été identifiee dans les cellules de mammiferes
(194,504), et serait impliquée dans la réparation de I’ADN nucléaire et possiblement de
I’ADN mitochondrial (57,504).

1.2. Détection des cassures simple brins dans le SSBR (Single Strand Break Repair)

Les CSBs formées directement, par exemple apres exposition aux RI, sont détectées par
la PARP-1 et, probablement, par la PARP-2. Ces protéines se lient rapidement aux cassures
d’ADN ce qui stimule leur activité de poly(ADP-ribosylation) (12,32,178,384). Cependant,
PARP-2 est recrutée au niveau de ces cassures moins rapidement que PARP-1 (362). Une fois
activées, PARP-1 et 2 s’auto-modifient et modifient d'autres protéines cibles par la synthese, a
partir des molécules de NAD", de longues chaines, linéaires ou branchées, de poly(ADP-
riboses) (PAR) (98,109,277,383). Geéneralement, le premier ADP-ribose est ajouté au
carboxyle y d’un des acides amés Glutamiques des protéines acceptrices (452). Les PAR
sont charges négativement et leur accumulation a donc pour effet de diminuer I’affinité de la
PARP-1 auto-ribosylée envers la molécule d’ADN par répulsion électrostatique (155). De part
cette répulsion de charge, la liaison et l'activité de PARP-1 aux CSBs sont donc trés
transitoires (155,550). Les PAR sont ensuite rapidement dégradés par la PARG, permettant de
nouveau le recrutement et la réactivation de PARP-1 a n'importe quelle autre CSB (550).

La réparation des CSBs par le SSBR, dépend donc du NAD" via I’activité catalytique de
PARP-1 et 2 (6,12,445,446). En effet, I’inhibition de I’activité catalytique des PARPs par des
inhibiteurs chimiques ou la surexpression du domaine liant I’ADN (DBD : DNA binding
domain) de la protéine, provoquent un retard de la réparation des CSBs (17,356,399).
Parallélement, les souris invalidées pour le gene Parp-1 ou Parp-2 sont, respectivement,
hypersensibles ou sensibles aux agents alkylants et aux RI (110,343,503,528). Les fibroblastes
(3T3-Parp-17) et les fibroblastes embryonnaires immortalisés (Parp-27/) issus de ses

animaux manifestent une instabilité génomique, des retards dans la religation des CSBs, des
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anomalies de la ploidie, un taux d’échanges de chromatides sceurs (Sister Chromatid
Exchange, SCE) élevé et la formation de micronoyaux apres traitement par des agents
génotoxiques (110,343,451,503,528). La double délétion des genes Parp-1 et Parp-2 est létale
au niveau embryonnaire (12). Nous verrons, cependant, que I’invalidation de PARP-2,
contrairement a I’invalidation de PARP-1, a peu d’incidence sur la survie des lignées
humaines en réponse aux rayonnements.

PARP-1 et la synthése des PAR ont une influence majeure sur la structure de la
chromatine pendant le BER/SSBR. En effet PARP-1 poly(ADP-ribose)yle des résidus
d’histones H1 et H2B (409,426) permettant la relaxation de la fibre chromatinienne de 30 nm
ce qui facilite I’accés des autres facteurs du BER/SSBR. Avant ce travail de these la
contribution de PARP-2 dans le remaniement de la structure chromatinienne en réponse aux

dommages de I’ADN n’était pas encore connue.
1.3. ROle de coordination par XRCC1 lors du BER et du SSBR

XRCC1 (X-Ray Cross Complementing protein 1) est une protéine d’assemblage sans
activité enzymatique connue. Elle interagit physiquement et fonctionnellement avec la plupart
des acteurs du BER et du SSBR via ces deux domaines BRCT (BRCA1 C-terminal domain),
pour faciliter leur recrutement, leur stabilisation aux sites de dommages et stimuler leur action
lors de la réparation. Ces propriétés en font de XRCC1 un coordinateur de la réparation lors
du BER et du SSBR (65,66).

PARP-1 auto-ribosylée recrute, stabilise et accumule XRCC1 au niveau de la CSB
(101,136,328). Mortusewicz et al. avaient montré que le recrutement de XRCC1 au site du
dommage de I’ADN, chez les MEFs (Mouse Embryonic fibroblaste), dépend majoritairement
de PARP-1. En méme temps, ils ont observé un trés lent recrutement de XRCC1 dans les
MEFs dépourvus de PARP-1 ce qui suggere une possible contribution de PARP-2 dans le
recrutement de XRCC1 aux sites de dommages (362).

D’autres études ont permis de mettre en évidence des modes de recrutement de
XRCC1 aux sites de dommages indépendants de PARP-1. Ces fonctions de XRCC1
dépendent de son interaction via I’interdomaine 1 et le domaine BRCT1 avec APE1 (519) et
avec les glycosylases OGG1 (71,326), NTH1 et NEILs (71).

XRCCL1 interagit et stimule différentes protéines impliquées dans les diverses étapes du
BER et du SSBR. En effet, I’interaction entre les glycosylases OGG1 (71,326), NTH1 et
NEILs (71) et XRCC1 stimule leurs activités enzymatiques ce qui explique son implication

dans la réparation des bases endommagées. De plus, XRCC1 interagit avec des enzymes
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impliquées dans le traitement des extrémités durant le SSBR incluant APE1 et PNK
(519,532). Enfin, I’interaction de XRCC1 avec la Polyméras@ et la Ligase Illa mont re que
XRCC1 est impliquée méme dans des étapes tardives communes du BER et du SSBR.

Par voie de conséquence, les cellules de hamster CHO (Chinese Hamster Ovary)
déficientes en XRCC1 par voie de mutation (lignées EM7-EM9) montrent une
hypersensibilité aux agents alkylants inducteurs de CSB et des dommages de bases (MMS,
EMS, MNNG, H,0;) (72,497,498). Les lignées cellulaires humaines délétées pour le gene
XRCCL1 présentent également une hypersensibilité aux agents alkylants (51,52,214).

XRCC1 sert non seulement a coordonner le recrutement et la fonction des enzymes lors
du BER et du SSBR, mais aussi a protéger les extrémités de I’ADN contre des réactions de
recombinaison néfastes. Un défaut dans XRCC1 donne lieu a un phénotype d’hyper-
recombinaison caractérisé par une fréquence élevée d’échanges de chromatides sceurs et la
délétion du gene XRCCL est létale au niveau embryonnaire (493). Chez I’homme, alors qu’il
n’a pas été possible d’identifier des lignées sans expression de XRCCL1, certains
polymorphismes nucléotidiques (SNPs) de XRCC1 sont liés a une augmentation du risque de
développer un cancer du poumon ainsi qu’a d’autres types de cancer (85,111,127) (voir
(480)). Ces resultats suggerent que la modification d’amino-acides due a ces polymorphismes

dans certains domaines de XRCC1 est associée a une altération fonctionnelle de la protéine.
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Figure 6: Domaines de XRCC1 humaine, positions de ses sites de liaison avec les protéines
partenaires (d’apres Sterpone and Cozzi (2010) (480)).

1.4. Les étapes communes du BER et du SSBR
1.4.1. Traitement des extrémités des CSBs

Les extremités de la plupart des CSBs formées soit spontanément apres exposition aux
RI (par exemple : 3’-phosphate, 3’-phosphoglycolate, 5’-OH, 5’-désoxiribose-phosphate) ou
suite a I’action d’une glycosylase (par exemple : 3’-aldéhyde a, B-insaturé, 3’-phosphate, 5’-
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OH), sont souvant de nature complexe. La grande hétérogénéité des terminaisons necéssite un
grand nombre d’enzymes impliquées dans la restitution des formes canoniques, 3’OH et
5’phosphate, pour permettre le remplissage des bréches puis leur ligation. La protéine APEL,
la kinase polynucléotide (PNK), la DNA polymérase  (Polp), la tyrosyle phosphodiesterase 1
(TDP1) et la flap endonucléase-1 (FEN-1) sont les principales enzymes responsables des
traitements des terminaisons non canonigques.

APE1 : APE1 est impliquée dans le traitement des sites AP et des extremités des CSBs
parce qu’en plus de son activité endonucléasique, elle est aussi active comme une 3’
exonucléase/phosphatase. Elle intervient au niveau des cassures de I’ADN présentant des
extrémités 3’ bloquées par un aldéhyde B -insaturé ou par un phosphate, générant des
extrémités 3’OH (voir (206)).

Polf : L’activité 5° désoxyribose phosphate (dRP) de la Pop lui per met d’éliminer, par
réaction B-élimination, les résidus dRP situés en 5” des CSBs formées par I’APE1 (329).

FEN1 : FENL1 intervient apres stimulation par PCNA (nous reviendrons sur ces deux
protéines dans I’étape suivante du BER/SSBR) et sous certaines conditions, par la présence
d’un résidu dRP oxydé ou réduit qui ne peut pas étre éliminé par Polf (304).

