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Introduction

Dans la nature, les organismes sont constamment soumis a des variations de 1’environnement,
de différentes natures : chimique, physique ou nutritionnelle. De plus, le développement de chaque
espéce est fonction de la pression exercée par les autres communautés bactériennes au sein d’une
méme niche écologique. En effet, I’étude de la quantité de micro-organismes vivant dans un méme
écosystéme a révélé quune trés large diversité et une trés forte concentration d’individus y étaient
présentes. Par exemple, le nombre de micro-organismes vivant dans 1’eau de mer a été estimé & 10%-
107 cellules par millilitre d’eau et le nombre de ceux vivant dans le sol & 107 cellules par gramme de
sol (Whitman et al., 1998). Ainsi, de telles conditions environnementales impliquent que les micro-
organismes sont soumis & de nombreuses pressions de sélection et que seuls les individus les mieux
adaptés survivront. La croissance exponentielle telle qu’elle est observée en culture pure et en
conditions de laboratoire apparait donc marginale dans la vie d’une bactérie.

Les mécanismes d’adaptation peuvent étre classés en deux grandes catégories (Massey and
Buckling, 2002). La premiére implique une régulation différentielle des génes, qui va entrainer une
modification du métabolisme de la bactérie en réponse a une situation défavorable a sa croissance.
Une telle régulation implique que les ancétres de la bactérie aient déja été confrontés a ce type de
situation défavorable et que des mécanismes de régulation du métabolisme adaptés aient été
sélectionnés. La modification du taux de mutation du génome peut également aboutir a une
adaptation. Les bactéries peuvent passer par un état qualifié de mutateur, état durant lequel le taux
de mutation est fortement augmenté. Cet état va générer des génotypes et des phénotypes alternatifs
et ainsi favoriser I’émergence d’un polymorphisme génétique au sein d’une population bactérienne
(Arjan et al., 1999). Cet état, en augmentant la fréquence de mutation, augmente ainsi la probabilité
d’adaptation par sélection d’une mutation favorable, ¢’est-a-dire d’une mutation qui va conférer un
avantage adaptatif, dans une situation donnée, au variant génotypique qui la porte. Par exemple, il a
été montré que chez Escherichia coli, des souches mutatrices étaient plus compétitives qu’une
souche sauvage pour coloniser un nouvel environnement tel qu’un intestin de jeune souriceau
(Giraud et al., 2001). Un phénotype mutateur peut donc étre favorisé lors de la colonisation de
nouveaux environnements. Cependant, malgré 1’avantage adaptatif apporté par une augmentation du
taux de mutation, la mise en place d’un état mutateur ne peut étre que transitoire, du fait de
I’augmentation du taux de mutations défavorables et donc d’un fardeau génétique tres élevé pour la
population bactérienne. Ainsi, de nombreux auteurs s’accordent a dire que dans des conditions
permettant une croissance exponentielle, les mécanismes de contréle de I’information génétique
tendent a maintenir un taux de mutation le plus faible possible (Drake, 1991; Taddei et al., 1997a;
Taddei et al., 1997b). 1l existe ainsi une balance au sein d’une population entre maintenir un fardeau

génétique faible et donc un taux de mutation faible et présenter une probabilité forte d’émergence



Introduction
d’une mutation adaptative résultant d’un taux de mutation élevé (Radman et al., 2000).

De nombreux facteurs peuvent entrainer une variation du taux de mutation. Ces facteurs
peuvent étre génétiques, par exemple lorsqu’un geéne intervenant dans les fonctions de réparation de
I’ADN est muté, ou environnementaux.

Au travers de I’étude d’un organisme bactérien complexe, Streptomyces, notre objectif a
consisté a tenter de mettre en évidence I’influence de facteurs environnementaux, ainsi que des
mécanismes moléculaires potentiellement impliqués, sur le taux de mutation et donc sur
I’adaptation a des conditions défavorables de croissance. Ainsi, cette introduction sera axée sur les
mécanismes influencgant 1’intégrité de la séquence nucléotidique. Dans une premiére partie seront
présentés les systémes contrOlant Dintégrit¢ de la séquence d’ADN. Ces systémes sont
principalement actifs en phase exponentielle de croissance. Par contre, les facteurs génétiques et
environnementaux présentés dans les parties 2 et 3 de cette introduction vont tendre & modifier la
mutabilité du génome, cette modulation du taux de mutation pouvant avoir de nombreuses

conséquences, notamment en termes d’adaptation et de survie des populations bactériennes.

1 Mécanismes permettant le maintien de I’intégrité de I’information

génétique

1.1 L’utilisation de polymérases « error-free » : fidélité de la réplication

Selon leur fidélité vis-a-vis de la réplication de I’ADN, 2 types de polymérases sont
distingués dans le monde bactérien : les polymérases « error-free » et les polymérases « error-
prone ». L’étude de mutants pour ces différentes polymérases a montré qu’en conditions optimales
de croissance, ce sont les polymérases « error-free» qui sont préférentiellement utilisées,

notamment la polymérase III (Kornberg and Baker, 1992).

1.1.1 La polymérase pollll

1.1.1.1 Chez E. coli

C’est la polymérase utilisée pour la réplication du chromosome d’E. coli (Kelman and
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O'Donnell, 1995). Elle est constituée d’au moins 10 polypeptides différents (Tableau 1).

Tableau 1 : Liste des sous-unités formant le complexe polymérasique 11T d’E. coli. Les génes codant chacune des

sous-unités et les fonctions associées sont indiqués.

