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RESUME

Les cassures double-brin de I’ADN sont réparées dans les cellules eucaryotes selon
deux voies principales : la voie de recombinaison homologue et la voie de jonction des
extrémités non-homologues, toutes deux bien décrites dans la littérature. Cependant,
quelques zones d’ombre persistent quant a deux aspects singuliers de leur mise en
oeuvre :

% Si ces deux mécanismes peuvent opérer dans les cellules, quels sont les détermi-
nismes qui président au choix d’une voie de réparation plutot que 'autre ?

% Dans le cas ou les cassures double-brin sont induites dans ’ADN par des rayon-
nements ionisants — comme ceux employés en radio-thérapie anticancéreuse
— comment s’opere la réparation lorsque les extrémités générées ne sont pas
compatibles avec une ligation immédiate 7 Connaitre les protéines impliquées
dans ce cas permettrait d’élaborer des adjuvants a la thérapie anticancéreuse.

Afin de contribuer a répondre a ces questionnements, nous avons voulu élaborer un
systéme analytique intégré qui permit 1) le recrutement spécifique de complexes de
réparation des cassures double-brin de ’ADN sur des phases chromatographiques
élaborées au laboratoire ; 2) la résolution des complexes purifiés en 1) sur gel d’acry-
lamide non dénaturant et leur visualisation; 3) la caractérisation biochimique fine
des complexes séparés en 2).

La méthodologie élaborée au cours de cette these a concerné chacun des trois
points ci-dessus : 1) nous avons congu et mis en ceuvre un systéme chromatogra-
phique nous permettant de distinguer les protéines recrutées spécifiquement sur des
oligonucléotides duplexes d’ADN dotés d’extrémités libres (mimant des cassures
double-brin) des autres protéines se liant sur la séquence interne des oligonucléotides;
2) nous avons adapté a notre problématique une méthodologie d’électrophorese non
dénaturante permettant la résolution des complexes purifiés tout en garantissant
leur intégrité au cours de la migration électrophorétique; 3) grace a la visualisation
directe des complexes résolus dans le gel, nous avons pu déterminer par spectrométrie
de masse leur composition en protéines.

L’étude biochimique des complexes purifiés a permis de montrer qu’ils étaient
fonctionnels, c’est-a-dire qu’ils étaient capables de liguer deux oligonucléotides entre
eux. La fouille des données de spectrométrie de masse, obtenues a partir d'un grand
nombre d’expériences indépendantes, nous a permis de montrer que nous purifiions
bien des complexes de la physiologie de ’ADN et en particulier des complexes
représentatifs de la diversité des mécanismes de réparation de I’ADN.

De maniere intéressante, nous avons pu observer que certaines protéines recrutées
spécifiquement sur les mimes de cassures double-brin, ne sont pourtant pas connues
pour participer aux processus de réponse aux dommages de 'ADN (synthese de
nucléotides, moteur moléculaire, checkpoint, topologie de I’ADN, cytosquelette).

Le role des protéines évoquées ci-dessus sera prochainement caractérisé en cellule,
notamment avec des stratégies de type RNAi. D’autre part, nous utiliserons les
développements méthodologiques décrits ci-dessus pour étudier les mécanismes de
réparation des cassures double-brin radio-induites dans ’ADN, tels qu’ils sont mis
en jeu dans les cellules tumorales irradiées. Les phases chromatographiques seront
pré-irradiées avec des rayonnements ionisants et seront utilisées pour purifier les
protéines d’intéret dont I’expression aura été induite auparavant, dans des cellules en
culture, par irradiation ~.



Au cours de cette these, j’ai concentré mes efforts sur deux projets scienti-
fiques.

Le premier projet a été la caractérisation des sites d’oxydation par les
rayonnements ionisants sur une protéine modele, la protéine fluorescente
cyan. Ce travail, qui a requis la maitrise de la chromatographie hautes
performances de peptides et de la spectrométrie de masse haute résolution,
a donné lieu a une publication .

Le deuxieme volet porte sur la réparation des cassures double-brin de ’ADN,
qui fait I'objet de ce mémoire. Une publication est en cours de rédaction,
qui reprendra les résultats décrits dans ce mémoire.

a. V. Berthelot, V. Steinmetz, L. A. Alvarez, C. Houée-Levin, F. Merola, F. Rusconi*,
et M. Erard*. An analytical workflow for the molecular dissection of irreversibly modified
fluorescent proteins (2013) Anal Bioanal Chem (27) : 8789-8798. *Corresponding authors.




REMERCIEMENTS

Je remercie le P* Mehran MOSTAFAVI pour m’avoir permis d’effectuer
ma these au sein de son laboratoire.

Je voudrais remercier la D" Carine GIOVANNANGELI et le P* Jean-Francois
RIOU qui m’ont accueilli dans leur laboratoire, au Muséum, pendant ces
trois années de these.

Je veux exprimer ici toute ma gratitude a mon directeur de these, le
Dr Filippo RUSCONI pour m’avoir guidé dans ce travail par ses conseils et
communiqué son enthousiasme.

Je remercie vivement mon encadrante au Muséum, le D" Daniele PRA-
SEUTH, pour ses encouragements, ses conseils ainsi que son aide indispensable
pour nos expériences « a quatre mains ».

Je remercie chaleureusement la D" Marie ERARD pour avoir accepté ma
contribution & son travail sur les protéines fluorescentes.

Je veux dire ici mes remerciements aux membres du jury — la P* Chantal
HOUEE-LEVIN, les D™ Evelyne SAGE, Pascale BERTRAND, Régis DANIEL
et Thierry RABILLOUD — pour avoir accepté de juger mon travail de these
et de participer a ce jury.

Je veux remercier le D' Francois GUILLONNEAU, et les membres de la
plateforme de spectrométrie de masse de I'université Paris Descartes, ainsi
que M. Olivier LANGELLA et les membres de la plateforme de protéomique
de T'université Paris Sud pour les analyses par spectrométrie de masse des
bandes obtenues sur gel natif.

Merci également a Gildas MOUTA-CARDOSO pour m’avoir formé a la
technique du Blue Native PAGE, & Loic PERROUAULT et Gwénola DORE
pour 'aide qu’ils m’ont apportée. Je veux aussi remercier MM. Frédéric DA
CosSTA et Bernard TARROU, ainsi que M. Gilles GARCIA pour la conception
et la réalisation du bloc de teflon utilisé pour le photoclivage. Je remercie
M. Julien COCHENNEC pour les discussions intéressantes sur I'analyse des
données de spectrométrie de masse. Je remercie aussi les D Anne DE CIAN
et Emmanuelle DELAGOUTTE pour leurs conseils et l'intérét qu’elles ont
porté a mes travaux.

Je remercie le D' Erika Brunet pour nos discussions scientifiques.

Je remercie vivement tous les membres du Laboratoire de chimie physique
(LCP, université Paris Sud) et du Laboratoire de Structure et instabilité
des génomes (Muséum) pour m’avoir soutenu dans les moments les plus
difficiles, ainsi que pour tous les moments de convivialité partagés. La liste des
noms des personnes auxquelles je fais référence serait trop longue pour étre
contenue sur cette page, je voudrais cependant mentionner particulierement
Karine, Armel et Marine qui m’ont plus particulierement épaulé et Elisabeth,
Mathilde, Astrid, Mélody et Florian qui ont partagé mon bureau.

Je remercie la Présidence de I'Université Paris-Sud pour le contrat doc-
toral « Attractivité-Présidence », sans lequel je n’aurais pu effectuer cette
these.

Enfin, je dédie cette these a mon épouse Aurélie, qui m’a soutenu tout
au long de ces trois années, a ma fille Alice, qui a été si patiente avec moi et
a notre futur enfant, qui aura, a sa maniere, partagé avec nous les derniers
moments de cette these.