PNK : La PNK est responsable de I’élimination des groupements phosphates liés sur les
extrémités 3’ des CSB générées lors des traitements des bases oxydées par des ADN
glycosylases telles que les NEILs (228). En plus de son activité 3’-phosphatase, la PNK a
aussi une activité 5’-kinase lui permettant de phosphoryler les extremités 5’OH (240). Ces
deux activités de la PNK font qu’elle a un réle majeur dans la restitution des extrémitees 3’
OH et 5’ phosphate.

Aprataxine : L’aprataxine posséde une activité d’hydrolyse ADN-AMP qui lui permet
d’exciser les groupements adénylés et de les remplacer par des résidus 5’-dRP qui seront a
leur tour excisés par I’activité dRP lyase de Pol B (423). L’intervention de I’aprataxine
nécessite une interaction avec le complexe XRCC1-ligase Illa. (91) via la région C-terminale
de XRCC1 (106). Les lignées dépourvues du gene APTX présentent un dysfonctionnement
dans le SSBR et une sensibilité aux RI et au MMS (91,188,313). Des mutations dans le méme
géne APTX sont responsables d’une pathologie neurologique: I’Aprataxie Ataxie
Oculomotrice (AOA) (276).

TDP1 : Cette enzyme est connue comme spécifique des extrémités des CSBs formées
par le complexe ADN-Topoisomérase 1. Elle élimine la Topl liée a I’extrémité 3’ de la CSB
(414,543). L’action de TDP1 entraine la formation d’une extrémité 3’ Phosphate excisé par
I’activité 3’-phosphatase de la PNK (137,421).
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Dans quelques circonstances, certaines terminaisons 3’ bloquées pourraient étre traitées
par le complexe nucléasique ERCC1/XPF, comme dans le cas du complexe Radl/Rad10,
homologue fonctionnel du complex ERCC1/XPF, chez les levures (190).

Le réle de XRCC1 dans le traitement des extrémités des CSBs :

XRCCL1 joue un role trés important dans le traitement des extrémités des CSBs. Elle
permet le recrutement et la stabilisation aux sites des CSBs, des protéines spécifiques
possédant les activités enzymatiques nécessaires au traitement des extrémités non canoniques
(273,306).

XRCCI interagit avec la Polf (67,268), assurant ainsi son recrutement au site de la
CSB (121,273) et stimule son activité (400). De méme pour la PNK, dont I’interaction avec
XRCCL1 stimule son activité au niveau des extrémités des CSBs (306,532). Dans les cellules
déficientes pour XRCC1 le traitement des extrémiteés 3’ phosphate et 5’OH, classiquement
effectué par PNK, devient une étape cinétiguement limitante pour le SSBR (478,532).
L’interaction entre XRCC1 et PNK dépend de la phosphorylation de XRCC1 par la caséine
kinase 2 (CK2) (306). De ce fait, la mutation des sites de phosphorylation de XRCC1
spécifiques de CK2 provoque une baisse de I’affinité entre les protéines XRCC1 et PNK et
une diminution de I’efficacité de réparation des CSBs (306). De méme, la phosphorylation de
XRCC1 par CK2 favorise son interaction avec I’Aprataxine et APLF (Aprataxin Pnk-Like
Factor) (31,188,313) qui sont impliquées dans I’élimination des nucléotides et des bases

endommagés aux sites de lésions.
1.4.2. Remplissage et ligation de la bréche

Une fois les extrémités traitées, le remplissage de la breche peut commencer. Selon le
nombre de nucléotides qui seront ramplacés, nous distinguons deux modes du gap filling
impliquant difféerentes enzymes specifiques et différents partenaires
(114,120,146,164,250,254,304,365,467). Ces deux sous-voies sont appelées, respectivement,
short-patch (SPR) pour la voie qui implique la synthese de 1 ou 2 nucléotides et long-patch
repair (LPR) pour la voie qui implique la synthése de 2 a 15 nucléotides.

Plusieurs études in vitro, basées sur I’utilisation des molécules d’ADN contenant des
dommages predéfinis, ont montré I’implication de multiples ADN polymérases, la [Rola
Pold, la Poleg, la PolL et la Polt dans le BER/SSBR
(120,161,164,254,268,330,365,417,467,483,532,535) (voir (64)). Le rble des polymérases
dans le BER/SSBR consiste a insérer le nucléotide ou I’oligonucléotide dans une bréche
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comportant des extrémités canoniques, 3’OH et 5’ phosphate. Le choix de la polymérase peut
dépendre de la source de la CSB et de la taille de la breche (122,350,351,393).

Cas du Short-Patch Repair

En général, la Pop est la polynérase majoritaire dans le SPR  (122,350,351,393). Elle

est recrutée au site du dommage par interaction avec XRCC1 (121,325) permettant a son
activité polymeérase contenue dans le domaine C terminal (270) d’insérer le nucléotide
manquant. L’importance fonctionnelle de la Polé# confirmée  in vivo, en montrant sa
nécessité pour la réparation rapide des CSBs (160,394). On note que la délétion du géne Polf
chez les souris provoque une létalité embryonnaire et que les lignées murines Polf/" sont
hypersensibles au MMS (187,213,472). Sobol et al. (473) avaient montré que cette
hypersensibles des lignées murines Polf/" au MMS est due essentiellement a I’absence de
I’activité 5°dRP lyase de la Polp.

Cas du Long-Patch Repair

Les Pold et € sont les polyarases privilégiées dans le LPR  (122,350,351,393) (voir
(64)). Si elle est stimulée par FEPIlauai Redut participer au LPR
(102,128,160,415,474,534). Dans le cas du LPR I’intervention des ADN polymérases est
précédée par le recrutement de la protéine homo-trimere PCNA (Proliferating Cell Nuclear
Antigen). PCNA est recruté au niveau du site de la CSB grace au facteur de réplication RFC
(Replication Factor C) (126). Une fois recruté au site du dommage, la protéine PCNA forme
un anneau coulissant autour de la double hélice de I’ADN et assure le recrutement des Pold et
€ qui a leur tour assurent la synthése de 2 a 15 nucléotides (161,483). Cette synthése deplace
I’ancien simple-brin, situé en 5’ de la CSB, de 2 a 15 nucléotides. Ces oligonucléotides
déplacés sont appelés Flap. A ce moment, PCNA stimule I’activité d’une endonucléase
spécifique, FEN1 (Flap endonucléase 1), qui procede au clivage du Flap (171). Il a été montré

que FEN1 coopére avec PARP-1 et stimule le LP gap filling par la Polp in vitro (416).

Le role précis de XRCC1 dans I’étape de remplissage de la bréche n’est pas encore clair.
Il est vrai qu’elle interagit avec PCNA (146) et Polp (67,268) mais il n’est pas clair si ces
interactions ont un role dans le gap filling. On note que la perte de I’interaction entre XRCC1

et Polp est accompagnée d’une légere sensitivite au MMS et a I’'H,0, (121,537).
1.4.3. Ligation de I’ADN

Il s’agit de la derniere étape du BER/SSBR. Cette étape consiste a relier I’extrémité 3’
du nucléotide (oligonucléotide) néo-synthétisé a I’extrémité 5° de la CSB. Les protéines
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spécifiques assurant cette ligation sont les ADN ligases. A ce jour, trois ligases ont eté
identifiées chez I’lhomme, les ligases I, Il et IV (501). Seules la ligase | et la ligase IlI
participent au BER et au SSBR. Les ADN ligase I et Illa ont deux domaines catalytiques
hautement conservés avec une forte homologie, qui agissent de la méme maniére sur I’ADN
alors qu’elles ont des fonctions distinctes dans le SPR et le LPR (364). Ces fonctions
distinctes peuvent étre attribuées aux différents domaines liant les protéines partenaires : PBD
(Protein Binding Domain) dans I’ADN ligase | liant PCNA et BRCT dans la ligase Il liant
XRCC1 (364).
Cas du Short-Patch repair :

L’ADN ligase Il est majoritaire dans le SPR. Elle est présente sous deux isoformes
appelées Illo (103 KDa) et ITIB (96 KDa) issues d’unépissage alternatif des transcrits d’ARN
codant cette protéine (317). Les deux isoformes different uniquement par leur domaine C-
terminal, dans lequel 77 aa de la ligase Illo sont remgdapar 17 aa sans homologie de
séquence dans I’isoforme ligase 1B (502). Seule la ligase I1la participe au SPR, formant un
complexe avec XRCC1 (68,69) et Pol B (535). Ces complexes jouent un réle important dans
le SPR (73,535,536). L’interaction XRCCl1-ligase Illo. @&pend d’un domaine BRCT localisé
dans la partie C-terminal de la ligase (368). Cette interaction est nécessaire pour la réparation
rapide par le BER, des dommages induits par le MMS (267,359,492). Dans les souris XRCC1
I, ’expression et I’activité de I’ADN ligase IIla sont €duites de 6 & 10 fois, suggérant que la
protéine XRCC1 a un rdle important dans la stabilisation de la ligase: 111  (69). En accord
avec cette observation, le niveau d’activité de I’ADN ligase dlldans des cellules mutantes
pour XRCC1 (EMO9) est restauré par transfection par I’ADNc codant pour XRCC1 (305).

Lors de ligations avortées par le complexe XRCC1-ligase Illo. au cours du SPR,
des groupements adénylés peuvent étre produits et liés covalemment aux extrémités 5’
phosphates des CSBs. Dans ce cas intervient une autre proteine, I’aprataxine, qui est une

hydrolase/transférase de nucléotides.