Sous-unité Géne Role

o dnak Polymérase 5°-3°
€ dnaQ) Exonucléase 3°-5°
0 holE Stabilise €
T dnaX ATPase
v dnaX ATPase

holA Interaction avec §
& holB Stimule v
% holC Interaction avec SSB
) holD Liaisonay

Facteur de processivité
B, dnaN (sous forme
homodimérique)

L’holoenzyme est formée de 2 molécules « core » constituées des sous-unités a, € et 0, ces 2
molécules étant reliées par un dimere de la sous-unité t (Figure 1). Chaque «core» de
I’holoenzyme contient un facteur homodimérique f3; permettant la liaison a I’ ADN et ainsi une forte
processivité. Le complexe DnaX, formé des sous-unités vy, 8, &°, x, v et du dimére 1, permet
I’interaction avec des molécules essenticlles comme I’ ATP, I’hélicase DnaB ou les protéines SSB.
La sous-unité & permet également le détachement ou le rattachement du complexe polymérasique en

interagissant avec le facteur B,, influencant par conséquent la processivité (Johnson and O'Donnell,
2005; McHenry, 2003).
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Figure 1 : Modele structural montrant les sous-unités composanl 1’holoenzyme Pollll el les principaux contacts
protéine-protéine. Les sous-unités dans le rectangle jaune sont celles qui composent le complexe DnaX. Les
ovales verls représentenl les « core-enzymes ». L’anneau rouge représenle le facteur de processivité B, lié a a,

mais qui peul également interagir avec d (d’apres Mc Henry, 2003).

La haute fidélité dec la réplication des polymérases « error-free » s’explique par le fait qu’elles
commettent trés peu d’erreurs d’incorporation des bases et qu’elles sont capables de relecture. Chez
la polymérase pollll, ces activités dépendent des sous-unités « et €. La sous-unité a posscde
I"activité polymérase 5°-3" et permet I'incorporation des nucléotides corrects alors que la sous-unité
g posséde ['activité cxonucléase 3°-5° et permet donc [’excision des nucléotides mal appariés
(Lehtinen and Perrino, 2004). Le role de la sous-unité 0 est encore peu connu (Studwell-Vaughan
and O'Donnell, 1993). Slater et al. (1994) ont montré que le taux de mutants spontanés résistants a
la rifampicine et a I’acide nalidixique d’une souche délétée du gene ho/E n’était pas différent de
celui d'une souche sauvage, suggérant d’une part que cette sous-unité n’est pas essentielle
puisqu’un mutant délété du géne ho/E est viable et d’autre part que le taux de mutation est peu ou
pas affecté chez un tel mutant. Cependant, des travaux récents ont montré que la sous-unité 0
pourrait quand méme jouer un rdle dans la fidélité de la réplication en stabilisant la sous-unité &, qui
serait beaucoup plus instable en absence de 6 (Taft-Benz and Schaaper, 2004). Contrairement aux
expériences de Slater ef al., ces études ont été réalisées chez une souche mutLl™ déficiente dans la
réparation post-réplicative, ce qui a permis d’observer de fagon plus directe les erreurs lors du
processus de réplication. Il a ainsi ét¢ montré que chez cette souche mutl” AholE le taux de
substitutions et de mutations frameshift était augmenté d’un facteur 2 & 4 par rapport a une souche

mutL” holE" .
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1.1.1.2 Chez les Gram positives

I1 a été détecté dans la plupart des bactéries a coloration Gram positive, telles que
Bacillus subtilis, Clostridium, Enterococcus Jaecalis, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Mycoplasma genitalium, Mycobacterium ou Streptomyces coelicolor, 2
copies de geénes trés homologues & ceux codant la sous-unité o de la polymérase pollll ’E. coli : il
s’agit des génes dnaE et polC (Bruck et al., 2003; Dervyn et al., 2001; Flett et al., 1999; Foster et
al., 2003; Inoue et al., 2001). La protéine DnaE est ’homologue de la sous-unité a des bactéries a
coloration Gram négative alors que la protéine PolC est spécifique des bactéries a coloration Gram
positive. Les auteurs proposent qu'un événement de duplication du géne polC se serait produit
avant la divergence entre bactéries a coloration Gram positive et bactéries a coloration Gram
négative et que I'une des 2 copies ait ensuite était perdue dans la lignée des bactéries a coloration
Gram négative (Koonin and Bork, 1996). 11 a €té montré que ces copies sont toutes les deux
indispensables & la viabilit¢é chez de nombreuses espeéces bactériennes telles que
Staphylococcus aureus, les Bacillus et les Clostridium ou Thermotoga maritima et qu’elles
interviennent dans la réplication. Par exemple, 1’étude de mutants & réplication thermosensible de
Staphylococcus aureus a montré que la viabilité était réduite chez le simple mutant polC et chez le
simple mutant dnaFE & température non permissive (Inoue et al., 2001). Dervyn et al (2001) ont
tenté d’inactiver le géne dnaE de B. subtilis en utilisant un plasmide insertionnel, le caractére
essentiel du géne polC ayant déja été démontré. Ils n’ont jamais obtenu de mutants alors que cette
technique d’inactivation fonctionnait pour d’autres génes, suggérant que 1’inactivation du géne
dnaE était 1étale. 11 a été proposé que chaque copie de ce géne réplique un des brins d’ADN.
Cependant, alors que PolC posseéde les 2 activités polymérase 5°-3° et exonucléase 3°-5°, DnaE ne
présente pas cette derniére activité et semble ne pas se complexer 4 une sous-unité de genre &,
comme c’est le cas chez E. coli (Bruck ef al., 2003). De ce fait, elle serait plut6t classée dans les
polymérases « error-prone » et constituerait le premier exemple de polymérase « error-prone »

indispensable a la viabilité.

