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NOUVELLE

La proximité de Iésions dans
I’ADN favorise la mutagenese

Luisa Laureti, Vincent Pages

> L'ADN est le support de I'information
génétique de tous les Etres vivants.
Afin de transmettre cette information
génétique aux cellules filles issues
de la division cellulaire, les cellules
doivent répliquer leur ADN de maniére
fidele. Il arrive fréquemment que des
dommages ou lésions au niveau de
I’ADN viennent perturber ce processus
de réplication. Ces lésions ont diverses
origines exogenes, comme par exemple
les rayons ultra-violets (UV) dus a
I’exposition au soleil, ou des cancé-
rogenes chimiques, tels que le benzo-
pyréne issu de la fumée de cigarette,
mais également des origines endo-
genes, telles que les dommages oxy-
datifs générés par les produits réactifs
de I"oxygeéne issus de la respiration
cellulaire.

Afin de faire face a ces lésions, les
cellules possedent des mécanismes de
réparation qui permettent de « net-
toyer » I’ADN avant qu’il ne soit répli-
qué. Cependant, ces mécanismes de
réparation peuvent étre défectueux, ou
certaines lésions peuvent leur échap-
per. Ces lésions alors présentes dans
I’ADN pendant le processus de répli-
cation vont bloquer la progression de
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I’ADN polymérase réplicative. Nous
avons montré par le passé que dans
une telle situation il se produit un
découplage de la synthése des deux
brins d’ADN [1], ce qui permet au brin
endommagé de poursuivre la réplica-
tion sur une certaine distance. Il a été
montré depuis qu’un mécanisme de
ré-initiation de la réplication en aval
de la Iésion [2] permet a la fourche de
réplication de poursuivre sa progres-
sion, laissant une bréche d’ADN simple-
brin. Tous les organismes vivants (des
bactéries aux humains) possedent plu-
sieurs stratégies pour combler cette
bréche et tolérer une Iésion non répa-
rée : (1) la synthése translésionnelle
(ou TLS pour trans-lesion synthesis), un
mécanisme par lequel une ADN polymé-
rase spécialisée (dite translésionnelle)
remplace transitoirement ’ADN poly-
mérase réplicative et insére un nucléo-
tide directement en face de la Iésion.
Ces ADN polymérases translésionnelles
étant trés peu fideles, la TLS est donc
souvent a Porigine de mutations [3] ;
(2) le mécanisme de contournement
des dommages (ou DA pour damage
avoidance), un mécanisme fondé sur
la recombinaison homologue. La région
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d’ADN simple-brin générée en aval de
la lésion envahit la région homologue
(double-brin) de la chromatide sceur
ce qui permet a la cellule de récupérer
Iinformation génétique altérée par la
lésion. Ce mécanisme contrairement a
la TLS est fidele.

L’équilibre entre ces deux voies de
tolérance des dommages est tres
important puisqu’il définit le niveau de
mutagenese de la cellule. Par consé-
quent, décrypter la réplication d’un
ADN endommagé, en particulier I’équi-
libre entre synthese translésionnelle
et mécanismes de contournement des
dommages, est fondamental pour
comprendre comment les mutations
apparaissent et comment elles sont
évitées. Si d’un cOté cette mutagenese
est essentielle au processus d’évolu-
tion et d’adaptation au stress de I’en-
vironnement, en particulier chez les
microorganismes, elle est également
responsable de graves déreglements
cellulaires qui peuvent notamment
conduire a la cancérisation des cel-
lules humaines. A I’heure actuelle, on
ne sait pas comment une cellule dont
’ADN est Iésé va choisir une voie de
réparation plutdt que I'autre.
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Figure 1. Insertion d’une lésion dans le génome bactérien. Un vecteur plasmidique contenant une Iésion unique dans le géne rapporteur lacZ

codant la B-galactosidase est introduit par électroporation dans une souche €. coli réceptrice. Cette souche exprime I'intégrase du phage

lambda qui permet I'intégration du vecteur a un site spécifique. Lorsque la bactérie réplique son chromosome, 'utilisation de la synthese

translésionnelle (TLS, trans lesion synthesis) se traduit par I’apparition d’un secteur bleu, tandis que I'utilisation du mécanisme de con-

tournement des dommages (ou DA pour damage avoidance) apparait comme une colonie blanche sur milieu indicateur X-gal (ou 5-bromo-

4-chloro-3-indolyl-béta-D-galactopyranoside). Les séquences Att sont des séquences d’attachement, B pour la bactérie, P pour le phage et

Ret L pour le prophage. Amp : géne codant la résistance a I’ampicilline ; LacZ : géne codant la B-galactosidase ; OriC : origine de réplication

chez €. coli.