Table des matieres

Remerciements 5
Abréviations — Glossaire xiil

1 Introduction
1.1 Les origines des dommages de 'ADN . . . . ... ... ...

1.2

1.3

1.1.1

1.1.2

1.1.3

Mécanismes impliquant des coupures de 'ADN
1.1.1.1 Laméiose . . . . .. ... .. ... .....
1.1.1.2  V(D)J et recombinaison de conversion de classe

1.1.2.1  Les produits secondaires du métabolisme . .
1.1.2.2  Les dysfonctionnements enzymatiques
Facteurs exogenes toxiques pour TADN . . . . . . ..

Réparation de 'ADN . . . . . . ... ... ... ... ...

1
4
5
5
5
Facteurs endogenes toxiques pour 'ADN . . . . . .. 6
6
7
7
8
8
1

1.2.1 Le BER (« base-excision repair ») . . . . . . . . ...
1.2.2  Le NER (« nucleotide excision repair ») . . . .. .. 1
1.2.3 Le MMR (« mismatch repair») . . . . .. ... ... 12
1.2.4  La HR (« homologous recombination ») . . . . . . . . 13
1.2.5 NHEJ « non homologous end joining » . . . . . . .. 15
1.2.6 NHEJ « alternatif» . .. ... ... ... ...... 16
1.2.7 Conclusions. . . . . . . ... ... 17
Choix de la voie de réparation . . . . . ... ... ... ... 18
1.3.1 Régulation des différentes voies de réparation . . . . 18
1.3.1.1  Le niveau de différenciation cellulaire . . . . 18
1.3.1.2  La phase du cycle cellulaire . . . . .. ... 18
1.3.1.3  La nature chimique des extrémités . . . . . 19
1.3.1.4  Le contexte chromatinien de la lésion . . . . 19
1.3.2 Role des trois ligases humaines dans les mécanismes
de jonction . . . ... 20
1.3.3 Signatures moléculaires des voies de réparation. . . . 20
1.3.4  Choix de la voie de réparation . . . . . ... .. ... 23

1.3.4.1 Equilibre entre HR et NHEJ . . . . . . . .. 23



BIOCHIMIE ANALYTIQUE DES COMPLEXES DE REPARATION DE L’ADN

1.3.4.2 Equilibre entre les voies du NHEJ canonique

et alternatif . . . . ... ... ... ... 23

1.3.4.3 Hiérarchie des mécanismes mis en jeu. . . . 24

1.3.5  Quels enjeux du choix de la voie de réparation? . . . 24

1.4 La réponse intégrée aux dommages de 'ADN . . . . . . . .. 26
1.4.1 Détection des dommages et transduction du signal . . 26

1.4.1.1 Détection des CDB dans le NHEJ canonique 27
1.4.1.2 Détection des CDB dans le NHEJ alternatif 28

1.4.1.3 Détection des CDB dans la HR . . . . . .. 28

1.4.2 Remodelage de la chromatine . . .. ... ... ... 28

1.4.3 Cycle cellulaire et apoptose . . . . . ... ... ... 29

1.5 Réparation et thérapie anticancéreuse . . . . . . . . . . . .. 30
1.5.1 Irradiation des cellules tumorales . . . .. ... ... 30

1.5.2  Exploitation des défauts des cellules tumorales . . . . 31

1.6 Etude des interactions protéine-ADN . . . . . . . ... ... 34
1.6.1 Méthodes d’étude in vivo . . . . . ... ... 35
1.6.1.1  ChIP « chromatin immunoprecipitation » . 35

1.6.1.2  Double et triple hybride . . . . . . ... .. 35

1.6.2 Insilico . ... ... ... ... .. 36

1.6.3 Méthodes d’étude in vitro . . . . . . ... ... ... 36
1.6.3.1 EMSA (« electrophoretic mobility shift assay ») 36

1.6.3.2 Empreinte aux endonucléases . . . . . . .. 38

1.6.3.3 Pucesa ADN . . ... ... ... ...... 38

1.6.3.4 Southwestern blot . . . ... .. ... ... 38

1.6.3.5  Purification par affinité . . . ... ... .. 39

1.6.4 Conclusion. . . . ... ... ... L. 41

2 Matériels et méthodes 43
2.1 Tampons pour les phases chromatographiques . . . . . . .. 45
2.2 Préparation des phases chromatographiques . . . . ... .. 45
2.2.1 Préparation du matériel nucléique . . . . . . . . . .. 46
2.2.1.1  Synthese des oligonucléotides par PCR . . . 46

2.2.1.2  Purification des produits de PCR . . . . . . 47

2.2.2  Constitution des phases chromatographiques . . . . . 48

2.3 Vérification de la phase chromatographique contrdle . . . . . 49
2.4 Tampons pour la purification des protéines . . . . . . . . .. 49
2.5 Purification de complexes nucléoprotéiques . . . . . . . . .. 50
2.5.1 Etape de purification . . . . . ... 50
2.5.2 Le photoclivage UV . . . . . .. ... ... ... ... 50

2.6 Séparations électrophorétiques . . . . . ... ... ... L. 52

2.6.1 Tampons pour les électrophoreses et
solutions pour les colorations . . . . ... ... ... 52



TABLE DES MATIERES

2.6.2 Electrophorése en conditions natives :

migration et coloration des gels . . . . . .. ... .. 23
2.6.2.1 La migration électrophorétique en BN PAGE 53
2.6.2.2 La coloration analytique des gels . . . . .. 54
2.6.2.2.1 La coloration a 'argent . . . . . . 54
2.6.2.2.2  La coloration au bleu de Coomassie
colloidal . . . . ... ... ..... 55
2.6.3 Electrophorése en conditions dénaturantes :
migration et coloration des gels . . . . . .. ... .. 5Y)
2.6.3.1 La migration électrophorétique dénaturante 55
2.6.3.2 La coloration au SYPRO . ... ... ... 56
2.7 Expérience d’empreinte aux nucléases . . . . . ... ... .. 56
2.8 Séquengage de ’ADN des complexes . . .. ... ... ... 56
2.9 Activité de ligation des complexes purifiés . . . . . . .. .. 57
2.9.1 Ligation par les extraits nucléaires bruts . . . . . . . o7
2.9.2 Ligation avec des complexes purifiés . . . . . . . . .. o7
2.9.2.1 Ligation avec des complexes purifiés attachés
aux billes . . . . ... ... . 0 L. 58
2.9.2.2 Ligation en I'absence de supports chromato-
graphiques . . . . ... ... . ... .... 58
2.10 Spectrométrie de masse . . . . . . . ... ... 58
3 Résultats 61
3.1 Un systeme chromatographique intégré . . . . ... ... .. 67
3.1.1  Production des déterminants d’affinité par PCR . . . 69
3.1.2  Purification des produits de PCR . . . . ... .. .. 70
3.1.3 Constitution des phases chromatographiques . . . . . 73
3.1.4  Controle de la qualité des phases produites . . . . . . 73
3.1.5 Elimination du support chromatographique . . . . . . 76
3.2 Purification de protéines de réparation . . . . ... ... .. 78
3.2.1 Electrophorése en conditions natives . . . . ... .. 78
3.2.1.1 Les bandes contiennent des complexes multi-
protéiques . . . . . ... 81
3.2.2 Points techniques critiques . . . . . . ... ... ... 82
3.2.3  Etude qualitative des produits de purification . . .. 83
3.2.3.1 Les complexes visualisés comportent-ils de
PADN? . ... o 84
3.2.3.2  Quelle est la topologie des complexes nucléo-
protéiques? . . . . . .. ... ... 86
3.2.3.3 Les complexes sont-ils spécifiques des extré-
mités de TADN? . . ... ... ... .... 88
3.2.4  Etude fonctionnelle des produits de purification . . . 89