1.1.2 La polvmérase poll

Polymérase la plus conservée dans le monde bactérien, elle est présente dans des espéces
vivant dans des environnements trés différents et appartenant a des groupes trés éloignés

phylogénétiquement (Deinococcus radiodurans (résistante a la radioactivité), Thermus aquaticus



Intraduction
(isolée des sources d’eau chaude), E. coli (bactérie intestinale) ou Chlamydia trachomatis (parasite
intracellulaire obligatoire)). Il est ainsi possible de complémenter I’effet 1étal de 1a délétion dans un
organisme de I’activité de poll en introduisant la protéine poll d’un autre organisme. Ceci suggere
une trés forte conservation de la fonction de la polymérase poll chez nombre de procaryotes, en
dépit d’une relativement faible conservation de sa séquence protéique. En effet, seuls 3 motifs
seraient trés conservés et trés peu d’acides aminés (moins de 10) auraient réellement un réle dans la
liaison et 1’incorporation des nucléotides (Patel er al, 2001). Ces motifs et nucléotides sont
importants pour la structuration tridimensionnelle de la protéine et donc pour sa fonctionnalité.
Ainsi, la superposition des structures tridimensionnelles de différentes polymérases poll d’especes
bactériennes phylogénétiquement éloignées (7. aquaticus, E. coli, Bacillus et bactériophage T7)

révéle une structuration, notamment au niveau des hélices-a et des feuillets-p, quasi-identique.

1.1.2.1 Chez E. coli

Chez E. coli, organisme bactérien le mieux étudié, c’est la polymérase la plus abondante dans
les cellules. Protéine d’environ 1000 acides aminés, elle posséde 3 fonctions enzymatiques : une
activité polymérase 5°-3°, une activité exonucléase 3°-5° (ces 2 activités forment le domaine
Klenow) et une activité exonucléase 5’-3” (Nagata ef al., 2002; Patel et al., 2001). Contrairement
la polymérase pollll, 1a polymérase poll d’E. coli jouerait plus un réle dans la réparation que dans la
réplication, dans laquelle elle n’intervient que pour combler les interstices lors de la maturation des
fragments d’Okasaki (Olivera and Bonhoeffer, 1974). Elle est notamment capable d’exciser les
1ésions de type diméres de thymines, 8-oxo-guanine et 4-méthyl-adénine (Patel et al., 2001).

Ce role dans le maintien de I’intégrité du génome ne se cantonne pas a cette activité de
réparation. En effet, récemment, un réle supplémentaire a été attribué a la polymérase poll.
L’analyse d’un mutant d’E. coli déficient pour cette enzyme a montré que la polymérase poll
intervenait dans la terminaison de la réplication du chromosome circulaire d’E. coli, comme le fait
la protéine Tus. La protéine Tus détermine la région de terminaison de la réplication par la
polymérase pollll en agissant avec les sites « ter ». Ces sites sont polarisés et la fourche de
réplication est bloquée avec une orientation spécifique par interaction de la protéine Tus avec
I’hélicase DnaB. Chez le mutant pold d’E. coli, comme chez le mutant déficient pour la protéine
Tus, une surproduction d’ADN est observée, suggérant un dysfonctionnement des fonctions de
terminaison de la réplication (Markovitz, 2005). Ce r6le dans la terminaison de la réplication permet
d’éviter les réarrangements génomiques qui se déroulent lorsque la réplication ne peut étre achevée

et permet donc le maintien de 1’information génétique.
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1.1.2.2 Chez Streptomyces coelicolor

Streptomyces, organisme sur lequel notre étude s’est portée, appartient au groupe des
bactéries a coloration Gram positive a haut pourcentage en bases GC et présente un chromosome
linéaire. Au centre de ce chromosome se situe une origine de réplication qui fonctionne de maniére
bidirectionnelle et définit 2 bras chromosomiques. La linéarité du chromosome nécessite
I’intervention d’un complexe télomérique, contenant les protéines Tpg et Tap, pour répliquer les
extrémités du chromosome. L’étude du complexe télomérique de S. coelicolor a permis de mettre
en évidence un rdle supplémentaire de la polymérase poll chez cette espece, en plus des activités de
réparation et de réplication. Des analyses de ce complexe ont montré qu’il contenait également la
polymérase poll (PolA) et la topoisomérase I (TopA) et que ces 2 enzymes présentaient une activité
transcriptase inverse permettant la réplication terminale du chromosome (Bao and Cohen, 2004). Le
chromosome des Streptomyces est sujet & de fréquents réarrangements au niveau de ses extrémités,
réarrangements pouvant mener a la circularisation du chromosome. Or, il a été montré que dans le
cas de la réplication d’un chromosome circulaire, les protéines Tpg et Tap sont dispensables, alors
les protéines PolA et TopA ne le sont pas, montrant leur role essentiel dans la terminaison de la

réplication d un chromosome de structure linéaire ou circulaire.

1.1.3 Conclusion

Ainsi, le maintien de l’intégrité de la séquence nucléotidique au cours du processus de
réplication est facilité par 1’intervention d’une seule enzyme possédant 2 fonctions enzymatiques
complémentaires : P’activité polymérase 5’-3°, permettant 1’incorporation correcte des nucléotides
pendant la réplication, et 1’activité exonucléase, permettant 1’excision d’un nucléotide s’il a été mal
incorporé. A I’issue du processus de réplication, le taux de mutation engendré est faible, de 1’ordre

de 10™® par paire de bases apparides.
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1.2 La réparation post-réplicative

1.2.1 Présentation de ces systémes chez E. coli et Streptococcus pneumoniae

S’il reste des erreurs apres le processus de réplication, un systéme de réparation post-réplicatif
des mésappariements se met en place. Chez E. coli, il s’agit du systétme MMR (pour Methyl-
directed Mismatch Repair). Ce systéme fait intervenir 4 protéines essentielles : la protéine Dam, qui
méthyle I’ADN au niveau des adénosines des séquences GATC, la protéine MutS, qui reconnait et
se lie au mésappariement, la protéine MutL, qui grice & de ’ATP et & MutS activerait MutH,
endonucléase qui clive le brin d’ADN au niveau du mésappariement (Figure 2). MutH recruterait
également I’hélicase UvrD et une exonucléase qui dégrade le brin sur lequel se situe le
mésappariement. Enfin, la polymérase pollll resynthétise le brin dégradé, aidée des protéines SSB

et DNA ligase.