Etudier les voies de tolérance en
introduisant une Iésion dans le
génome bactérien

Afin d’étudier comment est régulé
I’équilibre entre voie mutagene (TLS) et
voie fidele (DA), notre équipe utilise la
bactérie Escherichia coli comme orga-
nisme modéle. Nous avons mis au point
une technique qui permet d’insérer une
lésion unique a un site bien défini du
chromosome bactérien [4, 5]. Grdce a
un systéme colorimétrique fondé sur
le gene rapporteur lacZ (qui code la
B-galactosidase et donne, sur un milieu
indicateur, un phénotype bleu a la bac-
térie qui I’exprime), nous pouvons obser-
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ver directement quelle voie de tolérance
a été utilisée durant la réplication de
I’ADN endommagé. Ainsi, si la cellule uti-
lise la TLS, elle donnera naissance a une
colonie bleue, et si elle utilise le DA, la
colonie sera blanche (Figure 1). €n utili-
sant cet outil, nous avons pu réaliser une
étude génétique des voies de tolérance
des lésions. Nous avons montré que pour
des lésions trés bloquantes! telles que
celles induites par "acétylaminofluoréne
(AAF : une amine aromatique), ou les
lésions générées par les radiations UV,
le contournement des dommages (DA)

! Lésions qui empéchent la progression de I’ADN polymérase.

était la voie majoritaire dans les condi-
tions physiologiques [4]. Nous avons
également montré que, bien que minori-
taire, la TLS intervenait avant les méca-
nismes de DA. Cette priorité de la voie
mutagene sur la voie fidéle permet aux
cellules de générer de la diversité afin
de répondre au stress environnemental,
avant d’assurer la survie par des méca-
nismes non-mutagénes [6]. Nous avons
également mis en évidence une nouvelle
voie de tolérance des dommages a I’ADN
par laquelle la cellule abandonne la
chromatide endommagée et ne survit
donc qu’avec I'information génétique
portée par le brin non endommagé [7].
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Figure 2. La proximité des lésions empéche la recombinaison homologue et favorise la mutagenése. A faible densité de lésions, la bréche d’ADN

simple brin générée en aval des Iésions peut étre réparée par recombinaison homologue (DA) en utilisant I’ADN double-brin présent au niveau de

la chromatide sceur. Lors d’un stress génotoxique important, la proximité des Iésions génere des régions d’ADN simple-brin chevauchantes qui

empéchent la recombinaison homologue, ce qui favorise 'utilisation de la synthése translésionnelle (TLS) potentiellement mutagéne.

Régulation du niveau de mutagenése

Lorsque les cellules bactériennes
subissent un stress génotoxique?, les
[ésions sur I’ADN bloquent la réplica-
tion, ce qui conduit a apparition de
régions d’ADN simple-brin en aval de la
fourche de réplication. U'accumulation
de cet ADN simple-brin est le signal qui
déclenche chez les bactéries la réponse
appelée SOS®. Cette réponse SOS qui a
été décrite pour la premieére fois il y a
plus de 40 ans [8], permet d’augmenter
I’expression de certains génes, notam-
ment ceux qui codent les ADN poly-
mérases translésionnelles. Ainsi, I’in-
duction du systeme SOS conduit a une

% Stress génotoxique : stress qui modifie I'intégrité de I’ADN.

% Chez les bactéries, la réponse SOS est un systéme de
réponse aux lésions de I’ADN.
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augmentation de la mutagenese par TLS
qui permet aux bactéries de s’adapter a
différentes pressions environnementales
et qui est, entre autres, responsable de
I’acquisition des résistances aux anti-
biotiques comme (=) Voir la Synthése de
S. Da Re et M.C. Ploy,
m/s n° 2, février 2012,
page 179

cela a été montré
par de nombreux
travaux [9] (=9).