3.2.4.1 Ligation par les complexes encore sur les billes 90



BIOCHIMIE ANALYTIQUE DES COMPLEXES DE REPARATION DE L’ADN

3.2.4.2 Ligation par les complexes détachés des billes 92
3.2.4.3 Réflexions sur les expériences de ligation . . 94
3.3 Analyses par spectrométrie de masse . . . .. .. ... ... 95
3.3.1 Répartition fonctionnelle (en nombre) . . . . . . . .. 99
3.3.2  Répartition fonctionnelle (en quantité) . . . . . . .. 99
3.3.3 Comparaison des bandes obtenues sur phase > . . . 101
3.3.3.1  Protéines exclusives d'une bande donnée . . 102
3.3.3.1.1 La méthode de calcul en moyenne
«totale» . . ... ... ... ... 102
3.3.3.1.2  La méthode de calcul en moyenne
«restreinte» . . . ... ... ... 104
3.3.3.1.3  Les protéines désignées comme ex-
clusives de la bande a 720kDa . . . 107
3.3.3.1.4  Les protéines désignées comme ex-
clusives de la bande a 480 kDa . . 109
3.3.3.1.5  L’analyse des protéines exclusives
de la bande a 240kDa . . . . . .. 109
3.3.3.1.6  Les protéines exclusives de la bande
« aspécifique ». . . .. ... 110
3.3.3.2 Analyse de la répartition des protéines de
réparation dans les quatre bandes . . . . . . 112
3.3.3.2.1 Interactions protéine—protéine. . . 113
3.3.3.2.2  Spécialisation fonctionnelle des com-
plexes. . . . .. ... ... . ..., 114
3.3.4 Comparaison des bandes obtenues sur phase >« /<i>. . 115
3.3.4.1 Protéines spécifiques de la phase >x-, bande
a720kDa . .. ... 121
3.3.4.2  Protéines spécifiques de la phase <, bande
ad80kDa . . . .. ... 122
3.3.4.3 Protéines spécifiques de la phase <, bande
a240kDa . . . .. ... 124
3.3.4.4  Protéines spécifiques de la phase -, bande
aspécifique . . . . ... 125
3.3.5 Conclusions sur la fouille des données . . . . . . . .. 126
3.3.5.1 Répartition des protéines dans les bandes a
différents poids moléculaires (phase >1) . . . 126
3.3.5.1.1  Caractere significatif des assemblages
non covalents tels qu’ils sont résolus
surgel. . ... oL 126
3.3.5.1.2  Recherche de protéines « exclusives »

d’une bande donnée. . . . . . . .. 126



TABLE DES MATIERES

3.3.5.1.3  Abondance relative des protéines
de réparation dans les différentes

3.3.5.2 Répartition des protéines dans les produits
de purification sur phases 1 et <¢> (par poids
moléculaire) . . . . ...
3.3.5.3  Tableau récapitulatif de toutes les données
demasse . .. ... .. ... ... .

4 Conclusions & discussion — Perspectives

4.1 Conclusions & discussion . . . . . . . ... ... ... L.
4.1.1 Coexistence de trois voies de réparation de ’ADN . .
4.1.2  Activité des complexes des différentes bandes
4.1.3 Recherche de nouvelles protéines de réparation . . . .

4.1.3.1 Présentation de protéines « candidats »

4.1.3.2 Stratégies d’étude des protéines candidats
4.1.4 Comment envisager l'identification de nouvelles

protéines candidats? . . . . ... ... L.
4.1.5 Certaines protéines sont absentes, pourquoi? . . . . .

4.2 Perspectives . . . . . . ..o
4.2.1 Les dommages a chimie complexe . . . .. ... ...
4.2.2  Les sites a dommages multiples . . . . . .. .. ...

Annexes
Fiches relatives aux protéines d’intérét . . . . . . .. . ...
5.0.3 Protéines révélées par la fouille des données . . . . .
5.0.4 Protéines commentées dans le chapitre « Résultats »
Fiches relatives aux protéines commentées . . . . ... . ..
Manuel de 'utilisateur du logiciel dsbRepair (anglais) . . . .
5.1 Introduction . . . . . . ... ... ... ..
5.2 Getting the software and installing it . . . . . ... ... ..
5.3 Overview of the biochemical experiments . . . . . . ... ..
5.4 General overview of the graphical user interface . . . . . ..
5.4.1 The main window . . . . . . ... ... ... .....
5.4.2 The results window . . . . .. ... ... .......
5.4.3 The history window . . . . . . . ... ... ... ...
5.4.4 The console window . . . .. .. ...........
5.4.5 Common features . . . . . .. ... ... .. .. ...
5.5 Various calculations using sample lists . . . . ... .. ...
5.5.1 The three general procedures available . . . . . . ..
5.5.1.1  List exclusive proteins . . . . ... ... ..
5.5.1.2 Ratio of calculated values . . . .. ... ..



BIOCHIMIE ANALYTIQUE DES COMPLEXES DE REPARATION DE L’ADN

5.5.1.2.1  Example with a Sum-based compu-

tation . . .. ... 216
5.5.1.2.2  Example with Mean total-based com-
putation . . . ... ... 216
5.5.1.2.3  Example with Mean restricted-based
computation . . . ... ... ... 217
5.5.1.3 Calculation on ratio values . . .. ... .. 217
5.5.2  Specific handling of the sample units . . . . . . . .. 218
5.5.3 Global options . . . .. ... ... ... .. ... .. 218
5.6 User-crafted custom SQL queries . . . ... ... ... ... 218
5.6.1 Crash course in SQL SELECT queries . . . . . ... 219
5.7 Appendix . . . ... 226

GNU General Public License Text . . . . . . . . . .. 226



Table des figures

Introduction

1.1 Phases du cycle cellulaire . . . . .. ... ... ... .....

1.2 Différentes voies de réparation en fonction des agents créant
les dommages . . . . . .. ...

1.3 Réparation des dommages a ’ADN par la voie de I'excision
debase (BER) . .. ... ...

1.4 Différentes voiesdu NER . . . . . .. ... ... ... ...

1.5 Voies de réparation des cassures double-brin de I’ADN

1.6 Spécificité des trois DNA-ligases humaines . . . . . .. ...

1.7 Utilisation des microhomologies pour la réparation des cas-
sures double-brin . . . ... ...

10
12
14

22

1.8 Translocations induites par apparition de cassures double-brin 25

1.9 Modifications post traductionnelles et interactions impliquées
dans le choix de la voie de réparation des CDB . . . . . . ..
1.10 Structures d’oligonucléotides duplexes d’ADN a dommages
multiples . . . . . ..o
1.11 Principe du gel retard en deux dimensions . . . . .. .. ..
1.12 Principe de 'empreinte aux nucléases . . . . . . ... .. ..

Matériels et méthodes
2.1 Dispositif de photoclivage . . . . ... ... ... ......

Résultats

3.1 Stratégie analytique mise en ceuvre . . . . . ... ... ...
3.2 Structure des phases chromatographiques employées . . . . .
3.3 Groupement photoclivable . . . . . ... ... ... ... ..

68

3.4 Utilité d'un lien photoclivable entre I'oligonucléotide et les billes 69

3.5 Production des oligonucléotides fonctionnalisant les billes . .
3.6 Elimination des amorces de PCR résiduelles par chromatogra-
phie . . ..