Chez Streptococcus pneumoniae, un systeme trés homologue au systéme MMR d’F. coli a été
identifié. Il s’agit du systéme Hex. Les 2 principales protéines intervenant dans ce systéme sont les
protéines HexA et HexB. HexA est trés homologue & la protéine MutS d’E. coli et de
Salmonella typhimurium, suggérant qu’elles dériveraient d’un ancétre commun aux Streptocoques
(Gram positive) et aux entérobactéries (Gram négative) (Haber ef al., 1988; Priebe et al., 1988). De
méme, HexB est trés homologue a la protéine MutL d’E. coli et de S. typhimurium et a la protéine

PMS1 de Saccharomyces cerevisiae (Prudhomme et al., 1989).

1.2.1.1 Controle du taux de mutation par reconnaissance du brin

néosynthétisé

Le systtme MMR joue un rdle essentiel dans la réparation post-réplicative, grace a sa capacité
de reconnaissance du brin néosynthétisé. En effet, un systéme incapable de discriminer les 2 brins
mais capable de localiser un mésappariement, va réparer I'un ou P’autre brin de fagon aléatoire.
Ainsi, statistiquement, dans 50 % des cas, une mutation va étre fixée, si la correction se fait sur le
brin parental. Chez E. coli, ’intervention de la protéine Dam permet au systtme MMR de réduire
fortement le taux de mutation. Lors de la réplication, le brin néosynthétisé n’est pas méthylé
directement et 1l existe un laps de temps durant lequel I’hétéroduplex est sous forme hémiméthylée.

C’est grace a cette hémiméthylation que les protéines MutHLS vont pouvoir discriminer le brin fils
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et réparer en préservant la séquence du brin parental. Une fois la réparation achevée, la protéine
Dam méthyle le brin néosynthétis€, le rendant réfractaire a de futures actions du systéme MMR
(Figure 2).
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Figure 2 : Modele représentant le fonctionnement du systéme MMR chez E. coli. (1) Mésappariemenl entre une
guanosine (G) et une thymidine (T). (11) Liaison de MutS sous forme d’homodimére. (1ii) Assemblage du complexe
multiprotéique contenant MulS, MutL et MutH, mouvement de I’ADN dans le sens des fléches grace a I'hydrolyse de
molécules d"ATP et clivage du brin non méthylé par MutH. (iv) Le brin clivé est dégradé par une exonucléase, 'autre
brin élant protégé par des protéines Ssb. (v) La polymérase 1l (Pol-111 holo) resynthélise le brin dégradé et la DNA

ligase lie les extrémilés. (vi) Le processus s'acheve par la méthylation du brin néosynthétisé (d’apres Jiricny, 1998).

Malgré la grande homologie entre le systtme Hex et le systtme MMR, le mode de
discrimination du brin a réparer n’est pas le méme. Le systeme Hex n’est pas dirigé par la
méthylation, mais par la reconnaissance de cassures simple brin dans ’ADN. Le systeme Hex
reconnait un mésappariement et, afin de déterminer quel est le brin a réparer, il recherche la
presence d'une extrémité simple brin qui identifierait le brin naissant lors de la réplication ou
I’ADN donneur lors d'une transformation (Prudhomme et al., 1989). Le systeme Hex est moins
efficace que le systtme MMR car il recherche sur la totalité du brin naissant ou du brin donneur la

présence de cassure simple brin afin de les discriminer puis de corriger le brin correct, alors que

9
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256 pb en moyenne sont suffisants au systtme MMR d’E. coli pour détecter une méthylation ou une

absence de méthylation et discriminer le brin d’ADN & réparer (Majewski ef al., 2000).

1.2.1.2 Contrdle du taux de mutation par inhibition de la recombinaison

homéologue

Chez E. coli, en plus de sa fonction de réparation post-réplicative, le systtme MMR constitue
une barriére a la recombinaison homéologue, notamment en inhibant RecA, protéine nécessaire aux
événements de recombinaison (Calmann et al., 2005a; Calmann et al., 2005b; Schofield and Hsieh,
2003). Ceci permet non seulement de préserver 1’architecture du génome en inhibant les grands
réarrangements chromosomiques tels que translocations ou délétions, dus & des événements de
recombinaison entre des régions du génome présentant un degré relativement fort d’homologie,
mais également les remplacements de génes lors d’événements de transfert horizontal. Ainsi, le
systtme MMR inhibe d’un facteur 1000 la recombinaison entre des fragments d’ADN de
S. typhimurium et E. coli, espéces dont I’ancétre commun est estimé & 150 millions d’années et
présentant 80 % d’homologie, lors d’expériences de conjugaison. Il permet ainsi de maintenir une
barriere génétique entre especes qui ont récemment divergé et constitue un frein aux événements de
transfert horizontal. Le systtme MMR contribue ainsi non seulement au maintien de 1’intégrité de
I’information génétique d’une espece mais participe également a la spéciation (Rayssiguier et al.,
1989).

Le systtme Hex joue également un rdle de barriere génétique en interférant avec la
recombinaison. Son efficacité est plus faible que le syst¢tme MMR d’E. coli mais plus importante
que celui de B. subtilis, qui n’a qu’un réle marginal dans la prévention de la recombinaison
homéologue. Ce rdle minime peut étre expliqué par le fait que B. subtilis n’est compétent, donc
susceptible d’acquérir de I’ADN étranger, que lors d’une limitation en nutriments et que dans ces
conditions, les protéines du systtme MMR sont dégradées. Chez S. pneumoniae, la compétence ne
nécessite pas une carence nutritive et les protéines du systéme Hex ne sont donc pas dégradées et
restent aptes a prévenir la recombinaison homéologue (Majewski et al., 2000). Enfin, la moins
bonne efficacité du systéme Hex par rapport au systtme MMR d’E. coli pourrait s’expliquer par le
fait qu’il sature beaucoup plus rapidement que le systtme MMR. Ainsi, plus I’identité est faible
entre ADN donneur et ADN receveur, plus le systéme Hex devient rapidement saturé et plus le

nombre d’événements de recombinaison homéologue est important (Humbert ef al., 1995).
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1.2.2 Distribution de ces systémes de réparation