Cas du Long-Patch Repair :

Dans le cas du LPR, la religation est assurée par I’ADN ligase | (330,417,535) qui est
recrutée au site du dommage grace a I’interaction de son domaine N-terminal avec PCNA
(74,287,358,364). L’ADN ligase | est nécessaire pour la réplication afin de religuer les
fragments d’Okazaki (316), et est impliquée méme dans la réparation par excision de
nucléotide (229). Les souris KO (Knock Out) pour la ligase | ne sont pas viables (1).

2. Les autres voies de réparation des dommages de I’ADN
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2.1. Voie de réparation par excision de nucléotide (NER)

La voie de réparation par excision de nucléotides (NER) est une voie extrémement
adaptable qui ne nécessite pas une série d’enzymes spécifiques de reconnaissance de la lésion
proprement dite comme pour le BER mais est plutét basée par la reconnaissance des
déformations de I’ADN dues aux lésions et qui aboutit a I’excision de quelques nucléotides.
De cette facon, cette voie de réparation peut réparer un grand nombre de dommages
provoqués soit par des composés chimiques qui forment des adduits volumineux sur I’ADN
ou par des agents de pontage, soit par des agents physiques tels que les rayons UV qui
forment des dimeres de pyrimidine cyclobutane ou des photos produits pyrimidine-6-4-
pyrimidone (voir introduction générale § 11.2.2) (553). Le NER répare également certaines
Iésions induites par les RI telles que les glycols de thymine. De plus, en absence de certaines
glycosylases ou de MGMT, des lésions spécifiques de ces enzymes, sont réparées par le
NER.

Le NER passe par cinqg étapes différentes (Figure 7) : la reconnaissance du dommage,

I’ouverture de la double hélice de I’ADN autour de la Iésion, I’incision de I’oligonucléotide
endommagg, la re-synthése d’un nouveau oligonucléotide et enfin la ligation.
Il existe deux voies majoritaires dans le NER (Figure 7) : la réparation globale du génome
(GGR : Global Genome Repair), qui opére sur la totalité du génome, et la réparation couplée
a la transcription (TCR : Transcription-Coupled Repair), qui est spécifique des Iésions situées
sur les brins d’ADN transcrits et permet ainsi une réparation rapide des genes actifs. Les
seules différences entre ces deux voies sont dans I’étape de reconnaissance et dans la vitesse
de réparation. Une troisiéme voie, appelée DAR (transcription Domain-Associated Repair)
opeérant sur les deux brins quand les genes sont actifs a également éte décrite (376,377).

L’importance fonctionnelle du NER est cliniquement attestée par I’existence de
maladies liees a des défauts dans cette voie de réparation. Par exemple le Xeroderma
Pigmentosum (XP), maladie rare due a des mutations invalidantes dans les génes codant pour
les protéines XP, est caractérisée par une hypersensibilité aux rayons UV et une prédisposition

héreditaire aux cancers de la peau (89,90,284).
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Figure 7: Schéma représentatif de la voie de réparation par excision de nucléotide (NER) :
réparation globale du génome (GGR) et réparation couplée a la transcription (d’apres
Hoeijmakers (2001) (210)).

2.1.1. Laréparation globale du génome (GGR)

Ce mécanisme de réparation commence par la reconnaissance des différentes distorsions
de I’ADN par les complexes proteiques XPE-DDB1/2 (DDB : Damaged DNA Binding protein
1 and 2), XPC-HR23B et XPA-RPA (RPA: Replication Protein A). Le complexe XPE-
DDB1/2 présente une forte affinité pour les photo-produits pyrimidine-6-4-pyrimidone lui
permettant d’arriver rapidement au site du dommage et de favoriser ainsi le recrutement des
deux autres complexes (269). La reconnaissance du dommage est suivie par le recrutement du
facteur traductionnel TFIIH. Une fois recruté le complexe TFIIH permet le déroulement de
I’hélice d’ADN autour du dommage grace a ces deux sous unités XPB et XPD qui possedent,
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respectivement, une activité 3’—5’ et 5’—3” hélicase. L’ADN ainsi ouvert va étre stabilisé par
la protéine RPA.

Le déroulement de I’ADN rend le simple-brin contenant la lésion accessible aux
endonucléases XPG et XPF. XPG est recrutée en premier et coupe I’ADN simple-brin 5 a 6
nucléotides en aval du dommage. Puis vient le tour de XPF, accompagné d’ERCC1, qui coupe
20 a 22 nucléotides en amont du dommage. Un oligonucléotide d’une taille relativement
constante (22 a 29 nucléotides) contenant le dommage est ainsi excisé (138).

Les protéines permettant la synthese d’un nouvel oligonucléotide sont recrutées environ
30 min apres la reconnaissance du dommage. PCNA est recrutée puis stabilisée au site de la
Iésion grace a XPG et RPA. Une fois PCNA stabilisée, RPA et XPG quittent le site du
dommage et laisse la place aux ADN polymérases Rbkt € qui vont combler la behe de

facon stable et fidéle. La ligation est assurée par la ligase .

2.1.2. Laréparation couplée a la transcription (TCR)

La TCR cible les lésions de I’ADN se trouvant sur des genes activement transcrits. En
effet, elle intervient lorsque le complexe de transcription de I’ADN en ARN se trouve bloqué
au niveau d’une distorsion causée par un dommage photo-induit tel que les pyrimidine-6-4-
pyrimidone (162). Dans ce cas, I’ARN polymérase Il bloquée au niveau de la Iésion recule
d’une vingtaine de nucléotide et permet ainsi sa détection par les protéines CSA et CSB
(Cockayne Syndrome Protein A and B) (293,442,518). Le recrutement de CSA et CSB permet
alors la modification de la structure de la chromatine facilitant ainsi I’accés des autres facteurs
du NER tel que TFIIH (163,370,442,518). En paralléle, le facteur d’élongation de la
transcription TFIIS stimule I’activité le clivage du transcrit de I’ARN polymérase 1l bloque
(236). Cette derniére quitte donc le site du dommage et est ensuite dégradée.

Une fois la Iésion reconnue, la réparation se poursuit comme pour le GGR. A la fin de la
réparation, la transcription peut reprendre par le recrutement d’une nouvelle ARN polymérase

Il substituant celle qui avait été dégradée lors de la reconnaissance du dommage.

2.2. Voie de réparation des mésappariements de bases (MMR : Mismatch Repair)

La voie MMR est un systeme de correction des bases mal appariées. Contrairement aux
systemes d’excision de base et de nucléotide, le MMR reconnait des bases non endommagées
qui sont appariées avec des bases non complémentaires (147,398). Ces mésappariements sont
souvent des erreurs de réplication causées par les ADN polymérases telles que Rokt €. Le

MMR reconnait également de courtes insertions ou délétions de nucléotides qui forment des
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boucles au sein de la molécule d’ADN. Ces insertions et délétions résultent de glissement
pendant la recombinaison ou pendant la réplication de séquences génomiques répétitives
(microsatellites).

Chez les mammiféres le MMR implique plusieurs protéines et comporte quatre étapes
principales (Figure 8) : la reconnaissance des bases mal appariées, I’identification du brin
porteur du mésappariement, excision de I’oligonucléotide porteur du mésappariement, la re-

synthese et la ligation d’un nouvel oligonucléotide avec le bon appariement.
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Figure 8 : Schéma représentatif de réparation des mésappariements de bases par la voie
MMR (d’apres Jiricny (2006) (229)).

L’étape de reconnaissance est assurée par deux complexes différents, hMttS
hMutsP. Le complexe hMutSa est compdas des protéines hMSH2 et  hMSH6 (human MutS
Homologous protein 2 and 6) et reconnait specifiguement les mésappariements de bases et les
boucles formées par un seul nucléotide (174,234). Le complexe hMutsf est compésdes
protéines hMSH2 et hMSH3 et reconnait seulement les boucles nucléotidiques issues de la

délétion ou de I’insertion de plusieurs nucléotides (234,513).

47



Introduction général — Les différents voies de réparation des dommages de I'ADN

En ce qui concerne I’identification du brin néosynthétisé porteur du mésappariement, le
mécanisme adopté chez les mamiferes reste & ce jour unconu. Lidentification du brin
néosynthétisé est suivie par I’hydrolyse de I’ATP par MutSx provoquant un changement de la
conformation de I’ADN et permettant ainsi le recrutement de I’hétéro-dimére MutLa composé
des protéines hMLH1 (human MutL homologous mismatch repair protein 1) et PMS2
(postmeiotic segregation increased 2) (5). Si le complexe réplicatif est situé en 5’ de
mésappariement, MutSt et MutLo vont glisser en amont jusqu’a PCNA, déloger RFC et
recruter I’exonucléase 1 (EXO1). Si le complexe réplicatif est situé en aval du
mésappariement, les complexes Mut® et MutLo coulissenégalement jusqu’a PCNA, et
recrute EXO1, tout en maintenant RFC sur le site du dommage pour éviter une dégradation de
I’ADN.