71



BIOCHIMIE ANALYTIQUE DES COMPLEXES DE REPARATION DE L’ADN

3.7

3.8

3.9

3.10
3.11
3.12
3.13
3.14
3.15
3.16
3.17
3.18
3.19
3.20
3.21

3.22

3.23

3.24

Controle de la qualité de la phase dénuée d’extrémités libres
de TADN . . . .. 74
Fixation aspécifique des oligonucléotides sur les billes . . . . 75
Double fixation des oligonucléotides de la phase controle . . 77
Structure du bleu de Coomassie G-250 . . . . . . .. .. .. 79
Séparation électrophorétique des produits de purification sur
les deux phases chromatographiques . . . . . . . .. ... .. 80
Electrophorése de deuxieme dimension en conditions dénatu-
rantes ... oL L Lo 83
Suivi des oligonucléotides dans les complexes purifiés . . . . 85
Empreinte aux nucléases et séquencage de ’ADN protégé . . 87
Ligation par les complexes nucléoprotéiques encore sur les billes 91
Ligation d’oligonucléotides attachés aux billes . . . . . . .. 92
Ligation d’oligonucléotides détachés des billes . . . . . . .. 93
Gel non dénaturant obtenu pour une expérience type de puri-
fication sur les phases - et <> . . . . . ... ... ... .. 98
Répartition fonctionnelle (en nombre) des cent protéines les
plus abondantes . . . . . . ... ... L 100
Répartition fonctionnelle (en quantité) des cent protéines les
plus abondantes (sans PARP1) . . .. ... ... ... ... 100
Répartition fonctionnelle (en quantité) des cent protéines les
plus abondantes (sans PARP1 ni RLAL1) . .. ... ... .. 101
Description des méthodes de calcul utilisées pour déterminer

la proportion moyenne d'une protéine dans une bande donnée

par rapport aux autres . . . . . ... ... 103
Répartition d'un panel de protéines impliquées dans la répa-
ration de ’ADN au sein de différentes bandes . . . . . . .. 113
Description de la méthode de calcul utilisée pour déterminer

le facteur d’enrichissement d’une protéine dans une des deux
phases chromatographiques. . . . . . . ... ... ... ... 116

Manuel de I'utilisateur du logiciel dsbRepair (anglais) 195

5.1
5.2
5.3
5.4
2.5
2.6
5.7
2.8
2.9
5.10

Structure of the two different phases . . . ... .. .. ... 199
Typical blue native PAGE obtained throughout this study . 201
Relational database structure . . . .. ... ... ... ... 203
Program’s main window . . . . . ... .. ... ... 205
Program’s main window (Sample lists table view) . . . . . . . 206
Results window . . . . . . ... ... ... L. 208
History window . . . . . . .. .. ... ... ... ... 209
Console window . . . . . . .. ... ... ... ... . ..., 210

Table view contents for the List exclusive proteins procedure 212
Program’s main window . . . . .. ... ... ... ... .. 218



TABLE DES FIGURES

5.11 Program’s main window

5.12 SQL queries window . .



BIOCHIMIE ANALYTIQUE DES COMPLEXES DE REPARATION DE L’ADN



Liste des tableaux

Matériels et méthodes 43
2.1 Tampons utilisés pour la constitution des phases chromato-
graphiques . . . . . . . .. L 45
2.3 Programme de PCR . . ... .. ... ... ... ...... 47
2.2 Composition du milieu réactionnel de PCR . . . . . . .. .. 47
2.4 Tampons pour la purification des protéines . . . . . . . . .. 49
2.5 Tampons pour les électrophoreses et les colorations . . . . . 52
Résultats 61
3.1 Protéines exclusives par poids moléculaire . . . ... .. .. 105
3.2 Protéines exclusives de la bande « aspécifique » . . . . . .. 111
3.3 Protéines spécifiques de la phase > . . . . . ... ... ... 117
3.4 Protéines spécifiquement recrutées sur la phase >x (tous poids
moléculaires confondus) . . ... ..o 129
3.5  Résumé général des protéines d’intéret . . . . . . . ... .. 130



BIOCHIMIE ANALYTIQUE DES COMPLEXES DE REPARATION DE L’ADN



ABREVIATIONS — GLOSSAIRE x1il

*

*

Abréviations — Glossaire

BN PAGE « blue native PAGE »
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L’ADN (acide désoxyribonucléique) est la molécule qui contient l'infor-
mation génétique, présente chez tous les étres vivants. Cette information
génétique permet le développement des cellules et la transmission de carac-
teres héréditaires aux générations suivantes. Dans les cellules eucaryotes,
I’ADN est situé dans un compartiment appelé noyau, ou se déroulent la
transcription (utilisation de I'information contenue dans les genes pour pro-
duire des protéines), la réplication (duplication des molécules d’ADN afin
de permettre la transmission de I'information génétique dans chacune des
deux cellules filles lors de la division cellulaire), mais également la répara-
tion (restauration de I'intégrité des molécules d’ADN suite a un dommage).
Dans le noyau, ’ADN est présent sous la forme d’une hélice |

, | constituée de deux brins associés par un réseau de liaisons
hydrogene. Chaque brin est composé d’une succession de quatre nucléo-
tides différents : A (adénine), T (thymine), G (guanine), C (cytosine), dont
I’enchainement détermine ce qui est appelé la « séquence » de la molécule
d’ADN. Les séquences des deux brins sont complémentaires (un A sur I'un
des brins correspond a un T sur autre brin, un C a un G, un T a un A et
un G a un C).

L’ADN comme molécule, dont le role est de fournir aux cellules filles le
patrimoine génétique de la cellule mere, voit son intégrité structurale mise
a mal un grand nombre de fois par cellule et par jour. Or, si la stabilité
chimique et structurale de ’ADN est mise a mal, la stabilité génétique du
lignage cellulaire I'est également. C’est pour cela que 1’évolution a mis en
place des mécanismes de réparation de 'ADN. Comme les dommages a
I’ADN peuvent étre d'une grande variété, les mécanismes de réparation se
sont adaptés a cette variété.

Dans notre laboratoire, nous nous intéressons a la réparation des cassures
double-brin de ’ADN. Comme décrit plus bas, la réparation de ces cassures
constitue un enjeu important du point de vue biomédical, car ces cassures
sont induites par les rayonnements ionisants (ou des radiomimétiques) que
I’on emploie dans la thérapie anticancéreuse. La réparation des cassures
double-brin radioinduites dans ’ADN est problématique pour de multiples
raisons et nous avons voulu, dans ce travail, initier un projet dans lequel
nous avons commencé par élaborer une méthodologie nouvelle de purification
des complexes de réparation de ’ADN.

Dans cette introduction, nous présenterons l'intérét de I’'étude des pro-
téines de réparation de ’ADN, nous aborderons brievement les différentes
voies qui permettent cette réparation (pour des revues détaillées sur ce sujet,
voir [2010]; [2012]), ainsi que les méthodologies
disponibles pour étudier les interactions protéines—ADN en général (pour
des revues détaillées, voir [ I; [ I;

[2013]).

Pour le lecteur n’étant pas familier du jargon des biologistes cellulaires,
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nous prenons la liberté de représenter ici tres schématiquement le cycle
cellulaire (Figure 1.1). En effet, tant dans cette introduction que dans les
chapitres qui suivent, les différentes phases du cycle cellulaire seront évoquées
maintes et maintes fois. Nous verrons, en effet, combien la phase du cycle
cellulaire dans laquelle se trouve une cellule conditionne le traitement des
dommages intervenant sur son ADN.

(B8 Preparation
G 2 | for DNA G 1
" Synthesis
e rpna‘y

DNA
Replication

4

S

Ficurk 1.1 — Phases du cycle cellulaire. Pour les préoccupations qui
sont les notres, le concept fondamental est le suivant : durant quelles phases
du cycle cellulaire une cellule dispose-t-elle de deux copies de son génome ?
Une cellule possede deux copies completes de son génome au terme de la
réplication (en fin de phase S), pendant la phase G2 et pour une partie de
la phase M. En revanche, durant la phase G1 et pour une bonne partie des
phases S et M, la cellule ne dispose que d’une copie complete de son génome.
Tiré de http://www.bdbiosciences. com.