Les protéines de ce type de systéme de réparation post-réplicative sont trés conservées dans le
monde du vivant. Elles sont présentes autant chez les bactéries, comme 7. aquaticus ou E. coli, que
chez les mammiféres comme la souris ou ’homme, les levures, comme Schizosaccharomyces
pombe, les invertébrés, comme Caenorhabditis elegans, les insectes, comme Drosophila
melanogaster ou encore les plantes, telles que Arabidopsis thaliana (Harfe and Jinks-Robertson,
2000). Un homologue a la protéine MutS a également ¢té détecté dans les 3 archéobactéries dont le
génome a entiérement été séquencé (Eisen, 1998). Chez la levure S. cerevisiae, par exemple, 6
homologues a muzS et 4 & mutL ont été identifiés. Contrairement aux procaryotes, les homologues
aux protéines MutH, MutL et MutS des eucaryotes agiraient sous forme d’hétérodiméres et non
sous forme d’homodimeéres. Cette forte conservation an travers d’organismes si variés montre le
r6le prépondérant du systéme de réparation post-réplicative dans la réparation de I’ADN (Hsieh,

2001).

1.2.3 Conclusion

Ainsi, le taux de mutation spontanée dans I’ADN est inférieur a 10" voire 10 par paire de
bases répliquée, ceci grace a lintervention de 3 mécanismes : la discrimination des nucléotides
corrects et incorrects par I’ADN polymérase avant leur incorporation, I’excision des nucléotides
incorrects nouvellement incorporés grice a [IPactivité exonucléase de la polymérase, la
reconnaissance et la réparation des mésappariements résiduels par le systtme MMR (Tago ef al.,
2005). Le taux de mutation observé reflete donc 1’équilibre entre le nombre d’erreurs et le nombre

de celles qui ont été corrigées, ou mal corrigées.

1.3 Les protéines de réparation des 1ésions hors processus de réplication

1.3.1 Réparation des modifications de bases

La forte réactivité chimique des bases de I’ADN fait qu’elles sont sujettes a de fréquentes
modifications, telles que des alkylations, des oxydations ou des désaminations. La formation de

sites abasiques est également un événement qui peut affecter la séquence protéique. Des génes

11



Introduction
codant des protéines permettant la réparation des modifications de I’information génétique qui se

déroulent en dehors de tout processus de réplication ont été sélectionnés.

Chez E. coli, plusieurs enzymes interviennent dans la réparation des alkylations, dont 2 DNA-
glycosylases de la famille des DNA-glycosylases a motif hélice-coude-hélice : la 3-méthyl-adénine
DNA Glycosylase II ou AlkA, qui élimine les bases alkylées de type 3-méthyl-adénine, 3-méthyl-
guanine et autres en coupant la liaison glycosidique C1°-N et la 3-méthyl-adénine DNA
Glycosylase I ou Tag, qui, contrairement & AlkA, a une expression constitutive et non inductible et
qui élimine quasi-exclusivement les bases 3-méthyl-adénine (Bjelland ef al., 1993; Eichman et al.,
2003; Hollis e al., 2000; O'Brien and Ellenberger, 2004). La rupture de la liaison glycosidique
provoque D’apparition temporaire d’un site abasique avant incorporation de la base correcte

(Figure 3).
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Figure 3 : AlkA catalyse ’hydrolyse de la liaison glycosidique liant la 3-méthyl-adénine (m’A) au squelette d’ADN.

Le site abasique (Site AP) résultant est ensuite remplacé par le nucléotide correct (d’aprés Labahn ef al., 1996).

La protéine Ada, quant a elle, intervient dans le déméthylation des bases O6-méthyl-guanine
par transfert du groupement méthyl sur deux de ses Cystéines internes (Dinglay et al., 2000). Une
fois méthylée, la protéine Ada est définitivement inactivée, rendant ce moyen de réparation des
alkylations vite saturable (Moore ef al., 1994). Enfin, le géne alkB, situé dans 1’opéron ada-alkB, est
transcrit & partir du promoteur situé en amont du géne ada et code la protéine AlkB. Celle-ci
jouerait un role, comme AlkA, dans la réparation des alkylations, mais plus particuliérement sur

I’ADN simple brin (Dinglay et al., 2000). Les protéines AlkA, Ada et AlkB sont trés conservées
12
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chez de nombreux organismes, des bactéries a 1’homme, montrant leur réle important dans la

réparation des lésions spontanées de I’ADN.

Une des autres modifications de bases est la désamination spontanée, qui provoque la
modification des adénines en hypoxanthines, des guanines en xanthines et des cytosines en uraciles,
ce dernier événement étant le plus fréquent et provoquant une mutation de type transition puisque
un uracile s’apparie & une adénine. L’uracile N-glycosylase (ou Ung) et 1’hypoxanthine N-
glycosylase coupent la liaison N-glucosidique entre la base et le désoxyribose, laissant

temporairement un site abasique (Seeberg et al., 1995; Wong et al., 2002).

Que ce soit dans la réparation des événements d’alkylations ou de désaminations, une des
étapes consiste en la formation d’un site abasique devant étre réparé. La réparation des sites
abasiques se fait chez E. coli grice a I'intervention des endonucléases Exolll (codée par xth) et
EndolIV (codée par nfo), qui clivent en 5’ du site abasique, d’enzymes AP-lyases, qui clivent en 3°,

puis la polymérase poll et 1a ligase achévent le processus de réparation (Seeberg et al., 1995).

