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e Structure de 'ADN.
e Lesions de ’ADN et systemes de réparation.
NER, BER, MMR

Une lésion ou un dommage de ’ADN correspond a
toute modification chimique non physiologique de

I’ADN qui perturbera la configuration de la double
hélice et/ou ses propriétés biologiques.

e Lésions UV —induites de ’ADN et réparation.
e Ce qui se passe dans les spores de bacteries (SP).
e La Lyase du photoproduit des spores (SPL).
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Structure de 'ADN et complémentarité des bases

Deux roles majeurs dans la cellule :

- Dépositaire de I'information génétique.

- Support de I'heredité.
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Conseguences des dommages de 'ADN
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Source Type de lésions Nombre d'adduits induits/cellules
Bain de soleil dimeres de thymine 60 000 a 80 000
(1 heure)
Tabagisme Adduits sur I'ADN 100 a 200
(20 cigarettes/jour) (hydrocarbures polycycliques)
Bruit de fond des radiations Ruptures simple brin 2/an

naturelles (2,4 & 40mSv/aj

Température corporelle
(37°C)

Radicaux libres

Ruptures simples
Site apuriniques

Sites apyrimidiques
Déamination

Thymine glycol
5-hydroxométhyluracile
8-hydroxométhylguanosine
Ruptures simples, doubles, pontages

20 000 - 40 000/ par jour
10 000

500
100-300

27
620

168
?
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La nécessité du maintien de l'intégrité du
génome a conduit les organismes a developper
de nombreux mécanismes de sauvegarde et de

reparation de | ’ADN

1) Systeme de sauvegarde

= Convertir les agents toxiques ou
mutagenes en molécules inoffensives

= Systéme de détoxification des agents
Xénobiotiques, centrés sur les enzymes
cytoplasmiques, (les cytochromes P450)  corisiosins




2) Systemes de reparation
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de proteines (nombreuses) agissant de concert
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Réparation par excision de:
*nucl éotides
*bases

e Chez tous les organismes vivants
e Excision d’'un oligonucleotide de 12-13 bases

e 3 étapes :
e Reconnaissance du dommage.
e Excision de I'oligonucléotide ou de base.
e Re-synthese et ligation.

e 9

51 = '/ = 3’ REN 51
3 o 5 > 3
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ADN et Irradiation U

Types de lesions




Lésions de | ’ADN induites par les UV

Irradiation UV = Agent mutag ene bien connu.

UV-C et UV-B : absorption directe : dim érisation des bases
pyrimidiques (T,C) - Iésions tr es |étales et mutag enes.

e Réparées par “Reéparation par excision de nucl éotides” (mécanisme
non sp ecifique) et enzymes photoactivables (Photolyase )
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Etat végetatif
multiplication

Cycle de vie de B. subitilis .

Spores sont tres résistants  ?

2\

Sporulation : conditions
defavorables
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Le Photoproduit des Spores

e Chez les spores : exposition UV =» un seul photoproduit
e Decouvert par Donnellan et Setlow en 1965
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DNA repair
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5-thyminyl-5,6-dihydrothymine
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Le Photoproduit des Spores

e [ormation de cette Iésion spécifique expliguée par les
caractéristiques spécifigues des spores :

e Complexation de '’'ADN aux Small acid-soluble
proteins (SASP)

e Déshydratation
e Conformation de 'ADN (forme A)
e Présence d’acide dipicolinique dans les spores
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Le Photoproduit des Spores

e Principalement une lesion intra-brin
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Questions: structure de photoproduit des spores?
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Stéréochimie
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Synthese d’ADN
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Obtention du substrat SPTpT

O

‘ NH

HO o N~ O
@ 0
0

y ]
O/ O OH

SPTpT

CDF18/05/11



vy

HPLC/MS MS/MS

A A 251.0
@ @ 36 4.2¢4 | [ruy, H}
. . 360k
UVC irradiation 30 .
° 53.0e4
- 3]
(dry state) £ 24 Fyacs
3 L8 : - [Ty, M-dRP- [M-dR-HJ
g £ 1804 CNH(&H]' i) — 472
1.2 207.9 [4R2P-H] l el
1204 293.2 3962 3493
0.6 6000 n
0.0 VY — e i | 0 N k A [ b A A
0 4 8 12 16 20 24 28 200 240 280 320 360 400 440
Time, min m/z, amu
5454
B B ey 2510
3.0¢6 1.5¢6
@V@ @ 2.406 1.2¢6 [M_CHNO-H]
H )
enzymatic & 13e B o 2079
: E &
hydrolysis z %
Y Y 5 1.2¢6 5 6.0es
=
6.0¢5 305
0 00 2722 4532 5712 1211 17118
CHs; 0 200 280 360 440 520 600 0.0 4 30 120 160 200 240
m/z, amu m/z, amu

CDF18/05/11



Strategie : irradiation en présence de DPA
X , N @
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NMR measurements :
Structure du SPTpT ? 2D-NMR experiments 1H-1H COSY, TOCSY, 1H-13C HSQC,

1H-13C HMBC, 1H-31P HMBC, NOESY, ROESY
Theoretical DFT calculations
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Mécanisme ?
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séquence TT Photoproduit des Spores
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DNA repair
SP lyase




La lyase du photoproduit des spores

e splB - SPL de B. Subtilis : 342 aa, 40 kDa.
o 3 cysteines, CxxxXCxxC.
o SPL B. Subtilis GCMGEHCHYCY
s SPL C. Perfringens GCVGANCQYCY
o SPL C. Acetobutylicum GCAAMCEYCY

e SPL : estla seule enzyme de réparation de 'ADN de
la famille « Radical-SAM ».