1.1 LES ORIGINES DES DOMMAGES DE L’ADN

Alors que linformation contenue dans la séquence nucléotidique est
primordiale pour les cellules, de nombreux facteurs peuvent altérer cette
séquence (substitution d’un nucléotide, insertion ou délétion d’une partie
de la séquence). Parmi ces facteurs, les dommages & I’ADN sont une source
importante d’instabilité pour le génome.


http://www.bdbiosciences.com
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On estime a plus de 10° le nombre de dommages subis par 'ADN dans
chacune de nos cellules chaque jour. Les causes de ces dommages sont
extréemement variées : certains sont mis en place physiologiquement, d’autres
sont une conséquence indésirable du fonctionnement cellulaire, d’autres
encore proviennent de facteurs environnementaux. Dans les sections suivantes,
nous présenterons quelques exemples reflétant la diversité des contextes dans
lesquels ’ADN peut étre endommagé (pour une revue, voir

[2013]).

1.1.1 MECANISMES IMPLIQUANT DES COUPURES DE L’ADN

Certains mécanismes cellulaires impliquent des remaniements de la sé-
quence nucléotidique. Ces mécanismes, qui interviennent physiologiquement
dans la vie cellulaire, emploient donc des enzymes capables de générer des
coupures dans ’ADN, nécessaires a ces remaniements.

1.1.1.1 LA MEIOSE

Dans les cellules sexuelles, la méiose permet de créer, a partir d'une
cellule mere, quatre cellules filles dont les patrimoines génétiques different.
Cette diversité résulte de deux phénomenes, dont 1'un, appelé enjambement,
implique que des coupures aient lieu sur deux molécules d’ADN afin de
permettre d’échanger certaines de leurs parties. Ces coupures sont générées
dans les cellules germinales males par des enzymes spécifiques, telles que la
protéine de recombinaison méiotique Spoll | , ]. Lors de la
méiose, I’ADN est donc physiologiquement « endommagé » afin de permettre
une diversification du patrimoine génétique.

1.1.1.2 V(D)J ET RECOMBINAISON DE CONVERSION DE CLASSE

Dans le systeme immunitaire, les anticorps produits par les cellules B
sont composés de deux parties : I'une d’entre elle est commune a tous
(partie constante) et 'autre, responsable de la reconnaissance spécifique d’un
antigene, varie d'une molécule a I'autre (partie variable). Les anticorps sont
constitués d'une chaine lourde et de deux chaines légeres, chacune étant
composée d’une partie constante et d’une partie variable.

Les genes qui codent les parties variables de ces chaines comportent
des répertoires de séquences variables, V, de diversité, D (spécifiques de
la chaine lourde) et de jonction, J. La recombinaison V(D)J permet de
produire des millions d’anticorps différents a partir d’une méme séquence
génomique en générant des coupures par des enzymes spécialisées, Ragl et
Rag2, de la famille des transposases. Les extrémités des fragments V/D/J
sont ensuite liguées de maniere a combiner ces différents fragments entre eux,
ce qui constitue la source de la diversité générée (pour une revue, lire

« Crossing over »
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[2004]). Les récepteurs a 'antigene exprimés par les cellules T
impliquent le méme processus de diversification que les anticorps.

Dans les cellules B, le mécanisme de recombinaison de conversion de
classe permet de placer une région variable, produite par V(D)J sur diffé-
rentes parties constantes qui déterminent 'isotype. Ce mécanisme a lieu,
par exemple, lorsqu’un anticorps membranaire (IgM) reconnait son anti-
gene et qu’il est alors nécessaire de produire des anticorps libres (IgE, par
exemple) comportant la méme séquence variable afin de pouvoir reconnaitre
et éliminer spécifiquement 'antigene détecté. Le processus permettant la
constitution d’une nouvelle classe d’anticorps dotée de la méme spécificité
de reconnaissance que ceux qui sont présents a la surface des cellules du
systeme immunitaire est mis en ceuvre par le biais de ’excision d'une partie
de la séquence génomique (pour une revue, consulter [ ]). La
production de coupures dans les séquences « signal » est suivie de la ligation
des séquences appropriées.

Les cellules peuvent donc endommager leur propre ADN de maniere
transitoire et organisée (mais non totalement controlée). Ce procédé permet
notamment d’introduire de la diversité génétique (et donc moléculaire) qui
est ensuite mise a profit par les cellules.

1.1.2 FACTEURS ENDOGENES TOXIQUES POUR L’ADN

Dans les cellules, ’ADN est soumis a de nombreuses attaques par des
agents endogenes. Parmi les 1ésions ainsi provoquées, nous avons distingué
celles liées a la présence de composés réactifs dans les cellules, capables
d’interagir avec les groupements chimiques des molécules d’ADN et celles
provoquées par des dysfonctionnements de protéines qui interviennent dans
la physiologie de ’ADN.

1.1.2.1 LES PRODUITS SECONDAIRES DU METABOLISME

Certains produits secondaires du métabolisme possedent une réactivité
suffisante pour induire des modifications chimiques sur les molécules d’ADN.
L’exemple le plus frappant concerne les especes réactives de 1'oxygene qui
sont produites, par exemple, tout au long de la chaine respiratoire, dans
les mitochondries | : |. Les especes radicalaires, en parti-
culier, sont extrémement réactives et peuvent modifier la nature chimique
des bases de ’ADN. Les lésions provoquées par ces composés ne sont pas
individuellement graves, mais elles le deviennent lorsqu’elles sont présentes
en quantité importante.
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1.1.2.2 LES DYSFONCTIONNEMENTS ENZYMATIQUES

De nombreux enzymes sont impliqués dans la physiologie de ’ADN.
Ces protéines, qui sont nécessaires a la vie des cellules, peuvent toutefois
également provoquer 'apparition de lésions dans ’ADN lorsqu’elles ne
fonctionnent pas correctement.

Les polymérases a ADN (DNA-polymérases) sont les enzymes respon-
sables de la réplication de TADN (mécanisme nécessaire afin de transmettre
I'information génétique d’une cellule mere & deux cellules filles). La synthese
de 'ADN est dite semi-conservative, car elle utilise la complémentarité des
bases d’ADN afin de produire un nouveau brin d’ADN & partir d’un ancien
(chaque nouveau duplexe d’ADN comporte donc le brin néosynthétisé hybridé
a I'un des anciens). Bien que ces enzymes soient fideles (moins d'une erreur
tous les 10° nucléotides) et, de plus, dotés d’une activité de correction (3’-5’
exonucléase), il peut arriver que des mésappariements soient observés apres
la réplication, ce qui perturbe la structure de la double-hélice (apparition
de « bulges »). Certaines de ces DNA-polymérases sont utilisées uniquement
apres un stress génomique lors d'un processus particulier de réparation appelé
synthése translésionnelle. Or, ces polymérases sont bien moins fiables que
leurs contreparties spécialisées dans la réplication et peuvent ainsi introduire
une proportion non négligeable de mésappariements | , ].

Dans les noyaux, la double-hélice d’ADN subit un enroulement qui permet
sa compaction (les molécules d’ADN ont une taille importante, alors que
I'espace disponible dans le noyau est limité). Cet enroulement est en partie
controlé par des enzymes, les topoisomérases, dont le mécanisme peut faire
intervenir un complexe covalent entre un brin d’ADN clivé et la protéine
[mécanisme de TOP1 (p 187), par exemple]. Ces intermédiaires covalents,
toxiques pour ’ADN dans certaines conditions, peuvent étre stabilisés par
des inhibiteurs de topoisomérases.

1.1.3 FACTEURS EXOGENES TOXIQUES POUR L’ADN

En plus des différents facteurs endogenes pouvant endommager ’ADN,
I’environnement constitue également une source d’exposition a des composés
pouvant induire des lésions. Parmi ces derniers, on peut notamment citer la
fumée de cigarette, la lumiere ultraviolette (lumiere solaire), les radiations
ionisantes, ou encore des composés chimiques comme le plomb contenu dans
certaines peintures. Ces composés sont donc nocifs pour les cellules et, a plus
grande échelle, pour I'organisme tout entier. De maniere intéressante, nous
verrons également par la suite qu’il peut étre utile d’induire ces dommages
dans nos cellules afin d’en exploiter la dangerosité (voir § 1.5.1, page 30).