Enfin, la formation de diméres de thymine est une Iésion fréquente dans I’ADN. La
photolyase, réactive & la lumicre, intervient dans la dissociation de ces dimeres (Kao et al., 2005).
De méme, 1’endonucléase UvrABC reconnait la déformation due & la présence de 2 thymines
dimérisées et coupe I’ADN a ce niveau (Hsu ez al., 1995). L’intervention de I’hélicase UvrD, de la

polymérase poll et de la ligase permet de réparer totalement la 1ésion.

1.3.2 Réparation des Iésions causées par les espéces oxygéne réactives (ROS)

Les ROS (Reactive Oxygen Species) sont des produits naturellement issus du métabolisme
cellulaire aérobie qui endommagent d’ADN. La Iésion la plus fréquemment rencontrée est la
présence de 8-ox0-7,8-dihydro-2’-dGTP (ou 8-ox0-G). Un certain nombre de systémes permet la
réparation de ces lésions afin de prévenir I’apparition d’événements de mutation de type
transversion. En effet, le 8-0x0-G est capable de s’associer a une cytosine ou une adénine. Dans ce
deuxiéme cas, une mutation de type transversion pourra apparaitre puisqu’a la prochaine

réplication, cette adénine s’associera a une thymine au lieu d’une guanine.

Le systéme GO est composé d’au moins 3 protéines essentielles : MutT, MutY et MutM

(Michaels and Miller, 1992). La présence dans le pool nucléotidique de 8-0xo-G comme substrat
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pour I’ADN polymérase pollll, au méme titre que les 4 autres nucléotides normalement incorporés,
va provoquer son incorporation indifféremment en face d’une cytosine ou d’une adénine et pourra
étre a 1’origine d’une transversion. MutT est une 8-oxo-GTPase qui prévient I’incorporation de 8-
0x0-G dans I’ADN en hydrolysant le 8-0xo-dGTP en 8-oxo-dGMP, qui n’est plus un substrat pour
la synthése d’ADN. MutT est également capable d’hydrolyser le 8-0xo-rGTP, avec la méme
efficacité que le 8-oxo-dGTP, et prévient ainsi son incorporation lors de la synthése d’ARN,
assurant donc également une fonction dans la fidélité de la transcription (Shimokawa et al., 2000;
Taddei ef al., 1997a). MutT est retrouvée chez de nombreux organismes, des bactéries aux hommes,
ce qui montre 1’importance de son réle dans le processus de maintien de I’information génétique.

MutY est une DNA-glycosylase de la famille des DNA-glycosylases & motif hélice-coude-
hélice (Huffman et al., 2005). Elle reconnait les mésappariements 8-oxo-G : adénine et excise
I’adénine en laissant un site abasique, au niveau duquel va étre incorporé une cytosine (Fromme et
al., 2004; McCann and Berti, 2003). Elle est également capable de reconnaitre les mésappariements
8-0x0-G : guanine, empéchant la formation de transversions guanine : cytosine en
cytosine : guanine (Zhang et al., 1998).

MutM (ou Fpg) posséde 2 activités enzymatiques : DNA-glycosylase (de la famille hélice-
2 tours-hélice) et AP-lyase (Huffman er al, 2005; Lee and Chung, 2003). Elle reconnait les
mésappariements 8-0xo0-G : cytosine et excise le 8-0x0-G, a la place duquel va étre incorporé une
guanine (Fromme and Verdine, 2003). La protéine MutM prévient également les événements de
recombinaison non homologue, événements stimulés par des agents oxydants tels que le peroxyde

d’hydrogéne (Onda et al., 1999; Ouchane et al., 1997).

Ainsi, I’excision d’un 8-0x0-G et le retour a la séquence nucléotidique correcte va étre le
résultat de I’intervention de MutY dans un premier temps, afin de restaurer la cytosine sur un brin,

puis de MutM, afin de restaurer la guanine sur I’autre brin.
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2 Facteurs endogénes augmentant la mutabilité

2.1 Notion de génes mutateurs

2.1.1 Définition

Un géne mutateur est un géne dont la mutation ou la variation d’expression provoque une
forte augmentation du taux de mutation dans la cellule, qui entre dans un état
qualifié d’« hypermutable ». S’il s’agit d’une mutation dans un gene mutateur, 1’état mutateur est
héréditaire ; s’il s’agit d’une variation d’expression, 1’état mutateur est transitoire. Par exemple, une
mutation dans 1’un des génes intervenant dans les mécanismes de maintien de I'intégrité de la
séquence nucléotidique présentés ci-dessus, c’est-a-dire dont la fonction normale est d’éviter les
erreurs et de maintenir un taux de mutation le plus faible possible, va engendrer une augmentation

héréditaire dutaux de mutation dans la cellule.

2.1.2 Mutation dans les oénes des systémes de maintien de Pinformation

génétique

2.1.2.1 Mutation ou variation d’expression des génes du systéme MMR

Chez E. coli, la mutation dans un des génes mutH, mutS, mutL ou dam, intervenant dans le
systéme de réparation MMR, provoque une augmentation du taux de mutation dans la cellule.

Ainsi, dans un contexte dam’, aucun des 2 brins n’est méthylé et le systéme MMR ne peut
discriminer le brin nouvellement synthétisé. La réparation d’un mésappariement se fera donc de
fagon aléatoire en faveur du brin parental ou du brin néosynthétisé, conduisant dans le deuxiéme cas
a la fixation de la mutation.