[4Fe-4S] cH {:ﬁ S-Adenosylmethionine (SAM)
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Les centres Fe-S
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Hydrogenases
Cys
Volbeda et al (1995)ature373, 580 Peters et al (1998cience282, 1853
- Cy
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Dobritzsch et al (2001EmboJ20, 650 Martins B.M et al (2004PNAS101, 15645



S-adenosylmethionine: Each chemical group
appended to the S atom is used
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Mécanisme des “Radical-SAM”
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Caractérisation biochimique

2‘7‘ ‘;EZ: -SPL sous forme apoprotéine.
-Reconstitution chimique du
kbaT waw - SPL | centre [4Fe-48].
30 kDa— -3.9 Fe/monomer
-4 S/monomer
20 kDa — - SPL est dimérique
14 kDa—
SDS-PAGE (12%) analysis Cys,,
1717

'0
Fe—S

4Fe-4S
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Absorbance

Caractérisation spectroscopique de I'Holo-SPL

Spectre UV-visible. Spectroscopie Mdssbauer
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SAM est en interaction avec [4Fe-48[S=1/2). | |-

Spectroscopie HYSCORE
(Hyperfine Sublevel Correlation)
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SPL et les autres photoproduits

Le mélange réactionnel:
SPL: 50 uM
SAM: 1 mM

dithionite: 3 mM
Photoproduits dans 'ADN
en anérobiose.

[ 1]

CPD TT SH
La proportion du photoproduit aprés 30 min d’incubation avec la SPL
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5R-SPTpT est substrat de la SPL
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Conclusions

1. SP Lyase : est une enzyme« Radical-SAM »,

Fixe un centre [4Fe-4S}/1+.
Le centre[4Fe-4SP*1* interagit avec la SAM

La SAM est réduite en AdoH + méthionine méme

en absence du substrat.

2. S5R-SPTpT est un substrat pour la SPL.
Pas besoin d’'une séquence d’ADN

Fixation

st

SAM

_ SEE—

Reparation

— T
— T

dissociation

s

H
[ |

vt

SAM

3. SP dinucleoside est un mauvais substra
0.004 vs 0.4 mol/mol/min (SP-TpT)
Importance du pont phosphate

T Carell, M. M. Atta, Fontecave et al
Chem CommuR006, 4 445-447

M écanisme de gparation par « baseflipping »
Carell, T., and Essen, L. O. (2004) Science 306, 1789-1793
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Mécanisme propsé par J.B. Broderick
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J. B. Broderick, J. Am. Chem. Soc., 2002, 124, 2860. J. Biol. Chem., 2006, 281, 25994
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Concentration (uM)

Analyse des produits de la reaction.
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ROle de la cyséne-1417

B. subtilis SSKPSAEYAI PFATGCMGHCHYCYL QT TMSSKPY! RTYVNVEEI LDQADKYMKERAPEFTRFEASCTSD
B. cer eus TSKPSAEYAI PFAT  {CYLQTTMGSKPYI RTYVNVEEI LGAADKYMEERAPEL TRFEASCTSD
B. Hal odur ans TSKPSAEYAI PLAT CYLQITLGSKPYI RTYVNLEEI FAAADQY| HEREPEI TRFEAACTSD
B.thurigiensis TSKPSAEYAI PLAT CYLQITLGSKPYVRVYVNLDEI FEKAKQYMDERAPEI TRFEAACTSD
B. ant hraci s TSKPSAEYAI PLAT CYLQTTLGSKPYVRVYVNLDEI FEKAQQYNMDERAPEI TRFEAACTSD
-.****.: * :** . *.****:* *** ** * ** *: * **.:***
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Cys 141 :

N’est pas impliquée dans la coordination du centre
[Fe-S]

Absolument nécessaire a l'activité de I'enzyme
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Mutation in (6xHis)SP lyase

Fajardo-Cavazos, P., Rebeil, R., Nicholson, W.L., Essential cysteine residues in Bacillus subtilis spore photoproduct lyase identified by alanine
scanning mutagenesis, Curr Microbiol 51 (2005) 331-5.
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La SPL sauvage et la SPLC141A catalyse la réductolyse de la SAM
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The SPLC141A mutant

e Les caraceristigues biochimiques et spectroscopiques de la @ieine SPLC141A et

SPL sauvage sont semblables .
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Caratrisationde fadduit avec le
dithionite
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Caratrisationpar HPLC
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Intensity, cps
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Function of Cysteine 141: a structural effector ?

C141A-SPL