L’exonucléase EXOL1 intervient donc au niveau des deux excisions-8” et 3’—5’
(189,234). Une fois le brin excisé, RPA va stabiliser les extrémités en protégeant I’ADN
simple-brin, puis la polymérase &oincorpore les néctides manquants a partir de
I’extrémité 3’. Les cassures résiduelles restantes sont re-liguées par I’ADN ligase | (229).

Les mutations germinales dans les génes hMSH2, hMLH1, hMSH6 et PMS2 créent des
défauts du MMR et sont responsables de la plupart des cancers héréditaires colorectaux non

polyposiques (398).
2.3. Voies de réparation des cassures doubles brins

Les cassures double-brin sont les dommages les plus critiques pour les cellules. Ce sont
des lésions particulierement importantes car quand elles ne sont pas réparées, elles sont
letales, et quand elles sont mal réparees, elles peuvent provoquer des translocations
chromosomiques ou une perte d’hétérozygotie. Leur réparation est donc indispensable pour la
survie de la cellule. Les cellules de mammiféres possedent trois mécanismes principaux
assurant la réparation des CDBs: la recombinaison homologue (HR: Homologous
Recombination), la soudure simple de I’ADN (SSA : Single Strand Annealing) et la jonction

des extrémites non homologues (NHEJ : Non Homologous End Joining).

2.3.1. Voie de réparation par recombinaison homologue (HR)

Parce qu’elle assure la conservation intégrale de [I’information génétique, la
recombinaison homologue est sans aucun doute le moyen le plus sécuritaire pour réparer les
cassures double brin (réparation dite fidele). Cette voie est utilisée préférentiellement chez les

eucaryotes inférieurs (risque de translocations chromosomiques dans les eucaryotes supérieurs
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lie a la présence de séquences répétées) (301) (pour revue voir (422)). Chez les mammifeéres
elle est strictement régulée et dépend du cycle cellulaire, elle se produit principalement en
phase S/G2 et préférentiellement en phase S (236,499) (pour revue voir (422)). Elle utilise
I’information codante portée par la chromatide sceur intacte correspondant a la partie

endommageée.

S MRN-CtIP

1. Résection ménagée par MRN-CtIP
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X X. résolvase ou dissolvase

Figure 9 : Schéma représentatif de la réparation des CDBs par recombinaison homologue
(HR) (d’apres Rass E. et al. (2011) (422)).

La premiéere réponse aux CDBs est leur détection par le complexe protéique Mrell-
Rad50-Nbs1/Xrs2-CtIP (complexe MRN-CtIP) responsable du recrutement des protéines de
signalisation ATM (Ataxia Telangectasia Mutated) et ATR (AT Related) (75). Les kinases
ATM et ATR permettent I’activation par phosphorylation du complexe MRN (278,279,402),
qui, via I’activité 53’ exonucléasique de Mrel 1, va digérer particllement les extrémités 5’
pour donner des extremités 3’ sortantes (99), intermédiaires obligatoires pour initier la
recombinaison homologue. L’extrémité 3’ sortante attire les protéines RPA et Rad52 qui la
protégent contre une dégradation par les exonucléases cellulaires permettant le recrutement
de la proteine Rad51. Le recouvrement de I’extrémité 3’ par RPA facilite la polymeérisation de

Rad51 sur I’ADN simple brin. Les deux protéines Rad51 et Rad52 vont ensuite rechercher
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une séquence homologue dans I’ADN intact par envahissement d’une région double-brin
homologue d’une chromatide sceur ou d’un chromosome homologue. D’autres partenaires tels
que les paralogues de Rad51 (Rad51B, Rad51C, Rad51D) et les protéines Rad54, XRCC2,
XRCC3, DMC1, BRCA1 et BRCA2 sont recrutés et assistent Rad51 dans les différentes
étapes de la HR. L’une des extrémités 3’ effectue I’invasion du duplex d’ADN partenaire en
déplacant le brin complémentaire (boucle D) et est élonguée par I’ADN polymérase Poj
(244) et/ou Pold (321) utilisant comme matrice la séquence homologue appropriée. La boucle
s’agrandit suffisamment et migre via I’activité hélicase d’une protéine de la famille RUVB-
Like pour que le second fragment 3’ puisse s’hybrider et étre polymériser a son tour, formant
alors des jonctions de Holliday. Les hélicases Werner (WRN) et Bloom (BLM) interviennent
également pour ouvrir la chromatine et permettre I’invasion réciproque des brins (210). Les
jonctions de Holliday seront ensuite résolues par des endonucléases appelées résolvases, telles
que MUS81 et MMS4 chez I’homme (334). Une fois les jonctions résolues, les brins
nouvellement synthétises sont ligués par I’ADN ligase I.

Plusieurs maladies sont liées au dysfonctionnement de la HR dues a des mutations des
génes codant pour des protéines impliquées dans cette voie de réparation. En effet, chez
I’hnomme les mutations dans les genes MRE11l et NBS1 sont associées au syndrome de
Nijmegen (NBS: Nigmegen Breakage Syndrome) (458). Ce syndrome partage plusieurs
caractéristiques avec I’ataxie télangiectasie (AT) qui est associée a une mutation du géne
ATM, en particulier I’hypersensibilité aux RI, la fréquence d’aberrations chromosomiques
élevés et la predisposition au cancer (86,158,159,481). De la méme maniére, les mutations
hétérozygotes affectant les genes BRCALl et BRCA2 constituent aussi un facteur de

prédisposition aux cancers du sein ou des ovaires.

2.3.2. Voie de réparation par Single-Strand Annealing (SSA)

Ce mécanisme répare les CDBs produites au niveau des régions répétitives. En effet il
est basé sur I’hybridation de deux petites séquences homologues (micro-homologies), situées
dans les deux extrémités 3’ de la CDBs, aprés délétion par excision exonucléasique des
extrémités non complémentaires. Le SSA peut étre considéré comme une variante de la HR
parce que Iinitiation des deux voies est identique avec plusieurs effecteurs communs.
Cependant I’élimination des extrémités non complémentaires rend le SSA, contrairement a la

HR, un mécanisme de réparation infidele (192).
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Figure 10 : Schéma représentatif de réparation des CDBs par la voie du Single Strand
Annealing (d’apres Valérie et Povirk (515)).

Apres detection de la CDB par le complexe MRN et la protéine ATM, les extrémités
non complémentaires subissent une digestion enzymatique grace a l’activité exonucléase
5’—3’ de la protéine Mrell, générant ainsi des extrémités simple-brin sortantes en 3’. Cette
activité s’arréte en présence de séquences répétées qui peuvent s’apparier par
complémentarité de bases (515). Dans le complexe MRN, Rad50 posséde une activite
ATPasique qui pourrait faciliter le déroulement de I’ADN rendant la Iésion accessible aux
protéines de la réparation (397). La sous unité Nbsl semble, pour sa part, impliquée dans le
transport nucléaire du complexe MRN et la transduction et I’amplification du signal de CDBs
entre les protéines senseurs des dommages de I’ADN (principalement la kinase ATM) et le
complexe MRN (116,173,296,540).

Comme dans la HR, aprés résection de la CDB par le complexe MRN, la protéine RPA
se fixe sur les fragments d’ADN simple-brin sortant en 3’ afin de les protéger des nucléases.
La protéine Rad52 se fixe ensuite aux extrémités, permettant leur rapprochement. Les
protéines du NER, ERCCL1 et XPF, interviennent ensuite pour exciser les oligonucléotides 3’
sortants. La bréche entre les extrémités est comblée par une polymérase avant d’étre soudées

par une ADN ligase telle que la ligase 1 (515).

2.3.3. Voie de réparation par jonction des extrémités non homologues (NHEJ)

Chez les eucaryotes supérieurs, cette voie de réparation est prédominante et peut

intervenir dans toutes les phases du cycle cellulaire. Appelée aussi la voie non fidele, parce
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qu’elle peut entrainer des délétions de séquences apres action de certaines nucléases. La voie

NHEJ consiste & joindre, par ligation, les extrémités de la CDB de maniére séquence

indépendante. Donc, contrairement au SSA, ce mécanisme ne nécessite pas la présence de

séquences repétitives. Le NHEJ se compose de deux voies : Le C-NHEJ (NHEJ canonique)
dépendant de la protéine DNA-PK et le A-NHEJ (Back-up/alternative NHEJ), indépendant de
la protéine DNA-PK.
2.3.3.1. LeC-NHEJ

Break
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Figure 11 : Schéma représentatif de la réparation des CDBs par la voie du NHEJ (d’apreés
Misteli et Soutoglou (352)).

Plusieurs protéines sont impliquées dans le processus du C-NHEJ (Figurell), les

protéines essentielles assurant les étapes de base sont:

le complexe (Ku70/80) qui interagit avec les extremités de I’ADN,

la sous-unité catalytique de la kinase dépendante de I’ADN (DNA-PKcs) qui signale la

présence des CDBs et recrute ou/et active par phosphorylation les protéines de réparation.