Nous avons récemment mis en évidence
un autre mécanisme qui permet de favo-
riser la mutagenese en réponse & un
stress génotoxique. Afin de mimer I’effet
local de ce type de stress, nous avons
modifié le systéeme précédemment décrit
afin d’intégrer deux Iésions localisées
sur les brins opposés a des distances
variables. Nous avons pu observer qu’a
une distance comprise entre 1800 et
3500 nucléotides, la proximité des

[ésions conduisait a une augmentation
de la TLS d’un facteur 3 [10]. Cette
augmentation de ['utilisation de la TLS
est due a une forte diminution de la voie
du DA. €n effet, des lésions situées a
proximité sur les brins opposés génerent
des bréches d’ADN simple-brin chevau-
chantes (Figure 2). Or, la recombinai-
son homologue (impliquée dans le DA)
nécessite une région d’ADN double-brin
pour combler la bréche générée en aval
de la lésion. Cette inhibition de la voie
du DA conduit a une augmentation de
I"utilisation de la TLS et donc du taux de
mutagenese. De maniere intéressante,
cet effet « proximité des lésions » est
additif avec celui de Iinduction du sys-
teme SOS. Ainsi en combinant I’induc-
tion du systeme SOS avec la proximité
des lésions, la TLS augmente de plus
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de 10 fois et devient alors le principal
mécanisme de tolérance (présent dans
plus de 90 % des cellules qui survivent
aux deux Iésions).

Ce phénomeéne, observé aujourd’hui chez
la bactérie €. coli, permet a cet orga-
nisme de répondre a un stress géno-
toxique. A faible densité de Iésions, la
voie non mutagene est préférée, ce qui
permet a la cellule de préserver son patri-
moine génétique. Avec I’augmentation
du nombre des Iésions (et donc de leur
densité), la voie mutageéne est favorisée.
€n augmentant la mutagenése, la bacté-
rie peut répondre au nouvel environne-
ment et s’y adapter. Il s’agit en quelque
sorte d’un mécanisme d’évolution accé-
lérée. Nous montrons que la proximité
des Iésions a elle seule favorise la voie
mutageéne, indépendamment de tout fac-
teur génétique. De plus, la recombinaison
homologue étant conservée a travers les
especes, son inhibition par la proximité
des lésions et I'augmentation de TLS qui

Streptococcus gallolyticus

Un pathogene opportuniste associé

au cancer du colon

Laetitia Aymerich?, Shaynoor Dramsi®

> Streptococcus gallolyticus sous-espece
gallolyticus (Sgg), autrefois appelé Strep-
tococcus bovis, fait partie de la grande
famille des Streptocoques du groupe D,
regroupés également sous le nom de com-
plexe Streptococcus bovis/Streptococ-
cus equinus (SBSE). Ce groupe comprend
des bactéries tres diverses : certaines,
comme S. gallolyticus sous-espece mace-
donicus (Sgm), sont utilisées comme fer-
ments lactiques ; d’autres, telles que Sgg,
sont considérées comme des bactéries
pathogeénes opportunistes pour I’homme
et "animal. €n effet, Sgg est une cause
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en résulte pourrait a priori exister chez
tous les organismes vivants. Un tel méca-
nisme, s’il est confirmé dans les cellules
humaines, pourrait favoriser I’apparition
de cancers chez I’lhomme. Par ailleurs, les
traitements de chimiothérapie consistent
en de forts stress génotoxiques induisant
de ce fait une forte densité de Iésions :
I’augmentation de la mutagenése résul-
tant de la proximité des Iésions pourrait
donc participer a la résistance aux trai-
tements de chimiothérapie, et également
a "apparition de cancers secondaires. ¢

DNA lesion proximity favors mutage-
nesis
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émergente d’endocardite infectieuse, une
inflammation de la paroi interne du cceur
touchant les individus immunodéprimés
ou dgés, dont I'incidence est en constante
augmentation dans les pays développés.
S. gallolyticus ex bovis a été I'une des
premiéeres bactéries intestinales a étre
associée au cancer du cdlon, dés 1951 [1].

Streptococcus gallolyticus (Sgg) :

une bactérie commensale ?

Les bactéries du groupe SBSE colonisent
le tractus intestinal d’animaux tels que
les koalas, les oiseaux, les ruminants,

ainsi que celui de ’homme. Ces bactéries
jouent un réle essentiel dans la digestion
chez les herbivores, par leur capacité a
dégrader les sucres végétaux. Sgg pré-
sente en outre la spécificité de dégrader
les tanins et leurs métabolites toxiques,
tels que le gallate. Cette propriété la
rend essentielle dans le tractus intestinal
des koalas, grands consommateurs de
feuilles d’eucalyptus particulierement
riches en tanins. La capacité de Sgg a
coloniser le tractus intestinal humain
a d’abord été mise en évidence, des les
années 1950, a la suite de la détection
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