Des souches déficientes dans un des génes mwutS, mutH ou mutL présentent des taux de
mutation trés élevés (100 a 1000 fois supérieurs & une souche sauvage). L’analyse du type de
mutations engendrées révele un pattern similaire pour les 3 mutants, montrant qu’ils appartiennent &
un seul et méme systéme de réparation. Les mutations les plus fréquemment observées chez ces

mutants dépourvus d’un systéme MMR actif sont des substitutions (75 %) et des délétions d’une
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base (25 %). Parmi les événements de substitutions, la trés grande majorité (96-97 %) consiste en
des mutations de type transition (Leong ef al., 1986; Schaaper and Dunn, 1987). D’autre part, il a
été montré que le systtme MMR n’était pas exprimé de fagon constitutive, mais qu’il était modulé
par 1’état physiologique de la cellule. Ainsi, le taux de protéines MutS et MutH diminue en phase
stationnaire alors que le taux de la protéine MutL reste constant méme apres plusieurs jours de
phase stationnaire (Feng ef al., 1996). Les mutations qui apparaissent en phase stationnaire
présentent un spectre similaire a celui observé chez des souches déficientes pour le systéme MMR,
montrant le lien entre baisse du taux des protéines du systtme MMR lors de P’entrée en phase
stationnaire et accumulation de mutations (Harris ef al., 1999). Cependant 1’implication exclusive
du systtme MMR dans la formation de mutations de phase stationnaire, dont les mutations
adaptatives, reste au centre des discussions scientifiques (Foster, 1999; Harris ef al., 1999). 11 a été
montré treés récemment chez Pseudomonas putida que le taux de substitution était supérieur dans
une souche déficiente dans le systtme MMR que dans une souche sauvage en phase stationnaire et
que le spectre de substitutions observé dans ces 2 conditions était distinct, suggérant 1’implication
d’autres mécanismes que le systtme MMR dans ’apparition de mutations de phase stationnaire
chez cette espéce (Saumaa et al., 2006).

Enfin, des souches déficientes pour les protéines MutS ou MutL présentent un taux de
recombinaison homéologue plus élevé qu’une souche sauvage, ce qui se traduit par exemple par des
événements de recombinaison interspécifique entre S. typhimurium et E. coli (Funchain et al., 2001;

Rayssiguier et al., 1989; Stambuk and Radman, 1998).

La survie des cellules est donc fortement dépendante d’un systéme de réparation de type
MMR, qui permet le maintien d’un faible taux de mutation. Un exemple récent découvert chez
I’Homme permet d’illustrer I'importance de ce systéme. Il a été observé lors de I’infection par la
bactérie Helicobacter pylori des tissus gastriques d’un homme, une accumulation de MSI (pour
MicroSatellite Instability) au niveau de I’ADN des cellules humaines, consistant en une
augmentation du nombre de répétitions d’une séquence répétée, caractéristique de cellules
déficientes pour le systeme de type MMR. 11 a ainsi été proposé que H. pylori inhiberait le systéme
de réparation post-réplicative de son hdte, provoquant une augmentation du taux de mutation. Ceci
a pour conséquence 1’augmentation du risque de développement d’un cancer gastrique suite a

I’infection (Park ez al., 2005).
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2.1.2.2 Moutation dans les gemnes codant les sous-unités de polymérases :

exemple de dnaE, dnaQ, dnaX et polA

Des mutations dans le géne dnaF, qui code la sous-unité a de la polymérase pollll, peuvent
avoir un effet mutateur, en augmentant la fréquence d’incorporation de nucléotides incorrects suite
a4 une baisse du discernement entre nucléotides corrects et incorrects par la sous-unité a.
Paradoxalement, des mutations dans ce geéne peuvent avoir 1’effet inverse, & savoir un effet
antimutateur (Fijalkowska and Schaaper, 1995; Oller and Schaaper, 1994). Quatre hypothéses ont
été proposées pour expliquer cet effet antimutateur : un meilleur discernement des nucléotides a
incorporer, une meilleure relecture par la sous-unité € par modification de la communication entre
ces 2 sous-unités, une vitesse de synthése plus lente laissant plus de temps pour la relecture et la
correction ou une dissociation de I’ADN polymérase. Un double mutant dnaFE antimutateur et dnaQ
(substitution d’un acide aminé entrainant une activité exonucléase de 2 % par rapport a une souche
sauvage) présente toujours un phénotype antimutateur, montrant que la sous-unité & n’intervient pas
dans ’effet observé. La répartition des mutations a effet antimutateur tout au long du géne dnaFE
hors des motifs conservés et I’apparition plus fréquence de souches antimutatrices que de souches
mutatrices ont conduit les auteurs a rejeter 'hypothése selon laquelle le discernement des mutants
antimutateurs serait meilleur. L’hypothése retenue par les auteurs est donc celle impliquant une
dissociation de I’ADN polymérase (Figure 4). Aprés ’insertion d’un nucléotide, qu’il soit correct
ou incorrect, 3 voies sont possibles : I’extension (I’insertion du nucléotide suivant), la relecture
(activité exonucléase) ou la dissociation de la polymérase de I’extrémité 3°. Si le nucléotide inséré
est correct, le phénoméne d’extension est majoritaire. Si un appariement incorrect est présent a
I’extrémité terminale, le phénomeéne d’extension diminue et celui de relecture augmente, pouvant
s’accompagner d’une dissociation compléte ou partielle de la polymérase. Cette dissociation laisse
libre ’extrémité 3’ comme substrat pour des exonucléases, avant la réassociation et la reprise de la
réplication. La polymérase antimutatrice présenterait la capacité de se dissocier plus facilement, ce
qui expliquerait le plus faible taux de mutation a I’issue du processus de réplication (Fijalkowska

and Schaaper, 1995).
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Figure 4 : Modéle de ’action antimutatrice d’un alléle dnaE. Les ovales représentent la polymérase placée au niveau
d’un mésappariement terminal adénine (A): adénine (A). Les ovales en pointillés représentent les polymérases
antimutatrices. Les différentes épaisseurs de fléches sont employées pour illusirer les variations dans 1’importance
relative des voies indiquées : plus les fleches sont épaisses, plus la voie concernée est utilisée. La dissociation
partielle (ou glissement arriére) de ’enzyme est indiquée mais n’est quhypothétique. L’exonucléase représente
I’action d’une exonucléase 3° aspécifique capable de dégrader ’extrémité 3’ (d’aprés Fijalkowska and Schaaper,
1995).