Parmi les protéines phosphorylées on mentionnera P53, Ku et DNA-PKcs elle-méme ;

I’enzyme Artémis responsable du traitement des extrémités complexes, non canoniques,

non directement ligables.
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- et enfin le complexe effecteur ADN ligase IV/XRCC4 pour religuer les extrémiteés des
cassures (Burma et al. 2006). La localisation de ce complexe au site de la CDB est
assurée par la protéine XLF (XRCC4-Like Factor), appelée aussi Cernunnos (70).

La nature des protéines recrutées différe selon le type de CDBs, simples (directement
ligables) ou complexes (nécessitent une préparation supplémentaire) (324).

On constate que le C-NHEJ intervient aussi dans la recombinaison V(D)J des génes V
(Variable), D (Diversity) et J (Joining) codant les immunoglobulines et les récepteurs des
lymphocytes T. Ces génes codant subissent des CDBs qui sont induites par le complexe RAG
(constitué des enzymes RAG1 et RAG2 associées a HMG1). Ces CDBs sont protégées
contres les exonucléases par leur transformation en épingle a cheveux (4) dont I’ouverture est
assurée par Artémis (315). Les différentes extrémités double-brin issues des trois génes sont
ensuite reliées entre elles par le C-NHEJ (420). Ce processus assure la génération d’une
grande variété de sequences protéiques de reconnaissance des antigénes, a partir des trois
génes V, D et J et assure ainsi la poly-clonogenicité pour un systeme immunitaire efficace.
Des mutations dans des genes codant les protéines impliquées dans le NHEJ, notamment
Artemis et Ligase IV, sont responsables d’importants déficits immunitaires (294) et

prédisposent a I’apparition de lymphomes et de leucémies (382).

2.3.3.2. LeA-NHEJ

Des études, in vitro, basées sur I’utilisation des extraits cellulaires et des plasmides
linéarises par des enzymes de restriction, faisant office de substrats des systemes de réparation
des CDBs, ont permis de mettre en évidence I’existence d’un NHEJ indépendant de la
protéine DNA-PK (82,153,230,271). Wang et al. ont montré en 2001 (526), que les cellules
dépourvues de DNA-PKcs ou de la ligase IV présentaient une activité de ligation qui leur
permettait de réparer les CDBs par une voie alternative indépendante de Ku, 20 a 30 fois plus
lente que le NHEJ canonique. Par la suite, il a été rapporté que cette voie alternative est
dépendante de quatre protéines principales impliqués dans le BER/SSBR : PARP-1, XRCC1,
ligase 111 et PNK (19,20,527).
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Figure 12 : Schéma représentatif de la réparation de CDBs par la voie du A-NHEJ (d’apres
Audebert et al. (2006) (20) et Rosidi et al. (2008) (437)).

Cette voie est initiée par le recrutement et I’homo-dimeérisation de PARP-1 au site de la
CDB (Figure 12). Cette homo-dimérisation permettrait le rapprochement et la stabilisation des
deux extrémités 5’ et 3’ de la cassure. Une fois recruté au site de la cassure, PARP-1 devient
active et recrute par poly(ADP-ribose)ylation les protéines XRCC1, ligase Il et PNK. PNK
phosphoryle ensuite I’extrémité 5’ permettant ainsi la ligation de la CDB par la ligase 111 (20).

Les partenaires du SPR ne prendraient donc pas uniquement en charge la réparation des
CSB, mais pourraient également pallier les déficiences du NHEJ canonique dans la réparation
des CDBs. Toutefois, la suppression de PARP-1 n’a pas d’incidence sur la vitesse de
réparation des CDB ni sur la survie des cellules exposées a la NCS, un inducteur de cassures
double-brin de I’ADN (374).

En 2008, I’équipe d’lliakis G. a (437) mis en évidence I’implication d’un nouveau
facteur, I’histone H1, dans cette voie alternative. Il a été montré que H1 favorise la réparation
des CDBs par le A-NHEJ en augmentant I’activité de PARP-1 et en stimulant I’activité de
ligation de la ligase Ill, tout en neutralisant la voie canonique (437). Cette découverte indique
que les facteurs chromatiniens et de remodelage de la structure chromatinienne pourraient

également avoir un réle dans le choix de la voie de réparation des CDBs.
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IV. Modifications post-traductionnelles des proteines

Aprés leur traduction, la plupart des protéines sont modifiées de fagcon covalente et
réversible. Les protéines ainsi modifiées adoptent des structures et ont des propriétés
physicochimiques trés différentes des molécules directement codées par les genes. Ces
modifications post-traductionnelles jouent un réle important dans la régulation des fonctions
de ces protéines. Elles contrblent également leur stabilité, leur localisation intracellulaire et
plus spécifiquement leurs activités intrinseques et/ou leur interaction avec d’autres protéines
ou la molecule d’ADN, les intégrant ainsi dans différents processus cellulaires dont la
signalisation des dommages de I’ADN et les mécanismes de réparation. Les modifications
post-traductionnelles des protéines sont nombreuses: I’acétylation, la méthylation,
I’ubiquitination, la SUMOylation, la poly(ADP-ribose)ylation, la phosphorylation, la
biotinylation, la carboxylation, I’hydroxylation, I’amidation et la sulfatation. Ces
modifications impliquent différents acides aminés: I’acétylation et I’ubiquitination des
lysines, la méthylation des lysines et des arginines, la SUMOQylation et la poly(ADP-
ribose)ylation des arginines et des glutamates, et la phosphorylation des sérines et des
thréonines. Nous n’exposerons dans ce travail que les modifications par poly(ADP-
ribose)ylation par la famille des PARPs et par phosphorylation, en particulier par la kinase
Cdk5 (Cyclin-Dependent Kinase 5).

1. La poly(ADP-ribose)ylation.

La modification post-traductionnelle par poly(ADP-ribose)ylation (Figure 13) est la
catalyse des liaisons covalentes entre les unités ADP-ribose, issues de I’hydrolyse du NAD",
et les résidus arginines et glutamates des protéines acceptrices. Cette réaction enzymatique
libére, pour chaque molécule de NAD" hydrolysée, une molécule de nicotinamide (Nam) et
un proton. La poly(ADP-ribose)ylation est initiée par la formation d’une liaison ester entre
I’acide aminé accepteur et le premier résidu d’ADP-ribose. La liaison du premier ADP-ribose
est ensuite suivi par la formation et I’élongation de la chaine de polymeére (PAR : Poly(ADP-
ribose)), linéaire ou ramifiée, dont la structure est hélicoidale. Les résidus ADP-ribose sont
greffés sur le 2°-OH du ribose de I’adénine (dans le cas d’élongation linéaire) ou du ribose du
Nam (dans le cas des ramifications) grace a la catalyse de liaisons glycosisidiques ribose-
ribose 1’-2’ (452). La ramification commence au-dela de 20 unités, elle est reproduite & des

distances réguliéres de 40 a 50 unités.
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Figure 13 : Schéma représentatif de la poly(ADP-ribose)ylation en réponse aux CSBs
induites par différent agents génotoxiques (d’apres Schreiber et al. (2006) (452)).

Dans des conditions cellulaires physiologiques et en absence de stimulation, le taux des
PAR constitutif est bas et les polyméres sont courts (32). Cependant, sous conditions de stress
cellulaire, tel que la présence de dommages de I’ADN, le niveau des PAR peut étre augmenté
d’un facteur de 10 a 500 et leur longueur peut atteindre jusqu’a 200 résidus (464,466). Les
PAR sont impliqués dans la signalisation et la régulation de nombreux processus cellulaires,
en particulier ceux qui impliquent le métabolisme de I’ADN. De facon générale, ils modulent
les fonctions des protéines en régulant leurs activites enzymatiques et/ou leurs interactions
avec d’autres protéines ou avec la molécule de I’ADN. Ainsi, les PAR participent dans la
régulation de la réplication et de la transcription, I’homéostasie des télomeres, la signalisation
et la réparation des dommages de I’ADN, et le remodelage de la structure chromatinienne
(voir (196,215,264)). On notera que les PAR sont impliqués aussi dans la régulation de la
division, la prolifération et la progression du cycle cellulaire (voir (196,215,264)). De plus, les
PAR peuvent induire la mort cellulaire via I’apoptose, par induction de la translocation du
facteur AIF (Apoptosis Inducing Factor) des mitochondries vers le noyau, ou via la nécrose

par épuisement des NAD", une des principales sources énergétique de la cellule (92,196).

1.1. Les poly(ADP-riboses)polymérases (PARPS)

La synthése des PAR est catalysée par les PARPs. Ces protéines peuvent poly(ADP-
ribose)yler plusieurs protéines cibles y compris elles-mémes (auto-modification). Les PARPs
constituent une superfamille composée, actuellement, de 17 protéines (Figure 14) (13,452),
identifiées par des recherches d’homologie avec le domaine catalytique de PARP-1. Le
domaine protéique sur lequel ont été basées les études d’homologie est dit « signature de
PARP ». Cette signature est constituée d’une séquence d’acides aminés contenue dans le
domaine catalytique des PARPs, et a été définie a partir du repliement B-a-loop-p-o NAD" de
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PARP-1. Ce domaine forme la séquence la mieux conservée dans les orthologues de PARP-1.
Il est localisé dans la région C-terminale des protéines, sauf dans PARP-4/vPARP.