En anglais, « translesion
synthesis »
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Conclusion. Dans les cellules, ’ADN est continuellement soumis a des
agressions, aussi bien endogenes qu’exogenes. Les dommages provoqués
entravent le bon fonctionnement du métabolisme de 'ADN et donc celui
de la cellule. Afin de permettre aux cellules de survivre et de continuer
a se diviser, I’évolution a sélectionné des mécanismes destinés a restaurer
I'intégrité de I’ADN.

La diversité des dommages a ’ADN reflete la variété des facteurs qui
peuvent les causer. La détection, la caractérisation et la quantification de ces
dommages induits par I'un des agents mentionnés ci-dessus, par exemple, fait
I'objet d’une discipline a part entiere (pour une revue, voir
[ ]). Les cassures de la chaine phosphodiester, sur I'un des brins (CSB,
pour cassure simple-brin) ou les deux (CDB, pour cassure double-brin) sont
des types de dommages particuliers qui nécessitent I'intervention de ligases
a ADN. Ces cassures peuvent également constituer des intermédiaires pour
la réparation d’autres dommages, plus variés et plus complexes.

1.2 REPARATION DE LADN

Différents mécanismes de réparation sont mis en ceuvre par des acteurs
cellulaires répondant spécifiquement a une catégorie particuliere de dommages
(Figure 1.2, page ci-contre). Ces mécanismes, ou « voies de réparation »,
se matérialisent par le recrutement dynamique et ordonné de protéines au
niveau du dommage, qui forment des complexes permettant de réparer ce
dommage selon un processus en plusieurs étapes. Certaines cassures, dites
de « chimie complexe », peuvent cependant mettre en difficulté les systemes
de réparation de ’ADN en raison de la structure particuliere de I’ADN au
niveau des extrémités générées (seules les extrémités 5’phosphate et 3'OH,
qui sont dites « canoniques », sont reconnues par les ligases).

D’excellentes revues discutent des différents mécanismes connus pour
réparer les dommages a ’ADN | , : ,

.

1.2.1 Le BER (« base-excision repair »)

Certaines lésions de 'ADN interviennent au niveau de la base azotée
modifiée et ne nécessitent donc que le remplacement de cette base, sans
introduire de discontinuité dans le squelette phospho-carboné de la molécule.
La réparation de lésions consistant en I’apparition, dans la molécule d’ADN,
d’un site abasique, d’'une base oxydée, ou plus généralement d’une base
altérée peut étre effectuée par le mécanisme de réparation par excision de
base (BER, Figure 1.3, page 10).



1.2. REPARATION DE L’ADN

DNA DAMAGING DNA

AGENTS LESIONS
y 4o
<

Double strand breaks
Single strand breaks
Intrastrand crosslinks
Interstrand crosslinks

lonizing radiation

X-rays —

Anti-tumor drugs

Bulky adducts
Pyrimidine dimers

UV-ight  —p

chemicals

Oxygen radicals
Hydrolysis —= 8-0%0
Alkylating agents G
A
+

T
Replication 5
A

Abasic sites

8-oxoguanine lesions

Bases mismatch
Insertions

errors Deletions

Single strand breaks —j

DNA REPAIR
PATHWAYS  FIDELITY

Non Homologous
End Joining (NHEJ) T

Homologous
Recombination (HR) T+

Nucleotide

Excision +++
Repair (NER)

Base Excision

Repair (BER) +++

Mismatch
Repair (MMR) Hk

F1GURE 1.2 — Différentes voies de réparation en fonction des agents
créant les dommages. Tiré de Blanpain el al. [2011].
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Ce mécanisme, qui permet une réparation rapide des dommages, se
déroule en cinq étapes :

1. la base altérée est excisée par une glycosylase, ce qui crée un site
abasique ;
2. une endonucléase coupe le brin d’ADN au niveau du site abasique ;

3. les extrémités générées sont prises en charge, créant une structure
reconnue par les DNA-polymérases et les ligases ;

4. le nucléotide complémentaire est inséré (processus de « short patch »);

5. la ligation par la DNA-ligase 3 restaure la continuité du brin d’ADN.

DNA ligation
T
Base damage ODPRC intermediate
A % o@—
Monofunctional ———
. ',.'cues 4 Bifunctional /
glycosylases TDP1
o~ APEL
-oH ' ; _@@J— —DPO— 0O 00— APTY
¥
"
Pol B S
___L _ (LP-BER)
(sP-BER) —————  Pol&/e
Pol B PCMA
XRCC1/LIG3 l RFC
FEN1
LIG1

FIGURE 1.3 — Réparation des dommages a ’ADN par la voie de
I’excision de base (BER). La voie BER de réparation comporte deux
chemins, LP-BER (« long patch ») et SP-BER (« short patch »). Tiré de
Iyama et Wilson [2013].

Les cellules possedent plusieurs glycosylases a ADN (il en existe 11 diffé-
rentes), qui sont capables d’exciser la base endommagée. L’élimination de
la base produit un site abasique, une structure reconnue par ’endonucléase
APEL1 (« apurinic endonucléase 1 »), qui effectue une coupure sur le brin en-
domagé en 5’ de la 1ésion, ce qui constitue la seconde étape de ce mécanisme.
Le site ainsi dévoilé est reconnu et pris en charge par la DNA-polymérase (3,
qui retire le nucléoside et le remplace par un nouveau nucléotide. Enfin,
la continuité du brin d’ADN est restaurée par le complexe composé de la
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DNLI3 (p 161) et de XRCC1 (p 189). Ce premier mécanisme constitue le
processus « court » (« short patch ») de la réparation par excision de base
par lequel la plus grande partie des dommages aux bases des nucléotides est
réparée.

Il existe un processus « long » du BER (« long patch BER »), qui implique
un remaniement plus important, avec synthese d’un fragment d’ADN plus
long, accompagné d'un déplacement de brin, qui fait appel d’autres enzymes

spécifiques (DNA-polymérases § et €, assistées par le facteur de processivité
PCNA, et également par Fenl et la DNA-ligase 1).

1.2.2 L NER (« nucleotide excision repair »)

Le mécanisme du NER est déclenché par la détection d’une distorsion de
la double-hélice d’ADN, due a la présence d'un dommage. Contrairement
au BER, ce mécanisme met en ceuvre 1’élimination du fragment d’ADN
endommagé. Deux chemins sont possibles, selon que le dommage est présent
dans une région transcrite (« transcription coupled NER ») ou non (« global
genome NER ») . Ces deux voies ne different que par les protéines qui sont
impliquées dans la reconnaissance des lésions (Figure 1.4, page suivante).

Dans le GG-NER, les protéines RPA, XPA et XPC reconnaissent les
dommages. La protéine de réplication RPA (trimere de RFA1,RFA2 (p 178)
et RFA3) ne reconnait pas directement le dommage, mais se fixe sur '’ADN
simple-brin qui en résulte, ce qui induit 'ouverture de la double hélice par
lactivité hélicase de TFIIH. Dans le cas du TC-NER, la RNA-polymérase II,
bloquée par le dommage au cours de la transcription, recrute directement
les protéines de réparation.

Dans les deux cas, les nucléases XPG et XPF-ERCCI1 réalisent ensuite
une incision dans le brin qui provoque 'apparition d’extrémités 3’ et 5. La
formation du complexe d’incision PIC3, constitué des protéines XPA, RPA,
TFIIH, XPG et XPF-ERCCI1, est dépendante de I’ATP. Les incisions réalisées
de part et d’autre du dommage sont situées respectivement 6 nucléotides

en 5 du dommage, pour la premiere et 20 nucléotides en 3’, pour la seconde.

Le complexe d’excision génere donc un oligonucléotide simple-brin d’une

vingtaine d’oligonucléotides comportant le dommage, qui sera ensuite éliminé.