Chez E. coli, des mutations dans le géne dnaQ, qui code la sous-unité € de I’ADN polymérase
responsable de I’activité exonucléase 3°-5°, aboutissent a un phénotype mutateur ou antimutateur et
des mutants présentant une activité exonucléase de 32 a 155 % par rapport & une souche présentant
un alléle dnaQ sauvage ont été caractérisés (Lehtinen and Perrino, 2004). La partie N-terminale de
DnaQ présente I’activité exonucléase a proprement parler alors que la partie C-terminale permettrait
la liaison & la sous-unité a. Une mutation dans la partie N-terminale de DnaQ aboutit a un
phénotype mutateur expliqué par la baisse de la capacité de relecture par la sous-unité &, mais une
mutation dans 1’extrémité C-terminale provoque le méme effet, malgré une activité exonucléase
intacte en N-terminal. Il a été proposé que I'intime liaison entre les sous-unités o et € de ’ADN
polymérase pollll, établie grace a ’extrémité C-terminale de DnaQ, soit indispensable 3 la relecture
correcte par DnaQ (Lehtinen and Perrino, 2004).

Enfin, il a récemment été proposé que certains ARN de transfert pourraient conférer un
phénotype mutateur en agissant sur la sous-unité & (Dorazi, 2003). Des premicres observations ont
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révélé qu'une forte expression de mutd, qui code un ARN de transfert, provoquait une
augmentation d’un facteur 10 du taux de mutation. L’hypothése proposée était que cette
surexpression entrainait une mauvaise traduction de la sous-unité €. Une hypothése alternative a par
la suite été proposée, aprés une analyse par comparaison de séquences : lors d’une carence en acides
aminés, le nombre d’ARN de transfert non chargés augmente et un certain nombre d’entre eux
(mutd, glyV®™, alaV®) sont complémentaires 3 la séquence située entre les 2 promoteurs de dnaQ.
Ils pourraient ainsi s’hybrider & ’ARN messager issu du promoteur P1, a la maniere d’ARN
antisens, a proximité du rbs, et empécher la fixation du ribosome et ’initiation de la traduction de
dnaQ. Méme si la traduction a partir de I’ARN messager issu du promoteur P2 n’est pas affectée, le
taux de sous-unité ¢ est diminué dans la cellule ce qui provoque une augmentation du taux de
mutation dans la cellule. En effet, 1a polymérase pollll peut se trouver sous 3 formes : la forme I,
« error-free », dans laquelle chaque monomeére est associé a une sous-unité € ; la forme 111, « error-
prone », formée lorsque dnaQ est muté et £ absent et la forme II, correspondant au cas décrit ci-
dessus, dans laquelle la sous-unité € est limitante, ce qui conduit & un monomeére « error-free » et un

monomeére « error-prone » (Figure 5).

50 % « error-free »
50 % « error-prone »

« error-free » «ErTor-prone »

Figure 5: Les 3 formes possibles du « core » de ’ADN polymérase III. Les sous-unités représentées sont o

(ovales blancs), € (ronds gris) et t (trapézes gris) (d’apres Dorazi, 2003).

Récemment, un phénotype mutateur a été associé a des mutations dans le géne drnaX, qui code
les sous-unités v et T de la polymérase pollll (Pham et al., 2006). Sept mutations conduisant a une
augmentation du taux de mutation ont été identifiées dans ce géne. Dans chacun des cas, la sous-
unité T est la sous-unité affectée, ce qui montre son réle essentiel dans la fidélité de la réplication.
Le phénotype mutateur conféré par une sous-unité T mutante consiste en une augmentation des

mutations de type transversions et frameshift -1.

Concernant la polymérase poll, codée par pold, Patel et al. (2001) proposent que 2 types de
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mutations pourraient réduire la fidélité de cette polymérase : une mutation qui stabiliserait la
conformation fermée et une mutation qui élargirait la poche hydrophobe, la rendant plus sujette a
des liaisons avec des nucléotides non complémentaires.

D’autre part, une mutation dans le domaine Klenow n’a pas la méme conséquence d’un point
de vue mutationnel qu’une mutation dans le domaine exonucléase 5°-3’ : il a été montré que dans le
premier cas, une augmentation des délétions et des frameshift -1 était observée alors que dans le
second, les mutations étaient plutot de type duplication et frameshift +1 (Nagata et al., 2002; Tago
et al., 2005).

2.1.2.3 Mutation dans les génes intervenant dans la recombinaison : exemples

de recG et recA

Une mutation dans un des génes contrélant les mécanismes de recombinaison pourra avoir un
effet mutateur. Par exemple, un mutant d’F. coli déficient pour la protéine RecG, hélicase
intervenant dans la dissociation des jonctions formées lors de la migration de la croix de Holliday,
présente une augmentation de la fréquence de réarrangements chromosomiques RecF-dépendants et
une augmentation de plusieurs centaines de fois par rapport & une souche sauvage du nombre
d’événements de type frameshift en phase stationnaire de croissance (Bichara et al., 2006; Horst et
al., 1999). De plus, I’inactivation du géne recG provoque 1’induction du systeme SOS, au cours
duquel de nombreuses mutations sont produites, comme cela sera présenté plus loin (Lloyd and
Buckman, 1991). Enfin, le taux de protéines MutS et MutH est beaucoup plus faible dans un
contexte recG™ que dans un contexte sauvage (Stambuk and Radman, 1998).

RecA est une protéine de liaison a I’ADN, indispensable au processus de recombinaison
homologue et a ’induction du systéme SOS. Pour induire le systéme SOS, RecA acquiert une
activité¢ de protéase et devient RecA*. Cette induction provoque une augmentation trés importante
du taux de mutation. Certaines mutations dans le géne recA provoque une expression constitutive de
la forme RecA* donc une expression permanente du régulon SOS, résultant en une augmentation de
la mutabilité globale dans le génome, notamment une hausse de 10 a 20 fois d