En plus du domaine catalytique, les PARP contiennent typiquement un ou plusieurs
motifs ou domaines supplémentaires, y compris des domaines « doigts de zinc », des motifs
BRCT (BRCA1 C-terminus-like), des répétitions ankyrin, des macro domaines et des
domaines WWE et DBD (DNA Binding Domaine) (Figure 14). Ces différents domaines sont
responsables des interactions des PARP avec I'ADN, I’ARN et d’autres protéines. La
différence et la multiplicité de ces domaines donne ainsi a chaque PARP des propriétés
spécifiques.

Bien que le domaine catalytique soit trés conservé dans la famille PARP, certaines
PARPs ne synthétisent que des mono(ADP-ribose) (PARP-10) et d’autres ne sont capables de
synthétiser ni des mono(ADP-ribose) ni des PAR (PARP-9/BAL1) (88). Le domaine
catalytique de PARP1 contient trois résidus cruciaux : une histidine et une tyrosine,
importants pour lier le NAD" et un glutamate (Glu 988) qui est essentiel pour I’activité
polymérase. Selon les propriétés structurelles des domaines catalytiques des PARPs, il semble
que seulement six d'entre eux (PARP-1, PARP-2, PARP-3, PARP-4, tankyrase-1 et 2) peuvent
synthétiser des PAR, tandis que le reste ne sont probablement que des mono-ADP-ribosyle-
transférases (203,252). En effet, la présence d'isoleucine, leucine ou tyrosine en place de ce
glutamate dans les PARPs 6 a 16 serait plutot en faveur d’une activité mono-ADP-ribosyle-
transférases (252). Cependant, jusqu’a aujourd’hui, le seul moyen fiable de déterminer si une
PARP est réellement une mono ou poly(ADP-ribose) polymérase est d'analyser le produit de
sa catalyse (10). Basé sur ce critere, PARP-1, PARP-2 et tankyrase-1 sont de vrais PARPs.
Chez I’homme et la souris, les PARP-1 et PARP-2 peuvent synthétiser des PAR branchés
(10,12), alors que la tankyrase-1 humaine ne synthétise que des PAR lineaires (430). La
caractérisation partielle de la tankyrase-2 laisserait supposer qu’elle produise également des
PAR (449). Pour PARP-3 des études récentes montrent qu’elle a une activité poly(ADP-
ribosyle) transférase (41,441)

En fonction des domaines fonctionnels ou de la fonction connue de chaque PARP, cette
superfamille est divisée en : PARPs dépendantes de 'ADN (PARP-1, PARP-2, et PARP-3),
tankyrases, PARPs a doigt de zinc de type CCCH, et macro-PARPs (Figure 14). A ce jour,
PARP-1 et PARP-2 et PARP-3 sont connues pour étre fortement stimulés par des dommages a
I'ADN. Cependant, d’autres travaux ont montré que PARP-1 pourrait étre activé également

par des structures particuliéres de I'ADN, comme les épingles a cheveux ou I'ADN surenroulé
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(251,307). Peu de données existent sur les modes d’activation et de régulation des autres

PARPs.
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Figure 14 : Schéma représentatif des 17 membres de la famille PARP et de leurs domaines
architecturaux (d’apres Hakme et al. (2008) (196)).
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Tableau 4 : Caractéristiques des différentes PARP humaines (d’apres Amé, JC et al. (2004)
(13) et Schreiber V. et al. (2006) (452)).

Nomenclatur Masse Nombre Localisation %

& Droposée moléculaire d’acide chromosomi | % d’identité* | d’homologie
prop (Da) aminés que du gene *

hPARP-1 113 083 1014 1g41-42 100 100
hPARP-2 64 819 570 14911.2 46 69
hPARP-3 60 088 533 3p21 39 61
hPARP-4
(VPARP) 192 672 1724 13911 34 54
hPARP-5a

(tankyrase 1) 142 011 1327 8p23.1 38 52
hPARP-5b

(tabkyrase 2) 126 917 1166 10923.3 34 54
hPARP-6 71144 630 15022.3 29 51
hPARP-7
(tiPARP) 78 926 680 3025.31 26 50
hPARP-8 55 824 501 5q11.2 25 48
hpézg-g 96 282 854 3q13-q21 27 57
hPARP-10 109 327 1020 8024.3 28 47
hPARP-11 38 738 331 12p13.3 35 58
hPARP-12 79 063 701 7934 33 54
hPARP-13 902
hPARP-14 170 600 1518 3021.1 30 47
HparP-15 111 765 989 3021.1 22 41
HparP-16 36382 322 15022.2 21 32

1.1.1. La poly(ADP-ribose)polymérase 1 (PARP-1)

*Par rapport au domaine catalytique de PARP-1

PARP-1 a éte identifiée pour la premiere fois en 1963 par Chambon et al. (79). C’est

une protéine de 113 kDa codée par un géne de 23 exons situé dans la région g41-42 du

chromosome 1 (109). PARP-1 est le membre fondateur de toute la famille PARP et est la plus

abondante, avec une moyenne de 1 million de molécules par cellule. Elle représente la

deuxiéme protéine la plus abondante apreés les histones. La majorité des PAR formés dans la
cellule (environ 85 %) sont synthétisés par PARP-1 (12).
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1.1.1.1. Structure et fonctions de PARP-1

Structure :
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Figure 15 : Schéma représentatif des différents domaines de PARP-1. (D’aprés Kraus (2008)
(264)).

PARP-1 est une protéine modulaire composée de 1014 acides aminés. Selon la relation
structure-fonction, PARP-1 est composée de trois domaines majeurs : le domaine de liaison a
I’ADN (DBD : DNA Binding Domain), le domaine d’auto-modification (AMD : Auto-
Modification Domain) et le domaine catalytique. Chaque domaine contient plusieurs motifs
specifiques.

Le domaine DBD est situé dans sa région N-terminale entre les acides aminés 1 et 372.
Ce domaine contient deux motifs de doigt de zinc (FI et FII) de type CX,CX2g30HX,C. Ces

deux motifs a doigt de zinc ont un réle trés important dans la régulation de I’affinité de toute
la protéine a I’ADN. En effet, ils ne sont pas spécifiques de séquences nucléotidiques
(184,444) et reconnaissent les lésions de I’ADN et autres structures inhabituelles telles que les
épingles a cheveux (184,307,404). Récemment, un troisieme motif a doigt de zinc (FIII) a eté
identifié dans la PARP-1 humaine (274,490). Bien que ce motif ne lie pas I'ADN, il est
nécessaire pour stimuler I’activité de PARP-1 (490). Il serait responsable de la communication
entre les régions N-terminale et C-terminale qui régule l'activation dépendante de I'ADN de
PARP-1 (274,295). En plus des motifs a doigt de zinc, le domaine DBD contient une
séquence, qui permet la localisation nucléaire de PARP-1, dite NLS (Nuclear Localisation
Sequence), et une séquence consensus (DXXD) de clivage par la caspase 3.

Le domaine AMD est situé entre les acides aminés 372 et 524 de la protéine et contient

un sous domaine E contenant les résidus Glu, cibles de I’auto-modification. L’AMD contient
également un domaine BRCT responsable des interactions protéine-protéine permettant ainsi
a PARP-1 une interaction directe avec la majorité de ses partenaires y compris elle-méme
(538).

Le domaine catalytique dit domaine F contient la signature PARP (entre les résidus 858

et 908) et est situé dans la région C-terminale entre les acides aminés 524 et 1014
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(235,440,538). Ce domaine identifié par cristallographie (440) est bien conservé dans toutes
les PARPs, des plantes a I’lhnomme (109,521). Il peut étre réduit & un polypeptide C-terminal
de 40 kDa sans perte de I’activité catalytique (109,521).

Fonctions de PARP-1:

PARP-1 est une molécule multifonctionnelle dont l'activité catalytique est impliquée

dans de divers processus cellulaires : la réplication, la transcription, la mort cellulaire, la
régulation de la division cellulaire par poly(ADP-ribosyl)ation des protéines des kinéttochores
CENPA/B et BUB3, le contréle du stresse oxidatif via la régulation de I’expression des NO
synthases (NOS), et le maintien de I’intégrité chromatinienne et génomique par remodelage
de la chromatine et signalisation/réparation des dommages de I’ADN.

En réplication, il a été montré que PARP-1 est un composant du synthésome MRC
(Multiprotein DNA Replication Complex) (461). En effet, elle poly(ADP-ribose)yle environ
15 des 40 composants de ce complexe, tels que les ADN polymérasesa et € (232,462) et
interagit avec le complexe ADN polymérasea -primase (463) et I’ADN ligase | (97). De plus,
PARP-1 est impliquée dans le redémarrage des fourches de réplication aprés Iésion de I’ADN
(545).

PARP-1 participe, également, de facon directe a la régulation transcriptionnelle en
interagissant directement avec certains facteurs et cofacteurs de la transcription. L’exemple le
plus connu est I’interaction de PARP-1 avec NF-kB, un facteur de transcription qui régule les
génes des réponses immunes et inflammatoires (202,388). On note que PARP-1 peut aussi
intervenir dans la régulation de la transcription de facon indirecte. En effet, la relaxation de la
chromatine initiée par PARP-1 (Introduction générale § 1V.1.4.) permet & des facteurs de
transcription d’avoir acces aux sites promoteurs des génes, permettant ainsi I’activation de la
transcription.