Les protéines du complexe d’excision se détachent ensuite, a I’exception de
RPA, puis la synthese d’une nouvelle portion de brin est réalisée par les
protéines RFC (protéine de réplication), RPA et par les DNA-polymérases §
ou €. La restauration de la continuité du brin d’ADN est effectuée par I’action
de la DNA-ligase 1 | : |.

« Proliferating cell nuclear
antigen »

« Flap endonuclease 1 »

Abréviations en TC-NER
et GG-NER
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FIGURE 1.4 — Différentes voies du NER. La voie de réparation NER
comporte deux chemins : le GG-NER (« global genome ») et le TC-NER
(« transcription coupled »). Tiré de Iyvama ot Wilson [2013].

1.2.3 LE MMR (« mismatch repair »)

La réparation des mésappariements est initiée par la reconnaissance
d’un défaut dans la structure de la double hélice d’ADN par le complexe
MSH2-MSH6 (homologue de la protéine bactérienne MutSj3) ou par la
reconnaissance d’une boucle formée suite a la délétion ou a 'ajout de
nucléotides sur I'un des deux brins par le complexe MSH2-MSH3 (homologue
de la protéine bactérienne MutSa).
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Cette reconnaissance provoque le recrutement du complexe homologue de
la protéine bactérienne MutL, formée par les protéines MLH1 et PMSI1. Le
complexe homologue de MutL a ensuite lui-méme pour fonction de recruter
les protéines qui vont permettre de prendre en charge le dommage : des
nucléases (telles que la nucléase EXO1) pour exciser le fragment d’ADN
endommagé, des DNA-polymérases (telles que la polymérase 3) pour syn-
thétiser la nouvelle portion du brin remplacant le fragment excisé et la
DNA-ligase 1 afin de permettre de rétablir les liaisons phosphodiester entre
les nucléotides de part et d’autre des coupures.

Il est intéressant de noter que le MMR est un mécanisme impliquant ses
propres senseurs des dommages, mais qu’il fait intervenir des machineries
moléculaires également impliquées dans les mécanismes d’excision de base et
de nucléotide décrits ci-dessus.

1.2.4 LA HR (« homologous recombination »)

Les cassures double brin sont parmi les cassures les plus dangereuses
et ont la particularité de n’étre pas immédiatement réparables par emploi
d’'une quelconque homologie, contrairement a nombre de mécanismes décrits
plus haut. Afin de réaliser une réparation fidele des dommages en utilisant la
complémentarité des paires de bases, il est nécessaire, lorsque cela est possible,
d’exploiter I'information contenue dans la chromatide sceur au moment de
la réplication du chromosome. La voie de réparation par recombinaison
homologue (HR) utilise la chromatide sceur pour réparer des cassures double-
brin en phases S et G2 du cycle cellulaire (Figure 1.5, page suivante).

La recombinaison homologue est initiée par la génération d'un ADN
simple-brin 3" sortant a partir du site de la cassure double-brin. Cette
étape, dite de résection est initiée par le complexe MRN (constitué des
protéines Mrell, Rad50 et Nbs1) ainsi que ’endonucléase CtIP (cette derniére
protéine est spécifique de la phase S) et pourrait étre en partie controlée par
BRCA1 | , |. La résection est ensuite amplifiée par I'activité
exonucléase de 5’ vers 3’ de Exol afin d’augmenter la taille de la région
simple-brin. RPA recouvre le fragment simple-brin ainsi exposé et le protege
de I'action des nucléases, puis elle en est chassée par la protéine Radb1 qui
initie de maniere irréversible la réparation par recombinaison homologue et
provoque l'invasion de brin | ) ]. Ce brin d’ADN;, recouvert
par Radb1 est alors placé en vis-a-vis de sa séquence homologue située sur la
chromatide sceur du chromosome. L’action des protéines BRCA2 et Rad52
est nécessaire pour déplacer RPA et permettre la recherche de la région
homologue et la formation d’une boucle permettant au brin d’ADN recouvert
par Rad51 de s’y fixer. Les extrémités 3’ des coupures sont alors allongées
par des DNA-polymérases en se servant des deux brins de la chromatide
sceur comme matrice. Les jonctions de Holliday formées par le croisement des

Terme emprunté a la
chirurgie
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FI1GURE 1.5 — Voies de réparation des cassures double-brin de ’ADN.
Les cassures double-brin de ’ADN sont prises en charge par trois voies de
réparation, la voie du NHEJ canonique (¢-NHEJ), celle du NHEJ alternatif
(a-NHEJ) et enfin celle de la recombinaison homologue (HR). Le contexte
cellulaire et la nature plus spécifique du dommage peuvent conduire la cellule
a choisir une voie plutot qu'une autre. PNKP et Artemis sont des enzymes
de rectification (« processing ») des extrémités de chimie complexe. Tiré de
Neal et Meek [2011].

brins sont résolues par des nucléases spécifiques, appelées résolvases, ainsi
que par des hélicases (appartenant & la famille RecQ). Enfin, la DNA-ligase 1
restaure la continuité des deux brins d’ADN.
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1.2.5 NHEJ « non homologous end joining »

Il n’est pas toujours possible d'utiliser une séquence complémentaire de

la séquence endommagée pour réparer fidelement les cassures double-brin de
I’ADN. C’est notamment le cas pendant les phases du cycle cellulaire durant
lesquelles les chromosomes ne sont pas encore dupliqués (phases M, G1 et
début de la phase S). Afin de réparer les cassures double-brin hors phase S/G2,
les cellules font intervenir un processus de jonction des extrémités, et cela
indépendamment de la séquence (NHEJ, Figure 1.5, page ci-contre)
[2010]; [2009]. Le mécanisme NHEJ est potentiellement actif
a chaque étape du cycle cellulaire et il constitue donc la voie de réparation
par défaut des cassures double-brin dans ’ADN, et la seule voie possible pour
les cellules qui ne se divisent pas | , |. Ce mécanisme
implique toujours une étape ultime : la ligation des extrémités libérées par la
cassure double-brin. Comme aucune homologie de séquence ne vient fiabiliser
le processus d’aboutement, le NHEJ peut occasionner des erreurs par ligation
d’extrémités appartenant, par exemple, a deux chromosomes différents. La
fiabilité de ce mécanisme, longtemps remise en doute, semble cependant
acceptable lorsque la quantité de dommages n’est pas trop importante
[ , 2014].

La voie NHEJ de réparation des cassures double-brin est importante car
les cassures double-brin sont les plus dangereuses pour les cellules : elles
provoquent une rupture de la continuité chromosomique, des translocations et
des délétions qui induisent a terme I'apparition de cancers. Afin de permettre
la réparation des lésions, le cycle cellulaire est interrompu des que la cellule
en détecte un nombre suffisant, ce qui permet d’exclure du site du dommage
toute machinerie qui ne soit pas utile a la réparation, comme celles de la
réplication ou de la transcription, par exemple. Lorsque la cellule détecte que
le nombre de dommages est tellement important qu’elle ne sera pas a méme
de tout réparer avant la reprise du cycle cellulaire, elle peut choisir la voie
de 'apoptose, la mort cellulaire programmeée. La signalisation moléculaire,
qui consiste a informer la cellule dans son ensemble des qu'une lésion de
I’ADN a été percue, est donc un processus complexe qui rapproche des
protéines de différentes voies en des complexes non covalents transitoires.
On peut citer ici les protéines de signalisation a proprement parler : d’abord
les protéine-kinases, ensuite les protéines de « checkpoint », mais aussi les
protéines qui régulent le niveau de compaction de la chromatine, par exemple.
Un certain nombre des protéines citées ci-dessus ont été identifiées par
spectrométrie de masse au cours de nos expériences et font 'objet de fiches
individuelles descriptives en annexe (voir annexe « Fiches relatives aux
protéines d’intérét », page 153).