PARP-1 est également impliquée dans les mecanismes de I’apoptose caspase-
indépendant. Elle déclenche la relocalisation du facteur pro-apoptotiqgue AIF de la
mitochondrie vers le noyau (256). En 2005, Koh et al. (257) ont démontré que cette
relocalisation est PAR dépendante. D’autre part, I’hyper-activation de PARP-1 en réponse a
un stress génotoxigue aigu conduit, par consommation de la totalité des NAD", & I’épuisement
du pool énergétique de la cellule entrainant sa mort par nécrose. Ce phénomene est exploité
cliniqguement, par inhibition de I’activité PARP, pour prévenir les accidents nécrotiques en
situation d’hypoxie-reperfusion ou de choc septique (119,238,332,546).
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1.1.1.2. Roles de PARP-1 dans la signalisation et la réparation des dommages
de I’ADN

Le premier role attribué a PARP-1 a été dans le maintien de la stabilité génomique. Bien
que les mécanismes moléculaires ne soient pas clairs, il est bien connu que PARP-1 joue un
réle majeur dans la signalisation et la réparation des lésions d’ADN.

Initialement, PARP-1 a été décrite comme un acteur essentiel du systéme de réparation
par excision de bases et des cassures simple-brin. PARP-1 agit en tant que senseur
moléculaire des cassures de I’ADN et signale leur présence aux différents effecteurs de la
réparation (9), ainsi PARP-1 jouerait un réle clé dans I’organisation spatio-temporelle de leur
réparation. PARP-1 se fixe tres rapidement sur les CSBs sous forme de dimeére, grace a la trés
forte affinité des deux doigts de zinc du domaine DBD pour ces Iésions. La fixation du dimeére
de PARP-1 stimule son activité catalytique de plus de 500 fois (465). Parmi les principales
cibles de cette activité catalytique sont PARP-1 lui-méme, les histones H1 et H2B, les
topoisomérases | et 1l, les ADN hélicases. Lors de I’auto-(ADP-ribose)ylation de PARP-1, la
grande accumulation de charges négatives dues a la présence des polymeres conduit par
répulsion de charges a la dissociation de PARP-1 de I’ADN (195,328,362,445,471,550). Ce
cycle d’association-dissociation peut étre répété plusieurs fois dans le but de protéger les
extrémités des CSBs (195). Ensemble, [I’auto-modification de PARP-1 et I’hétéro-
modification des histones entrainent la relaxation de la chromatine au voisinage de la lésion
permettant ainsi un accés au site endommagé des protéines du BER/SSBR
(136,318,320,386,406,426). Le premier partenaire du BER recruté par PARP-1 auto-modifiée
est la protéine XRCC1 (voir Introduction genérale § 111.1.3). En plus de son r6le dans le
BER/SSBR, PARP-1 est impliquée dans d’autres mécanismes de réparation des dommages de
I’ADN, notamment dans la réparation des CDBs en intervenant dans la voie par
Recombinaison Homologue (HR) (Figure 16) (voir introduction générale § 111.2.3.1).
Actuellement, il est connu que I’absence d’activité de PARP-1 affecte les cinétiques de
recrutement de MRE11, NBS1 au site de la CDB (195). Parallélement & son implication dans
la HR, PARP-1 est I’un des partenaires du NHEJ alternative (A-NHEJ) (voir introduction
générale § 111.2.3.1). D’autre part PARP-1 est capable de former un complexe avec ATM,

acteur majeur de la signalisation des CDBs, en réponse aux RI (2).
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Figure 16 : R6le de PARP-1 dans la réponse aux dommages de I’ADN (d’aprés Dantzer et
al. (2011) (105)) : PARP-1 détecte les cassures puis catalyse la synthése des PAR signalant
ainsi la présence des dommages. L’auto-modification de PARP-1 permet le recrutement des
protéines de réparations sur le site des dommages. La poly(ADP-ribosyl)ation des protéines
composant les complexes de réparation régule les processus de réparation mis en jeu. La
poly(ADP-ribosyl)ation des histones permet I’ouverture de la structure de la chromatine.

Bien que PARP-1 soit impliquée dans la réparation des dommages de I’ADN, la
viabilité et la fertilité des souris KO Parp-17/ suggére que I’absence de cette protéine n’est pas
nécessaire pour la viabilité. Cependant, I’hypersensibilité de ces souris, de leurs cellules et les
cellules humaines dépourvues de PARP-1 aux RI et aux agents alkylants tels que le MNNG, le
MNU et le MMS (454) prouve bien le role majeur de PARP-1 en présence d’un stress

génotoxique.
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1.1.2. La poly(ADP-ribose)polymérase 2 (PARP-2)

En 1998, Shieh et al. avaient montré que les cellules fibroblastes issues de souris
invalidées pour PARP-1 étaient capable de synthétiser des PAR, suggérant I’existence d’une
autre PARP (457). Une anneée apres cette observation, PARP-2 a été caractérisée. Son activite
de poly(ADP-ribose)ylation correspond a environ 10 a 15% de I’activité totale de la cellule
(12). La PARP-2 humaine est une protéine de 62 kDa codée par un gene unique de 16 exons
situé dans la région q11.2 du chromosome 14. Le géne codant la PARP-2 chez les souris est
situé en position 14 C1 (516).

1.1.2.1. Structure et fonctions de PARP-2
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Figure 17 : Schéma représentatif des différents domaines de PARP-2 (d’aprés Yelamos et al.
(2008) (548)).

PARP-2 est constituée de 570 acides amineés. Dans la famille PARP, elle est
I’homologue le plus proche de PARP-1, avec une homologie approximative de 69% (voir
Tableau 4). PARP-2 contient trois domaines principaux : un domaine DBD, un domaine E et
un domaine catalytique F. Contrairement a PARP-1, PARP-2 ne contient pas de domaine
d’auto-modification. PARP-2 contient également des sites de clivage de la caspase 3 (résidus
aspartique D61) et de la caspase 8 (D186) (547).

Le domaine DBD de PARP-2 est situé dans la région N-terminale entre les acides

aminés 1 et 75 et est tres différent de celui de PARP-1 (12). Cependant il contient comme
PARP-1 une région NLS et une région NoLS (Nucleolar Localisation Signal). Contrairement
au domaine DBD de PARP-1, celui de PARP-2 ne contient pas de motifs de type a doigt de
zinc et est structurellement différent. Cette différence pourrait expliquer pourquoi PARP-2 se
lie spécifiqguement aux gaps et PARP-1 aux nicks (12,13,218,516).

Le domaine F contient le site catalytique qui est fortement homologue a celui de PARP-
1, et est constitué de deux sous domaines : un domaine hélicoidalo. en N -terminal, entre les
acides aminés 207 et 324, et un domaine mixtea/p en C -terminal, entre les acides aminés 332
et 557.
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Le domaine E, situé entre les domaines DBD et F, joue le réle du domaine d’auto-
modification et est le siege de I’interaction PARP-1/PARP-2. L’interaction entre les deux
enzymes par I’intermédiaire de deux domaines de PARP-1 (BRCT et DBD) (451). Le
domaine E de PARP-1 n’ayant pas de fonctions déterminées a ce jour, il ne présente aucune
caractéristique fonctionnelle avec le domaine E de PARP-2, et cela malgré une seéquence
aminoacide bien conservé (38% d’identité et 47% d’homologie de séquence). Ceci suggéere
que le domaine E de PARP-2 associe les caractéristiques fonctionnelles des domaines D
(BRCT) et E de PARP-1 (451).

Fonctions de PARP-2:
PARP-2 est impliquée dans de plusieurs processus cellulaires. La réalisation des

modeles animaux et cellulaires déficients en PARP-2 a permis de montré qu’elle a des roles
essentiels dans I’intégrité génomique et la réponse aux dommages de I’ADN (Introduction
générale 8 1V.1.1.2.2); le maintien de I’intégrité de I’hétéro-chromatine constitutive
(centroméres et télomeres) et facultative (inactivation du chromosome X); la
spermatogénese ; le développement des lymphocytes T et I’adipogénése.

PARP-2 interagit au niveau du centromére avec PARP-1, les protéines des kinétochores,
CENPA et CENPB (centromere protein A and B), et la protéine « checkpoint » du fuseau
mitotique BUB3 (447,448). PARP-2 semble associée de fagon transitoire aux centromeres par
I’extérieure des kinotochores dans les cellules en pro-métaphase et en métaphase (448). Les
cellules de souris Parp-27" présentent des défauts de ségrégation chromosomique mitotique,
dues a une structure de I’hétéro-chromatine centromérique défectueuse et/ou a des
configurations anormales du fuseau méiotique (104,343). Toutes ces observations
argumentent en faveur d’un réle essentiel de PARP-2 dans la ségrégation chromosomique a
travers le maintien de la structure de I’hétérochromatine centromérique et/ou de I’intégrité du
fuseau mitotique.

PARP-2 est impliquée également dans le maintien de I’intégrité de I’hétéro-chromatine
télomérique via son interaction fonctionnellement avec TRF2 (telomeric repeat binding factor
2) (103). Ce dernier est un partenaire majeur de structuration et de protection des télomeres
grace a sa capacité a interagir avec les protéines de signalisation et de réparation des
dommages de I’ADN (103,367,522,539). PARP-2 regule la liaison de TRF2 a I’ADN d’une
part grace une hétéro-modification covalente du domaine de dimérisation de TRF2, et d’autre
part par une liaison non covalente du PAR sur le DBD de TRF2.
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Le r6le de PARP-2 dans I’intégrité de I’hétéro-chromatine facultative de I’inactivation
du chromosome X a été mis en évidence par I’observation de la létalité embryonnaire des
souris femelle Parp-1*", Parp-2"" associée & une instabilité dramatique du chromosome X
(343).

L’étude du phenotype des souris deéficientes en PARP-2 a également permis de
découvrir I’implication de PARP-2 dans le contrdle de la différenciation des cellules
germinales males. En effet, I’absence de PARP-2 engendre une hypofertilit¢ masculine
associee a des anomalies importantes a différentes étapes du processus de la spermatogénese
(104).

L’ importance de PARP-2 dans le développement thymique aussi a été mise en évidence
par I’étude des souris Parp-27/. En effet, ces souris sont caractérisées par une diminution
dramatique de la survie spontanée des thymocytes CD4" et CD8" (104).

La participation de PARP-2 dans I’adipogénese a été mise en évidence par I’observation
d’une réduction significative du tissu adipeux blanc chez les souris déficientes en PARP-2 par
rapport aux souris sauvages. Cette anomalie fonctionnelle est associée a une déficience dans
la différenciation des pré-adipocytes en adipocytes (23).

On notera enfin que PARP-2 pourrait jouer un role dans le contréle du checkpoint G2/M

du cycle cellulaire en réponse aux faibles doses de RI (516,548).
1.1.2.2. ROéles de PARP-2 dans la réparation des dommages de I’ADN

De méme que PARP-1, PARP-2 est un facteur essentiel pour le maintien de I’intégrité
génomique via son réle dans la signalisation et la réparation des lésions de I’ADN telles que
les CSBs. L’activité enzymatique de PARP-2 est rapidement et fortement stimulée en réponse
aux CSBs. PARP-2 est un partenaire essentiel du complexe fonctionnel du BER/SSBR, elle
interagit avec PARP-1, XRCC1, I’ADN Polf et ’ADN ligase III (12,362,451). Il a été montré
que PARP-1 et PARP-2 forment des homo- et des hétéro-dimére, cependant les deux protéines
n’ont pas les mémes cinétiques de recrutement au site du dommage : tandis que PARP-1
s'accumule de facon trés rapide et transitoire, PARP-2 est recruté de facon moins rapide et
persiste plus longtemps par rapport a PARP-1 (362). On a aussi montré que le recrutement de
XRCC1 au site du dommage, dans des cellules de souris, dépend majoritairement de PARP-1
et de son activite (136,273,362,386). L’ensemble de ces observations favorisent I’implication
de PARP-2 aux étapes tardives du processus de réparation par le BER/SSBR. Ceci est
renforcé, comme mentionné ci-dessus, par le fait que PARP-2 puisse lier plus spécifiquement

des structures intermédiaires, de types gaps, flaps (516). Ainsi, PARP-1 et PARP-2 ont des
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réles clés mais distincts dans l'organisation spatio-temporelle des processus du BER/SSBR.
Cette participation distincte de PARP-2 par rapport a PARP-1 pourrait expliquer pourquoi les
souris ou les cellules déficientes de PARP-2 sont moins sensibles aux RI et aux agents
alkylants que celles déficientes de PARP-1 (343). D’autre part on notera que les cellules MEF
Parp-2-/- ou Parp-1-/- représentent toutes les deux un retard dans la réparation des bases
alkylées (451,503), alors que la déplétion de Parp-2 dans les cellules humaine A549 n’a qu’un
effet mineur sur le SSBR global (156).

A ce jour, le role de PARP-2 dans la signalisation et/ou la réparation des CDBs par les
voies RH et NHEJ n’est pas connu. La mortalité embryonnaire des souris Parp-27/~ Atm’/
(218) est probablement la conséquence d’une conversion des CSBs spontanées en CDBs
Iétales dans ces cellules hautement proliferatives. Toutefois nous n’excluons pas la possibilité

d’une participation directe de PARP-2 dans les mécanismes de réparation des CDBs.
1.1.3. La poly(ADP-ribose)polymérase 3 (PARP-3)
1.1.3.1. Structure et fonction de PARP-3

L’analyse de la séquence 5° du gene PARP-3 humain a révélé I’existence d’un épissage
alternatif responsable de I’expression de deux isoformes de tailles différentes et qui difféerent
par 7 acides aminés dans la partie N-terminale (21). Ces deux isoformes seraient nucléaires
(439). PARP-3 présente une forte homologie (approximativement 61%) avec PARP-1. La
PARP-3 humaine est une protéine nucléaire de 60 kDa qui contient un domaine N-terminal
WGR (riche en résidus tryptophane, glycine et arginine) et un domaine catalytique C-
terminal. La fonction du domaine WGR reste a ce jour inconnue. Il pourrait avoir un role
dans la liaison de la protéine avec I’ADN (490). La structure cristallisée du domaine
catalytiqgue montre qu’il est trés similaire a ceux de PARP-1 et PARP-2 (308). Bien que le
domaine catalytique de PARP-3 est tres conserveé et contient les résidus Glu catalytiques, il
n’est pas certain que PARP-3 puisse former des poly(ADP-ribose), Loseva et al. ont (308)
montré que PARP-3 est plutét une mono-ADP-ribosylase.

Augustin et al. ont rapporté que la PARP-3 humaine (hPARP-3) s’associe
préférentiellement avec les centrioles filles dans les centrosomes (21). Toutefois la
surexpression de la protéine hPARP-3 ou seulement de son domaine N-terminal n’a pas
d’impact sur la duplication du centrosome ou son amplification, mais interfére sur la
progression du cycle cellulaire dans la transition des phases G1-S. Ainsi, hPARP-3 pourrait
exercer une fonction dans la maturation des centrioles filles au point de restriction G1-S.
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Selon Rouleau et al. (439), PARP-3 serait associée aux complexes polycomb, ce qui suggere

un réle éventuel de PARP-3 dans répression de la transcription.

1.1.3.2. Rbles de PARP-3 dans la réparation des dommages de I’ADN

PARP-3 interagit avec les histones H3C et H2BE (144) et s’associe a plusieurs protéines
de réparation des dommages de I’ADN. Elle interagit avec PARP-1 et co-immunoprécipite
avec DNA-PKcs, ADN ligase 111 et 1V, Ku70 et Ku80 (439). Ceci suggérait que PARP-3 est
aussi impliquée dans le maintien de I’intégrité génomique. En effet, les études menées
récemment sur PARP-3, dans le but de définir ses fonctions in vivo, la décrivent comme un
nouvel acteur de la réparation, plus spécifiguement dans la reparation des cassures double-
brins par la voie NHEJ (41,441). PARP3 est également un facteur critique dans la progression
mitotique, et est impliqué dans le maintien de la stabilité du fuseau mitotique et de I’intégrité
des télomeéres en interagissant et régulant les partenaires mitotiques NUMA et tankyrase 1
(42).

1.2. Les inhibiteurs d’activité PARP

1.2.1. Structures et principe d’action des inhibiteurs de PARP

La plupart des inhibiteurs de PARP sont des analogues du NAD. lls agissent par
compétition avec le NAD au niveau du site catalytique des PARPs, inhibant ainsi leurs
activités enzymatiques (186). Les premiers inhibiteurs utilises ont été des dérivés du
benzamide, tels le 3-aminobenzamide (3-AB).

La stéréochimie de I’interaction des inhibiteurs de PARP avec les sites catalytiques des
PARPs impose quatre conditions aux inhibiteurs de PARP :

() elles doivent contenir un cycle aromatique,
(i) ce cycle doit porter un groupe carboxamide,
(iii)  le groupe carboxamide doit étre en position cis,

(iv)  ce groupe doit avoir une liaison stable en position 3.

En plus du nicotinamide et du 3-aminobenzamide, plusieurs centaines de composés de
synthese présentent ces caractéristiques. On distingue au total huit groupes de composés
(Tableau 5) (25,479). Ces composés sont caractérisés par trois parameétres, a savoir K; (affinité
pour les PARPs isolées), IC (concentration inhibant 50% de 1’activité des PARPs isolées) et
EC (concentration inhibant 50 % de 1’activité des PARPs dans un contexte cellulaire) (479).
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Tableau 5: Structures des huit principaux groupes d’inhibiteurs compétitifs du NAD+ et
valeurs de leur IC50 pour PARP-1 in vitro (d’aprés Southan G.J. et al. (2003) (479))

Série Formule ICso
0]
Nicotinamide o ql/u\‘(‘j ICso =~ 30 uM
H P
N
0
NH
Dihydroisoquinolinone @ 0,10 <ICs0 0,5