L’hétérodimere KU (constitué des sous-unités Ku70 et de Ku80, connues
également sous les noms de XRCC6 et de XRCC5) possede une affinité tres
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Terme grec signifiant
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importante pour les extrémités de 'ADN (avec un Kq de ordre de 1071 M)
autour desquelles il forme un anneau | , |. Ce complexe,
abondant dans les noyaux (il a été estimé a 10° le nombre de molécules de
ce dimere dans une cellule), est le premier de la voie du NHEJ a se fixer au
niveau des extrémités de la cassure double-brin. KU est le domaine régulateur
de la sous-unité catalytique de la protéine kinase ADN-dépendante (DNA-
PKes) (voir PRKDC, page 177). Lorsque le complexe ternaire est formé,
I'enzyme est sous sa forme holoenzyme. PRKDC appartient a la méme
famille que les protéines ATM et ATR (phosphatidylinositol 3-kinases),
elles-mémes impliquées dans la signalisation des dommages de 'ADN (voir
paragraphe 1.4, page 26) | , ]. Elle est capable de se fixer seule
sur les extrémités libres de ’ADN mais son interaction avec KU augmente
son affinité pour PADN | , ].

La fixation de PRKDC sur le dimere KU provoque le glissement ATP-
dépendant, sur une dizaine de paires de bases, de ce dernier le long de la
séquence nucléotidique, ce qui permet de libérer I'extrémité d’ADN qu’il
protégeait. Ces extrémités peuvent alors étre prises en charge par des enzymes
de traitement des extrémités. On peut distinguer deux types de protéines
impliquées dans le traitement des extrémités : les nucléases, qui permettent
de générer une nouvelle extrémité, canonique, et les enzymes qui permettent
la conversion des groupements chimiques, telles que PNKP par exemple, qui
permet de regénérer une extrémité 5’ phosphate a partir d’une extrémité
5 OH et/ou de générer une extrémité 3’ OH a partir d'une extrémité
3" phosphate. Les régions simple-brin qui peuvent étre mises en évidence,
s'il y a un début de résection lors du NHEJ, sont prises en charge par les
DNA-polymérases A et u, apres appariement — simple ou partiel — avec le
brin complémentaire. Lorsque la nature des extrémités est compatible avec
une ligation, PRKDC effectue la synapsis des deux extrémités a liguer, et
un complexe de ligation est recruté pour réparer la cassure. Ce complexe
est constitué de la DNA-ligase 4 [DNLI4 (p 161)], de XRCC4 (p 189) et de
XLF (p 193) (pour cette derniere, voir [ ;

[ ]). Le role de XLF dans ce complexe serait d’augmenter la processivité
de DNLI4, alors que le role de XRCC4 est de stabiliser la ligase 4 sur le
complexe déja assemblé au niveau des extrémités a liguer.

1.2.6 NHEJ « ALTERNATIF »

Le processus de réparation selon la voie NHEJ décrite ci-dessus a long-
temps été considéré comme l'unique voie possible pour la réparation des
cassures double-brin qui ne soit pas la recombinaison homologue. Une voie,
dite « alternative », a cependant été caractérisée plus récemment (Figure 1.5,
page 14). En effet, des études ont permis d’observer, dans des cellules dé-
ficientes en PRKDC, que la réparation des cassures double-brin pouvait
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toujours avoir lieu en dehors des phases G2 et S du cycle cellulaire, mais de
fagon tres ralentie | , |. Des études plus approfondies ont
confirmé que la réparation observée dans ces conditions était indépendante
des protéines de la recombinaison homologue et ont permis de mettre en
évidence 'existence de cette voie alternative au NHEJ « canonique », qui
aurait lieu de maniere indépendante de KU et de la DNA-ligase 4 (pour une
revue voir [ D).

Les protéines de cette voie de réparation sont les protéines PARP1 (p 175),
XRCC1 (p 189) et la DNA-ligase 3 (DNLI3, p 161), qui sont par ailleurs
impliquées dans la réparation des cassures simple-brin de 'ADN par la
voie du BER (voir plus haut). Il est également possible que 'activité de
ligation soit portée par la DNA-ligase 1. Ce mécanisme de réparation peut
également faire intervenir des enzymes impliqués dans le traitement des
extrémités (Figure 1.5, page 14), lorsque la structure de ces derniéres n’est
pas compatible avec une ligation directe (Figure 1.7, page 22). La voie
de réparation alternative du NHEJ est également parfois appelée MMEJ
(« micro-homology mediated end-joining ») en raison de I'utilisation d’une
homologie inférieure a une vingtaine de paires de bases afin de réaliser
la synapsis des deux extrémités a liguer. Cette homologie est révélée par
lactivité exonucléase du complexe MRN, en association avec CtIP et BRCA1
(qui sont des protéines de la recombinaison homologue ; voir plus haut) |

, ; , J.

Les deux voies du NHEJ coexistent dans les cellules eucaryotes. Les
protéines impliquées dans la reconnaissance des dommages, pour chacune de
ces deux voies (KU pour la voie canonique et PARP1 pour la voie alternative)
sont en compétition.

1.2.7 CONCLUSIONS.

L’apparition de cassures double-brin de PADN est un événement qui
nécessite une prise en charge rapide et efficace des dommages. Nous avons
décrit trois voies spécialisées dans leur réparation. Cette spécialisation est
fondée sur des mécanismes de réparation différents qui peuvent, au besoin,
tirer parti du contexte cellulaire (présence de chromatides sceur dans le
noyau, pour la recombinaison homologue, par exemple). Comme ces voies
peuvent éventuellement étre opérantes durant plusieurs phases du cycle, des
mécanismes de régulation existent, qui favorisent I'une d’entre elles pour
permettre la réparation de la cassure de la fagon la plus satisfaisante possible
en termes de rapidité et de fidélité. Collectivement, ces concepts sont traités
dans la littérature comme relevant de la problématique du choiz de la voie
de réparation des cassures double-brin de I’ADN.
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1.3 DETERMINISMES DU CHOIX DE LA VOIE DE REPARA-
TION DES CASSURES DOUBLE-BRIN DE L’ADN

1.3.1 REGULATION DES DIFFERENTES VOIES DE REPARATION

Nous pouvons observer que, contrairement aux mécanismes qui per-
mettent de réparer les lésions intervenant sur I'un des deux brins de ’ADN
(BER, NER et MMR), les voies de réparation des cassures double-brin de
I’ADN (HR et NHEJ) reconnaissent un méme type de dommages. La sélec-
tion de I'un ou 'autre de ces mécanismes ne dépend donc pas uniquement
de la présence d'une extrémité d’ADN. Dans les paragraphes suivants nous
proposons un bref récapitulatif des principaux facteurs pouvant influencer le
choix d'une voie de réparation particuliere.

1.3.1.1 LE NIVEAU DE DIFFERENCIATION CELLULAIRE

Les cellules somatiques et les cellules germinales, les cellules souches et les
cellules tumorales peuvent mettre en jeu différents mécanismes de réparation.
Les différences qui existent entre ces différents types de cellules peuvent
d’ailleurs éetre exploitées avec profit pour sensibiliser préférentiellement les
cellules tumorales par rapport aux cellules saines (voir § 1.5.1, page 30).
Chacun des mécanismes mentionnés fait intervenir des enzymes spécifiques
de sorte que la « boite a outils » pour la réparation n’est pas la méme selon le
type cellulaire. Les cellules du systeme immunitaire, par exemple, expriment
des enzymes supplémentaires qui leur permettent, comme décrit plus haut,
d’introduire des cassures double-brin dont la finalité leur est bien spécifique.
C’est le cas, en particulier des terminal transférases, détaillées a la § 1.3.3,
page 20 et a la Figure 1.7, page 22, panneau C.

1.3.1.2 LA PHASE DU CYCLE CELLULAIRE

Le cycle cellulaire joue un role absolument prépondérant sur la maniere
de réparer ’ADN. Si I'on prend le cas particu